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ACTIVIDAD ENZIMATICA EXPRESADA EN RESIDUOS AGRICOLAS Y ANALISIS
in silico DE GENES DE B-GLUCOSIDASA DE Moniliophthora roreri.
Andrés Concepcion Brindis, MC.
Colegio de Postgraduados, 2015.
Se estudid la cinética de produccion de enzimas de B-glucosidasa de Moniliophthora roreri
cultivado en un sistema de fermentacion en estado solido (FES) utilizando bagazo de cafia de
azucar (BCA) y cascara de cacao (CCA) como sustratos inductores. Los tratamientos (T)
evaluados fueron: T1, BCA sin inocular; T2, BCA con in6culo de M. roreri; T3, CCA sin inocular
y T4, CCA con indculo de M. roreri. Se evalud la actividad enzimatica de B-glucosidasa, proteina
total, pH y biomasa durante 30 dias. Se realiz6 un analisis in silico de la secuencia de seis genes
codificantes de enzimas B-glucosidasas predichas, depositadas en el GenBank del NCBI. La
actividad enzimética de B-glucosidasa mas alta, inducida con BCA y CCA, se encontré el dia 18
con 332.69 U mg de proteina total, pH 6.73 del medio de cultivo y el dia 27 con 27.6 U mg™* de
proteina total, pH 7.46 respectivamente. Se obtuvo un fragmento de 1737 pb del gen 18S ADNry
se registro en el GenBank (NCBI) con el nimero de acceso KM998972. La secuencia presento
100% de identidad con respecto a la secuencia AY996745 de M. roreri. La cepa fue denominada
MROCP. El analisis in silico confirmo que las seis proteinas B-glucosidasa predichas contenidas
en el genoma de M. roreri, pertenecen a las glicosil hidrolasas de la familia 1y 3: GH1 (ESK96275,
ESK95676, ESK92642) y GH3 (ESK95149, ESK88175 y ESK84536), ademas de predecir sus
caracteristicas fisicoquimicas y bioquimicas. Las p-glucosidasa de la familia GH1 forman tres
subgrupos (1a, 1b y 1c), bien definidos de M. roreri. Las B-glucosidasa de la familia GH3 forman
tres subgrupos (2a, 2b y 2c), bien definidos de M. roreri. La proteina GH1 con nimero de acceso
GenBank ESK95676, de localizacion extracelular, podria ser la responsable de la actividad f-
glucosidasa de M. roreri MROCP expresada en el sistema FES usando BCA y CCA como
substratos inductores. Los resultados del presente trabajo seran de ayuda en la purificacion y
caracterizacion bioguimica de esta familia de enzimas con potenciales aplicaciones

biotecnologicos e industriales.
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ENZYME ACTIVITY EXPRESSED WITH AGRICULTURAL WASTE AND insilico
ANALYSIS OF GENES g-glucosidase of Moniliophthora roreri.
Andrés Concepcion Brindis, MC.
Colegio de Postgraduados, 2015.
The kinetics of production of B-glucosidase enzymes of Moniliophthora roreri cultivated in a
system of solid state fermentation (SSF) using sugar cane bagasse (SCB) and cocoa husk (CH) as
inductor substrates was studied. Treatments (T) were evaluated: T1, SBC without inoculation; T2,
SCB inoculum M. roreri; T3, CH without inoculation, and T4, CH inoculum of M. roreri. The
enzymatic activity of B-glucosidase, total biomass pH and protein was evaluated for 30 days. Was
performed An in silico sequence analysis six genes encoding B-glucosidase enzymes predicted,
deposited in the NCBI GenBank. The enzymatic activity of p-glucosidase higher induced with
SCB and CH, was found day 18 with 332.69 U mg protein™ pH 6.73 of culture medium and the
day 27 with 27.6 U mg protein™ and pH 7.46, respectively. A fragment of 1737 bp of the 18S
DNAr gene was obtained and recorded in the GenBank (NCBI) with the access number of
KM998972. Introduce 100% sequence identity with the sequence AY996745 M. roreri. The strain
was named MROCP. The analysis in silico confirmed that the six proteins predicted -glucosidase
contained in the genome of M. roreri, belonging to glycosyl hydrolases family 1 and 3: GH1
(ESK96275, ESK95676, ESK92642) and GH3 (ESK95149, ESK88175 and ESK84536), in
addition to predict the physicochemical and biochemical characteristics. The B-glucosidase are the
family GH1, M. roreri well defined three subgroups (1a, 1b and 1c). The B-glucosidase Family
GH3 form three subgroups (2a, 2b and 2c), well defined M. roreri. The GH1 protein with GenBank
accession number ESK95676, extracellular location, could be responsible for the B-glucosidase
activity expressed in M. roreri MROCP SSF system using the SCB and CH substrates inducers.
The results of this study will assist in purification and biochemical characterization of this family

of enzymes with potential biotechnological and industrial applications.

Key Words: Moniliophthora roreri, in silico, B-glucosidase, glycosyl hydrolases.
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(TGA). La secuencia de aminoacidos se muestra debajo de la secuencia de nucleétidos de la region
codificante (NUmero de acceso ESK92642). Los residuos de nucledtidos estan numerados en la
direccion 5'a 3", con la A del ATG predicho iniciando con metionina dado el nimero 1. La secuencia
de aminoéacidos indica 2 secuencias motifs, amino terminal ((33), sitio activo (Z3) y un nucledfilo
(£:23), de las glicosil hidrolasas de la familia 1.

Figura 10. Prediccion de dominios transmembranales de la B-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso
GenBank ESK92642, derivada del gen uno de la secuencia con nimero de acceso GenBank
AWS001000264. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 1, consta
de 545 residuos de amino&cidos y un codon de terminacion (TGA) y no presenta hélices integradas
a membranas. (b) Prediccion de la presencia y localizacion del sitio de division del péptido sefial en
la secuencia de aminoacidos, los resultados muestran que la proteina predicha es no secretoria, no
contiene péptido sefial, ni sitio de division de la peptidasa sefial (SPase 1) I, ni sitio de anclaje, y los
aminoacidos forman parte de la proteina madura. (c) En la prediccion de sitios posibles de
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Figura 11. Secuencias de nucle6tidos y aminoacidos deducida del gen p-glucosidasa numero siete, registrado

en el GenBank con nimero de acceso AWS001000050 de M. roreri. La secuencia nucleotidica
contiene un gen de 2214 pb que codifica para una B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasa
de la familia 1. La region codificante (CDS) consta de 1410 pb traducidas a 469 aminoacidos y un
codon de terminacién (TAA). La secuencia de aminoécidos se muestra debajo de la secuencia de
nucledtidos de la region codificante (Nimero de acceso GenBank ESK96275). Los residuos de
nucledtidos estdn numerados en la direccion 5’a 3", con la A del ATG predicho iniciando con
metionina dado el nimero 1. La secuencia de aminoacidos indica 2 secuencias motifs, amino

Figura 12. Prediccion de dominios transmembranales de la B-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso

GenBank ESK96275, derivada del gen siete de la secuencias con nimero de acceso GenBank
AWS001000050. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 1, consta
de 469 residuos de aminoacidos y un codon de terminacion (TAA) y no presenta hélices integradas
a membranas. (b) La prediccion fue realizada con los servidores SignalP 3.0 y 4.1. Los resultados
muestran que la proteina predicha es no secretoria, no contiene péptido sefial, sitio de division de la
peptidasa sefial (SPase 1) I, ni sitio de anclaje, y todos los aminoacidos forman parte de la proteina
madura. (c) En la prediccion de sitios posibles de fosforilacion, se encontraron 13 sitios de
fosforilacion, correspondientes a 11 residuos de Serina (Ser) (posiciones 22, 30, 36, 78, 80, 185, 186,
196, 203, 300 y 318) y dos residuos de Treonina (Thr) (posiciones 102 y 441).

Figura 13. Secuencias de nucledtidos y aminoacidos deducida del gen p-glucosidasa albergado en el GenBank

con nimero de acceso AWS001000068 de M. roreri. La secuencia nucleotidica contiene un gen de
2627 pb que codifica para una B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasas familia 1. La
region codificante (CDS) consta de 1743 pb traducidas a 580 aminoacidos y codon de terminacion
(TAA). La secuencia de aminoacidos se muestra debajo de la secuencia de nucleétidos de la region
codificante. Los residuos de nucle6tidos estdn numerados en la direccion 5'a 3", con la A del ATG
predicho iniciando con metionina dado el nimero 1. La secuencia de aminoacidos indica una
secuencia motifs, sitio activo (') de las glicosil hidrolasas de la familia 1.

Figura 14. Prediccién de dominios transmembranales de la p-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso

GenBank ESK95676, derivada del gen 21 de la secuencia con nimero de acceso GenBank
AWSO001000068. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 1, consta
de 580 residuos de amino&cidos y un codon de terminacion (TAA) y no presenta hélices integradas
a membrana. (b) La prediccion fue realizada con los servidores SignalP 3.0 y 4.1. Los resultados
muestran que la proteina predicha es secretoria, contiene péptido sefial, sitio de division de la
peptidasa sefial (SPase 1) I, sitio de anclaje, y los aminoacidos forman parte del péptido sefial. (c)
En la prediccion de sitios posibles de fosforilacién, se encontraron 14 sitios de fosforilacion,
correspondientes a 13 residuos de Serina (Ser) (posiciones 34, 79, 173, 175, 275, 354, 390, 398, 434,
442,443, 543 y 567) y un residuo de Treonina (Thr) (61).

Figura 15. Secuencias de nucledtidos y aminoécidos deducida del gen B-glucosidasa registrado en el GenBank

con nimero de acceso AWS001001286 de M. roreri. La secuencia nucleotidica contiene un gen de
1952 pb que codifica para una B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasa familia 3. La
region codificante (CDS) consta de 1740 pb traducidas a 579 aminoacidos y codon de terminacion
(TGA). La secuencia de aminoacidos se muestra debajo de la secuencia de nucleétidos de la region
codificante (NUmero de acceso ESK84536). Los residuos de nucledtidos estan numerados en la
direccion 5'a 3’, con la A del ATG predicho iniciando con metionina dado el nimero 1. La secuencia
de aminoécidos indica una secuencia motifs, sitio activo €7_J), de las glicosil hidrolasas de la familia
3.

Figura 16. Prediccion de dominios transmembranales de la B-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso

GenBank ESK84536, derivada del gen nueve de la secuencia con nimero de acceso GenBank
AWS001001286. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 3, consta
de 579 residuos de aminoacidos y un codon de terminacién (TGA) y no presenta hélices integradas
a membrana. (b) La prediccidon fue realizada con los servidores SignalP 3.0 y 4.1. Los resultados
muestran que la proteina predicha es no secretoria, no contiene péptido sefial, ni sitio de division de
la peptidasa sefial (SPase 1) I, ni sitio de anclaje, y los aminoécidos forman parte de la proteina
madura. (c) En la prediccion de sitios posibles de fosforilacion, se encontraron 16 sitios de
fosforilacion, correspondientes a 15 residuos de Serina (Ser) (posiciones 30, 60, 94, 155, 177, 196,
240, 250, 340, 465, 469, 523, 529, 530 y 531) y un residuo de Treonina (Thr) (192).
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Figura 17. Secuencias de nucledtidos y aminoacidos deducida del gen B-glucosidasa registrado en el GenBank
con nimero de acceso AWS001000113 de M. roreri. La secuencia nucleotidica contiene un gen de
3470 pb que codifica para una B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasa familia 3. La
region codificante (CDS) consta de 2553 pb traducidas a 850 aminoacidos y codén de terminacion
(TAG). La secuencia de amino&cidos se muestra debajo de la secuencia de nucledtidos de la region
codificante (NUmero de acceso ESK95149). Los residuos de nucleotidos estdn numerados en la
direccion 5'a 3", con la A del ATG predicho iniciando con metionina dado el nimero 1. La secuencia
de aminoé&cidos indica una secuencia motifs, sitio activo €7, de las glicosil hidrolasas de la familia
3. 75
Figura 18. Prediccion de dominios transmembranales de la B-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso
GenBank ESK84536, derivada del gen 69 de la secuencia con nimero de acceso GenBank
AWS001000113. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 3, consta
de 850 residuos de aminoacidos y un codén de terminacion (TAG) y no presenta hélices integradas
a membranas. (b) La prediccion fue realizada con los servidores SignalP 3.0 y 4.1. Los resultados
muestran que la proteina predicha es no secretoria, no contiene péptido sefial, ni sitio de division de
la peptidasa sefial (SPase 1) I, ni sitio de anclaje, y los aminoécidos forman parte de la proteina
madura. (c) En la prediccion de sitios posibles de fosforilacion, se encontraron 25 sitios de
fosforilacion, correspondientes a 23 residuos de Serina (Ser) (posiciones 4, 114, 119, 159, 162, 165,
184, 313, 352, 386, 441, 480, 529, 576, 600, 625, 627, 665, 740, 767, 771, 814 y 830) y dos residuos
de Treonina (Thr) (605 y 837). 76
Figura 19. Secuencias de nucle6tidos y aminoacidos deducida del gen B-glucosidasa registrado en el GenBank
con nimero de acceso AWS001000688 de M. roreri. La secuencia nucleotidica contiene un gen de
3623 pb que codifica para una B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasa familia 3. La
region codificante (CDS) consta de 2880 pb traducidas a 959 aminoacidos y coddn de terminacion
(TGA). La secuencia de aminoacidos se muestra debajo de la secuencia de nucleétidos de la regién
codificante (NUmero de acceso ESK88175). Los residuos de nucledtidos estan numerados en la
direccion 5'a 3", con la A del ATG predicho iniciando con metionina dado el nimero 1. La secuencia
de aminocidos indica una secuencia motifs, sitio activo (), de las glicosil hidrolasas de la familia
3. 78
Figura 20. Prediccién de dominios transmembranales de la p-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso
GenBank ESK88175, derivada del gen tres de la secuencia con numero de acceso GenBank
AWSO001000688. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 3, consta
de 959 residuos de aminoacidos y un codon de terminacion (TGA) y no presenta hélices integradas
a membrana. (b) La prediccion fue realizada con los servidores SignalP 3.0 y 4.1. Los resultados
muestran que la proteina predicha es secretoria, contiene péptido sefial, sitio de division de la
peptidasa sefial (SPase 1) I, sitio de anclaje, y los aminoacidos forman parte de la péptido sefial. (c)
En la prediccion de sitios posibles de fosforilacién, se encontraron 22 sitios de fosforilacion,
correspondientes a 19 residuos de Serina (Ser) (posiciones 412, 15, 37, 76, 136, 209, 371, 486, 551,
555, 583, 626, 644, 663, 817, 822, 828, 885 y 907) y tres residuos de Treonina (Thr) (10, 589y 886). 80
Figura 21. Relaciones filogenéticas entre las secuencias de aminoacidos de proteinas B-glucosidasa predichas
de M. roreri y de otros hongos. Las secuencias fueron tomadas de la base de datos GenBank del
NCBI. La comparacion filogenética se baso en el analisis de 684 posiciones aminoacidicas por medio
de métodos de distancia usando el indice de Poisson (P), el método de agrupamiento fue Neighborn-
joining. La barra indica la distancia genética expresada como el nimero de cambios por cada 100
nucleétidos. El nimero de cada nodo indica el valor de bootstrap mostrado en porcentaje. El arbol
filogenético muestra dicotomia con dos diferentes grupos de B-glucosidasa inferidos por el método
de Neighborn-Joining del software MEGA 6.0. 82
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CAPITULO |

INTRODUCCION.

1.1 INTRODUCCION GENERAL.

Las celulasas son enzimas que tienen un papel importante en la hidrdlisis de enlaces 1,4-B-
glucosidicos, la celulosa es el componente principal de la pared celular vegetal. La celulosa es el
principal polisacarido constituyente de la pared celular de plantas, es un polimero lineal con
enlaces (3-1.4 de 8000 - 12000 unidades de glucosa. Las celulasas contribuyen en gran proporcion,
en el mercado mundial de enzimas industriales, enzimas importantes. De hecho, la celulasa es la
tercera enzima industrial mas grande (Singhania et al., 2010) y representa aproximadamente el
20% del total del mercado de enzimas en el mundo (Chandel et al., 2012). La fuerte demanda de
celulasas se ha atribuido a las principales aplicaciones en la industria de la pulpa y papel, textil,
alimentos, bebidas, detergentes, y en la industria de alimentos balanceados (Singhania et al., 2010;
Kirk et al., 2002).

Los productos obtenidos a partir de la hidrdlisis sustratos lignoceluldsico por celulasas consisten
principalmente en glucosa, celobiosa y celooligosacaridos (Singhania et al., 2010). Entre dichos
productos, la glucosa es el méas deseable porque esta subunidad basica de celulosa puede servir
como materia prima valiosa para una gran variedad de productos quimicos de especialidad tales
como: etanol, acido organico y fuente de proteina unicelular (Wilson, 2009; Howard et al., 2003).
Para facilitar una hidrélisis completa de celulosa a glucosa, el sistema celulasa consta de:
endoglucanasa, exoglucanasa y B-glucosidasa, estando obligadas a estar presentes en cantidades
apreciables (Kumar et al., 2008).

Actualmente, las celulasas pueden ser producidas a través de una ruta bioldgica por medio de
fermentaciones llevadas a cabo por bacterias u hongos. Hay una amplia gama de microorganismos
capaces de producir celulasas, tales como bacterias aerobias y anaerobias, hongos anaerobios,
hongos de pudricion blanda, hongos de pudricion blanca (WRF) y hongos de podredumbre café
(BRF) (Chandel et al., 2012; Lynd et al., 2002; Kuhad et al., 2007). La mayoria de los hongos son
capaces de producir un sistema completo de celulasas en comparacion con bacterias (Cen y Xia,
1999). La celulasa comercial es cominmente producida a partir de dos cepas de hongos de
pudricién blanda (SRF) llamados Trichoderma reesei y Aspergillus niger (Singhania et al., 2010),

a través de una fermentacion sumergida (Pandey et al., 2000). Aunque los hongos son capaces de
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producir un sistema completo de celulasas, el cultivo de cualquiera de los hongos T. reesei y A.
niger. Por ejemplo, T. reesei no es capaz de producir una cantidad sustancial de B-glucosidasa, por
otra parte el sistema celulasa de A. niger carece de endoglucanasa y exoglucanasa (Chandel et al.,
2012; Ahamed et al., 2008).

Varios casos exitosos han sido reportados para la produccion de celulasas por A. niger y T. reesei
mediante FES (Chahal 1985; Dos Santos et al., 2013; Singhania et al., 2007; Kumar et al., 2011;
Flodman y Noureddini, 2013; Dhillon et al., 2012). Por otra parte, la fermentacion sumergida sufre
el inconveniente de estar asociada con una baja concentracion de productos finales (Rodriguez y
Sanroman, 2005), por lo tanto, se requiere una purificacion posterior.

Por otra parte, el bagazo de cafia de azucar (BCA) es un subproducto de los ingenios azucareros,
el 60%, se utiliza para la alimentacion animal, pulpa, fertilizante, dejando el 40% como desechos
solidos en el terreno. EI BCA contiene 52.7% de celulosa, el 17,5% de hemicelulosa y el 24.2%
de lignina (Samsuri et al., 2007; Sun et al., 2004). Esta biomasa es una fuente potencial de materia
prima para la conversion de compuestos a base de azlcar en productos quimicos finos y
biocombustibles (Binder y Raines, 2009).

La cascara de cacao, es un residuo agricola que se acumula en grandes pilas junto con las
plantaciones, ademas se considera un foco de propagacién de Phytophthora spp y Moniliophthora
roreri, si se dejan dentro de las plantaciones ya que ambos patdgenos provocan pérdidas
econOmicas a la actividad cacaotera (Lopez et al., 1984). Sin embargo, este subproducto se ha
propuesto como una fuente de pectinas a nivel comercial, por su relativo bajo costo (Francis y
Bell, 1975). El principal uso que se le ha dado a la cascara de cacao (CCA) es en la fertilizacion
de suelos, esto gracias a su degradacion que sirve como mejorador del mismo, no obstante el
esceptismo de los agricultores por su aplicacion. Por lo que, varios investigadores (Figuiera et al.,
1993; Padrédn et al., 2013) han revelado que, la cascara de cacao posee varias cualidades: i) tiene
un buena capacidad de absorcion y de retencidn de agua; ii) tiene un alto contenido en grupos OH,
provenientes de las ligninas y celulosas, y iii) es altamente biodegradable (Padron-Gamboa et al.,
2004).

El hongo M. roreri es el agente causal de enfermedad del cacao (Theobroma cacao L.) conocida
como la moniliasis del cacao o la pudricién acuosa de la mazorca (Frosty pod rot; FRP). Este
hongo es extremadamente dafiino para la produccion de cacao en los paises del noroeste de

Ameérica del Sur, como Colombia, Peru, Ecuador y Venezuela, asi como en América Central y el



Caribe (Phillips-Mora, 2003). Este hongo infecta solamente a las mazorcas de cacao y tiene una
fase biotréfica extendida de hasta 60 dias, terminando con la necrosis de la mazorca y la
esporulacién del hongo, sin llegar a producir un basidiocarpo (Meinhardt et al., 2014).
Recientemente Meinhardt et al., (2014), secuenciaron y ensamblaron 52.3 Mb dentro de 3298
contigs que representan el genoma de M. roreri, ademas se encontraron 17,920 marcos de lectura
abiertos (Open Reading Frames; OFRs) predichos, 13760 fueron validados por la técnica RNA-
Seq, utilizando los resultados obtenidos de la secuenciacion de RNA de mazorcas de cacao a 30 y
60 dias después de la infeccion (DPI), asi se estim6 la expresion diferencial de genes en las fases
biotroficas y necrotroficas en la interaccion planta-patdgeno. Los datos de la secuenciacion fueron
usados para desarrollar un genoma basado en el secretoma de las mazorcas infectadas. Se
dedujeron 1535 genes que codifican proteinas secretadas putativas, de las cuales 1355 fueron
expresadas en las fases biotroficas y necrotroficas. El andlisis de los datos revel6 la expresion
génica del secretoma que se correlacion6 con la infeccion y el crecimiento intercelular en la fase
biotrofica y posteriormente con el crecimiento invasivo y la muerte celular de la planta en la fase
necrotrofica, lo que determind y validé el genoma y secretoma de M. roreri. La alta identidad de
secuencias entre los genes de M. roreri y M. perniciosa apoya la relacion taxonémica con M.
perniciosa y la relacion de este hongo con otros basiomicetos. El andlisis de los datos de RNA-
Seq a partir de tejidos de plantas infectadas, reveld la expresion diferencial de genes en las fases
biotréficas y necrotroficas. Con base en los datos del transcriptoma, los genes de proteinas
secretadas reguladas en la fase necrotréfica son hipotétizadas de estar activas y atacan las paredes
celulares y los organelos celulares de las mazorcas dando como resultado la necrosis interna
posteriormente expresada como manchas chocolate. Estos genes estan siendo usados para
desarrollar una nueva comprension de como es el progreso de la enfermedad e identificar blancos
potenciales para reducir el impacto de esta enfermedad devastadora (Meinhardt et al., 2014).

El analisis BLAST bidireccional permitié hacer una comparacion entre los genomas de cinco
basidiomicetos con diferentes adaptaciones ambientales, incluidos M. roreri y M. perniciosa. El
numero de genes predictivo particular a un sélo genoma fue de 1133 para A) M. roreri, 1202 para
M. perniciosa. Solamente siete de 1133 genes de M. roreri fueron detectados por el analisis RNA-
seg y Unicamente 16 de los 1133 genes de M. roreri tienen funciones putativas. Con base en la
anotacion, varios de estos genes parecen tener un papel en la integridad y funcion del genoma (una

proteina RNA polimerasa Rpbl con dominios repetidos C-terminal; una helicasa putativa RecQ;



una proteina P-loop con actividad de nucleosido trifosfato hidrolasa) mientras otro conjunto parece
estar ligada a retroelementos (una proteina Gag, una poliproteina Pol del transposon TNT 1-94 y
una proteina transcriptasa reversa). Los genes restantes tienen similitud a varias toxinas (EI
precursor de la VVolvatoxina A2, una proteina cristalina toxica a dipteros); de unién a hemo (una
proteina que contiene dominio Hemopexina); de adhesion celular (una proteina tirosina de union
a calcio regulada por fosforilacién); de degradacion de pectina (un precursor probable de pectina
liasa); posibles oxidoreductasas (dos proteinas que contienen dominios de unién a FAD y NAD);
una proteina putativa que contiene dominio CNVH y dos proteinas de biosintesis de los
polisacaridos de la capsula (Meinhardt et al., 2014).

Se encontrd que ambas especies del género Moniliophthora comparten 1287 genes exclusivos a
ambos genomas, permitiendo la identificacion de similitudes putativas tales como los genes de
patogenicidad, y los genes especificos del género, de los cuales solamente 8 o 106% tienen una
funcidn putativa. Ambos genomas contienen cinco monooxigenasas de biosintesis de antibidticos;
cinco feruloil esterasas involucradas en la degradacion de hemicelulosa; cuatro proteinas de union
a celulosa; cuatro glicosil hidrolasas que participan en la degradacion de los azlcares de la pared
celular; cuatro proteinas de unién a quitina; cuatro proteinas de dominio HET asociados con
incompatibilidad vegetativa del hongo y la muerte celular del micelio; tres pectato liasas
implicadas en la degradacion de la pectina; tres carbohidrato esterasa de la familia 12, una familia
que incluye pectina acetilesterasas, ramnogalacturonano acetilesterasas y xilano acetilesterasas;
tres proteinas secretadas asociadas a la fase biotréficas que actian como efectoras putativas y dos
amidohidrolasas. (Meinhardt et al., 2014).

En la fase necrotrofica, los genes regulados fueron: una monooxigenasa de biosintesis de
antibidticos, dos proteinas secretadas asociados a la fase biotrofica, una proteina de union a
celulosa, una proteina con dominio de unién a FAD, una proteina integral de membrana, una
proteina utilizacién de lactama, una proteina que contiene el dominio LEA, una proteina taumatina,
una proteina de familia transferasa y una proteina cianamida urea hidrolasa. En la fase de
biotrofica, se regularon: una glicosil hidrolasa de pared celular, una glucésido hidrolasa de la
familia 16 y una proteina semejante a deshidrogenasa fosfogluconato de unién a NAD (Meinhardt
etal., 2014).

Sanchez-Sanchez et al., (2011), reportaron la presencia de endo-1,3(4)-B-glucanasas en la cepa

MRO1 de M. roreri cultivado en FES utilizando bagazo de cafia de azicar (BCA) como sustrato.



La actividad enzimatica endo-1,3(4)-B-glucanasas mas alta se encontro el dia 28 con 258.55 mU
mg* de proteina total. Ademas se obtuvo un fragmento de 747 pb del gen MrGLU1 predicho que
codifica una endo-1,3(4)-B-glucanasa y se registré con el nimero de acceso JN029800 en el
GenBank de la NCBI. Dicho fragmento fue traducido a la secuencia de proteina, obteniéndose un
fragmento de proteina (mrGLUL) de 249 aminoacidos, que present6 una identidad méaxima de 87%
con respecto a la secuencia de aminoacidos con numero de acceso XP002389355 de endo-1,3(4)-
B-glucanasa putativa de M. perniciosa, depositada en la base de datos GenBank del Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica del Instituto Nacional de Salud de Estados Unidos
(National Center for Biotechonology Information; NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov) (Datos
autorizados por el autor Sdnchez-Sanchez et al., 2011).

Por lo anterior y dado que se ha demostrado la presencia de la enzima endo-1,3(4)-p-glucanasa,
que forma parte del sistema celulolitico para la conversion de celulosa a glucosa, en este trabajo
se propuso determinar la actividad enzimatica de B-glucosidasa expresada por el hongo M. roreri
cuando este Ultimo es cultivado en un sistema FES, y realizar un analisis in silico, empleando
herramientas bioinformaticas, de secuencias de genes codificantes de enzimas B-glucosidasa

reportadas en el genoma y secretoma de M. roreri.



I.11 OBJETIVOS.
I.11.I GENERAL.
Analizar la expresion de genes B-glucosidasa de Moniliophthora roreri mediante la determinacion

de la cinética de actividad enzimatica inducida con residuos agricolas y analisis in silico.

L1111 PARTICULARES.

% Analizar la cinética de la actividad enzimatica de B-glucosidasa de M. roreri cultivado en
un sistema de fermentacion en estado sélido con bagazo de cafia de azUcar y cascara de
cacao.

% Realizar un andlisis in silico (traduccién a proteina, peso molecular, punto isoeléctrico,
composicién atémica, prediccion subcelular, indice de adaptacidn de codones, prediccién

transmembrana) de genes B-glucosidasa de M. roreri.

1111 HIPOTESIS.
Moniliophthora roreri es capaz de producir enzimas B-glucosidasas codificadas en su genoma e

inducidas en sustratos de residuos agricolas mediante fermentacion en estado solido.



I.IV ESTRUCTURA DE LA TESIS.

El trabajo realizado esta formado por seis capitulos, en el CAPITULO I: Se hace una introduccion
general y se describen los objetivos e hipotesis del trabajo. En el CAPITULO II: Se presenta la
revision de literatura resaltando la importancia de las enzimas celulasas y las caracteristicas
morfoldgicas de Moniliophthora roreri. EIl CAPITULO IlI: muestra la identificacion molecular de
M. roreri, mediante la amplificacion y secuenciacion de un fragmento del gen 18S ADNr y la
identificacion morfoldgica y microscpica. En el CAPITULO IV: Se analiza la cinética de
produccion de enzimas B-glucosidasa de M. roreri cultivado en un sistema de fermentacion en
estado sdlido usando BCA y CCA como sustratos. En el CAPITULO V: Se realiza un analisis in
silico para obtener las propiedades fisicoquimicas de p-glucosidasa. Por Gltimo, en el CAPITULO
VI se muestran las conclusiones generales y las recomendaciones derivadas de los diferentes

ensayos realizados en la presente investigacion.
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CAPITULO 11

REVISION DE LITERATURA.

I1.1 Generalidades de Moniliophthora roreri.

Moniliophthora perniciosa (Stahel), Aime y Phillips-Mora y Moniliophthora roreri H. C. Evans,
Stalpers, Samson y Benny, son hongos fitopatdgenos del orden Agaricales (Basidiomicetes) que
infectan al fruto del cacao (Theobroma cacao L.). Las esporas de M. roreri se producen dentro de
estructuras semejantes a conidios que cubren los frutos de cacao formando una capa espesa de
color blanco. Cuando son liberadas las esporas, se forman nubes densas de esporas blancas que
flotan a la deriva con las corrientes de aire. Al parecer, M. roreri no forma conexiones de
abrazadera y presenta s6lo micelios monocariéticos a lo largo de su desarrollo (Griffith et al.,
2003).

Analisis filogenéticos realizados mostraron que, a pesar de sus morfologias contrastantes,
M. perniciosa y M. roreri son especies hermanas, sugiriendo que su fitopatogenicidad ha
evolucionado so6lo una vez, a partir de un ancestro en comun (Aime y Phillips-Mora, 2005).

I1.11 Taxonomia de M. roreri.
Actualmente en la base de datos de la National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(www.ncbi.nlm.nih.gov), se encuentra disponible la clasificacion taxondémica que se indica a

continuacion:

Saper reino: Eukaryota

Reino: Fungi

Subreino: Dikarya

Phylum: Basidiomycota
Clase: Agaricomycetes
Subclase: Agaricomycetidae
Orden: Agaricales

Familia: Marasmiaceae
Geénero: Moniliophthora
Especie: Moniliophthora roreri
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Por otro lado de acuerdo al Index Fungorum (http://www.speciesfungorum.org/) M. roreri es
clasificado de la siguiente forma:

Nombre: Moniliophthora roreri (Cif.) H.C. Evans, Stalpers, Samson y Benny, Can. J. Bot. 56(20):
2530 (1978).

Sinénimo:

Monilia roreri Cif. in Ciferri y Parodi, Phytopath. Z. 6 (5): 542 (1933).

Crinipellis roreri (Cif.) H.C. Evans, en Evans, Holmes, Phillips y Wilkinson, Mycologist 16(4):
151 (2002).

Crinipellis roreri (Cif.) H.C. Evans, en Evans, Holmes, Phillips y Wilkinson, Mycologist 16(4):
151 (2002) var. roreri.

Crinipellis roreri var. gileri H.C. Evans & K.A. Holmes, in Evans, Holmes y Reid, Pl. Path. 52(4):
485 (2003).

Posicién en clasificacion: Marasmiaceae, Agaricales, Agaricomycetidae, Agaricomycetes,
Basidiomycota, Fungi.

Sinonimos de contribuidor:

Kew Mycology (2013).

I1.111 Morfologia basica de M. roreri.

El estado perfecto (sexual) de M. roreri se desconoce, por lo que se cree que su reproduccion se
realiza s6lo asexualmente por conidios. Sin embargo, Thorold (1975), Kranz et al. (1978) y Evans
et al. (1978), describen que el hongo posee hifas hialinas y septadas, las septas sin conexiones de
gancho pero con doliporo, de 1.5 a 5 uM de ancho (Fig. 1). Las conidias, se producen en cadenas
con maduracion basipétala (Evans, 1981) y se desprenden facilmente del micelio; su pared es
gruesa y son amarillo-pélido o café cuando forman masa de esporas, su forma varia de globosa a
elipsoidal, se presentan en una proporcién aproximada al 60% y 30% y miden de 7 a 10 um de
ancho por 9 a 14 um de largo. Los conidi6foros son mas o menos verticales, ligeramente
ramificados, ocasionalmente aislados y erectos y forman cadenas de cuatro a diez conidias
(Phillips-Mora, 2003).
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Figura 1. Estructuras morfoldgicas de Moniliophthora roreri, mostrando: a) micelio septado y b) esporas con
pared gruesa (Evans, 1981).

1.1V Descripcion morfologica del cultivo de M. roreri in vitro.

Cuando el hongo crece en medio V8 clarificado, las colonias alcanzan un didmetro de 8 a 15 cm
después de dos semanas, y muestran un borde levemente levantado. El crecimiento en forma de
tapete de aspecto lanoso a fieltro, de color salmén pélido a rosa, finalmente se vuelve de color
beige canela a arcilla, o en ocasiones café lanoso a chabacano palido, esto se debe a la formacion
de muchas esporas. Ocasionalmente, el tapete es de inicio suave a harinozo, de color blanco a
crema o con matices ocraceos. No produce olor. En la zona avanzada, la hifa es hialina, de pared
delgada, septada y algunas veces es levemente irregular con hinchamientos de 1.5 a5 uM de ancho.
La hifa aérea es de dos tipos: a) como en la zona avanzada, pero con paredes levemente engrosadas,
y b) hialina densa de color parduzco péalido, no septadode 1 a 1.5 uMy 2 a 3 uM de ancho y el
esqueleto raramente ramificado (Evans et al., 1978). Los conidi6foros ramificados dan lugar a
cadenas maduras de conidios, de color amarillo palido y de color café en masa. Los conidios
cilindricos de paredes delgadas también estan presentes y probablemente se derivan a partir de
cadenas inmaduras (Evans et al., 1978; Evans, 1981; Phillips-Mora et al., 2006).

Las hifas se sumergen en el medio de cultivo como en la zona avanzada pero con hinchamientos
mas frecuentes. EI hongo también crece y esporula bien, grumos de color crema compactos, de
micelio estéril con gotitas de exudado amarillo que se forman frecuentemente y los parches rojo
purpura compuestos de hifas rojas pesadamente incrustadas que estan presentes en los cultivos
viejos. Las temperaturas de crecimiento optimas son de 25 a 26 °C y maximo 33 °C (Evans et al.,
1978).
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I1.V Fuente de indculo.

M. roreri sobrevive en frutos infectados momificados que permanecen en el arbol de cacao después
de la cosecha, los que aportan niveles elevados de in6culo durante todo el periodo de fructificacion
(Evans, 1981; Phillips-Mora, 2003). Las esporas son los tnicos propagulos infectivos de M. roreri,
y son diseminadas principalmente por el viento. Se desprenden una vez que estan secas mediante
cualquier estimulo fisico (como corrientes de aire y vibraciones del arbol durante la cosecha o la
poda, etc.) (Evans, 1981), se impactan sobre el dosel de los arboles, tronco, cojinetes florales, y se
desplazan por distancias considerables mientras no existan importantes barreras naturales
(Phillips-Mora, 2003).

I1.VI Identificacion de proteinas secretadas en el genomay transcriptoma de M. roreri.

Los genes expresados durante las etapas tempranas de la infeccion y desarrollo de la enfermedad,
reflejan productos de genes que funcionan en la fase biotrofica del desarrollo de la enfermedad,
misma que puede ser inicialmente asintomatica. La expresion de genes en la etapa tardia produce
productos génicos que funcionan en la fase necrotréfica, y que estan asociados con la clorosis y
necrosis de la mazorca y posiblemente con la esporulacion del hongo en el tejido de la mazorca.
El analisis de la expresion diferencial de genes codificando proteinas secretadas en mazorcas
infectadas, a los 30 y 60 DPI, identifico la expresion de 34 genes codificando proteinas secretadas
con funciones predichas, con un tnico gen siendo expresado en la etapa 30 PDI. A los 60 DPI, se
identifico la expresidn de 105 genes codificando proteinas secretadas con funciones putativas. 41
de los 105 genes expresados a los 60 DPI fueron detectados Unicamente en la fase necrotréfica. Se
encontraron varias familias de genes de proteinas secretadas que fueron reguladas en la fase
biotrdfica. En esta fase, los 34 genes con funciones conocidas fueron asociados principalmente
con la adquisicion de nutrientes en la planta y modificacion de la pared celular de plantas y hongos.
El grupo de las glicosil hidrolasas (GH) fue el mas numeroso identificado. Once genes GH fueron
regulados: dos genes GH de la familia 5; cinco genes GH de la familia 18 y un gen de cada uno de
la familia GH 16, 28, 43 y 92 (Meinhardt et al., 2014). Las genes GH de la familia 18 son genes
homologos a genes de quitinasas (EC 3.2.1.14) (Henrissat, 1991) y los genes GH de la familia 5
son endo-enzimas capaces de hidrolizar tanto f-mananos asi como B-glucanos (Dias et al., 2004)
y son homdlogas a la B-1,3-glucanasas, que incluye endoglucanasas, -mananasas, exo-1,3-

glucanasas, endo-1,6-glucanasas, xilanasas, y endoglicoceramidasas. Las GH de la familia 16 son
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homologas a endo-p-1,3-glucanasas (EC 3.2.1.39) y xiloglucanos: xiloglucosiltransferasas (EC
2.4.1.207) (Fibriansah et al., 2007), las GH de la familia 28 son homologas a poligalacturonasas e
incluye enzimas degradantes de pectina como la poligalacturonasas (EC 3.2.1.15),
exopoligalacturonasas (EPG; EC 3.2.1.67), exo-poli-a-galacturonosidasas (EC 3.2.1.82)
(Markovic y Janecek, 2001), de las GH de la familia 43 son homdlogas a B-xilosidasas (EC
3.2.1.37) (Vandermarliere et al., 2009), mientras que los GH de la familia 92 son o-1,2
manosidasas (Tiels et al., 2012).

Ademas de la familia GH, otras enzimas fueron identificadas tales como galactosa-1-epimerasa,
una anhidrasa carbonica, una carbohidrato esterasa de la familia 8 (pectina metilesterasa) y una
triptofan dimetilali transferasa. Las enzimas modificadoras de la pared celular de plantas
identificadas en la fase biotrdfica incluyeron una endo-poligalacturonasa, una galactano 1,3-beta-
galactosidasa y una glicosil hidrolasa de pared celular, una catalasa, una acetilxilano esterasa y
una xilanasa A. También tres genes cerato-platanina, dos hidrofobinas, tres proteinas semejantes
a PR-1 y una proteina inmunomoduladora, fueron todas inducidas en la fase biotréfica que podrian
estar involucradas en la interaccion huésped-hongo (Meinhardt et al., 2014).

En la fase necrotréfica, la mayoria de los 105 genes expresados estan asociados con el crecimiento
fangico, la patogenicidad y la adquisicion de nutrientes. Varias familias de genes fueron
identificadas con multiples genes expresados tales como hidrofobinas (10 genes), proteinas
conteniendo dominios de union a FAD (seis genes), arilalcohol oxidasas (cuatro genes), lacasas
(cuatro genes), triacil glicerol lipasas extracelulares (tres genes), cerato-plataninas (tres genes).
Varios de los genes antes mencionados, son altamente regulados y estan asociados con el
rompimiento de la lignina. Las arilalcohol oxidasas (AAOs) son enzimas extracelulares que
contienen FAD en la familia glucosa-metanol colina oxidasa (GMC) (Ferreira et al., 2009). Las
AAOs estan involucradas en la degradacion de la lignina, donde la enzima interactta con p-cumaril
alcohol, coniferil de alcohol y polimeros de alcohol sinapilico que componen la lignina, y O
produciendo aldehidos aromaticos y peroxido de hidrogeno (Ferreira et al., 2009). Las lacasas son
polifenol oxidasas que reducen compuestos fenolico en la lignina (Mayer y Staples, 2002). Las
glioxal oxidasas son enzimas extracelulares que forman perdxido de hidrogeno durante la
descomposicion de la lignina (Kersten, 1990). Ocho familias de genes GH fueron identificados
entre los 12 genes de GH (dos genes GH de la familia 35; dos genes GH de la familia 61; dos genes

GH de la familia 5 y un gen de cada uno para las familias 3, 9, 10, 16 y 18). Las proteinas GH de
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la familia 35 son homdlogas a B-galactosidasas y las GH de la familia 61 son proteinas homélogas
a endoglucanasas. Las GH3 son proteinas homologas a B-glucosidasas; las proteinas GH9 son
endoglucanasas o celulasas; y las GH10 son proteinas de xilanasas (Henrissat et al., 1995). Otras
numerosas enzimas y genes relacionados con la patogenicidad se identificaron como
carboxipeptidasas, carbohidrato esterasas, tripeptidil peptidasas, una proteina que induce necrosis,
una peroxidasa de hongos, citocromo p450s, y expansinas. Se encontrd que las expresiones
relativas mas altas corresponde a una dioxigenasa, una Fbox y una proteina que contiene repeticion
FNIP, una quitina sintasa, un antigeno rico en prolina y una de las expansinas (Meinhardt et al.,
2014).

ILVII Importancia y aplicacion de las enzimas celulasas.

La biomasa lignocelulésica es el material organico més abundante en la tierra y podria
proporcionar la materia prima adecuada y de bajo costo para la produccién de etanol combustible
y otros productos quimicos en el futuro (Zhao et al., 2009). Estos materiales generalmente
contienen hasta 75% de celulosa y hemicelulosa, que son compuestos que no pueden ser facilmente
convertidos en azucares monoméricos simples debido a su naturaleza recalcitrante (Adsul et al.,
2004).

Las enzimas celuloliticas se utilizan en un gran nimero de procesos que incluyen: la formulacién
de detergentes (Cavaco-Paulo, 1998), la suplementacion de alimentos para el ganado, la extraccion
de los jugos de frutas y vegetales, manufactura de la pulpa y el papel, procesamiento de almidén,
procesamiento de textiles y la produccion de etanol (Gusakov et al., 2000; Mandebvu et al., 1999;
Rau et al., 2008; Camassola y Dillon, 2007a; Tiwari et al., 2013).

Las B-glucosidasas desempefian muchas funciones bioldgicas diferentes e importantes, tales como
la degradacion de la biomasa celulésica, degradantes glicolipidos en los lisosomas de mamiferos,
y escindir flavonoides glucosiladas en las plantas (Dan et al., 2000). Ademas, estas enzimas se
utilizan en la produccién de etanol combustible a partir de residuos agricolas celulésicos y en la
sintesis de Utiles B-glucosidos. En la industria del sabor, B-glucosidasas son también clave para la
liberacion enzimatica de compuestos aromaticos a partir de los precursores glucosidicos presentes
en frutas y productos de fermentacion (Pemberton et al., 1980; Bothast y Saha, 1997; Shoseyoc et
al., 1990).
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Ademas, la creciente preocupacion por las posibles consecuencias de una escasez mundial de
combustibles fosiles, la emision de gases de efecto invernadero, asi como la contaminacion del
aire causada por la combustion incompleta de los combustibles fosiles, se han traducido en un
mayor enfoque sobre la produccién de bioetanol a partir de materiales lignoceluldsicos (Huang et
al., 2011; Zaldivar et al., 2001) y el uso de celulasas y hemicelulasas en la hidrolisis enzimatica de
material lignocelulosico (Camassola y Dillon, 2009), y especialmente la posibilidad de usar
celulasas y hemicelulasas para realizar la hidrolisis enzimatica del material lignocelulésico
(Himmel et al., 1999; Sun y Cheng, 2002). Por lo tanto, en el proceso de produccion de bioetanol,
es necesario reducir los costos de las enzimas usadas para la hidrdlisis del material crudo e
incrementar la eficiencia para consecuentemente hacer el proceso mas economicamente factible
(Sheehan y Himmel, 1999). Recientemente, ha surgido un interés general en la obtencion de
nuevas enzimas con caracteristicas de mayor estabilidad y especificidad (Jorgensen et al., 2003).
Los desafios son: obtener microorganismos mutantes productores de celulasas (Chand et al., 2005;
Dillon et al., 2006), y que los procesos de produccion de las celulasas sean econoémicos en
combinacion con fuentes baratas de sustratos inductores, junto con el reciclaje parcial o total de
las enzimas (Camassola y Dillon, 2014).

La conversion de biomasa lignoceluldsica en azucares fermentables depende principalmente de la
degradacion con enzimas celuloliticas producidas por muchos hongos filamentosos, incluyendo
Trichoderma, Aspergillus, Penicillium y Acremonium (Kumar et al., 2008; Kovécs et al., 2009).
El sistema celulolitico complejo consta de tres categorias de enzimas bésicas: endoglucanasa
(endo-1,4-B-D-glucanasa, EG, EC 3.2.1.4), celobiohidrolasa (exo-1,4-3-D-glucanasa, CBH, EC
3.2.1.91) y B-glucosidasa (1,4-p-D-glucosidoglucohidrolasa, BG, EC 3.2.1.21), que actuan
sinérgicamente para degradar la celulosa insoluble en glucosa (Sipos et al., 2010).

Las enzimas del sistema celulolitico tienen en comun la capacidad de hidrolizar los enlaces 1,4-p-
glucosidico entre las moléculas de D-glucosa, pero difieren en su punto de partida y el sustrato a
hidrolizar. Las endoglucanasas separan los enlaces internos de la fibra de celulosa para producir
celodextrinas; las exoglucanasas actuan en la region externa de la celulosa para producir celobiosa,
y finalmente la B-glucosidasa hidroliza celobiosa y oligosacéridos solubles a unidades de glucosa
(Lynd et al., 2002), catalizando la hidrdlisis de enlaces B-glucosidicos tales como alquil- o aril-p3-
glucésidos, tales como diglucosidos y oligosacaridos. Es importante mencionar el papel que juega

la B-glucosidasa para degradar celobiosa, un potente inhibidor de enzimas celuloliticas,
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responsable de la sacarificacion completa de la celulosa a glucosa mediante la eliminacion de
celobiosa que inhibe a la celobiohidrolasa y endoglucanasas (Medve et al., 1997; Singhania et al.,
2013; I-Son et al., 2010).

La B-glucosidasa puede ser obtenida de humanos, insectos, plantas o microorganismos. Las
primeras tres fuente son de poco valor en la elaboracién de vinos debido a que son inhibidas por
las condiciones del procesamiento (bajo pH, alta concentracion de glucosa y etanol); las Unicas
fuentes viables de estas enzimas, son los microorganismos. En la actualidad, la liberacion de aroma
es a menudo incrementada con el uso de preparaciones comerciales de enzimas de origen fungico
principalmente Aspergillus sp (Villena et al., 2007).

Algunos estudios han demostrado que la hidrolisis de la celulosa es mejor empleando celulasas de
Trichoderma reesei complementadas con la actividad de B-glucosidasa extra (Tengborg et al.,
2001; Tu et al., 2006). Las B-glucosidasas son enzimas ampliamente estudiadas debido a su
distribucion universal y bien definida naturaleza de sustrato; ademas de la simplicidad de la prueba
de actividad enzimatica (Singhania et al., 2013).

Recientemente, con la mayor disponibilidad de datos de secuencias de genomas de hongos, ha
aumentado la evidencia de la existencia de maltiples genes B-glucosidasa en otras especies, entre
ellos dos genes B-glucosidasas caracterizadas (BGL1/CellA y BGLII/Cel3A) y cinco B-
glucosidasas predichas (Cel1B, Cel3B, Cel3C, Cel3D, Cel3E) (Foreman et al., 2003).

El sistema de celulasas de T. reesei ha sido el mas ampliamente estudiado entre los hongos
celuloliticos. La B-glucosidasa divide a la celobiosa en dos monémeros de glucosa, eliminando la
inhibicion ejercida por la celobiosa sobre ciertas celulasas tales como la CBH1 de T. reesei (Gong
etal., 1977). Las B-glucosidasas son muy importantes en la regulacion de genes de celulasas, son
enzimas claves en la sintesis de soforosa, un inductor eficiente del sistema celulolitico de T. reesei
(Mandels et al., 1962). Recientemente, la B-glucosidasa se ha convertido en el centro de varios
estudios aplicados, debido a que son esenciales no sélo en la degradacion de celulosa, sino también
en la sintesis de oligdbmeros y otras moléculas complejas (por ejemplo, alquil-glucésidos) por
transglicosilacion (Hanssona y Adlercreutza, 2002). La organizacion estructural de esta enzima
esta muy diversificada. La B-glucosidasa nativa de Pyrococcus furiosus tiene un peso molecular
de 230 kDa y se compone de cuatro subunidades, cada una con un peso molecular de 58000Da
(Kengen et al., 1993). En contraste, la BG de Clostridium stercorarium es un monémero con un

peso molecular de 85000Da (Bronnenmeier y Staudenbauer, 1988). Algunos estudios indican que
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algunas B-glucosidasa de los hongos de la podredumbre blanca también tienen un peso molecular
alto. Por ejemplo, dos B-glucosidasa de Sporotrichum pulverulentum tienen pesos moleculares
altos de 165000 y 182000Da, respectivamente (Deshpande et al., 1978). Por otra parte, se han
purificado algunas B-glucosidasa con pesos moleculares similares: la B-glucosidasa de Pisolithus
tinctorius de 450000 Da compuesto por tres homosubunidades; y las B-glucosidasa de Volvariella
volvacea de 158000 y 256000 Da (Cai et al., 1998; Cao y Crawford, 1993). Stachybotrys
microbispora contiene un sistema de B-glucosidasa enriquecido que consta de méas de cuatro
enzimas. Dos de ellas fueron purificadas como enzimas diméricas, cada mondmero con un peso
molecular de 85000 Da (Amouri y Gargouri, 2006). Debido a las multiples aplicaciones para esta
actividad biologica, la preparacion de B-glucosidasa con alta pureza ha sido de gran interés para
los bidlogos. Sin embargo, es muy dificil obtener proteinas activas puras por métodos de
separacion convencionales, tales como cromatografia en columna, electroforesis de dos
dimensiones y la cromatografia en capa fina (TLC). Combinado las técnicas anteriores con la
transferencia de membrana blotting y la electroforesis azul nativa (BN-PAGE), se han utilizado
con éxito en la separacion preparativa de proteinas activas (Offord et al., 1991; Schagger, 1994).
Lin et al., (2010), emplearon la electroforesis en gel de poliacrilamida con gradiente de dos ciclos
en condiciones nativas Y electroelucion (NGGEE) sin la transferencia a membrana para purificar
proteinas enzimaticas de T. koningii AS3.2774. Con este método, se purificaron 8 proteinas
enzimaticas y se clasificé el sistema de celulasa mediante la comparacion de las secreciones de T.
koningii en un medio inductivo y en un medio represivo. El resultado fue una B-glucosidasa (BG)
purificada 24 veces con una tasa de recuperacion del 5,5%, y una actividad especifica de 994,6 U
mg* proteina total.

Se han realizado investigaciones en diferentes tipos de hongos filamentosos para la produccion de
B-glucosidasas, por ejemplo, en 2007b, Camassola y Dillon, establecieron el potencial del hongo
Penicillium echinulatum como productor de enzimas con actividad de papel filtro (FPA),
endoglucanasa, B-glucosidasa y xilanasa, cultivado en un Sistema de Fermentacion en Estado
Solido (FES), usando un medio de cultivo barato que contiene BCA pretratado y salvado de trigo.
Los niveles més altos de actividad enzimatica de FPA, fueron medidos sobre mezclas de BCA
pretratado y salvado de trigo (32.89 + 1.90 U gdm™). La actividad de p-glucosidasa mas alta, fue
de 58.95 + 2.58 U gdm™ sobre el cuarto dia de cultivo del sistema FES. La actividad de

endoglucanasa mas alta fue de 282.36 + 1.23 U gdm en el cuarto dia, y la actividad de xilanasas
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maés alta fue aproximadamente de 10 U gdm™ a partir del segundo al cuarto dia. Los niveles de las
actividades enzimaticas ensayadas, siempre fueron mayoritarios en presencia de cantidades
minimas de BCA pretratado. Finalmente, los autores concluyeron que el salvado de trigo puede
ser parcialmente sustituido por BCA pretratado. Este estudio tuvo un impacto considerable debido
a que la incorporacion de fuentes baratas, tales como el BCA, incluido en el medio para la
produccién de enzimas lignoceluldsicas debe ayudar a disminuir los costos de produccion de
complejos enzimaticos que pueden hidrolizar residuos lignocelulésicos para la formacion de
jarabes fermentados, contribuyendo de esta forma a la produccion econdmica de bioetanol
(Camassola y Dillon, 2007b).

Una investigacion en A. japonicus mostro que este hongo fue capaz de producir una B-glucosidasa,
cultivado en un sistema de fermentacién sumergida, utilizando BCA como fuente de carbono,
incubado a 30°C, durante 72 h. La enzima purificada tuvo un peso molecular estimado de 114000
Da. La secuencia de aminoacidos, determinada por espectrometria de masas, demostrd una
estructura similar a la B-glucosidasa de A. niger y A. kawachii. La enzima purificada fue
inmovilizada por diferentes métodos, sobre distintos soportes, y en todos los casos se observé que
la enzima fue rapidamente inmovilizada, present6 una alta actividad residual después de la
inmovilizacion. Este estudio reforz6 el uso de los catalizadores inmovilizados en los procesos
biotecnologicos (Marcio et al., 2014).

Recientemente, un gen B-glucosidasa (bgl) de Aspergillus oryzae GIF-10 fue clonado, secuenciado
y expresado. La longitud completa de la secuencia de ADN fue de 2903 pb y consta de tres
intrones. La longitud completa de la secuencia de ADNCc contiene un marco de lectura abierto
(ORF) de 2586 nucledtidos, que codifica para 862 aminoacidos con una sefial de secrecion
potencial. El gen bgl de A. oryzae GIF-10 fue expresado funcionalmente en Pichia pastoris.
Después de 7 dias de induccion, la produccion de proteina alcanzé 321 U mg™ proteina total. La
actividad especifica de la enzima purificada alcanzo 215 U mg? de proteina total empleando
salicina como sustrato. La B-glucosidasa recombinante purificada fue una glicoproteina con un
peso molecular de 110000 Da con una actividad catalitica 6ptima a pH 5.0 y 50 °C. La enzima fue
estable entre 20 y 60 °C, retuvo 65% de actividad después de ser incubada a 60°C durante 30 min,
relativamente estable en un intervalo amplio de valores de pH (4.0 a 6.5). La enzima también

mostré actividad especifica amplia hidrolizando un intervalo de (1-4)-B-diglucosidos y (1-4)-o.-
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diglucosidos, asi mismo, la actividad fue significativamente estimulada por Mn*? (Tang et al.,
2014).

Dubrovskaya et al. (2012), aislaron una -D-glucosidasa extracelular a partir del hongo marino
Penicillium canescens. De acuerdo a electroforesis SDS, el peso molecular de la enzima fue de
64000 Da y la actividad maxima se observé en un pH de 5.2 a 70°C. La B-glucosidasa catalizo la
hidrolisis de enlaces B-glucosidicos en glucosidos y en disacaridos de glucosa y presento actividad
de transglicosilacion. La enzima se puede utilizar para la desglicosilacion de glicésidos naturales
y en la sintesis enzimatica de nuevos compuestos que contienen de carbohidratos.

Hsin-Liang et al. (2012), aislaron un ADNCc que codifica para una B-glucosidasa NpaBGS a partir
del hongo Neocallimastix patriciarum W5 de rumen de bufalo. EI ADNc result6 tener una longitud
de 2331 pb con un ORF que codifica para una proteina de 776 aminoacidos, correspondiente a un
peso molecular tedrico de 85100 Da y un punto isoeléctrico de 4.4. El andlisis de la secuencia
mostré que la proteina NpaBGS contiene dos dominios cataliticos GH3 en los extremos N y C
terminal. EI ADNCc fue expresado en Pichia pastoris y después de la purificacion de la proteina, la
enzima muestré una actividad especifica de 34.5 U/mg proteina total contra la celobiosa como
sustrato. Los ensayos enzimaticos mostraron que la B-glucosidasa NpaBGS fue activa sobre celo-
oligosacaridos cortos de diferentes sustratos. También se observé actividad minima sobre
carboximetil celulosa (CMC), sugiriendo que la enzima posee ambas actividades de endoglucanasa
y B-glucosidasa. La actividad dptima fue detectada a 40°C y pH 5.0~6.0, mostrando que la enzima
prefiere condiciones de acidez baja. Sin embargo, la actividad podria ser mejorada a 50 °C con la
adicion de iones Mg*? 0 Mn*2. Los experimentos simultaneos de sacarificacion y FES usando
Saccharomyces cerevisiae BY4741 o Kluyveromyces marxianus KY3 de forma similar a la
fermentacion levaduriforme, la B-glucosidasa NpaBGS mostré ventajes en el crecimiento celular,
produccion de glucosa y etanol sobre la enzima comercial Novo 188. Sin embargo, los autores
demostraron que la cepa KY3 modificada por ingenieria genética con el gen NpaNGS, puede
utilizar 2% de pasto seco como Unica fuente de carbono para producir 3.32 mg/ml de etanol cuando
1.5 L de Celluclast fue agregado al sistema FES. Por lo anterior, se concluyé que la enzima p-
glucosidasa NpaBGS se comporta mejor que la Novo 188, bajo las condiciones de vida de la
fermentacion levaduriforme, por lo que es recomendada como una enzima potencial para sistemas

FES de produccion.
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De Cassia et al. (2014), probaron varios residuos agroindustriales (harina de soja y paja de trigo,
arroz y cascaras de mani, mazorca de maiz y el rastrojo de maiz, y bagazo de cafa de azUcar) para
la produccion de B-glucosidasa en el hongo termofilo Thermomucor indicae-seudaticae N31 en
un cultivo de FES. Entre los sustratos ensayados, los rendimientos mayoritarios se obtuvieron con
la harina de soja como susbtrato inductor. Este hecho confirma la posibilidad de utilizar este tipo
de residuos para reducir el costo de produccion de las enzimas microbianas; ademas, se contribuye
a la disminucion en la acumulacién de estos compuestos en el medio ambiente. La B-glucosidasa
producida por el microorganismo T. indicae-seudaticae N31 presenta condiciones 6ptimas para la
actividad a pH cercano a la neutralidad y bajo temperaturas elevadas, ademas de mostrar un amplio
espectro de estabilidad al pH y la temperatura. Ademas, la B-glucosidasa tiene una alta estabilidad
frente a concentraciones altas de glucosa y etanol. Tales caracteristicas son muy deseables en las
diversas aplicaciones industriales.

La B-glucosidasa también se ha produdido de forma recombinante. Kitagawa et al., (2010),
demostraron el valor de la levadura termotolerante Issatchenkia orientalis como microorganismo
candidato para la produccién de bioetanol a partir de biomasa lignoceluldsica con el objetivo de
bioprocesamiento consolidado. La cepa MF-121 de 1. orientalis es acido tolerante, etanol tolerante
y termo tolerante, y es por lo tanto, una levadura multiestrés tolerante. Para expresar las proteinas
heterdlogas en I. orientalis, se construyd un sistema de transformacion de la cepa MF-121 y luego
se aislé los promotores de TDH1 y PGK1, dos genes que han sido encontrado fuertemente
expresados durante la fermentacion etanolica. Los resultados indicaron que la expresion de la p-
glucosidasa de A. aculeatus pudo ser lograda con I. orientalis, demostrando que la expresion
heterdlogo se llevo a cabo con éxito en I. orientalis por primera vez. La cepa transformada podria
convertir celobiosa a etanol, bajo condiciones acidez y temperatura alta. Sacarificacion y
fermentacion (FES) se realiz6 de manera simultanea con la cepa transformada, que produjo 29 g
I* de etanol en 72 h a 40 °C, incluso sin adicion de B-glucosidasa cuando la FES se llevo a cabo
en medio que contenia 100 g It de celulosa microcristalina y una preparacion de celulasa
comercial. Estos resultados sugieren que el uso de una levadura termotolerante obtenida por
ingenieria genética tal como 1. orientalis en una fermentacion FES, podria conducir a la reduccion
de costos en la sacarificacion donde se requieren enzimas.

Existen muchos reportes sobre el estudio de las enzimas B-glucosidasa producidas por hongos
(Krogh et al., 2010; Pal et al., 2010; Vetrovsky et al., 2013; Aki et al., 2014; Okeke, 2014), este
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trabajo reporta, por vez primera, la produccion de B-glucosidasa de M. roreri cultivado en un

sistema FES usando BCA y CCA como sustratos.

IL.VIII Sistema de Fermentacion en Estado Solido.

Una fermentacion en estado solido (FES) se define como cualquier proceso de fermentacion que
ocurre en la ausencia o casi ausencia de agua libre, mediante el empleo de un sustrato natural como
un soporte sélido. Muchos microorganismos son capaces de crecer en sustratos solidos, hongos
filamentosos, en particular, pueden crecer a medida significativa en ausencia de agua libre (Chahal,
1985; Gao et al., 2008; Sonia et al., 2005). La concentracion maxima de sustrato que puede ser
manejado en la fermentacion en estado liquido convencional es sélo un 2-10%. Para aumentar la
concentracion de sustrato a mas de 10%, la FES parece ser la alternativa mas atractiva. La FES
tiene muchas ventajas sobre la fermentacion en estado liquido, incluyendo alta productividad
volumétrica, mayor concentracion de productos, menor generacion de efluentes y baja represion
catabolica. La FES también es un método preferible para la produccion de enzimas fungicas debido
a que se produce en alta concentracion las enzimas y tanto el costo de produccién y operacion son
bajos. Por lo tanto, la FES se esta convirtiendo en un método popular para la produccion comercial
de enzimas (Camassola y Dillon, 2007b; Khan et al., 2007; Nair et al., 2008; Yang et al., 2006).
La eficacia de la fermentacién de materiales lignoceluldsicos presenta dos retos principales. En
primer lugar, la estructura cristalina de la celulosa, que es altamente resistente a la hidrolisis y la
asociacion de lignina-celulosa, que forman una barrera fisica que impide el acceso enzimatico a
las fibras de celulosa. Ademas, la hidrélisis acida de la celulosa requiere el uso de altas
temperaturas y presiones, que conduce a la destruccion de parte de los hidratos de carbono, que se
convierten principalmente en compuestos furanicos, y la generacién de sustancias toxicas como
consecuencia de la degradacion parcial de la lignina (Jacobsen y Wyman, 2000).

El uso de residuos agricolas lignoceluldsicos abundantemente disponibles, tales como paja de
arroz, salvado de arroz, paja de trigo y bagazo de cafia de azUcar, para el cultivo de
microorganismos productores de celulasas ofrece un enfoque para alcanzar esta meta (I-Son et al.,
2010).
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CAPITULO 111

CONFIRMACION MOLECULAR DE Moniliophthora roreri A PARTIR DEL GEN 18S
ADNI.

I11.1 INTRODUCCION.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), de la secuenciacion rapida y barata de ADN, vy la
acumulacién de una cantidad relativamente grande en un banco de datos de secuencias de ADN
ribosomal, han revolucionado tanto los limites mas bajos de deteccion de patégeno, asi como la
exactitud y rapidez de su identificacion. Estos avances han hecho posible la deteccidn de patdégenos
dentro de los tejidos vegetales en las primeras etapas de la infeccion, puesto que la presencia
minima del patdgeno y la intervencion temprana, pueden prevenir una epidemia. Las técnicas
moleculares también han hecho posible una identificacion definitiva del patdgeno mediante el uso
de sondas de ADN de patdgenos conocidos, ademas, han hecho posible la cuantificacion del
patdgeno aislado o en una mezcla con el tejido de la planta, tales como semillas. La mayoria de
los oligonucle6tidos iniciadores de ADN estan disefiados para las secuencias transcritas internas
de ADN ribosomal (Agrios, 2005).

En los dltimos afios, el estudio de subunidades pequefias de ARN ribosémico ha revolucionado la
clasificacion de microorganismos, bacterias y hongos. Estas técnicas, basadas en la amplificacion
por PCR de genes que codifican para ARNr y la comparacién de secuencias, ofrecen una nueva
herramienta para la identificacion y el estudio de los hongos (James et al., 1994). La Identificacion
rapida de hongos filamentosos se consiguid utilizando dos conjuntos de oligonucleétidos
iniciadores para PCR especificos (Bock et al., 1994; Pedersen et al., 1997; Turenne et al., 1999).
Los oligonucle6tidos iniciadores especificos de hongos para la secuencia conservada de los genes
ARNr 18S y 28S comun a todos los hongos, han sido usados para detectar hongos patdgenos
(Anand et al., 2001).

Para superar las dificultades de identificacion y clasificacion, el gen que codifica para la subunidad
pequefia del ARN ribosémico (ADNr 18S o ADNr), ha sido ampliamente utilizado para la
caracterizacion molecular y para el analisis filogenético; la ubicuidad del gen y la tasa evolutiva
baja, lo hace particularmente ventajosa a este respecto (Figura 2) (Cavalier-Smith, 1993; Margulis
et al., 1996; Van de Peer et al., 2000).
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Embong et al, (2008), demostro en un estudio la eficacia del gen 18S ARNr para detectar hongos
patdgenos en muestras clinicas. Esta prueba basada en PCR es un método rapido, sensible y util
para detectar una etiologia fingica en queratitis microbiana en comparacion con las técnicas
estandar de laboratorio. Se necesitan més estudios con muestras de mayor tamafio para refinar la
técnica, calcular la sensibilidad y especificidad, y para establecer el valor de la técnica en el manejo
de pacientes con queratitis microbiana.

Por lo antes mencionado, y con el objetivo de realizar la identificacion molecular de la cepa de
Moniliophthora roreri, aislada de mazorcas de cacao con signos y sintomas de moniliasis, el gen
18S RNAr fue amplificado por PCR, secuenciado y comparado con las secuencias registradas en
el GenBank del NCBI NBCI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Internal Internal
18 S ) 58S ) 28 S
Transcribed Transcribed
ARNr ARNr ARNr
Spacer 1 Spacer 2

Figura 2. Estructura del ADNr nuclear de los organismos eucariontes.

I11.11 MATERIALES Y METODOS.

El presente trabajo de investigacion trabajo fue realizado empleando la cepa MROCP de M. roreri,
misma que fue aislada a partir de mazorcas infectadas. Previo al trabajo de investigacion, la cepa
MROCP fue identificada mediante la amplificacién y secuenciacion de un fragmento del gen 18S
ARNr (NUumero de acceso GenBank: KM998972). La secuencia fue publicada en la base de datos
del Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica del Instituto Nacional de Salud de Estados

Unidos (National Center for Biotechnology Information; NCBI; http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

1111 Aislamiento de Moniliophthora roreri.

El presente trabajo se desarroll6 con el hongo M. roreri, aislado a partir de una mazorca de cacao
infectada. La superficie de la mazorca que mostro manchas necroticas, fue desinfectada con etanol
y cortadas longitudinalmente cerca de la mancha necrotica. A partir de la parte interna del corte,
se extrajeron pequefias secciones de tejido. Los tejidos fueron sembrados en cajas de petri con
medio de cultivo V8 clarificado. Las cajas de petri se colocaron en una incubadora (INCUCELL
MMM Group) durante 15 dias a 28°C.
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I1.11.11 Medio de cultivo.

El medio de cultivo empleado para la conservacion y purificacion especifica de la cepa MROCP
de M. roreri fue el medio solido V8 clarificado: Jugo de verduras con antioxidantes naturales y
vitaminas Ay C 200 mL?, y CaCO34.5g L™

El medio de cultivo empleado para la extraccion del ADN cromosémico de la cepa MROCP de M.
roreri fue el medio liquido YEPD: Extracto de levadura al 1%, peptona al 2% y dextrosa al 2%.
Los medios de cultivo fueron esterilizados en autoclave a 121°C durante 15 min.

Los medios sélidos fueron preparados agregando 2.0 % de agar bacterioldgico.

LTI Extraccion de ADN cromosomico.

La cepa MROCP de M. roreri se cultivd en medio sélido V8 clarificado en cajas de petri, hasta
alcanzar 8.5 cm de didmetro (15-21 dias). A continuacién, se prepar6 una suspension de esporas,
agregando 5 mL de medio YEPD liquido a cada caja de petri, y removiendo cuidadosamente los
conidios con un pincel. La suspension fue transferida a un matraz de 250 mL con 50 mL de medio
de cultivo liquido YEPD vy se incubd a 25°C, en un agitador orbital a 150 rpm durante 48 h
(Phillips-Mora, 2003). Las células fueron cosechadas por filtracion. La biomasa obtenida fue
resuspendida en regulador de acetato de sodio (NaC>H3z02) 50 mM, pH 5.0 a una concentracion de
10 ml g de peso seco. La muestra fue sonicada en un bafio de hielo empleando un sonicador
(Ultrasonic Processor 130 Watt Model) con 20 pulsos de 30 s, cada pulso fue seguido de
incubacién durante 2 min en bafio de hielo (Kurzatkowski et al., 1996).

Posteriormente, la muestra sonicada se distribuyé en microtubos de 1.7 ml, agregando volimenes
de 500 puL de muestra, 200 pL de regulador de lisis y 200 uL de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1). A continuacion, los tubos fueron agitados vigorosamente durante 1 min en
un disruptor celular vortex (Disruptor Genie).

Se adicionaron 200 uL de regulador TE (Tris 10 mM, pH 8.0 y EDTA 1 mM) y se sometio a
centrifugacion por 5 min a 12, 000 rpm. La fase acuosa se transfirio a otro tubo de 1.7 ml al que
se le agregaron 200 pL de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1), nuevamente se agito en
el disruptor celular vortex durante 1 min y se centrifugd 5 min a 12, 000 rpm. El sobrenadante se
recupero y se precipité con dos volumenes de etanol absoluto, enfriado a -20°C. La muestra se
incubd a -20°C durante 30 min, se centrifugo por 5 min a 12, 000 rpm y elimind el etanol residual
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por decantacion, seguido por evaporacion a temperatura ambiente. EI ADN se resuspendio en 400
uL de regulador TE y traté con 10 ug de RNAsa A (Gibco BRL), a partir de una solucién patron
de 10 mg mL* en Tris-HCI 0.01 M, pH 7.5 y NaCl 0.015 M. La mezcla se incub6 a 37°C, durante
15 min, posteriormente, el ADN fue precipitado con 10 uL de acetato de amonio 4 M y dos
volumenes de etanol absoluto, enfriado a -20°C, a continuacion se mezclé por inversion y se incubd
a -20°C durante 30 min, se centrifug6 por 10 min a 12, 000 rpm. El sobrenadante fue eliminado
por decantacion, seguido por evaporacion a temperatura ambiente. La pastilla formada de ADN se
lavo con 500 pL de etanol al 80%, se agitd suavemente, se centrifugd a 14, 000 por 5 min.
Finalmente, el etanol al 80% fue eliminado por decantacion y dejé secar a temperatura ambiente.
El ADN se resuspendio en 30 uL de agua desionizada estéril, se incub6 a 50°C durante 10 min.
Para evaluar la calidad, concentracion y pureza del ADN, se determind la absorbancia a 260 nmy
considerando que 1U Azeo equivale a 50 pg mL™* de ADN de doble cadena. La calidad del ADN

se determind por la relacion de absorbancias Azeo/A2s0 (Sambrook et al., 1989).

HLILTIV Amplificacion del gen 18S ADNr por PCR.
La cepa aislada fue identificada mediante la amplificacion y secuenciacion del gen 18S ADNTr. El
gen 18S DNAr se amplifico empleando los oligonucledtidos iniciadores universales LV1 (oligo
sentido; disefiado a partir de la secuencia de la cadena 5°-3”) y LV2 (oligo antisentido; disefiado a
partir de la secuencia de la cadena 3’-5”) descrito por Bautista-Mufioz et al., (2005):

LV-1: 5 CCT GCC AGT AGT CAT ATGCTTGTCT 3

LV-2:5° CAC CTA CGG AAA CCTTGT TAC GACT 3’
El fragmento amplificado se envi6 a secuenciar con los oligonucle6tidos iniciadores LV1, LV2,
asi como los oligonucledtidos iniciadores 246 Forward, 354 Forward, 750 Forward, 1160 Forward,
1559 Forward (Cuadro 1) (Garcia et al., 2010), a partir de la secuencia del gen 18S DNAr de M.
roreri (NUmero de acceso GenBank: AY916745).

Cuadro 1. Iniciadores empleados en las reacciones de secuenciacion del gen 18S ADNT.

Nombre Rango de Posicion 5°-Secuencia-3’ Tm (°C) Longitud
secuencia (pb)
Primer 246 Forward 201-400 246 TCGAATCGCATGGCCTTGT 65 19
Primer 354 Forward 401-800 354 AGGGTTCGATTCCGGAGAG 61.513 19
Primer 750 Forward 801-1200 750 GTGTTCAAAGCAGGCCTATG 58.379 20
Primer 1160 Forward 1201-1600 1160 CCTGCGGCTTAATTTGACTC 59.845 20
Primer 1559 Forward 1601-1779 1559 CGAGGAATACCTAGTAAGCG 54.5 20

Las reacciones de PCR se llevaron a cabo con 10 ng del ADN molde, en un volumen final de 25

uL bajo la siguiente formulaciéon: 16.3 puL de agua grado PCR, regulador de reaccion 1X, MgCl»
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2mM, dNTPs 200 mM, iniciadores 0.4 mM y 1 U de Tag ADN polimerasa. El ADN se amplifico
en un termociclador Techgene ® con el siguiente programa: desnaturalizacion inicial a 94°C por
5 min; 35 ciclos de una desnaturalizacion a 94°C por 1 min; alineamiento a 67°C por 1 min y
extension a 72°C por 1 min; y una extension final a 72°C por 5 min (Bautista-Mufioz et al., 2005).

I11.11.V Electroforesis del ADN.

El fragmento de ADN amplificado fue sometido a electroforesis convencional en gel de agarosa,
siguiendo el método descrito por Meyers et al., (1976). Se prepar6 un gel horizontal de agarosa al
1% en regulador TAE 1X (Tris Base 40 mM, acido acético 20 mM y EDTA 1 mM). El corrimiento
electroforético se llevé a cabo a 80 V, durante 75 min. El gel se tifié con bromuro de etidio a una
concentracion de 0.5 pg mL™ en regulador TAE 1X, durante 15 min. Finalmente el gel se expuso
a luz UV en un transiluminador UV/Vis (MiniBis, Bio Imaging Systems), para visualizar el
fragmento de ADN amplificado. El tamafio del fragmento de ADN amplificado se calculd por
comparacion con un marcador de ADN de 1 kb de talla molecular (Invitrogen) y con la ayuda del

software Gel quant Versiéon 2.7.

I11.11.VI Purificacién de fragmento de ADN amplificado.
El fragmento de ADN amplificado se purifico empleando el kit QIAquick Gel Extraction de
QUIAGEN (QUIAGEN Group, HmbH, Germany), siguiendo el protocolo recomendado por el

fabricante.

IH1.11.VII Secuenciacion del ADN purificado.

El producto de PCR purificado se envi6 a secuenciar a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de
ADN del Instituto de Biotecnologia de la UNAM en Cuernavaca, Morelos. Las secuencias de ADN
fueron analizadas con el software BioEdit Sequence Alignment Editor, version 7.2.5 y alineadas
con las secuencias de genes homologos depositadas en la base de datos del NCBI (National Center

for Biotechnology Information; www.ncbi.nlm.nih.gov).

HLILVII Alineamiento multiple de secuencias de genes 18S ADNTr descritos en hongos.
Las secuencias obtenidas con los oligonucle6tidos iniciadores mencionados en el cuadro 1, fueron

editadas y ensambladas con el software BioEdit Sequence Aligment Editor, version 7.2.5. La
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secuencia de ADN parcial obtenida fue comparada mediante la herramienta BLAST las con
secuencias nucleotidicas codificante de genes 18S ADNr de hongos descrita y depositada en la
base de datos de la NBCI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Posteriormente, todas las secuencias
nucleotidicas fueron alineadas empleando el software CLUSTAL X Version 2.0.11 (Thompson et
al., 1997).

I11.11.1X Relaciones de similitud entre las secuencias de genes 18S ADNr de la cepa MROCP
de M. roreri y otros hongos descritos.

Se efectuaron cinco alineamientos mdltiples consecutivos y el Gltimo alineamiento se uso para
establecer un filograma con el programa MEGA (Molecular Evolutionary Genetics Analisys)
version 6.06 (Tamura et al., 2013) utilizando el método de agrupamiento de Neighbor-joining con
el indice Poisson (P). Para valorar estadisticamente la significancia de las relaciones presentadas

en el filograma, se realizaron 1000 aleatorizaciones tipo “bootstrap”.

11111 RESULTADOS.

El andlisis de la morfologia colonial de la cepa MROCP del hongo aislado, y mantenido en el
medio V8 clarificado, mostré un crecimiento inicial blanquecino, circular de aspecto lanoso a
fieltro, posteriormente se torno color salmon-crema, y finalmente café obscuro debido a la
formacion masiva de esporas, sin olor (Figura 3a). La morfologia microscopica de las esporas, fue
observada a partir de una colonia cultivada, en medio de cultivo V8, de 21 dias de crecimiento
(Figura 3a). Se encontraron esporas de pared gruesa, color amarillo palido y heteromérficas de
formacion basal, hialinas, en su mayoria de forma oviode o elipsoidal (E) y de tipo globosa (G)
(Figura 3b).

Las caracteristicas morfolégica y microscopica del aislamiento, coincidieron con las reportadas
por Phillips-Mora et al. (2006), Evans (1981) y Torres-Cruz et al., (2010) para M. roreri.
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Figura 3. Morfologia colonial y microscépica de la cepa MROCP de M. roreri aislada a partir de mazorcas
infectadas. a) Caracteristicas de la colonia de M. roreri MROCP cultivada en el medio V8 a 21 dias de
crecimiento; b) Caracteristicas de las esporas, de formacién basal, hialinas, en su mayoria de forma
ovoide o elipsoidal (E) y de tipo globosa (G) de M. roreri MROCP.

HLHLI Identificacion molecular de Moniliophthora roreri.

Los iniciadores LV1 y LV2 especificos, se disefiaron para amplificar el gen 18S del ADNr de
hongos (Bautista-Mufioz et al., 2005) con la finalidad de identificar la cepa MROCP a nivel de
género y especie, basado sobre el analisis de la secuencia. Dichos iniciadores permitieron la
amplificacion de un fragmento cuya secuencia contiene 1737 pb (Figura 4) a partir del ADN de la
cepa MROCP aislada. La secuencia se registro en la base de datos GenBank y esta disponible con
el nimero de acceso KM998972 (Figura 5). El anélisis Blast (Basic Local Alignment Search Tool)
realizado en el servidor de la NCBI, indic6 que la secuencia parcial del gen 18S ADNr amplificada
a partir de ADN de la cepa MROCP corresponde a la del hongo M. roreri con el 100% de identidad
méaxima con respecto a la secuencia AY916745 depositada en la base de datos GenBank de la
NCBI.
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Figura 4. Fragmento del gen 18S ADNr amplificado por PCR con los oligonucledtidos iniciadores LV1y LV2
a partir del ADN de la cepa MROCP de M. roreri, aislada a partir de mazorcas infectadas. 1. Marcador
de talla molecular de ADN de 1 kb; 2. Fragmento de ADN del gen 18S ADNr de M. roreri amplificado
por PCR. El fragmento fue enviado a secuenciar con los oligonucleétidos iniciadores LV1 y LV2,
resultando una secuencia de 1737 pb.
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Figura 5. Secuencia nucleotidica parcial de 1737 pb del gen 18S ADNTr de la cepa MROCP de M. roreri (Namero
de acceso GenBank: KM998972) aislada de mazorcas infectadas. La numeracion del lado izquierdo
indica el nimero de bases nucleotidicas.
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LTI Relaciones de homologia entre secuencias de genes 18S ADNr de la cepa MROCP
de M. roreri y de otros hongos previamente descritos.

El filograma (Figura 6), muestra las relaciones de homologia de las secuencias nucleotidicas del
fragmento del gen 18S ADNr amplificado a partir del ADN de la cepa MROCP, aislada de
mazorcas de cacao, con las secuencias nucleotidicas de genes 18S ADNr de hongos reportadas en
el GenBank de la NCBI y cuyo porcentaje de identidad compartido fluctta entre el 98 al 100%
(Cuadro 2): Moniliophthora roreri cepa C21 (Numero de acceso AY916745), Moniliophthora
roreri cepa MRO1 (NUmero de acceso JF730693), Moniliophthora sp. MCA2500 (NUmero de
acceso AY916753), Moniliophthora perniciosa cepa DIS71 (Numero de acceso AY916739),
Crinipellis zonata cepa OKM 25450 (Numero de acceso AY916691), Chaetocalathus liliputianus
(NUmero de acceso AY916681), Marasmius oreades aislado AFTOL-ID 1559 (NUmero de acceso
DQ457644), Marasmius rotula aislado AFTOL-ID 1505 (Numero de acceso DQ113912),
Crinipellis sp. VP14021 (Numero de acceso AY916697), Gymnopus contrarius aislado AFTOL-
ID 1758 (Numero de acceso DQ440643), Anthracophyllum archeri voucher WTU: PBM 2201
(Namero de acceso NG013183).
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DQ440643 Gymnopus contrarius aislado AFTOL-ID 1758
NG013183 Anthracophyllum archeri voucher WTU: PBM 2201

AY916691 Crinipellis zonata cepa OKM 25450
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Figura 6. Relaciones de homologia de las secuencias nucleotidicas del gen 18S ADNr de la cepa MROCP aislada
de frutos de cacao y las secuencias nucleotidicas de los genes 18S ADNr de otros hongos relacionados.
La comparacion filogenética se basé en el analisis de 1725 posiciones nucleotidicas por medio de
métodos de distancia usando el indice de Poisson (P), el método de agrupamiento fue Neighborn-
joining. La significancia de las relaciones se realizd mediante 1000 aleatorizaciones tipo bootstrap. La
barra indica la distancia genética expresada como el nimero de cambios por cada 100 nucleétidos. El

DQ113912 Marasmius rotula aislado AFTOL-ID 1505

DQ457644 Marasmius oreades aislado AFTOL-ID 1559

AY916697 Crinipellis sp. VP14021

AY916681 Chaetocalathus liliputianus

AY916753 Moniliophthora sp. MCA2500

AY916739 Moniliophthora perniciosa cepa DIS71

AY916745 Moniliophthora roreri cepa C21
KM998972 Moniliophthora roreri cepa MROCP

JF730693 Moniliophthora roreri cepa MRO1

namero de cada nodo indica el valor de bootstrap mostrado en porcentaje.

Cuadro 2. Porcentaje de identidad de la secuencia del gen 185 ADNr (NUmero de acceso GenBank KM998972)

de la cepa MROCP con las secuencias de referencia de los parientes méas préximos.

s . NUmero de Bases idénticas/ Porcentaje
ecuencia a P . . o
comparar acceso total de bases maximo de Parientes mas proximos
GenBank comparadas Identidad
AY916745 1732/1732 100 Moniliophthora roreri cepa C21
JF730693 1729/1732 99 Moniliophthora roreri cepa MRO1
AY916753 1721/1732 99 Moniliophthora sp. MCA2500
AY916739 1708/1719 99 Moniliophthora perniciosa cepa DIS71
AY916691 1715/1732 99 Crinipellis zonata cepa OKM 25450
18S ADNr AY916681 1713/1732 99 Chaetocalathus liliputianus
DQ457644 1712/1733 99 Marasmius oreades aislado AFTOL-1D 1559
DQ113912 1709/1733 99 Marasmius rotula aislado AFTOL-ID 1505
AY916697 1706/1732 99 Crinipellis sp. VPI4021
DQ440643 1708/1734 99 Gymnopus contrarius aislado AFTOL-ID 1758
NG013183 1707/1734 98 Anthracophyllum archeri voucher WTU:PBM 2201

111.1V. DISCUSION.

El fragmento de la secuencia de 1737 pb del gen 18S ADNTr, obtenida del hongo aislado a partir
de mazorcas de cacao con signos de moniliasis, pertenece al género y especie Moniliophthora
roreri. Lo anterior, se confirmé por el porcentaje de identidad maxima obtenido mediante el
analisis BLAST realizado en la base de datos GenBank de la NCBI, el cual fue del 100% respecto
al gen 18S ADNIr. De igual forma, el anélisis filogenético mostrd las relaciones de similitud de las



secuencias nucleotidicas del fragmento del gen 18S ADNr de la cepa MROCP con los parientes
mas cercanos, indicando que la cepa MROCP se agrupa con las diferentes cepas de M. roreri,
MRO1 (NUmero de acceso JF730693) y C21 (Numero de acceso AY916745), cuyas secuencias
han sido reportadas en la base de datos del GenBank. El 18S ARNr es un gen multicopia que
evoluciona lentamente y altamente conservado entre los hongos, caracteristica que lo convierte en
un blanco atractivo para la deteccion de hongos de muestras clinicas (Embong et al., 2008), hongos
causantes del deterioro de productos lacteos (Cappa and Cocconcelli, 2001), hongos productores
de ligninasas (Ferhan et al., 2013) fitopatdgenos como M. perniciosa (Mondego et al., 2008), entre
otros.

Embong et al., (2008) demostraron que el PCR basado en el 18S ARNTr, tiene un alto grado de
sensibilidad analitica (100 fg) y especificidad del 100%, para la deteccion de un amplio intervalo
de hongos medicamente significantes. Los oligonucledtidos iniciadores estan basados en la region
conservada del gen 18S ARNTr, los cuales estan disefiados para detectar un amplio intervalo de
cepas de hongos con productos de PCR de tamafio de 395 + 6 pb.

Cappa y Cocconcelli (2001) reportaron que la amplificacion, secuenciacion y analisis de la
secuencia del gen 18S RNAr de hongos aislados a partir de yogur y queso empacado, permitio la
identificacion de la levadura Zygosaccharomyces microellipsoides y mohos pertenecientes a
Penicillium chrysogenum y Cladosporium cladosporoides, causantes del deterioro del yogur y
queso duro empacado al vacio.

Los resultados obtenidos en este trabajo demuestran que el gen 18S ADNr es un marcadpr
molecular eficiente y eficaz para la identificacion molecular de cepas del hongo M. roreri.

Las secuencias que codifican el ARN ribosomal (ARNr) se emplean para el estudio de las
relaciones filogenéticas y taxondmicas en hongos (Bruns et al., 1991). Los genes ribosomales se
localizan en la mitocondria y el nucleo, y contienen numerosas regiones con secuencias
conservadas y otras con gran variabilidad (White et al., 1990).

El ADNr nuclear usualmente se encuentra en hongos como elementos de bloques repetidos, cada
unidad esta formada por un sistema complejo de secuencias que incluye los genes 18S, 28S y 5.8S,
y estan separados por dos espaciadores internos que se transcriben, llamados ITS1 e ITS2, con
longitud de 200 a 400 pb. Ademas, un espaciador interno que no se transcribe, llamado IGS. Los
maodulos repetidos del ADNr nuclear se pueden encontrar en uno o0 varios cromosomas, y varian

de acuerdo al genoma. Se pueden encontrar 60 copias en el género Coprinus y 200 en el género
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Neurospora. En algunos casos, existe la subunidad 5S que puede estar localizada dentro de la
unidad ribosomal o en otra regién del genoma (lturralde et al., 2002). White et al., (1990),
disefiaron y describieron oligonucledtidos iniciadores especificos para identificar varios
segmentos de ADNr mitocondrial y nuclear en hongos, determinando la posibilidad de realizar
estudios filogenéticos con el uso de genes 28S, 18S y 5.8S. Muchos de los métodos de
identificacion de microorganismos fitopatdgenos estan basados en la region ITS (Martin y Tooley,
2003; Martin et al., 2004; Hayden et al., 2004; Tomlinson et al., 2005). Hong et al., (1999)
disefiaron oligonucle6tidos iniciadores a partir de la region ITS de los genes ADNr para la
deteccidn del complejo Phytophthora cryptogea-Phytophthora drechsleri en plantas, empleando
una prueba de PCR convencional. Recientemente Gao et al., (2013), aislé una nueva cepa de hongo
productora de B-glucosidasa, misma que fue identificada como Penicillium piceum PpCel3B con
base en la morfologia colonial, y genes de ADNr. En resumen, diferentes autores, han descrito que
los genes ADNr y las regiones ITS son un blanco molecular atractivo para disefiar oligonucleotidos
iniciadores especificos debido a que su alta estabilidad, pueden ser amplificados con
oligonucledtidos iniciadores universales y estan presentes en multiples copias y contienen tanto

secuencias variables como conservadas (White et al., 1990).

111.V CONCLUSION.

La cepa MROCP aislada de mazorcas de cacao, fue identificada como Moniliophthora roreri con
base en morfologia colonial y microscopica, la secuencia de ADN del gen 18S ADNr con un
porcentaje de identidad maxima de 100% respectivamente, con respecto a las cepas M. roreri
previamente descritas. Este estudio ha demostrado la eficacia del gen 18S ARNr para reconocer el
hongo causante de la moniliasis del cacao y ser usado en estudios etiol6gicos de enfermedades de

plantas causadas por hongos.
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CAPITULO IV

CINETICA DE PRODUCCION DE B-GLUCOSIDASA DE Moniliophthora roreri EN UN
SISTEMA DE FERMENTACION EN ESTADO SOLIDO.

IV.I INTRODUCCION.

El bagazo de cafia de azlUcar (BCA) es un residuo del proceso de extraccion del azucar.
Actualmente, el BCA se consume para la produccién de energia a través de la cogeneracion. El
BCA es un material lignoceluldsico abundante, de bajo costo, y podria ser una materia prima muy
prometedora usada como fuente de carbono en el medio de fermentacion para la produccion de
enzimas celulasas (Camassola y Dillon, 2009).

La cascara de cacao (CCA) es un residuo que se acumula en grandes pilas junto con la plantacién.
El principal uso que se le ha dado a este material es el abonamiento de suelos, esto gracias a su
degradacion que sirve como mejorador del mismo (Figuiera et al., 1993; Padrén et al., 2003).
Ademas, se han desarrollado estudios para utilizarla en la alimentacion de porcinos y aves (Oddoye
et al., 2010; Olubamiwa et al., 2002), como fuente comercial de pectinas (Barazarte et al., 2008),
en la produccién de espumas de poliuretano para uso horticola (Padron et al., 2004) y algunos
hacen referencia a la actividad antibacteriana de extractos de la CCA frente a Streptococcus mutans
(Osawa et al., 2001; Ito et al., 2003).

A nivel comercial, las celulasas se expresan a través de una fermentacion sumergida, sin embargo
el costo de produccién el alto, y se presentan deficiencias en la produccion de algunas de las
enzimas del sistema celulasas. Una solucién para reducir el costo de produccién es la aplicacion
de la FES como una ruta alternativa para la produccion de varias enzimas industriales. Lo anterior,
tiene el potencial de ser escalado a volumenes mayores de produccion. El costo de produccion de
una FES puede reducirse, hasta diez veces mas, en comparacion a una fermentacion sumergida
(Tengerdy, 1996) debido al menor consumo de energia (Holker et al., 2004), el empleo de sustratos
lignocelulosicos adecuados de bajos costos (Singhania et al., 2010), y la reduccion en el costo de
la deshidratacion durante procesamiento (Tengerdy, 1996).

Los reportes indican que los hongos filamentosos son mejores productores de celulasas cuando
son cultivados bajo FES, en comparacion a una fermentacion sumergida (Shrestha et al., 2010).

Ademas de las ventajas operacionales, la produccién de celulasas por hongos de BRF, por ejemplo,
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Gloeophyllum trabeum, cultivado bajo FES tuvo mejor rendimiento en términos de la eficiencia
de la hidrdlisis, lo anterior, comparado con aquellos producidos en cultivos liquidos (Tewalt y
Schilling, 2010). El cuadro 3 resume el potencial de las cepas de hongos de WRF y de BRF en la
produccion de celulasas (Wan et al., 2014).

Cuadro 3. Cepas de hongos de WRF y BRF potenciales en la produccién de celulasas via FES.

Género Especies Referencias
WRF
. Shrestha et al., 2008; Shrestha et al., 2010; Zeng et al., 2010; Hong et al., 2011; Dong
Phanerochaete chrysosporium etal. 2013
Trametes versicolor Machuca and Ferraz, 2001; Elisashvili et al., 2009; Valagkova and Baldrian, 2006.
trogii Levin et al., 2008.
pubescens Elisashvili et al., 2008.
hirsuta Elisashvili et al., 2009.
ochracea Elisashvili et al., 2009.
Elisashvili et al., 2009; Valagkova and Baldrian, 2006; Velazquez-Cedeno et al., 2002;
Pleurotus ostreatus - h
Elisashvili et al., 2008b.
dryinus Elisashvili et al., 2008; Kachlishvili et al., 2005.
tuberregium Elisashvili et al., 2008; Kachlishvili et al., 2005.
sajor-caju Kumaran et al., 1997.
pulmonarius Velazquez-Cedeno et al., 2002.
Lentinus edodes Philippoussis et al., 2011; Dong et al., 2013; Elisashvili et al., 2008b; Kachlishvili et
al., 2005; Regina et al., 2008; Mata and Savoie, 1998.
tigrinus Elisashvili et al., 2008; Lechner and Papinutti, 2006.
Cerrena maxima Elisashvili et al., 2008.
Funalia trogii Elisashvili et al., 2008; Kachlishvili et al., 2005.
Coriolopsis polyzona Elisashvili et al., 2008.
Pycnoporus coccineus Machuca and Ferraz, 2001; Elisashvili et al., 2008.
sanguineus Quiroz-Castaneda et al., 2011.
Bjerkandera adusta Quiroz-Castaneda et al., 2011.
Fomes fomentarius Elisashvili et al., 2009.
Psedotremella gibbosa Elisashvili et al., 2009.
Trichaptum biforme Elisashvili et al., 2009.
Irpex lacteus Xu et al., 2009.
Ceriporiopsis subvermispora Heidorne et al., 2006.
BRF
Laetiporeus sulfurous Machuca and Ferraz, 2001.
Fomitopsis - Deswal et al., 2011.
Wolfiporia €0Cos Machuca and Ferraz, 2001.
Piptoporus betulinus Valagkova and Baldrian, 2006.
Gloeophyllum trabeum Rasmussen et al., 2010; Shrestha et al., 2010.

Tomado de Wan et al., 2014.

Phanerochaete chrysosporium es reportado como uno de los hongos mejores productores de
celulasas, entre los hongos de WRF, mas comunes usados en la produccion de celulasas (Jha et
al., 1995). Lo anterior es debido a que no todos los hongos de WRF y de BRF son productores
efectivos de celulasas. Algunos de ellos son mejores productores de otras enzimas hidroliticas u
oxidativas. Por ejemplo, Lentinula edodes es un hongo que produce niveles altos de enzimas
ligninoliticas, mientras que Funalia trogii y Pleorotus dryinus, se inclinan a la acumulacion de
altas cantidades de celulasas bajo FES (Kachlishvili et al., 2005).
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IV.Il MATERIALES Y METODOS.

IV.11.1 Medios de cultivo.

IV.11.1.1 Composicion del sistema de fermentacion en estado sélido (FES).

La produccion de enzimas extracelulares B-glucosidasas, biomasa celular y pH, fueron
determinados cada 24 h durante todo el proceso de la FES. Cabe mencionar que los ensayos se
realizaron por triplicado. La FES se desarrolld en frascos de 100 mL con 25 g de medio de
fermentacion. El medio de fermentacion contenia en gr por 100 gr lo siguiente: urea, 0.3; KoHPOs,
0.65; (NH4)2S04, 1.26; MgSOs4, 0.02; FeSOs, 0.029, bagazo de cafia de azlcar (BCA) o cascara de
cacao (CCA), 24.6 y 70 mL de agua destilada, conteniendo 70% de humedad inicial. EI pH se
ajustdé a 4.5. EI BCA y CCA se tamizaron y lavaron con agua caliente para eliminar los azucares
residuales. EI medio de cultivo y el substrato inductor (BCA o CCA) se esterilizaron por separado
a 120°C durante 15 min. Una vez enfriadas, ambas fracciones se mezclaron (Sanchez-Sanchez et
al., 2011).

IV.11.LII Preparacion del pre-inoculo.

La cepa MROCP de M. roreri se cultivaron en cajas Petri, hasta alcanzar 8.5 cm de didmetro (15-
21 dias). Con la finalidad de favorecer la germinacion de las esporas y el crecimiento de micelio
del hongo, se prepararon cultivos pre-indculados a partir de una suspensién de esporas, agregando
5 mL del medio de fermentacion a cada caja Petri, y removiendo cuidadosamente los conidios con
un pincel. La suspension de esporas, se transfirié a un matraz de 500 mL con 100 g de medio de
cultivo de fermentacién y se incub6 a 28°C, en un agitador orbital a 150 rpm durante 24 h (Phillips-
Mora, 2003). Posteriormente, las esporas germinadas se contaron y los frascos problema se
inocularon con una concentracion de 1x108 esporas germinadas/g de materia seca (Lipa y Slizynki,
1973). Finalmente, todos los frascos problemas y testigos (sin inocular) se incubaron a 28°C sin
agitacion y bajo condiciones naturales de luz-obscuridad. Posteriormente, las muestras se filtraron
cada 24 h durante 30 dias. Al liquido filtrado se le determin6 pH, proteina total y actividad
enzimatica extracelular de p-glucosidasa, y el material solido fue usado en la determinacion de la

biomasa celular del hongo (Sanchez-Sanchez et al., 2011).

IV.11.1.111 Determinacion de la biomasa de M. roreri.
La produccién de biomasa de M. roreri, se determind en los frascos problemas preparados como

se indico en la seccion anterior. A continuacion, el micelio se cosecho cada 24 h durante 30 dias,
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empleando un sistema de filtracion al vacio en un sistema Millipore y papel Whatman nimero 3.
El micelio filtrado se secd en un horno Scorpion Cientific a 65°C durante 72 h. Finalmente, las
muestras de los frascos problemas y testigos, se pesaron en una balanza analitica Marca AE
(Modelo AEP). La biomasa de M. roreri calculada en gramos fue el resultado del peso de la

biomasa del problema menos el testigo (Sanchez-Sanchez et al., 2011).

IV.11.11 Determinacion pH.
Se realiz6 con un potenciémetro digital marca Conductronic PC 18 (Sanchez-Sanchez et al., 2011).

IV.11.111 Determinacion de actividad enzimatica.

Las muestras de material fermentado se tomaron cada 24 h durante 30 dias. Las muestras fueron
filtradas en una unidad de filtracién al vacio. El liquido filtrado constituyd el extracto enzimético
extracelular para la determinacion de la actividad enzimatica extracelular de B-glucosidasa,
proteina total (Lowry, 1951) y pH. La actividad enzimatica extracelular de B-glucosidasa se
determind midiendo la hidrdlisis del p-nitrofenil-p-p-Glucopiranésido (PNPG) (Sigma). La mezcla
de reaccién (1 ml) contenia PNPG 5mM preparado en regulador de acetato de sodio 0.1 M (pH
5.0) y una solucién de enzima apropiadamente diluida. Después de incubado a 50 °C durante 30
min, la reaccion se detuvo agregando 250 uL de carbonato de sodio 0.25 M, y el color de la mezcla
formado se ley6 a 410 nm (GENESY'S 10uv). Una unidad de actividad enzimatica de B-glucosidasa
se define como la cantidad de enzima necesaria para liberar 1 umol de p-nitrofenol por min bajo
las condiciones de ensayo. La actividad especifica es definida como el nimero de unidades por

miligramo de proteina total (Karnchanatat et al., 2007).

IV.11.1V Determinacion de la proteina total.
La concentracion de proteina total se midio siguiendo el método descrito por Lowry et al., (1951),

empleando albdmina sérica bovina como patron.

IV.11.V Disefio experimental.
Se utilizaron cuatro tratamientos (T) con tres repeticiones por tratamiento. En el T1 se estudié la
fermentacidn del BCA sin indculo (testigo), en el T2 se estudio la fermentacion del BCA inoculado

con M. roreri MROCP, en el T3 se estudié la fermentacion de la CCA sin indculo (testigo), y en
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el T4 se estudio la fermentacion de la CCA inoculado con M. roreri MROCP, durante 30 dias para
todos los casos. Para conocer la actividad enzimatica, se calculo la eficiencia, restando el valor del
tratamiento 1 al valor del tratamiento 2, y se resto el tratamiento 3 con el tratamiento 4. El disefio
estadistico para actividad enzimatica y biomasa fueron completamente aleatorio y se analizaron
por medio de analisis de varianza y comparando sus medias entre los dias mediante la prueba de
Tukey.

Parael pH, se utiliz6 un disefio completamente al azar con arreglo factorial de 3 por 30. El primer
factor estudiado fue la fermentacion del BCA con y sin indculo, el segundo factor estudiado fue la
fermentacion de la CCA con y sin inoculo y el tercer factor consistié en el tiempo de fermentacién
de 1 a 30 dias. Se realiz6 un ANOVA para conocer los efectos de interaccion del tiempo de
incubacién y los tratamientos. Se realizd la comparacion multiple de medias por el método de
Tukey (1953) con 0=0.05, mediante PROC GLM del programa estadistico SAS, version 9.1 (SAS,
2003).

V.11l RESULTADOS.

Los resultados analizados, muestran el comportamiento del valor de pH, biomasa celular y
actividad enzimatica de B-glucosidasa extracelular de la cepa MROCP de M. roreri.

El valor de pH en el tratamiento 2 (BCA inoculado con M. roreri MROCP) muestra un valor inicial
de 6.52 a las 24 h, se mantiene hasta el dia 13 con un valor de 6.80 y posteriormente finaliza con
un valor de 7.06 (Figura 7). El valor de pH en el tratamiento 4 (CCA inoculado con M. roreri)
muestra un valor inicial de 6.48, se mantiene hasta el dia 13 con un valor de 6.76 y posteriormente
finaliza con un valor de 7.04 (Figura 8).

En la comparacion de medias de la prueba de Tukey, por dia, se encontré que en el T2 los dias 24
y 26 presentaron valores de pH con BCA, y en el T4 los dias 26 y 27 presentaron valores de pH
con CCA (Cuadro 4).

La determinacion de actividad enzimatica de p-glucosidasa (Figura 7), muestra que durante los
primeros 17 dias de fermentacion con BCA, hubo poca actividad enzimatica, sin embargo, en el
dia 18, la actividad se incrementd, alcanzando un valor de 332.6 U mg* proteina total. En los
siguientes dias, los dias 25 y 30, se alcanzan valores de 180.5 y 279.9 U mg* proteina total,

respectivamente.
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Comportamiento del pH y actividad enziméatica extracelular de B-glucosidasa
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Figura 7. Comportamiento del pH y la actividad enzimética especifica de g-glucosidasa de la cepa MROCP de
M. roreri cultivado en FES con el sustrato BCA: pH testigo (m) pH problema ( A) actividad enzimatica
con BCA en U/mg de proteina total (¢).

La determinacion de la actividad enzimatica de B-glucosidasa (Figura 8), muestra que durante los
primeros 16 dias de fermentacion con CCA, hubo poca actividad enzimética, sin embargo, en el
dia 17, laactividad increment6, alcanzando un valor de 6.28 U mg proteina total. En los siguientes
dias, y a partir del dia 26 y 27, se alcanzan valores de 25.04 y 27.66 U mg* proteina total,

respectivamente.

Comportamiento del pH y actividad enzimatica extracelular de g-glucosidasa
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Figura 8. Comportamiento del pH y la actividad enzimatica especifica de g-glucosidasa de la cepa MROCP de
M. roreri cultivado en FES con el sustrato CCA: pH testigo (m) pH problema ( A) actividad enzimatica
con CCA en U/mg de proteina total (¢).

El andlisis de varianza muestra una diferencia significativa entre dias para ambos tratamientos con
los sustratos BCA y CCA inoculados con M. roreri MROCP. La comparacion de medias de la

prueba de Tukey indica que los niveles més altos de actividad enzimatica se obtienen en los dias
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18 y 30 para el T2 (BCA inoculado con M. roreri MROCP), y los dias 26 y 27 para el T4 (CCA
inoculado con M. roreri MROCP) (Cuadro 4).

De acuerdo a los resultados obtenidos, en el T2 (BCA inoculado con M. roreri MROCP) la
biomasa celular inicio con un valor de 21.7 mg (0.2177 g) en el dia 1, como se muestra en el
Cuadro 4, y tiende a incrementar hasta un valor de 29.07 mg (0.2907 g) en el dia 29.

De acuerdo a los resultados obtenidos, en el T4 (CCA inoculado con M. roreri MROCP) la
biomasa celular inici6 con un valor de 24.6 mg (0.2468 g) en el dia 1, como se mustra en el Cuadro
4,y se incrementd a un valor de 29.72 mg (0.2972 g) en el dia 22. El anélisis de varianza mostré

una diferencia significativa entre dias.

Cuadro 4. Efecto de la fermentacion del BCA y CCA con y sin inoculo de la cepa MROCP de M. roreri y los
dias de fermentacion en el cambio de pH, actividad enzimatica de B-glucosidasa y biomasa.

Actividad enzimatica de B-

Factores pH glucosidasa (U mg* Biomasa (g)
proteina total)
Dias de
fermentacion BCA CCA BCA CCA BCA CCA
1 6.52" 6.48° 7.7 6.90° 0.2177° 0.2468
2 6.35% 6.374 150.9° 3.74¢ 0.2378' 0.2398™
3 6.42" 6.39° 38.4° 5.88 0.2049? 0.2317"
4 6.60" 6.61Y 82.1° 9.44™ 0.2098Y 0.2116Y
5 6.63° 6.62* 2.6 3.45Y 0.2012¢ 0.2114°
6 6.34Y 6.31° 85.7' 3.91 0.2137¢ 0.2318¢
7 6.41% 6.42° 23.6° 0.30° 0.2480' 0.2208%
8 6.78' 6.73" 12.6¢ 0.36% 0.2423% 0.2531
9 6.85/ 6.78° 81.4° 0.24¢ 0.2178" 0.2561"
10 6.76" 6.74" 134.79 1.66* 0.2044¢ 0.2244t
11 6.72% 6.77° 54.7Y 4.06° 0.2153 0.2372°
12 6.78' 6.75! 147 .4f 3.06% 0.2216¢ 0.2248°
13 6.80% 6.76" 55.4! 434 0.2364™ 0.2386"
14 7.03¢ 6.91' 93.3 0.93¥ 0.2048° 0.2400'
15 6.60" 6.55° 55.0¢ 0.66* 0.2105¥ 0.2572¢
16 6.71" 6.72% 63.3" 0.26° 0.2359" 0.2838°
17 6.75° 6.76° 62.4° 6.28° 0.2103* 0.2646°
18 6.73° 6.81" 332.7° 9.40" 0.2245° 0.2008¢
19 6.77™ 6.85™ 91.2¢ 12.30' 0.20757 0.2047¢
20 6.98' 6.98% 51.4Y 16.85 0.2808° 0.2371°
21 7.01" 7.06' 83.5" 15.12k 0.2684¢ 0.2756°
22 7.10¢ 7.08" 83.9™ 20.83¢ 0.245%5 0.29722
23 7.15° 7.11f 100.2 22.69¢ 0.2583f 0.2456%
24 7.542 7.204 51.6% 21.76° 0.25669 0.2195*
25 7.10¢ 7.21° 180.5¢ 23.48° 0.2481" 0.22294
26 7.16° 7.522 111.3" 25.04° 0.2341° 0.2224Y
27 7.01" 7.46° 36.6% 27.66° 0.2104% 0.2052°
28 7.11¢ 7.12¢ 52.1% 21.30° 0.2869° 0.20572
29 7.03¢ 7.08° 163.1¢ 17.56' 0.29072 0.2584f
30 7.06 7.04 279.9b 18.15" 0.2629° 0.2666°

®Medias con diferentes superindice en la misma columna difieren a P<0.05 (Tukey, 1953). ***P<0.001
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IV.IV DISCUSION.

Como se aprecia, a medida que transcurre la fermentacion del BCA inoculado, el valor de pH de
produccion de la enzima se incrementa de un valor inicial de 6.52, a las 24 h, hasta alcanzar un
valor de 7.54, en el dia 24, y posteriomente desciende. De forma similar, el valor de pH encontrado
durante la fermentacion del CCA inoculado, inicia con 6.48 y alcanza un valor de 7.52, en el dia
26, y posteriormente desciende. Este comportamiento de pH, es similar a lo encontrado por
Herrera-Murillo et al., (1988), quienes reportaron que M. roreri es capaz de crecer en medios con
intervalos de pH de 4.9 a 7.3. Barros (1975), reportdé que M. roreri es capaz de crecer en medios
con intervalos de pH de 3.5 a 8.0, siendo el 6ptimo de 5.0 a 6.5, pero es capaz de crecer a pH de
7.0.

Respecto a la produccidn de la enzima B-glucosidasa, en el dia 18 de la FES con BCA inoculado
con M. roreri MROCP, se observa una expresion significativa de la enzima, alcanzando una
actividad enzimatica especifica de 332.6 U mg™ proteina total, y en el dia 27 de la FES con CCA
inoculado con M. roreri MROCP, se aprecia un incremento de la actividad enzimatica especifica
con un valor de 27.66 U mg* proteina total.

Los resultados del presente trabajo tienen un comportamiento similar a los reportes previos.
Gurusamy et al., (2012), sefialaron que P. funiculosum NCL1 produce B-glucosidasa. La
optimizacion del pH inicial, temperatura de incubacion y fuente de carbono, pueden resultar en un
nivel alto de produccién de B-glucosidasa. Lo anterior, obedece a que la produccion de la enzima,
localizacion y caracteristicas, estan fuertemente influenciadas por las condiciones antes
mencionadas. Dichos autores investigaron el efecto del pH inicial sobre la produccion de B-
glucosidasa en un intervalo de pH 3.0 a 7.0. Se observd que la produccion maxima de -
glucosidasa fue 3.1 U/ml en el medio a pH 5,0 a las 96 h en un medio suplementado con 1% de
polvos de celulosa. P. funiculosum NCL1 es capaz de producir B-glucosidasa en un intervalo de
niveles de pH; sin embargo, el pH 5.0 fue déptimo. La produccion de B-glucosidasa fue éptima en
el intervalo de pH de 5,0 a 6.5 para Aspergillus sp. y Penicillium sp (Elyas et al., 2010; Menon et
al., 1994; Ng et al., 2010).

En un estudio realizado por Vetrovsky et al., (2013), la enzima purificada mostro un nivel alto de
actividad contra PNPG a lo largo de un intervalo de pH relativamente amplio (4.0-6.0) con la
actividad mas alta detectada entre pH 4.5 y 5.0. De igual forma, el pH 6ptimo determinado con

PNPGAL como sustrato, fue pH 5.0, y el pH optimo para la enzima empleando pNPX como
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sustrato, fue de 6.0. Cuando se utilizaron PNPC y PNPM como sustratos, el pH éptimo fue mas
acido (3.5 y 4.0 respectivamente).

De acuerdo a Tiburcio et al., (2010), la mayoria de los estudios realizados en M. roreri son
descriptivos y carentes de bases bioquimicas necesarias para entender el mecanismo y desarrollo
de la necrosis de la mazorca de cacao.

Por lo anterior, Meinhardt et al., (2014) realiz6 un estudio del genoma de M. roreri y un analisis
de expresion que proporciona informacion sobre los mecanismos moleculares de las fases
biotréfica y necrotrofica de este importante patégeno hemibiotrofico. Estos resultados apoyan el
modelo de la patogénesis existente para la FPR causado por M. roreri, mientras que da mayores
detalles sobre la identidad de las proteinas putativas secretadas que intervienen en las distintas
etapas, y la informacién sobre el uso diferencial de los miembros Gnicos de las familias de genes
complejos.

La actividad enzimatica de la -glucosidasa determinada en M. roreri MROCP, es congruente con
lo reportado por Gi-Woong et al., (2013), quienes determinaron en Penicillium aculeatum KCTC
6245 el comportamiento del pH sobre la actividad de la enzima B-glucosidasa, identificada como
una glicosil hidrolasa de la familia 3. El intervalo de pH ensayado fue de 3 a 6.5, encontrando un
pH optimo de 4.5 para la actividad enzimatica de B-glucosidasa. A pH de 3,5y 6,0, la actividad
detectada fue aproximadamente el 50% de la actividad maxima obtenida a pH 6ptimo. La actividad
de B-glucosidasa de la cepa MROCP de M. roreri medida en este trabajo fue ensayada a pH 5.0 en
un sistema de regulador de acetato de sodio, alcanzando niveles maximos de 332.6 y 27.6 U mg™*
de proteina total con BCA y CCA, respectivamente. Los resultados mencionados anteriormente,
son significativos, comparado a los niveles reportados en otros hongos (Cuadro 5).

Por otra parte Karnchanatat et al., (2007), determinaron la influencia del pH sobre la actividad de
B-glucanasa a partir de Daldinia eschscholzii (Ehrenb.: Fr). Los autores reportaron que el pH
optimo de la actividad de B-glucosidasa fue de 5.0. Este comportamiento es similar a lo reportado
para otras -glucosidasa de otras especies del género Asperguillus (Yan y Lin, 1997; Riou et al.,
1998). La enzima fue bastante estable en un intervalo de pH 5,0 a 8,0, conservando el 85% de
actividad maxima. Sin embargo, la enzima mostroé ser sensible a pH menor a 4.0 dado que pierde
actividad a pH 3.0. Inversamente, se encontrd que es una enzima muy estable a pH alcalino y

neutro pudiendo reterner hasta el 75% de la actividad a pH 9.0.
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En el 2001, Decker et al., reportaron la purificacion de cuatro distintas B-glucosidasa a partir de
Aspergillus tubingensis CBS 643.92. Las enzimas purificadas mostraron alta diversidad con
respecto al pH, temperatura 6ptima y estabilidad, asi como la especificidad del sustrato y tolerancia
a la glucosa. La B-glucosidasa I, dominante, preferentemente hidroliza oligosacéaridos. La -
glucosidasa Il es estable al acido y termotolerante, hidroliza aril y terpenil B-p-glucosidos asi como
1-O-trans-cinnamoil B-p-glucosidos. En contraste a las B-glucosidasas | y I, las B-glucosidasa I11
y IV, minoritarias, fueron encontradas ser enzimas tolerantes a la glucosa; con constante de
inhibicion de 470 y 600 mM, respectivamente. El perfil de pH de las B-glucosidasas 11y IV mostro
pH 6ptimo, amplio e idéntico, entre 4 y 6, con maximo a pH 5.0. Mas del 80% de la actividad
méaxima fue mantenida a pH 4.0 y 6.0. La B-glucosidasa I, revel6 un pH optimo definido a 4.6,
rapidamente disminuyo al 60% de actividad maxima a pH 4 y 5.5. A pH 7.0 y 3.0 la cantidad de
actividad residual fue de 5% y 17%, respectivamente. Su pH 6ptimo fue idéntico a aquellos
determinados para las B-glucosidasa de A. niger (Hoh etal., 1992) y A. ornatus (Yeoh et al., 1986).
En resumen, muchas B-glucosidasa de hongos estudiadas muestran pH optimo de actividad en el
intervalo de 5.0 a 6.5 (Bhatia et al., 2002). Lo anterior sugiere que al igual que en otros hongos
filamentosos, la actividad maxima de p-glucosidasa en M. roreri MROCP pudiera encontrarse a
pH 5.0 o préximo.

En el analisis de las actividades enzimaticas encontradas en el estudio realizado por Camassola y
Dillon (2007), se puede concluir que la produccién de la actividad de papel filtro (filter paper
activity, FPA), endoglucanasas, B-glucosidasas y xilanasas se ve favorecida en FES con medios
formulados utilizando mezclas de BCA pretratado y salvado de trigo. Por lo tanto, estos sustratos
son fuentes alternativas viables para la produccién de enzimas por cepas del hongo P. echinulatum.
También se encontré que una enzima dada del complejo de celulosa puede ser inducida,
simplemente alternando la proporcion de sustratos en el medio de cultivo.

No siempre es posible comparar las B-glucosidasas, endoglucanasas y xilanasas reportados en la
literatura, debido a la falta de métodos estandar para determinar la actividad de cada una de estas
enzimas (Camassola y Dillon, 2007) y homogeneidad en las unidades de medida empleadas para
expresar la actividad enzimatica (U gdm™, Unidades por gramo de medio seco; U mg, Unidades
por miligramo de proteina total). El cuadro 5 muestra los resultados de algunos estudios realizados

con diferentes substratos inductores para la produccion de la enzima B-glucosidasa.
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De acuerdo a los resultados presentados en el cuadro 5, las actividades enzimaticas de -
glucosidasa encontradas para M. roreri son altas, comparados con muchas investigaciones, siendo
el BCA el mejor inductor sobre el CCA.

Cuadro 5. Comparacion de la produccion de B-glucosidasa de diferentes hongos crecidos en materiales
lignocelul6sicos.

B-glucosidasa (U

Hongo Sustrato mg? proteina Referencia
total)
M. roreri BCA 332.69 Este trabajo
M. roreri CCA 27.66 Este trabajo
A. japonicus BCA 4.48 Marcio et al., 2014
P. piceum Rastrojo de maiz 9.20 Gao et al., 2013
L. ramosa Salvado de trigo 17.26 Goncalves et al., 2014
A. niger Rastrojo de maiz 0.30 Han and Chen, 2008
M. sp Paja de arroz 247 Kaur et al., 2007
T. citrinoviride Lantana camara 3.07 Chandra et al., 2014
P. decumbens Residuo de mazorca de maiz 0.40 Mei et al., 2010
P. adiposa Paja de arroz 16.00 Sujitet al., 2013
T. indicae-seudaticae Harina de soya 2.35 De Cassia et al., 2014
T. indicae-seudaticae Paja de trigo 1.83 De Cassia et al., 2014
P. funiculosum BCA 2.26 Noboyuki et al., 2013
P. echinulatum BCA y Salvado de trigo 58.95 Camassola and Dillon, 2007

En el hongo P. echinulatum, se encontraron los niveles altos de actividades de endoglucanasa y p-
glucosidasa, empleando BCA delignificado, comparado con los niveles reportados para otros
hongos. Sin embargo, las actividades de xilanasas obtenidas por este hongo, mostrd niveles bajos.
Los autores sugieren que el BCA debe ser empleado sin tratamiento previo, es decir, BCA
lignificado y de esta forma, evitar la pérdida de la hemicelulosa. Durante el pretratamiento del
BCA, posterior a la esterilzacion, el sustrato fue lavado con hidroxido de sodio para remover la
lignina, sin embargo, parte de la hemicelulosa se perdié (Camassola y Dillon, 2007).

Por lo anterior, es posible que en el presente trabajo, las actividades de B-glucosidasas ensayadas
con BCA delignificado, hayan sido alteradas, dando lugar a niveles mas altos de actividad
enzimatica y/o expresion temprana de la B-glucosidasa, asi como de todas las enzimas que
conforman el sistema celulolitico.

De acuerdo a los resultados publicados, el hongo P. echinulatum contiene todas las enzimas del
complejo de celulosa y también secreta xilanasas, ademas la enzima 3-glucosidasa present6 buena
estabilidad térmica a 50°C (Camassola et al., 2004; Camassola y Dillon, 2007).

De forma similar, Sanchez-Sanchez et al., (2011) ha reportado que M. roreri produce las enzimas
del complejo celulolitico endoglucanasa, exoglucanasa (comunicacion personal) y B-glucosidasa,
asi mismo, el analisis del genoma de este hongo, ha mostrado que contiene genes codificantes de

todas las enzimas del sistema celulolitico (endo-1,3(4)-B-glucanasa, exo-1,3-B-glucanasa y B-
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glucosidasa), ademas de genes codificantes de otras enzimas glicosil hidrolasas. Las actividades
enziméticas de endo-1,3(4)-B-glucanasa, exo-1,3-B-glucanasa y B-glucosidasa de M. roreri,
también presentan buena estabilidad térmica a 50°C, siendo una caracteristica valiosa para su
aplicacion en procesos tales como la hidrolisis enzimatica de la celulosa y lignocelulosa para la
produccion de jarabe de glucosa, la formulacion de detergentes la suplementacion de alimentos
para el ganado, la extraccion de los jugos de frutas y vegetales, manufactura de la pulpa y el papel,
procesamiento de almidon, procesamiento de textiles y la produccién de etanol.

Segun los resultados obtenidos en este trabajo, se observé que la mayor actividad de B-glucosidasa
fue detectada en los medios formulados con BCA, ademas de la composicion del BCA, este hecho
podria ser favorecido por una mayor aireacion de estos cultivos. De manera similar a los resultados
observado por Camassola y Dillon (2007), la mayor compactacién observada del medio de cultivo
formulado con CCA, podria haber dificultado la transferencia de oxigeno y por lo tanto disminuir
el desarrollo de la masa fungica y consecuentemente la actividad enzimatica.

Segln Poorna y Prema (2007), el tamafio de las particulas de salvado de trigo influye en la
produccion de enzima y biomasa. Esta influencia se debe a la aglomeracién de las particulas que
podrian inhibir la transferencia de oxigeno. La adherencia y penetracién de microorganismos, asi
como la accién de las enzimas, dependen de las propiedades fisicas del sustrato, tales como su
naturaleza amorfa y cristalina, el area de la accesibilidad, la superficie, area, porosidad, tamafo de
particula, etc. (Krishna, 2005). Por otro lado, se considera el contenido de celulosa y hemicelulosa
en el sustrato inductor, pueden influir en los niveles de actividad enzimatica detectados. Segun
Binder y Raines, (2009), el contenido de celulosa y hemicelulosa corresponde al 52.7 y 17.5 %
para BCA,; y de acuerdo a Marina y Garcia (2012), 17.39 y 6.38 % en CCA, respectivamente. Lo
anterior, explica el hecho de que la enzima haya sido mejor expresada en medios conteniendo BCA
como sustrato inductor que el CCA.

Se ha reportado que la mezcla de sustratos hace mas disponible los nutrientes para el desarrollo
del micelio y la presencia de sustancias inductoras para la producciéon de enzima. En Fomes
sclerodermeus, la mezcla de sustratos (salvado de trigo/soja 1: 1) indujo la produccién de niveles
mas altos de hidrolasas, (Papinutti y Forchiassin, 2007). De igual forma, con T. reesei, las
actividades enzimaticas fueron generalmente mas altas durante el crecimiento del hongo con

mezclas de sustratos, comparado a las obtenidas con un solo sustrato (Olsson et al., 2003).
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El uso de materiales lignoceluldsicos tales como BCA y BCA pretratado, para la produccion de
enzimas celulasas, da ventajas en comparacion con una fermentacion sumergida: alta produccion
de enzimas utilizando un medio de bajo costo (Viniegra-Gonzales et al., 2003) y el posible uso de
sustratos bioconvertidos por su digestibilidad incrementada (Mukherjee and Nandi 2004).

Con estos resultados, se acepta la hipotesis planteada; Moniliophthora roreri es capaz de producir
la enzima extracelular B-glucosidasa inducido con bagazo de cafia de azicar (BCA) y céscara de
cacao (CCA) como sustratos mediante una fermentacion en estado sélido (FES) es verdadera. Por
el momento, no hay reportes de estudios sobre el comportamiento de M. roreri cultivado en una
FES empleando sustratos inductores de enzimas del complejo celulolitico, por lo que esta
investigacion constituye el primer reporte de la expresion y presencia de genes codificantes de esta
enzima en M. roreri.

El presente trabajo prepara el escenario para investigaciones detalladas de esta enzima, como
purificacion y caracterizacion bioquimica, cristalografia de rayos X, expresion heter6loga y

estudios de ingenieria de proteinas, entre otros.

IV. IV CONCLUSIONES

1.- Moniliophthora roreri es capaz de producir la enzima B-glucosidasa inducido con bagazo de
cafia de azUcar (BCA) y céascara de cacao (CCA) como sustratos mediante una fermentacion en
estado solido (FES).

2.- De acuerdo al contenido de celulosa y hemicelulosa, condiciones de aereacion del medio de
cultivo, el BCA resultd ser el mejor inductor para la produccion de p-glucosidasa a partir de M.

roreri cultivado bajo FES, que en CCA.

3.- Laincorporacion de fuentes accesibles y de bajo costo, tales como el BCA 'y CCA, en el medio
de cultivo para la produccion de enzimas del complejo celulolitico, podria contribuir a una
disminucion de los costos de produccion de complejos enzimaticos con capacidad para hidrolizar
residuos lignoceluldsicos para la obetencion de jarabes fermentados, que podran ser utilizados en

la produccién del etanol.
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CAPITULO V

ANALISIS insilico DE GENES DE g-GLUCOSIDASA DE Moniliophthora roreri.

V.1 INTRODUCCION.

Las B-glucosidasas son conocidas por ser el grupo mas grande de enzimas en las familias glicosil
hidrolasa (GH) y se enumeran en familias: GH1, GH3, GH5, GH9, GH30, y GH116 (Henrissat,
1991; Opassiri et al., 2007; Cantarel et al., 2009). La familia 3 contiene B-glucosidasas y
hexosaminidasas de hongos, bacterias, y de vegetales. Las enzimas de ambas familias hidrolizan
celodextrinas y celobiosa a glucosa con la retencion neta de la configuracion anomeérica, a través
de dos pasos, que implican un mecanismo de doble desplazamiento de residuos de &cidos
carboxilicos claves en el sitio activo: Glu/Asp (Rye and Withers, 2000).

Los genes de enzimas celuloliticas de hongos pueden ser regulados de varias maneras, por ejemplo,
expresion constitutiva a un nivel basico, fuerte induccién y represion catabodlica. Dado que la
celulosa es un sustrato complejo insoluble, los investigadores explican su capacidad para inducir
los genes de enzimas celuloliticas por un nivel constitutivo de produccion de celulasas,
permitiendo la liberacion de pequefios oligosacaridos que pueden entrar en las células e inducir la
expresion del gen. De este modo, el inductor producido entra en la célula y asegura la transcripcion
del gen de la celulasa, mediada por una proteina activadora y la activacion de elementos tales como
el elemento de activacion de cbh2 (CAE) en Hypocrea jecorina (anamorfo T. reesei) (Saloheimo
et al., 2000; Zeilinger et al., 2001).

En la Gltima década, los métodos in silico confiables han sido desarrollado y utilizado para
identificar regiones codificantes de proteinas (Matsuzaki et al., 2009; Segura et al., 2012; Van
Haagen et al., 2011). El creciente nimero de factores de virulencia y datos de la secuencia del
genoma permite la eficiente identificacion in silico de los genes de virulencia (Chen et al., 2012).
El desarrollo reciente de herramientas de comparacion in silico, servidores web y bases de datos
utilizan los datos de secuenciacion de alto rendimiento de los genomas para analizar los planos de
ADN de especies bacterianas (Chen et al., 2013; Dias et al., 2012; Hemmerich et al., 2010). El
analisis comparativo de las secuencias de un genoma para estudiar las caracteristicas genéticas
globales es una tecnologia fundamental en la gendémica (Khorshidi and Hassani, 2013; Kurokawa
et al., 2013; Langille et al., 2008).
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El genoma de M. roreri ha sido completamente secuenciado y la informacion gendémica esta
disponible. Las herramientas computaciones proporcionan nuevos conocimientos sobre los
mecanismos moleculares de las fases biotréficas y necrotroficas de este importante patdgeno
hemibiotrdfico. El anélisis RNA-Seq revela la expresion diferencial de genes de la fase biotrofica
y necrotrofica de M. roreri durante el desarrollo de la FPR del cacao. En este estudio, nosotros
identificamos y analizamos la secuencia de ADN de genes codificantes de enzimas B-glucosidasa
pertenecientes a la familia 1 y 3 de glicosil hidrolasas identificadas en el genoma de M. roreri,
usando métodos in silico (Meinhardt et al., 2014; http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Lo anterior, con
la finalidad de correlacionar la actividad enzimatica de B-glucosidasa detectada en tubo con las

caracteristicas bioguimicas predichas los genes analizados.

V.1l MATERIALES Y METODOS.

V.IL.1 Andlisis in silico de secuencias B-glucosidasa registradas en el Genbank.

Las secuencias de ADN de genes codificantes de enzimas B-glucosidasas de M. roreri fueron
obtenidas en el sitio web http://www.ncbi.nlm.nih.gov. El andlisis in silico fue realizado usando
varios softwares. La secuencia de nucledtidos fue traducida a la secuencia de aminoacidos
utilizando el servidor Translate proporcionado en http://web.expasy.org/translate/. La prediccion
del nimero total de aminoacidos, composicion atdmica, peso molecular (PM), punto isoeléctrico
(p), coeficiente de extincion, vida media, indice alifatico, indice de inestabilidad y el promedio
general de hidropaticidad (Grand average of hydropathicity; GRAVY), se determinaron
empleando el software Protparam disponible en el sitio web http://web.expasy.org/protparam/. El
valor del indice de adaptacion de codones (Codon Adaptation Index: CAIl), fue calculado
introduciendo las secuencias en el servidor EMBOSS.cai situado en el sitio web
http://emboss.bioinformatics.nl/cgi-bin/emboss/cai?_pref hide_optional=1. La prediccién de las
secuencias motifs (secuencias de aminoacidos especificas dentro de una proteina), fue determinada
empleando InterProScan 5, disponible en el sitio web http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/iprscan5/.
La prediccion de la localizacion subcelular de la proteina predicha codificada, se determiné usando
el servidor PSORT II (Prediction of protein sorting signal and localization sites in amino acid
sequences) disponible en la direccion electronica http://www.genscript.com/psort/psort2.html. La
prediccion de sitios de fosforilacion fue calculado con NetPhosBac 1.0 server situado en

http://www.cbs.dtu.dk/services/NetPhosBac-1.0/. Para la prediccion de hélices transmembrana de
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la proteina se empleo TMHMM Server V. 2.0 situado en
http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM-2.0/. La prediccion de la presencia y localizacion de
sitios de division de péptidos sefial se realizo con el servidor SignalP 4.1 disponible
http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/. Las secuencias de aminoacidos de genes B-glucosidasas
descritas en hongos y depositadas en la base de datos de la NBCI (http://www.ncbi.nlm.nih.gov),
se alinearon con las secuencias de aminoacidos de las proteinas B-glucosidasas predichas de M.
roreri. La busqueda de homologia fue realizada empleando la herramienta BLASTP (Altschul et
al., 1990) contra la base de datos nr (non-redundant; no redundante) del NCBI. Las secuencias
produciendo alineamientos significantes con las B-glucosidasas interrogantes, fueron consideradas
para el alineamiento maltiple realizado con el software CLUSTALX Version 2.0.11 (Thompson
et al., 1997). Finalmente se contruyé un arbol de similitud con el software MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analisys) version 6.06 (Tamura et al., 2013) utilizando el método de
agrupamiento de Neighbor-joining con el indice Poisson (P). Para valorar estadisticamente la
significancia de las relaciones presentadas en el filograma, se realizaron 1000 aleatorizaciones tipo

“bootstrap”.

V.11l RESULTADOS.

La busqueda de secuencias de genes codificantes de enzimas B-glucosidasa dio lugar a seis
secuencias de ADN codificantes de B-glucosidasas pertenecientes a las enzimas glicosil hidrolasa
de las familias 1 y 3. Las secuencias seleccionadas derivan de un proyecto de secuenciacion
shotgun del genoma completo (Whole Genome Shotgun, WGS) de M. roreri depositado en
EMBL/GenBank/DDBJ con el nimero de acceso AWS0O00000000.

V.111.1 Anédlisis in silico de secuencias nucleotidicas de genes pB-glucosidasa de Moniliophthora
roreri.

Las secuencias nucleotidicas con nimero de acceso GenBank AWS001000264, AWS001000050,
AWS001000068, AWS001000113, AWS001000688 y AWS001001286 fueron analizadas.

La secuencia nucle6tidica con nimero de acceso GenBank AWS001000264, consta de 10 genes.
El gen nimero uno, en orden ascendente, esta identificado como un gen codificante de una p-
glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasas de la familia 1; este gen consta de 3005 pb, un

CDS de 1638 pb que se traducen en una proteina predicha de 545 aminoacidos y un codon de
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terminacion (TGA). La secuencia de aminoacidos esta disponible en la base de datos del GenBank
con el numero de acceso ESK92642 (Figura 9). La prediccion de las secuencias motifs indico dos
secuencias firma y un nucleofilo perteneciente a las glicosil hidrolasas de la familia 1 (Cuadro 6).
La prediccion de la localizacion subcelular indica que la proteina se localiza en la mitocondria
(Cuadro 6). La prediccion de dominios transmembranales indica que la proteina no tiene regiones
transmembranas, especificamente, no es una proteina integrada a membrana (Figura 10a). El indice
de hidropaticidad (GRAVY) de -0.490 clasifica a la proteina hipotética como una proteina
hidrofilica, (Cuadro 6). El indice de inestabilidad nos indica que se trata de una proteina estable
(Cuadro 6). La prediccion de la presencia y localizacion de sitios de division de péptidos sefial,
muestra que la proteina predicha es una proteina no secretoria, no contiene péptido sefial, por lo
que la secuencia completa forma parte de la proteina madura (Figura 10b). La basqueda de los
posibles sitios de fosforilacion indicé la presencia de 17 sitios fosforilados, correspondiente a 15
residuos de Serina (Ser) (posiciones 36, 60, 78, 82, 84, 86, 192, 193, 213, 306, 361, 461, 474, 492
y 527) y dos residuos de Treonina (Thr) (posiciones 151 y 388) (Figura 10c). El indice de
adaptacion de codones (0.712) nos indica que el gen codificante es de alta expresion (Cuadro 6).

1 ATGGCCGCTCCTACTATCAAGAAGTTACCGAAAGAQTTTATCTGGGGTTTCGCCACCGCGAGTTTCCAAATCGAA
1 M A A P T I K K L P K D|LF_I W G F A T A S F QO I E
76 GGCTCCACTGATATCGATGGTCGTGGAAAGTCCATTTGGGATGATTTCTCTCGTATTCCCGGGAAGGTTATGGAT
26 G slr p 1 DGR G X S I WDUDTFSURTIUPGZE KV M D
151 GGGCGAAACGGTGATGTTGCTACCGACTCCTACAGACTCTGGAAGGAAGATGTAGACCTTCTCGTTCAATATGGC
51 G R NGDUVATUD S Y RULWIEKTET DU VDTILTULV Q Y G
226 GTCAAGTCTTACCGGTTCTCTATTTCGTGGTCGCGAATTATCCCCCTCGGAGGTCGGGATGACCCTATCAATCCC
76 vV K S YR F S I S W SR I I PTILGGT RTUDTDT PTINP
301 AAAGGAATTGAATTTTACTCCAAGTTGATTGATACATTGCTGGAGAGAGGCATCATGCCATTTGTGACCCTATAC
101 K G I E F Y S K L I DT L L ER G I MUPTF V T L Y
376 CATTGGGATCTGCCTCAAGCTCTTCACGACCGTTACGGTGGCTGGTTGAACAAGGAGGAAATCGTGAAGGATTAT
126 H WDUIL P QA ATLUHU DI RYGGWTUIL NI KT ETETIV KD Y
451 ACTCGTTATGCCAGGGTATGTTTCGAGGCCTTCGGTGATCGCGTCAAATATTGGTTGACAATGAATGAACCCTGG
151 T R Y A RV CF EATFGDI RV K YWTZILTMNE P W
526 TGTATCTCGATCTTGGGTTACGGACGAGGCGTGTTTGCCCCTGGGAGGTCAAGCGACCGTGAACGATCAGCCGAA
176 c I s I L G Y G R GV FAU©PSGT RS S DU RTET RS A E
601 GGTGATGGATTAAGGGAGCCATGGATTGTTGGCCACAGTGTCCTTCTCTCTCACGCAAGCGCCGTGARAGCTTAC
201 G D G L R E P W I V G6GH S VL L S HA S AV KA Y
676 CGTGAAGACTTTAAGCCGACTCAAGGCGGCCAAATCGGCATCACCCTCAACGGTGACTGGCAGATGCCATACGAT
226 R EDF K P T Q G G Q I 6 I T L NGUDTWOQMUP Y D
751 GACAGCCCAGAAAGCATTGAAGCTGCCCAGCATGCTCTTGATGTTGCCATTGGTTGGTTTGCTGACCCGATTTAC
251 D S PE S I EAA AU QU HATLTUDU VA ATITGTWT EFATDZP I Y
826 CTTGGCCACTACCCCCCCTACATGCGCGAATTCTTGGGCGATCGTTTCCCAGAATTCACGCCAGAGGAGCGTGAG
276 L G H Y PP Y M®RTETFTULGT DI RTEU&PZETFTZPETE R E
901 CTTGTCAAAGGATCATCTGATTTCTATGGAATGAATACTTACACCACCAACCTCTGTCGTGCGGGAGGTGACGAT
301 L V X 6 S S DF Y GMNTYTTNTUILGCT®RATGT G DD
976 GAGTTCCAGGGCAATGTCGATTATACATTCACCAGGCCAGATGGGACCCAATTGGGCACGCAAGCTCATTGCGCT
326 EF QGNVDYTTFTRPDGTOQLGT Q A H C_A
1051 TGGCTACAGGACTATCCCGAAGGATTCCGTTCTCTCTTGAACTACCTCTGGAAACGATACAAGATGCCTATqTAci
351 g-L-Q- D._Y _.R _E,G F R S L L N Y L W K R Y K M P TILly.
1126 GTGACAGAAAACGGTTTCGCAGTCAAAGACGAAGACACCCTTCCCCGCGAGGTAGCTCTCAAAGACCATGACCGC
376 vV._TiEIN_G_EF._AlV K D E D T L P R E V A L K D H D R
1201 GTTCAATACTTCAGGGGCACGACCGCTGCCCTTCTTAACGCGGTAGTTGAAGATGGCGTCGATGTTAGGGCTTAT
401 vV 0 Y F R GTTAATLTLNI AV VVET DTGV DV R A Y
1276 TTCCCTTGGAGTTTGCTGGATAACTTTGAATGGGCGGATGGATACGTGACACGCTTTGGTTTGACATACGTCGAC
426 F P WS L L DNTFEWA AUDTG YU VT RT FEFGTL T Y V D
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TACGACACGCAGGAACGATACCCGAAGGACAGTGCCAAATTCTTGGTCAACTGGTTCAAGGAACATTCCTCTGAG

451 y b T ¢ ER Y P K D S A K F L V N W F K E H S S E
1426 GAGGACACCAAACTTGTTCCACCGAAACTCGCGCACCAAGTAACTTCTAGCTCTTTCGAGAGCCCAAGTCCGACG
476 E D T XK L V P P KL AHQV T S S S F E S P S P T
1501 TCCACCGTCCAGGGCTCAGCTACCAGCGCGTCGGAGCCCGGCCTTAAAGCTAAGGCAACCGGGACACCCAAGTCT
501 s T v G S A T S A S E P G L K A K AT G T P K S
1576 ACCTCGTTGGTCGGGAAAATCAAGGCGTACGTCGTGAAACATTTGAAAACAGCGAAAGCATGA

526 T S L v 6 K I K A Y vV v K H L K T A K A *

Figura 9. Secuencias de nucledtidos y aminoacidos deducida del gen g-glucosidasa registrado en el GenBank

con numero de acceso AWS001000264 de M. roreri. La secuencia nucleotidica contiene un gen de 3005
pb que codifica para una B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasa familia 1. La region
codificante (CDS) consta de 1638 pb traducidas a 545 aminodacidos y coddn de terminacion (TGA). La
secuencia de aminodcidos se muestra debajo de la secuencia de nucledtidos de la region codificante
(Ndmero de acceso ESK92642). Los residuos de nucledtidos estdn numerados en la direccion 5'a 3,
con la A del ATG predicho iniciando con metionina dado el nimero 1. La secuencia de aminoacidos
indica 2 secuencias motifs, amino terminal ([3), sitio activo (£23) y un nucleofilo (£7%), de las glicosil

hidrolasas de la familia 1.

secuencia AWS001000264 codificante de una B-glucosidasa predicha de M. roreri.

Cuadro 6. Andlisis in silico de la secuencia de aminoacidos traducido desde el CDS uno correspondiente a la

Secuencia consenso del motifs Posicién Secuencia del motifs Descripcion del motifs
GLYCOSYL_HYDROL_F1_2 13-27 FIWGFATASFQIEGS N-terminal de las glicosil
F-x-[FYWM]-[GSTA]-x-[GSTA]-x-[GSTA](2)- hidrolasas pertenecientes a la
[FYNH]-[NQ]-x-E-x-[GSTA] familia 1
GLYCOSIL_HYDROL_F1_1 374 - 382 IYVTENGFA Sitio activo de las glicosil
[LIVMFSTC]-[LIVFYS]-[LIV]-[LIVMST]-E- hidrolasas pertenecientes a la
N-G-[LIVMFAR]-[CSAGN] familia 1
ACT_SITE 378 E Nucleéfilo

Namero de aminoacidos: 545

Peso molecular: 61769.3 Da

Punto isoeléctrico: 5.45

Nuamero total de residuos de carga negativa (Asp + Glu): 76
Nuamero total de residuos de carga positiva (Arg + Lys): 63
Férmula de composicion atdmica: Cjr99H1208N7360826512
Nuamero total de 4&tomos: 8, 581

Los coeficientes de extincion son en unidades de M™ cm™, a 280 nm medido en el agua.

Los coeficientes de

T Ext. coeficiente 131460
extincion:

Ext. coeficiente 131210

Abs 0,1% (= 1 g/l) 2.128, suponiendo que todos los pares de residuos de Cys forman cisteinas.

Abs 0,1% (= 1 g/l) 2.124, suponiendo que todos los residuos de Cys se reducen

La N-terminal de la secuencia considerada es M (Met).

Vida media estimada:
> 20 horas (levaduras, in vivo).
> 10 horas (Escherichia coli, in vivo).
P A El indice de inestabilidad () se
Indice de Inestabilidad: Este clasifica la proteina como estable.
Indice alifatico: 70.86
Promedio general de hidropaticidad (GRAVY): -0.490
indice de adaptacion de codones (CAI): 0.712
Prediccion de localizacion  Mitocondrial: 52.2 %
subcelular: Citoplasmatica: 30.4 %
Nuclear: 8.7 %
Peroxisomal: 4.3 %
Vacuolar: 4.3 %

La vida media estimada: 30 horas (reticulocitos mamiferos, in vitro).

calcula

para ser 30.07
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Figura 10. Predicciéon de dominios transmembranales de la p-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso
GenBank ESK92642, derivada del gen uno de la secuencia con nUmero de acceso GenBank
AWS001000264. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 1, consta de
545 residuos de aminoécidos y un codén de terminacion (TGA) y no presenta hélices integradas a
membranas. (b) Prediccidn de la presencia y localizacion del sitio de division del péptido sefial en la
secuencia de aminodcidos, los resultados muestran que la proteina predicha es no secretoria, no
contiene péptido sefial, ni sitio de division de la peptidasa sefial (SPase 1) I, ni sitio de anclaje, y los
aminoacidos forman parte de la proteina madura. (c) En la prediccion de sitios posibles de
fosforilacion, se encontraron 17 sitios de fosforilacion, correspondientes a 15 residuos de Serina (Ser)
(posiciones 36, 60, 78, 82, 84, 86, 192, 193, 213, 306, 361, 461, 474, 492 y 527) y dos residuos de Treonina
(Thr) (151 y 388).

La secuencia nucleotidica con nimero de acceso GenBank AWS001000050, consta de 117 genes.
El gen nimero 7, en orden ascendente, esta identificado como un gen codificante de una f-
glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasas de la familia 1; este gen consta de 2214 pb, una
region codificante (CDS) de 1410 pb que se traducen en una proteina predicha de 469 aminoacidos

y un coddn de terminacion (TAA). La secuencia de aminoacidos esta disponible en la base de datos
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del GenBank con el nimero de acceso ESK96275 (Figura 11). La prediccion de las secuencias

motifs indico dos secuencias firma y un nucledfilo perteneciente a las glicosil hidrolasas de la

familia 1 (Cuadro 7). La prediccion de la localizacion subcelular indica que la proteina se localiza

en el citoplasma (Cuadro 7). La prediccion de dominios transmembranales indica que la proteina

no tiene regiones transmembranas, especificamente, no es una proteina integrada a membrana
(Figura 12a). El promedio de hidropaticidad (GRAVY) de -0.498 clasifica a la proteina hipotética

como una proteina hidrofilica (Cuadro 7). El indice de inestabilidad nos indica que se trata de una

proteina estable en la naturaleza (Cuadro 7). La prediccion de la presencia y localizacion de sitios

de division de péptidos sefial, muestra que la proteina predicha es una proteina no secretoria, no

contiene péptido sefial, por lo que la secuencia completa forma parte de la proteina madura (Figura

12b). La busqueda de los posibles sitios de fosforilacion indicd la presencia de 13 sitios

fosforilados, correspondiente a 11 residuos de Serina (Ser) (posiciones 22, 30, 36, 78, 80, 185,
186, 196, 203, 300 y 318) y dos residuos de Treonina (Thr) (posiciones 102 y 441) (Figura 12c).
El indice de adaptacion de codones (0.698) nos indica que el gen codificante es de alta expresion

(Cuadro 7).

76
26
151
51
226
76
301
101
376
126
451
151
526
176
601
201
676
226
751
251
826
276
901
301
976
326
1051
351
1126
376
1201
401

ATGAAACTGCCCAAAGAC|I TCCTATTCGGCTACGCGACTGCGAGT TACCAGATCGAAGGTTCAAGCGACGTCGAT
M K L P K D|F L F G Y A T A S Y Q I E G S|S D V D
GGACGAGGGCCATCAATCTGGGACACATTTTCGCATACACCAGGGAAAAT TGTTGACGGAACAAACGGCGACGTT
G RGPS I WDTT FSHTU PG KTIVDGTNG DV
GCGACAGATTCCTACCAGAGGTGGAAAGACGACGTAAAGATCGTGAAGGATTACGGCGCAAACGCATATAGGTTC
A T D S Y QR WK DDV XK I VKDY GA ANA ATY R F
TCCATCTCGTGGTCTCGAATTATTCCTCTGGGTGGGAAAGACGACCCAGTCAACCCTGAGGGCATAAGATTTTAT
s I s ws&RJITIU®PILGTGTZ XKUDUDZPVINUPETGTIT RTF Y
CGTACGTTGATCGAGGAGCTCTTGAATAATGGCATTACGCCATGCGTGACATTATATCACTGGGACTTACCTCAA
R T L I EE L L NN G I T P C UV T L Y HWD L P Q
GCTCTGCATGACCGATACGGGGGCTGGCTTGACAGGCGTGTAATCGAGGATTTTGTGCGCTACTGTGAGATCTGT
AL HDR Y GG WUILODU RT RV YVIZETDT FUVRYCETIC
TTTGAGGCATTTGGTAATTCAGTCAAACACTGGATTACCTTTAATGAACCTTGGTGCATATCATGCCTCGGATAT
F EA F G N SV K HW I TFDNZEU PTWTCTISCTULG Y
GGATACGGTGTCTTCGCTCCAGGTAGGAGCAGTAATCGCAATCGATCAGAAGCGGGCGATTCTACGCGGGAGCCT
G Y G V * AP GRS SDNU RNZ RSTEH- ATGTDSTTRTE P
TGGATAGTGGCACACAACTTGTTGCTCGCTCATGCCTCGGCCGTCGCCTCCTACCGACAGAAATTTTGGCCCAGC
W I vV A HN L L L AUHA ATGSA AV AS YR QZKF W P S
CAAGCAGGTTCAATTGGAATAACTTTGGACTGTGT TTGGTATATGCCCTACGATGAAAGTAATGCTGAAGACGTT
Q A G S I G I TJLDGCVWYMZPYUDTETSNA ATEDV
GACGCTGCTCAAAGGGCTTTAGATACGCGACTAGGCTGGTTTGCAGACCCGATCTACAAAGGACATTACCCAACT
D AAQRATLUDT RTLGMWTFATDT PTIJYZXKGHY P T
TCTCTCAAGGCAATGCTCGGAAATCGACTGCCCGAGTTCACCACTGAAGAACAAGCCCTTATCARAGGTTCGTCG
S L KX A ML GNURTUILUPZETFTTTE ETEU QA ATLTI K G S S
GACTTCTTTGGGCTCAACACATACACCAGCAATCTCGTTCAACCCGGAGGCTCGGATGAGT TCAATGGTAAAGTT
D F F G L N T YT SNTILV QPGS G SUDZETFNG K V
AAGACTACTCACACTCGAGCTGATGGAAGCCAGT TGGGAAAGCAAGCCCACGTCCCCTGGTTACAAGCCTATCCC
K T T HTRA ADGS QL GKQAHV_ R W_L,0 A_Y_R
CCAGGGTTCAGAGCGCTCTTGAATTACTTGTGGAAGACATATGGGAAACCAATCTATGTCACGGAKAATGGCTTT,
PG F R A L L N Y L WK T Y G K PII_Y VvV TiEIiN_G_FI
CTRTCAAGGATGARAACAGACTTCCACCTGAAGACGCGATTCACGACCAAGATCGTGTTGATTACTACCGTGGC
1AJI K DENRTIL P PEUDATLITUHTDT QDT RTYDZY Y R G
TACACTAATGCCTTAGCGCACGCTGCCAATGAGGATGGTGTGGACGTCAAGGCATACTTCGCCTGGAGTCTGCTC
Yy T N A L A HAANZEJ DTGV VDV KA AZYTFATW S L L
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1276 GATAACTTTGAATGGGCCGAAGGATATCAAGTTCGATTCGGGGTCACATTTGTTGACTTCGAGACACAGCAACGA

426 Db N F E W A E G Y Q VR F GV T F V D F E T Q Q0 R
1351 TATCCTAAGGATTCTTCCAAATTCTTAGCAGAGTGGTACAGGTCGTCGTTGGCGAAGTAA
451 Yy p K D s S K F L A E W Y R S S L A K *

Figura 11. Secuencias de nucleotidos y aminoacidos deducida del gen B-glucosidasa niimero siete, registrado en

el GenBank con niimero de acceso AWS001000050 de M. roreri. La secuencia nucleotidica contiene un
gen de 2214 pb que codifica para una B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasa de la familia
1. La regién codificante (CDS) consta de 1410 pb traducidas a 469 aminoacidos y un codon de
terminacion (TAA). La secuencia de aminoacidos se muestra debajo de la secuencia de nucleotidos de
la region codificante (Namero de acceso GenBank ESK96275). Los residuos de nucle6tidos estan
numerados en la direccion 5°a 37, con la A del ATG predicho iniciando con metionina dado el nimero
1. La secuencia de aminoacidos indica 2 secuencias motifs, amino terminal (33), sitio activo (L-2') y un
nucledfilo (i3, de las glicosil hidrolasas de la familia 1.

Cuadro 7. Analisis in silico de la secuencia de aminoacidos traducido desde el CDS siete correspondiente a la

secuencia AWS001000050 codificante de una g-glucosidasa predicha de M. roreri.

Secuencia consenso del motifs Posicién Secuencia del motifs Descripcién del motifs

GLYCOSYL_HYDROL_F1_2 7-21 FLFGYATASYQIEGS N-terminal de las glicosil
F-x-[FYWM]-[GSTA]-X-[GSTA]-x-[GSTA](2)- hidrolasas pertenecientes a la

[FYNH]-[NQ]-x-E-x-[GSTA] familia 1

GLYCOSIL_HYDROL_F1_1 368 — 376 IYVTENGFA Sitio activo de las glicosil
[LIVMFESTC]-[LIVFYS]-[LIV]-[LIVMST]-E- hidrolasas pertenecientes a la

N-G-[LIVMFAR]-[CSAGN] familia 1

ACT_SITE 372 E Nucleofilo

NUmero de aminoacidos: 469

Peso molecular: 53288.4 Da

Punto isoeléctrico: 5.45

Ndmero total de residuos con carga negativa (Asp + Glu): 60
Nuamero total de residuos con carga positiva (Arg + Lys): 48
Férmula de la composicion atémica: Caa17Hss75N6430710S0
NUmero total de atomos: 7, 354

Los coeficientes de extincion estan dados en unidades de M™* cm™, a 280 nm medido en agua.

Los coeficlentes de gy Coeficiente = 130005 . N
: Abs al 0,1% (=1 g/l) 2.441, asumiendo que todos los pares de residuos de Cys forman cistinas.

Ext. Coeficiente = 129720
Abs 0,1% (= 1 g/l) 2.434, suponiendo que todos los residuos de Cys estan reducidos
El extremo N-terminal de la secuencia considerada es M (Met).

Vida media estimada: La vida media estimada: 30 horas (reticulocitos mamiferos, in vitro).
> 20 horas (Saccharomyces cerevisiae, in vivo).
> 10 horas (Escherichia coli, in vivo).

Indice de Inestabilidad: El indice de inestabilidad ()} calculado es de 28.97

Este clasifica a la proteina como estable.

Indice alifatico: 69.91

Promedio general de hidropaticidad (GRAVY): -0.498
indice de adaptacion de codones (CAI): 0.698
Prediccion de la Citoplasmatica: 34.8 %
localizacion subcelular: Nuclear: 30.4 %

Mitocondrial: 13.0 %

Vacuolar: 13.0 %

Extracelular, incluyendo la pared celular: 4.3 %
Reticulo endoplésmico: 4.3 %
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Figura 12. Prediccion de dominios transmembranales de la B-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso
GenBank ESK96275, derivada del gen siete de la secuencias con nimero de acceso GenBank
AWSO001000050. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 1, consta de
469 residuos de aminoacidos y un codén de terminacion (TAA) y no presenta hélices integradas a
membranas. (b) La prediccién fue realizada con los servidores SignalP 3.0 y 4.1. Los resultados
muestran que la proteina predicha es no secretoria, no contiene péptido sefial, sitio de division de la
peptidasa sefial (SPase 1) I, ni sitio de anclaje, y todos los aminoacidos forman parte de la proteina
madura. (c) En la prediccion de sitios posibles de fosforilacién, se encontraron 13 sitios de fosforilacion,
correspondientes a 11 residuos de Serina (Ser) (posiciones 22, 30, 36, 78, 80, 185, 186, 196, 203, 300 y
318) y dos residuos de Treonina (Thr) (posiciones 102 y 441).
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La secuencia nucledtidica con numero de acceso GenBank AWS001000068, consta de 41 genes.
El gen nimero 21, en orden ascendente, esta identificado como un gen codificante de una p-
glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasas de la familia 1; este gen consta de 2627 pb, una
regién codificante (CDS) de 1743 pb que se traducen en una proteina predicha de 580 aminoacidos
y un codon de terminacion (TAA). La secuencia de aminoacidos esta disponible en la base de datos
del GenBank con el nimero de acceso ESK95676 (Figura 13). La prediccion de las secuencias
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motif indicd una secuencia firma a las glicosil hidrolasas de la familia 1 (Cuadro 8). La prediccion
de la localizacion subcelular indica que la proteina es extracelular. La prediccién de dominios
transmembranales indica que la proteina tiene una region transmembrana (Figura 14a). El indice
de hidropaticidad (GRAVY) de -0.182 clasifica a la proteina hipotética como una proteina
hidrofilica, (Cuadro 8). El indice de inestabilidad nos indica que se trata de una proteina inestable
en la naturaleza (Cuadro 8). La prediccion de la presencia y localizacion de sitios de division de
péptidos sefial, muestra que la proteina predicha es una proteina secretoria, contiene un péptido
sefial de la posicion 1-24, un sitio de division de la peptidasa sefial | entre la posicion 24 y 25:
VSS-DS, la secuencia de aminoacidos de las posiciones 25-469 forman de la proteina madura
(Figura 14b). La busqueda de los posibles sitios de fosforilacion indicé la presencia de 14 sitios
fosforilados, correspondiente a 13 residuos de Serina (Ser) (posiciones 34, 79, 173, 175, 275, 354,
390, 398, 434, 442, 443, 543 y 567) y un residuo de Treonina (Thr) (posicion 61) (Figura 14c). El

indice de adaptacion de codones (0.681) nos indica que el gen codificante es de alta expresion

(Cuadro 8).
1 ATGCAGACACAGCTCCCTGGCTTTTTCCCGCTTCTCCTATGCCTCTCATGCGCTCTAGCTGGAGTATCCAGTGAC
1 M o T o L P G F F P L L L C L S C A L A G V S S D
76 AGCCCGCTGCCGTTTACTGGAACTTCCTTCCCGGCCATTGGCACTATCGAGCGAAATTATTCACCGGAGAACTTG
26 s p L P F T G T SsS ¥ P A I G T I E R N Y S P E N L
151 GACAAATTGTGGGATGTGGTCGGTACAGTTACAGCACCCCCATTCACAACCACGCCTATTCCAGAAGTACCCGTA
51 p K .. w D V V G T Vv T A P P F T T T P I P E V P V
226 CAACTTCCTTCTCCACCTCCACCCCTCTATCCATCGTGGTTTGCACCCGAACCAAAAGGCATCTTACCGGATCTC
76 Q L.p S P P P P L Y P S W F A P E P K G I L P D L
301 AAGTTTCCCAAGGACTTTATCTTTGGAGTTGATACGGCTGCTTTTCAGGTAGAAGGAGCAGTCAAAGATGAAGGG
101 K P P K D F I F GV D T A A F Q V E G A V K D E G
376 AAAGGACCGACTATGTGGGATTGGGCTACGCATCAACCAGGTTTCGTTGTGGATAACACAACAGGCGACATTACA
126 K 6 p T M W D W-ATHQ P G F VV DN T T G D I T
451 GACTTGCAATACTTCCTTTACAAAGAAGATACTGCTAGGGTCGCTGCTCTCGGAGTAAATGCCCATTCTTTCTCT
151 p .. ¢ vy P L ¥ K E D T AR V A A L G V N A H S F S
526 ATTTCTTGGGCGAGAATCTTTCCGTTTGGTACGGCCGATTCGCCTGTGAATCAACAAGGTCTCGCCCACTACTCT
176 I S W A R I F P F G T A D S P V N QO Q G L A H Y S
601 GATCTGATCGACTACTCTTTGGAATTTGGCGTCGAGCCTGTTGTCACTCTCTTTCACTGGGATATGCCACTCGCA
201 p . 1 DY S L EF GV E P V V T L F HW DM P L A
676 TTGCAAGCGTACTACGGCGGGTTCACTTCTGGTTCAATAGTGGCCGATTTTGTGAACTACGCTAAAACAGTATTC
226 L o A Y Y G G F TS G S I V ADUF V N Y A K T V F
751 AGAGCATACAATGGCAGGGTGAAAACATGGTATACGTTCAACGAACCGCGCGTTTTCTGCGGCCAGATTGCATCA
251 R A Y N G R V K T WY T F N E P R V F C G Q I A S
826 TTTCCATTCAACGTTACGTTCCCTGCTGGCGTGAATAATTCAAATGCACCTTATCACTGCTCGTATAACCTACTG
276 F P F NV T F P A GV NN S N A P Y HC S Y N L L
901 AAGGCACATGCTGGTGCAGTCAAAGCGTTCCGCGAAATGAACATCACGGGCGAAATCGCTTTCAAGAACGACGAC
301 K A H A G A V K A F R EMNTI T G E I A F K N D D
976 TACGTTGGGACACCTTGGAGAACAAATTCTACTGAAGACACTGAAGCGGTAGAGAGACATGCTGCCTTCCAAATC
326 y v ¢ T Pp W R T N S T E D T E A V E R H A A F Q I
1051 GGAATTTTCTCAGATCCTGTGTATCGCACCGGGGATTGGCCCAAGATTCTGACAGATACCTTGCCGGAGTCATAT
351 G I ¥ S D P VY R T G D WP K I L T DT L P E S Y
1126 CTCCCTCGCTTCACAGAAGAAGAAAAGCAAGATATTCATGGTTCTGCGGACTTCTTTGCCATCGACTCTTACCGA
376 L P R F T E E E K 9 D I H G S A D F F A I D S Y R
1201 TCCCAACTCATTGCGGCTCCGGATGAAGGTATTGAAGCATGTGTCTCAGATCCAGCGAATCCTTTATGGCCGACA
401 s ¢ L I A A P DUE G I EACV S D P AN P L W P T
1276 TGCAATGTTGTCAAGGAATTTGACTCTGCTGGTTGGGCAGTGGGGATTTCGTCGGATCCGAGGACTCCCTGGCTA
426 c NV V K E F DS A GWAV G I S S D P R T P W L
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1351 CAGGCTACACCTAATGCACTACGAGCATACCTCGGGGAACTTCAACGGCGTTGGCCGACCAAGAAGATGTATGTG

451 o A_T_B_N_A.L RAY L GETLOQRP RIMWZPTEKEKMY VI
1426 IGCGGRAATTTGGGTTCGCABAGCCATTTGAGGGTATTAGAGAGCCACAGGAGCTGTATCGCGTCACGGAAGATGTC
476 \A_E_EFE_G_F_A,E P F E G I R E P Q E L Y R V T E D V
1501 GCGAGARCTAACTATTACATGACGTACCTCGGAGARATACTACTCGCCATACACGAAGACAAGCTACCTATTGCC
501 AR TNYJYMTJYULGETITULTLHA ATIUHETDTIKTLP I A
1576 GGCATATTTGCTTGGGCTATGATCGATAACATGGAATGGTCAAGCGGCGATTCGTACCGTCCACTTTACGGGTTC
526 G I Fr A WAMTIDNMMEWS S G D S Y R P L Y G F
1651 GGAATACAGTATGTCAACTACACGAGCTTGGAGCGAACCTATAAACGATCTGCTTTCGCATTGGCTGAATTCTTT
551 G I Q YV NZYTSsSTZLETRTTZYZ KT RTSATFATLA ATEF F
1726 AGCACCCATTTGCAGTAA

576 S T H L Q *

Figura 13. Secuencias de nucledtidos y amino&cidos deducida del gen g-glucosidasa albergado en el GenBank

con numero de acceso AWS001000068 de M. roreri. La secuencia nucleotidica contiene un gen de 2627
pb que codifica para una p-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasas familia 1. La regién
codificante (CDS) consta de 1743 pb traducidas a 580 aminoéacidos y codén de terminacién (TAA). La
secuencia de aminoacidos se muestra debajo de la secuencia de nucleétidos de la region codificante.
Los residuos de nucletdtidos estdn numerados en la direccion 5a 37, con la A del ATG predicho
iniciando con metionina dado el nimero 1. La secuencia de amino&cidos indica una secuencia motifs,
sitio activo (L2) de las glicosil hidrolasas de la familia 1.

Cuadro 8. Analisis in silico de la secuencia de aminoacidos traducido desde el CDS 21 correspondiente a la

secuencia AWS001000068 codificante de una B-glucosidasa predicha de M. roreri.

Secuencia consenso del motifs Posicién Secuencia del motifs Descripcién del motifs

[LIVMFSTC]-[LIVFYS]-[LIV]-[LIVMST]-E-

GLYCOSIL_HYDROL_F1_1 473 - 481 MYVaEfGFA - . L
- -5 Sitio activo de las glicosil hidrolasas

N-G-[LIVMFAR]-[CSAGN] pertenecientes a la familia 1

Ndmero de aminoacidos: 580

Peso molecular: 64883.0 Da

Punto isoeléctrico: 4.73

NUmero total de residuos de carga negativa (Asp + Glu): 68
Nuamero total de residuos de carga positiva (Arg + Lys): 41
Férmula de composicion atémica: CasgaHaa02N7400862S14
Ndmero total de 4&tomos: 9,002

Los coeficientes de extincion estan dados en unidades de M cm™, a 280 nm medido en agua.

Los coeficientes e gy coeficiente 124595 _ . »
; Abs 0,1% (= 1 g/l) 1.920, suponiendo que todos los pares de residuos de Cys forman cisteinas.

Ext. coeficiente 124220
Abs 0,1% (= 1 g/l) 1.915, suponiendo que todos los residuos de Cys se reducen
El extremo N-terminal de la secuencia considerada es M (Met).

Vida media estimada: La vida media estimada: 30 horas (reticulocitos mamiferos, in vitro).
> 20 horas (levaduras, in vivo).
> 10 horas (Escherichia coli, in vivo).

Indice de Inestabilidad: El indice de inestabilidad ()} se calcula para ser 42.34

Este clasifica la proteina como inestable.

Indice alifatico: 74.21

Promedio general de hidropaticidad (GRAVY): -0.182

indice de adaptacion de codones (CAI): 0.681

Prediccion de Extracelular, incluyendo la pared celular: 33.3 %
localizacion subcelular: Mitocondrial: 22.2 %

Reticulo endoplasmico: 22.2 %
Vacuolar: 22.2 %
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Figura 14. Prediccion de dominios transmembranales de la B-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso
GenBank ESK95676, derivada del gen 21 de la secuencia con numero de acceso GenBank
AWSO001000068. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 1, consta de
580 residuos de aminoacidos y un codén de terminacion (TAA) y no presenta hélices integradas a
membrana. (b) La predicciéon fue realizada con los servidores SignalP 3.0 y 4.1. Los resultados
muestran que la proteina predicha es secretoria, contiene péptido sefial, sitio de divisién de la peptidasa
sefial (SPase 1) I, sitio de anclaje, y los aminoacidos forman parte del péptido sefial. (c) En la prediccion
de sitios posibles de fosforilacion, se encontraron 14 sitios de fosforilacién, correspondientes a 13
residuos de Serina (Ser) (posiciones 34, 79, 173, 175, 275, 354, 390, 398, 434, 442, 443, 543 y 567) y un
residuo de Treonina (Thr) (61).

FPhasphorylation potential

| || .
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La secuencia nucleotidica con nimero de acceso GenBank AWS001001286, consta de 11 genes.
El gen nimero nueve, en orden ascendente, esta identificado como un gen codificante de una f3-
glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasas de la familia 3; este gen consta de 1952 pb, una
region codificante (CDS) de 1740 pb que se traducen en una proteina predicha de 579 aminoacidos
y un coddn de terminacion (TGA). La secuencia de aminoacidos esta disponible en la base de datos

del GenBank con el nimero de acceso ESK84536 (Figura 15). La prediccion de las secuencias
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motif indico una secuencia firma de las glicosil hidrolasas de la familia 3 (Cuadro 9). La prediccion

de la localizacion subcelular indica que la proteina se localiza en el citoplasma (Cuadro 9). La

prediccion de dominios transmembranales

indica que la proteina no tiene regiones

transmembranas, especificamente, no es una proteina integrada a membrana (Figura 16a). El indice

de hidropaticidad (GRAVY) de -0.251 clasifica a la proteina hipotética como una proteina

hidrofilica, (Cuadro 9). El indice de inestabilidad nos indica que se trata de una proteina estable

en la naturaleza (Cuadro 9). La prediccion de la presencia y localizacion de sitios de division de

péptidos sefial, muestra que la proteina predicha es una proteina no secretoria, no contiene péptido

sefal, por lo que la secuencia completa forma parte la proteina madura (Figura 16b). La busqueda

de los posibles sitios de fosforilacion indico la presencia de 16 sitios fosforilados, correspondiente
a 15 residuos de Serina (Ser) (posiciones 30, 60, 94, 155, 177, 196, 240, 250, 340, 465, 469, 523,
529, 530 y 531) y un residuo de Treonina (Thr) (posicion 192) (Figura 16c). El indice de

adaptacion de codones (0.687) nos indica que el gen codificante es de alta expresion (Cuadro 9).

76
26
151
51
226
76
301
101
376
126
451
151
526
176
601
201
676
226
751
251
826
276
901
301
976
326
1051
351
1126
376
1201
401
1276
426
1351
451
1426

ATGCCTTCTACCACGAAATTAACGGACGAAATGAAGAAAGAGATTGGGCAACATTTTGTCTTTGGCTTTCATACC
M P S T TXK L TDTZEMTZ KT KTETITGU QU HT FUVF G F HT
CAAGAGCTCGATTCTGATATCAAGACTCTCGTCGGAGCACCGTACTATGTTGGAAATGTCATCTTCATGAAGAGG
Q E L DSDTIZKTTULVGA ATZPTY YV GNUV I FMZK R
AACGTGCGGGATGTTGCACAAGTGAAGAGTATGATCAGAGAGCTGCAGGCGTATGCGARAGATGCGGGACATGAG
N VRDVAOQVIEKSMTITZ RTETLT G QA aATYA AT KTDA aATGH FE
AGGCCACTGTTAATTGGGACTGATCAGGAAAATGGTCTGGTTTCAGCTTTCAGCTCAAAGACTGCAGTCACACAA
R P L L I G TJDJGQTENSGTLVSATFS S KT AUV T Q
TTTCCAGGAGCAATGACACTCGCATCCACAGGCTCGGTTTCCCTCACCGAGCAAGTCTACGCAGCGTCTGCAAAA
F P GAMTTLASTG SV S LTET- QVYAA AS AK
GAGCTTGACCTCCTTGGTGTAAATTGGGCTTATGCCCCCGTCGCTGACATCAACATTGACAAGCGTAACCCTGTT
E L DL L GV N WA AY APV VADTINTIUDTI KT RNTPYV
ATCGGAGTCCGGAGTTTCGGTGATGACCCACACAAGGTAGCCGAATATGTGCTAGCAGCAGCCARAGGCATGTCC
I G VR S F GDODUPUHZ KV AZETYUVLAA AHB AT KGM S
AGCTCAGGAGTTGCACCCAACGTCAAACACTTCCCAGGACATGGTGACACACACGTCGATTCACATCTTGCACTT
S S G VA PNV XKHTFPGHGTDTHUV DS HTILATL
CCCAAAATCATGAAAACGAAAGAAGTCATTACCGAAACCGAGCTCGTCCCGTTCAAAGCAGCATTCGACGAAGCA
P XK I M K T XK E vV I TETTETLV P F K A ATF D E A
CAGTCAAATCCGCGCCTTGGAAGCCTGCTGACGGTAATGACCAGCCACCATGCTCTCCCGTTGATCACCGGAAGC
g s N P RL G S L L TV MI S A H_2_L_ Pl _L_T_G_3,
GATGAACCATGCTCATTGTCAAAGTTGATTACAACCGAGATCCTGAGGAAGGARATGGGTTTCAAGGGTGTGGTG
fpD-E-P.C._S-L,S K L I T T ELL_L_R_K_F. M _G_E_K_G_V_JV!
IGTCACTGATTGCCTGGAAATGGATGCGATAGCGGCGACCAAGGATGACGATGGCGTGCAAGGCATGGGCGCGAAC
'v_T_D_C_J_F'M D A I A A T K D DD G V Q G M G A N
GGTGACCGCGAGTCGGGCTGGAACGGTGGATGTGGAGTGGAAGAAGGTGTTGTTCGTGCCCTGGAAGCCGGAGCT
G DRESGWNGSGO CGVE ETESGV VYV RATLTEAG A
GATATTACCATGGTCTGTCATACGATGGCGAGGCACGTTGCTTCTGTCAAACGCGTTTGGGAGGCGGTCGAGAGT
D I T MV CHTTMA®RUEVYVASV KRV WEA AUVE S
GGGAGGCTCAGCATGGATGATATCAGGAAAGGAGGAGAGAGGATCCGGCGCTTGAAGGATGCAGTATTCGGTCAA
G R L SMDUDTIU®RZE KTGG GTET RTIT RT®RTILTIE KT DA ATVTF G Q
GATGGATGGAGARAAGGTTCTCGAAGATCGTCCGGATTTCGAGGAGGAATGGAAGAAGGCAAAAGCAGAAAGCAAG
D GWR KV L EDT RT PTDTFTETETETWTZ KZ KATZ KA ATE S K
CAGATTAGTGAAGCTGCCTACGCGAAGAGCACCGTCCTGCTGAAAGACGACAGCATGCTACCCCTTGGGACCGGC
Q I S EAA Y AK STV L L KDT DT SMTILZ&PTULGT G
AAAGTCGTACTCTTTACTCCGGAGAACGAAAGCTATAACAAAGCAGTCGACGATGCGGAGGGCGTGTTGAGGACC
K V VL FTPENTESTYNZ KA ATVUDU DA ATETG GV VL R T
AAGGGCGGACAAGTCCGGAACACTGCAGGGGCATACTTCCTATCGTTCCACGCTTCTATCAAGCGCAGGGTCGAG
K G G Q VRNTAGA ATYTFTLSTFHA ASZSTITZ KT RTI RV E
GGCTGTGATCACATCGTGTATACGAAGGATGGAACTATTGATGCGGAAGAAGGCACAGAACAAGTCATCTTTGTG
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476 G ¢ b H I VY T XK D G T I DAEE G T E Q V I F V

1501 CTTAGAAACGCGGACCGCAGTACCTGGCAGATTTCCGCTTTGAAGGAGCTCCTTCGTAGGCAACCGTCGAAGGTC
501 L R N A DI R S T W O I S A L K E L L R R Q P S K V
1576 GTCGTGCTATCATCTAGCACACCATACGATTTAGACGGTGTGACCTTGGCTTCTCCATACGCACACTTGGCAAGC
526 v v L § s s T Ppp Yy DL D GV T LA S P Y A H L A S
1651 AGCGAATATACAACCGAAGCTTTCGAAGCGGCGGCGGCGGTCATATTCGGAGAACGGAAAGCTGAGGGCAGGTTG
551 s E Y T T E A F E A A A AV I F G E R KA E G R L
1726 GCCGTCAAGCTATGA

576 AV K L *

Figura 15. Secuencias de nucledtidos y aminoacidos deducida del gen B-glucosidasa registrado en el GenBank

con numero de acceso AWS001001286 de M. roreri. La secuencia nucleotidica contiene un gen de 1952
pb que codifica para una B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasa familia 3. La region
codificante (CDS) consta de 1740 pb traducidas a 579 aminoéacidos y coddn de terminacion (TGA). La
secuencia de aminodcidos se muestra debajo de la secuencia de nucledtidos de la regién codificante
(Ndmero de acceso ESK84536). Los residuos de nucledtidos estdn numerados en la direccién 5'a 3,
con la A del ATG predicho iniciando con metionina dado el nimero 1. La secuencia de aminoacidos
indica una secuencia motifs, sitio activo (L"), de las glicosil hidrolasas de la familia 3.

Cuadro 9. Analisis in silico de la secuencia de aminoé&cidos traducido desde el CDS nueve correspondiente a la

secuencia AWS001001286 codificante de una B-glucosidasa predicha de M. roreri.

Secuencia consenso del motifs Posicion Secuencia del motifs Descripcion del motifs
GLYCOSIL_HYDROL_F3 264 - 282 ILRKEMGFKGVVTDCLe  Sitio activo de las glicosil
[LIVM](2)-[KR]-x-[EQKRD]-x(4)-G- hidrolasas pertenecientes a la
[LIVMFTC]-[LIVT]-[LIVMF]-[ST]-D- familia 3

X(2)-[SGADNIT]

Namero de aminoacidos: 579

Peso molecular: 62998.4 Da

Punto isoeléctrico: 5.76

Nuamero total de residuos de carga negativa (Asp + Glu): 81
Nuamero total de residuos de carga positiva (Arg + Lys): 69
Férmula de composicion atdmica: Cy773Ha425N7710862S20
Numero total de 4&tomos: 8, 851

Los

extincion:

Los coeficientes de extincion son en unidades de M™ cm™, a 280 nm medido en el agua.
coeficientes  de Ext. coeficiente 52620
Abs 0,1% (= 1 g/l) 0.835, suponiendo que todos los pares de residuos de Cys forman cisteinas.
Ext. coeficiente 52370
Abs 0,1% (= 1 g/l) 0.831, suponiendo que todos los residuos de Cys se reducen
La N-terminal de la secuencia considerada es M (Met).
La vida media estimada: 30 horas (reticulocitos mamiferos, in vitro).

Vida media estimada:

indice de Inestabilidad:

> 20 horas (levaduras, in vivo).

> 10 horas (Escherichia coli, in vivo).

El indice de inestabilidad () se calcula para ser 36.86
Este clasifica la proteina como estable.

Indice alifatico: 83.89

Promedio general de hidropaticidad (GRAVY): -0.251
indice de adaptacion de codones (CAI): 0.687
Prediccion de Citoplasmatica: 73.9 %
localizacion subcelular: Nuclear: 8.7 %

Membrana plasmatica: 4.3 %
Mitocondrial: 4.3 %
Peroxisomal: 4.3 %
Vacuolar: 4.3 %
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Figura 16. Prediccion de dominios transmembranales de la B-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso
GenBank ESK84536, derivada del gen nueve de la secuencia con numero de acceso GenBank
AWS001001286. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 3, consta de
579 residuos de aminoacidos y un codén de terminacion (TGA) y no presenta hélices integradas a
membrana. (b) La predicciéon fue realizada con los servidores SignalP 3.0 y 4.1. Los resultados
muestran que la proteina predicha es no secretoria, no contiene péptido sefial, ni sitio de division de la
peptidasa sefial (SPase 1) 1, ni sitio de anclaje, y los aminoacidos forman parte de la proteina madura.
(c) En la prediccién de sitios posibles de fosforilacion, se encontraron 16 sitios de fosforilacion,
correspondientes a 15 residuos de Serina (Ser) (posiciones 30, 60, 94, 155, 177, 196, 240, 250, 340, 465,
469, 523, 529, 530 y 531) y un residuo de Treonina (Thr) (192).
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La secuencia nucleotidica con nimero de acceso GenBank AWS001000113, consta de 85 genes.
El gen nimero 69, en orden ascendente, esta identificado como un gen codificante de una f-
glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasas de la familia 3; este gen consta de 3470 pb, un
CDS de 2553 pb que se traducen en una proteina predicha de 850 aminoacidos y un codon de
terminacion (TAG). La secuencia de aminoacidos esta disponible en la base de datos del GenBank
con el nimero de acceso ESK95149 (Figura 17). La prediccion de las secuencias motifs indicd

una secuencia firma a las glicosil hidrolasas de la familia 3 (Cuadro 10). La prediccion de la
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localizacion subcelular indica que la proteina se localiza en el citoplasma (Cuadro 10). La

prediccion de dominios transmembranales indica que la proteina no tiene regiones

transmembranas, especificamente, no es una proteina integrada a membrana (Figura 18a). El indice

de hidropaticidad (GRAVY) de -0.189clasifica a la proteina hipotética como una proteina

hidrofilica (Cuadro 10). El indice de inestabilidad nos indica que se trata de una proteina estable

en la naturaleza (Cuadro 10). La prediccion de la presencia y localizacion de sitios de division de

péptidos sefial, muestra que la proteina predicha es una proteina no secretoria, no contiene péptido

sefial, por lo que la secuencia completa forma parte de la proteina madura (Figura 18b). La

busqueda de los posibles sitios de fosforilacion indicéd la presencia de 25 sitios fosforilados,
correspondiente a 23 residuos de Serina (Ser) (posiciones 4, 114, 119, 159, 162, 165, 184, 313,
352, 386, 441, 480, 529, 576, 600, 625, 627, 665, 740, 767, 771, 814 y 830) y dos residuos de
Treonina (Thr) (posiciones 605 y 837) (Figura 18c). El indice de adaptacion de codones (0.679)

nos indica que el gen codificante es de alta expresion (Cuadro 10).
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ATGACCAAGTCAAACGTCGATGAGACCCTATCCAARACTGACCATGCCCGATAAGATCAGGCTTCTGTGTGGGCTG
M T K S NV DETTIL S KL TMU&PUDI KIU RTILTLTC G L
GGATGGTGGCATACAGAGCCTGTACCGTCACTTGGTATACCCTCTATGCGAATGAGCGATGGTCCGAATGGTGTT
G W WH T EPV P S L G I P S MU RMS DG P N G V
CGAGGAACTCAATTCTTTAACGGGGTACCATCAAGCTGTTTCCCGTCCTCCACCGGCCTGGGTTCAACATTCGAC
R G T Q F F NGV P S S CFP S STGUL G S T F D
ATAGACCTCGCTCGTCAAGTTGGCGAGGCACTTGCAGATGAATGTCGCGCCAAAGGCTGCCACATCCTTTTGGGT
I DL ARQV GEA AWATILA ADTETCI RA AI KTGT CHTITLIL G
CCTACTACAAATACTCAACGATCTCCACTTGGTGGTCGATCTTTCGAATCATTCTCCGAGGATCCGGTATTGAAT
P TTNTOQU RS PLGGU RS FESTFSETUDT PV L N
GGATCAATCGCCGCGGCGTACATCAACGGTTTACAGTCCAAAGGCGTCGCTGCTACCCTCAAGCACTACGTCGCC
G S I A A A Y I NGUILOQ S K GV AATTIL K H Y V A
AATGATCAGGAATTTGAGAGGTTTTCCGTGAGCAGCGAAGTCAGCGAGCGCGCACTCAGGGAAATCTACCTCAAG
N D Q E F ERF SV S S EV S EURA ATZLT RETI Y L K
CCCTTCCAAATTGCCATTCGCGAATCAAATCCATGGGCCTTAATGTCTTCATACAATCGTGTCAACGGTCTTCAC
P F Q I A I R E S NlP_MLJL_L_M_S_S_X-N_JLJL_N_G_L_HW
GTTTCGGAGAATAAATGGTTATTGGATGATATTCTGAGAAAGGAATGGGGATACAAAGGAATGATCATGAGTGAC,
\V--S-E.N K W L L D DL _L_BR_K_FBE_J__G_Y_K_G_M_J_M_S_D
[TGGATTGGTGTTTATAGTACAGCCGAGAGTATAAGAGCTGGACTTGATCTGGAGATGCCAGGTCCCACCGTAATG
te_L_-s'v Yy s T A E S I RA G L DTILTEHMT®PG P TV M
CGTGGAAATGCGGTCATGAGGGCTCTCGCCGCCCARAAGCTCTTTCCGAGTGATATTGATGACCGTGTGCGAAAG
R G N A VMU R AL AAT QI KLV F P S DI DDU R V R K
ATTCTCGAACTTCTCGAGARAGCATTCGCATCCGGCATCCCTTTTGGAGCACCCGAAAAACCCGTTGACACACCC
I L E L L E KA F A S G I P F G A PETI K PV DT P
GAGCTTCGCCAATTGCTCCGCACCACCGCTGCCGATTCCGTCGTTTTACTCAAGAATACCAAGAACTTACTACCA
E L R Q L L R T T AAUD SV V L L KN TI KN L L P
CTTACATCCTCCTCGAACATAAAAAAGATTGCTGTCATAGGCCCCAACGCTAAAACTGCATTCACCTCCGGAGGT
L T S S S N I K K I AV I G P N A KT ATFT S G G
GGTTCGGCTAGACTGCTTGAATCATGGAAAGTTACACTTTTGCAGGGTATCACTGCTGCCGCCAAGGAGATTGAT
G S AR L L E S WI KV T L L Q G I TAJ AU AZ KTE I D
GCAGACGTGCAGTACACTATTGGAGCTACGTCGCATAAGATGCTGCCCTTGGCGGAGGACTACGTTTTCCAGCAC
A DV QY T I GAT S HKMTILUPLAZET DYV F Q H
GGTGGTCAGCCCGGCGGCGTTCTTGAGTTTTGGAACGAGAAACCCTCCGAAGACTTCTTGAGCACGAAGGCTGAT
G G Q P GGV L ETFWNTEZ KU?PSETDTFTIL S T K A D
ATCGGGAATCTGAATGAAGGAGTAGTATGGAGTACAACGACCAAATCTACGAACTGCATATTACTTGATGGAGTT
I1 6 N L NE GV VWS TTTIE K S TNTCTITILTILTDG V
AATGCAAACAAAGTCGATTACAACTGCTATTTCAGGTACACAACCACGTTCATACCAGACGAATCTGGAGACTGG
N A NK VD YN CYFURYTTTT FTI P DZES G D W
ATATTTGGCGTCTCCGTGTCAGGTCTCGGAAACGTTTTCATCGACGGAAAGCTAGCAATTGACTTATCCAACGAC
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I ¥ G Vs VvsS GG L GNV F I DG K L A I DL S N D
CCTCCAAAGGGCAACCATCTCATTGGTGTGGGTACGGCAGAATTATGTGGTATCGTCAAGGATATGCAGAAGGGC
P P K G N H L I GV GG T AU ETLCGTI V K DMOQ K G
CAGAAGTATAGCTTGGAGATTCGTATCAGCAATCTCGAGTTCATGGCTCAGATTCCTATCATTCCTGCATGGGGT
Q K vy s L £E I R I S N L E F M A Q I P I I P A W G
GGTTTCAGGCTCGGTGCAATGAAGGTTATGGAGCCTGAGCAAGCCATCAAGGATGCAGTGAAGCTCGCAAAAGAG
G F R L GA MKV MEPE QA I K DAV K L A K E
TCAGATGTCGCAATCTTGGTTGTCGGTTTGAATCATGAATGGGAAAGTGAAAACTACGACCGGGAAGATCTTTCA
s bvaAaAI L VYV G L N HEWE S E N Y DR E D L S
CTACCTGGTCTCACCAACCGTCTCGTAACCGAAGTACTCGCAGCCAATCCTCAGACAGTCGTGGTCAACCAGTCG
L p G L T NRULV TEV L A A NP QT V V V N Q S
GGCTCTGCCGTAGAATTGCCTTGGGCAGATGAAGCAAGCACGGTATTACAGGCGTTCTTTGGCGGCAACGAGCTA
G S AV EL P WADEA AS TV L Q A F F G G N E L
GGAAATGGTGTAGCTGACGTGTTGTTTGGAAAAGTGAACCCTTCTGCGAAGCTGTCATTGACGTTTCCCAAGCGA
G N G VA DV L F G K VN P S A KL S L T F P K R
CTGGCGGATTGCCCCGCATATCCGTCGTATGGAAATAAAACACAAGACCATGGCAAAGTCCTATATAACGAGGGC
L A DCUPAY P S Y G N KT Q D HG K V L Y N E G
GTTTTCGTCGGCTACCGAGGTTATCAAATTAAATCCATAGCTCCTGCCTTCCCCTTTGGCTTTGGCTTGTCCTAC
v ¥F VvV 6 Y R G Y 9 I K s I A P A F P F G F G L s Y
ACGCAATTTGAGTACTCTGACCTGCAGAGCACACCCATCTCCTCTGATGGCAGTTTTACTGTCACGCTCAAGGTT
T ¢ F E Yy s b L ©Q s T P I S s D G S F T V T L K V
AAGAATGTTGGGCAGATTAACGGTCGGGAAGTTGTTCAAATTTACATCTCTGATCCCGAGTCGTCATTAGCACGT
K NV G I NG R E VYV QI Y I S D P E S S L A R
GCAAAGCAAGAGCTGAGAGGCTTTAAAAAGGTCTCTTTGAAAGCTGGAGAGACGAAAGAAGTGAAGGTGGAATTA
A K Q E L R G F K KV s L K A G E T K E V K V E L
GACAGAGATGCCCTTGGATTTTATGATGAGAGAAGGGGATCATGGGTGGCAGAACGAGGCAAGTTTGGTGTGTTG
p R D AL G F Y DEIRIRG S WV A E R G K F G V L
GCAGGCGCATCTTCAGAAGATATCAGACTTAGAACAGAGGTTGAACTGAAGGATACGTTAACTTGGACGGGTCTC
A G A S S E D I R L R T E V E L K D T L T W T G L

TAG

*

Figura 17. Secuencias de nucledtidos y aminoacidos deducida del gen B-glucosidasa registrado en el GenBank
con numero de acceso AWS001000113 de M. roreri. La secuencia nucleotidica contiene un gen de 3470
pb que codifica para una B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasa familia 3. La region
codificante (CDS) consta de 2553 pb traducidas a 850 aminoacidos y codon de terminacion (TAG). La
secuencia de aminoacidos se muestra debajo de la secuencia de nucledtidos de la region codificante
(NUmero de acceso ESK95149). Los residuos de nucledtidos estan numerados en la direccién 5’a 37,
con la A del ATG predicho iniciando con metionina dado el nimero 1. La secuencia de aminoacidos
indica una secuencia motifs, sitio activo ("), de las glicosil hidrolasas de la familia 3.

Cuadro 10. Analisis in silico de la secuencia de aminoacidos traducido desde el CDS 69 correspondiente a la
secuencia AWS001000113 codificante de una B-glucosidasa predicha de M. roreri.

Secuencia consenso del motifs Posicién Secuencia del motifs Descripcion del motifs
GLYCOSIL_HYDROL_F3 211- 228 ILRKEWGYKGMIM  Sitio activo de las glicosil
[LIVM](2)-[KR]-x-[EQKRD]-x(4)-G-[LIVMFTC]- SDWIG hidrolasas pertenecientes a la
[LIVT]-[LIVMF]-[ST]-D-X(2)-[SGADNIT] familia 3

Numero de aminoacidos: 850

Peso molecular: 92745.4 Da

Punto isoeléctrico: 5.49

Nuamero total de residuos de carga negativa (Asp + Glu): 101
Numero total de residuos de carga positiva (Arg + Lys): 88
Férmula de composicién atémica: C4143H5520N111001253523
Numero total de &tomos:13, 054

Los coeficientes de

Los coeficientes de extincion son en unidades de M™ cm™, a 280 nm medido en el agua.

Ext. coeficiente 115780

extincion: Abs 0,1% (= 1 g/l) 1.248, suponiendo que todos los pares de residuos de Cys forman cisteinas.
Ext. coeficiente 115280
Abs 0,1% (= 1 g/l) 1.243, suponiendo que todos los residuos de Cys se reducen
La N-terminal de la secuencia considerada es M (Met).

Vida media estimada: La vida media estimada: 30 horas (reticulocitos mamiferos, in vitro).

indice de Inestabilidad:

> 20 horas (levaduras, in vivo).

> 10 horas (Escherichia coli, in vivo).

El indice de inestabilidad (D] se calcula para ser 31.04
Este clasifica la proteina como estable.
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Indice alifatico: 87.87

Promedio general de hidropaticidad (GRAVY): -0.189

indice de adaptacion de codones (CAI): 0.679

Prediccién de Citoplasmatica: 65.2 %

localizacion subcelular: Mitocondrial: 8.7 %
Nuclear: 26.1 %
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Figura 18. Prediccion de dominios transmembranales de la B-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso
GenBank ESK84536, derivada del gen 69 de la secuencia con numero de acceso GenBank
AWS001000113. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 3, consta de
850 residuos de aminoacidos y un coddn de terminacién (TAG) y no presenta hélices integradas a
membranas. (b) La prediccién fue realizada con los servidores SignalP 3.0 y 4.1. Los resultados
muestran que la proteina predicha es no secretoria, no contiene péptido sefial, ni sitio de division de la
peptidasa sefial (SPase 1) I, ni sitio de anclaje, y los aminoacidos forman parte de la proteina madura.
(c) En la prediccién de sitios posibles de fosforilacion, se encontraron 25 sitios de fosforilacion,
correspondientes a 23 residuos de Serina (Ser) (posiciones 4, 114, 119, 159, 162, 165, 184, 313, 352, 386,
441, 480, 529, 576, 600, 625, 627, 665, 740, 767, 771, 814 y 830) y dos residuos de Treonina (Thr) (605 y
837).

La secuencia nucleotidica con numero de acceso GenBank AWS001000688, consta de ocho
genes. El gen nimero tres, en orden ascendente, esta identificado como un gen codificante de una

B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasas de la familia 3; este gen consta de 3623 pb, un
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CDS de 2880 pb que se traducen en una proteina predicha de 959 aminoacidos y un codon de

terminacion (TGA). La secuencia de aminoacidos esta disponible en la base de datos del GenBank

con el numero de acceso ESK88175 (Figura 19). La prediccion de las secuencias motifs indico

una secuencia firma de las glicosil hidrolasas de la familia 3 (Cuadro 11). La prediccion de la

localizacion subcelular indica que la proteina se localiza en el reticulo endoplasmico (Cuadro 11).

La prediccion de dominios transmembranales indica que la proteina tiene regiones

transmembranas, es una proteina integrada a membrana del reticulo endoplasmico (Figura 20a).

El indice de hidropaticidad (GRAVY) de -0.044 clasifica a la proteina hipotética como una

proteina hidrofilica, (Cuadro 11). El indice de inestabilidad nos indica que se trata de una proteina

estable en la naturaleza (Cuadro 11). La prediccion de la presencia y localizacion de sitios de

division de péptidos sefial, muestra que la proteina predicha es una proteina secretoria, contiene

péptido sefal, sitio de anclaje, por lo que la secuencia completa forma parte del péptido sefial

(Figura 20b). La busqueda de los posibles sitios de fosforilacion indicé la presencia de 22 sitios

fosforilados, correspondiente a 19 residuos de Serina (Ser) (posiciones 12, 15, 37, 76, 136, 209,
371, 486, 551, 555, 583, 626, 644, 663, 817, 822, 828, 885 y 907) y tres residuos de Treonina (Thr)
(posiciones 10, 589 y 886) (Figura 20c). El indice de adaptacion de codones (0.665) nos indica

que el gen codificante es de alta expresion (Cuadro 11).
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ATGCTGCTCGTCGTAGTAGTCATTCTCACCTTTTCACTACCTTCCTTTGCCTGGCGTCAGT TATGGCCAGAGAGC
M L L V VvV VvV ITZLTT FS STILZ®PSTFA ATWT RTUGOQTLTWUP E S
TATAGTTTCTCTGCAGGTCTACAATTTGGGAATTCGAAGAGAGCAGGGAAAGAGGCCTTTGTGAACGACTTGGTG
Yy S F S A GULOQTFGI NS KU RA AGT KT EA ATFUV NDTIL V
GAAAGGATGTCCGTTGAGGAGCTTGTTATGCAGCTTCATCTGATGTTCGCTGACAACGTGGTCGGCCCGAAGTCC
E R M SV EZ ETLUVMOQTILHTLMMT FEFA ATDTNUV V G P K S
TCAAACGAGCTGTATGATTTTGCTCTTCGGCCCGCGCCGCCGTCGACTGGCTTAGGCGTCATGCATGACTGGTAC
S NE L YD JFATLURU PAZPZPSTGTIL GV M HTDW Y
CCAACCTCGGCTGACTACTACAATACGCTCCAGCAACTCAACCTCAACAAGTCTCGCCTACAAACGCCATTCATG
P TS A D VY Y NTTUIL Q Q L N L N XK SR L QT P F M
CTACTCGAAGAATGTGTACATGGCGTCGGTTCATTCAAACAATCCATGTTTCCGCATGCTATTGCTCTTGCGGCG
L L EECV HGV G S F K QS MTFPHA ATIA ATL A A
AGCTGGGACGAAGATTTGGTCTGGCGTGTTGGAAGAGCTATCGGTACGGAAGCCAGAGCAATCGGCATACACGGA
S W DbD&EJDTILV WU RV GRATIGTTET AT RIATIGTIH G
TGCTTTGCGCCAGTGCTAGATCTGGGGAAGGATGTAAGGTGGGGTCGAGT TCAAGAGGCCTGGGGAGAGGATTAC
Cc F APV L DUILGZ XDV RWG RV Y QEH ATWTGTE D Y
GTGTTTACATCGCACATGGGTGTCGCTTTTGCTTCCGGATTATCGAAGAACGGATCATGGGCTGATCCCGACGCT
vV F T S HM GV A F A S G L S KNG S WA D P D A
GTAGTTCCAGTAATGAAGCATTTTGCGGCTCATGGCTCACCTCGAGGAGGTATCAACGCTGCGCCTTTCATGGGT
vV v P VM K HFAAUHTGSUPURGGTIDNIA AA AZPTFEFMRG
CGGGGTCACCGGCAGGTCATGATGGAGATGCTCATTCCCTTCCGAGACGCTGTCCAAAAAGGTTTCGTGAAGGGC
R G HR QVMMEMTLTI®PFRDAVQ K G_F_V.K._G,
GTCATGATGGCATACCATGAGTACGATGAGATACCTGCGCACGTCAACCCCGTTTTTTATIGACGCT TTGGAAGAT,

I'w G _F¥F_D_G_F_V_. I A _D_D_T_G'M R M L H V G H K V S N
TCGGACGCAGACACCATCGCTCAGTGGTTCAATGCTGGTGGAATGTTACAGTTCTACGATTACAGCTACGAGACC
s b aAaDTIAQWF NAG GMTLOQF Y DY S Y E T
TACCTCAACGTAACGAAAGCTCTTATTGCCAACTCAACAATTTCTCTCTCAACGATTCAGTCTCACGCCGCTAGG

y L N VT K A L I A N S T I s L S T I Q S H A A R
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ATTCTCGCCGTGAAACATGATCTTGGTCTCTTCGATAACCCGTATGTACCCCACGAGGTGGATTACCAGGCCATT
I L. AV K HD L G L F DN P Y V P HE V D Y Q A I
ACCCAGCAACACGTTCCATTAACCCTCGAAGCTGCACAGAAGGCTATTGTTCTCCTGGAGAACAAGAACCAGATG
T 0 ¢ H V P L T L E A A Q K A I V L L E N K N Q0 M
CTCCCACTCCAGCCTAATGAGCAGGGTATTAAAACCATCGCATTGATTGGTCCATTTGGGGACCAACTCAACTAT
L Pp L Q PNE QG I K TIAUL I G P F G D Q L N Y
GGTGACTACTCAGGCCCTTGGGGCAGTACGCCTGTAAACAATTCCAACACGATACGAGAAGCTATGTTGGGATAT
G by s G ?P WG s T PV NN SN T I REAMTIL G Y
CTTGCAGCCGAGAATGTCGAACTTCTGACCAGTACTGGTGCCAACACCTTCCTATACAATGCTCCATATCCCATT
L A A ENV EL L TS TG ANTF L Y N A P Y P I
CCGACATACCTTCTATCGCCACCGTCTTCGGAAGTCACAGGTGGCCTAAAGGCAACCTATTTCGCTGACACCAAC
p T Yy L L S P P S S E V T GG G L K A T Y F A D T N
TTCTCCGAACCCGTTTTTACCACCGTTGAGGCTCCGAACCGAGACTGGGGGCTTTATCCACCTCTTGGGCTTCCT
F S E PV F T TV EA P NRDW G L Y P P L G L P
TCGAACAATTTTAGCGTGATATGGGAAGGCGAGGTGACGTTACCGTTCTCCGACACCTCGGATATCGAACAAGAC
s NN F s VvV I W E G E V T L P F s D T S D I E Q D
ATCCACGGCTTTATCGGTATATCAGTCTCTCCCAACACTACCGCTCGTCTCTATATCGATTCTCAGTTAGTCGCT
I # ¢ ¥F I 6 I s v s P N T T AURL Y I D S Q L V A
GAATCACCGTTCTCTTCTTCCGGTACGATCATGGGAAACATTATGCCTCTGGCGTACAGTCTCGTCAATGCGACG
E s p F S s s T I1I M G NI M P L A Y S L V N A T
AGCACACCGTTGGGCGGCTCACCATTTGTTTTTGAGAAGGCAAGGAAGAAGTTGAGTGTTAGAGTGGAGTTTCAG
s T p L G G S p F V F E K AR K K L s vV R V E F Q
ACGTGGAATCTCTACCAGAAGATTGAGAATCTCAGTTCTTTGAATGCTCAGGTTCAGCTTTGGTGGAATTTAGTT
T W N L ¥ Q0 K I E N L S s L N A Q V Q L W W N L V
GATCAGAGGCCGGGTGAGGCGGTTAGACAGGCTGTTGCAGTAGCCGAAGCCGCGGATATTGTTGTTCTTGCTGTT
b Q R P GEAV R QAV AV A EAATDTI V V L AV
GGTGCAAACTGGAATAGTGATGGTGAAAGTGGTGATCGTGCTACGCTGGGTTTACCTGCGAATCAAACTGTCTTG
G A NWDNS D G E S GGDU R AT L G L P A N Q T V L
GCCGACGCAATATTTGCGCTTGGGAAGCCAGTGGTGCTAGTTCTCGAAGGCGGTAGGCCTTTTGCTATACCGGAG
A D A I F A L G K P VV L VL E G G R P F A I P E
TTTTATTCAAAGTGTGCTGCTGCTGTGAACGCCCTTTTCCCTGGGCAACAGGGTGGTCAAGCCATTGCAGATGTT
F vy s K ¢ A A AV NAILF P G Q QO G G Q A I A D V
CTATTTGGCAAAGTGAACCCAGGGGGCAGAATACCTCTTAGCGTGCCATATGGTGAAGGAACACTGCCTTCGTAT
L ¥ G K VNP GG R I P L SV P Y G E G T L P S Y
TACAACTACCACCCTACGGCTCACGCTGGGAACTACATAGATGTGCATTCATTCCCCACATATTCGTTCGGCTAT
Yy N Yy H P T A HA G N Y I DV HS F P T Y S F G Y
GGCCTCTCATATAGCGCGTTCTCAACGTCCGACTTCAATGCGGCCTCTTCAGGCAGCCCTGGTGGACTCTCTCAG
G L s Yy s A F s T S DFN AW AS S G S P G G L S Q
ACCTTCGCAGCTGGAGAAACGATTCACTTCCATGTCAAAGTCACGAACAAGGGTCCTATGGCTGGGAGCTACGTT
T F A A G E T I H F H V K V T N K G P M A G S Y V
GCGCAGATCTATCTGCTGCAACGTGTATCTACCATAGTCCGTGCTGAACGTCAACTCGTCGCTTTCAAGCGTGTA
A o9 I ¥ L L ¢ RV s T™TI V R A E R QL V A F K R V
TACTTGGATGTTGGCGAGTCCGAGGAAGTGAAGCTTGATCTGGAAGTTGATCGATTCTTACCAATTGTGAATCGT
Yy L. DV G E S E E V K L DL E V DR F L P I V N R
CGGTACCAATGGGAATTGGAGAAGGGGAACTATACATTCGCTTTGTTGGATCACGGCGGTCCTGAGGCTAATCCA
R Yy o w E L E XK G N Y T F AL L D H G G P E A N P
AGTGTAAATGTCACCCTGAACTGTATTTGA
s v N V T L N C I *

Figura 19. Secuencias de nucleétidos y aminoécidos deducida del gen g-glucosidasa registrado en el GenBank
con numero de acceso AWS001000688 de M. roreri. La secuencia nucleotidica contiene un gen de 3623
pb que codifica para una B-glucosidasa perteneciente a las glicosil hidrolasa familia 3. La regién
codificante (CDS) consta de 2880 pb traducidas a 959 aminoacidos y codén de terminacion (TGA). La
secuencia de aminoacidos se muestra debajo de la secuencia de nucleétidos de la region codificante
(NUmero de acceso ESK88175). Los residuos de nucledtidos estdn numerados en la direcciéon 5’a 3,
con la A del ATG predicho iniciando con metionina dado el nimero 1. La secuencia de aminoacidos
indica una secuencia motifs, sitio activo (ZZY), de las glicosil hidrolasas de la familia 3.
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Cuadro 11. Andlisis in silico de la secuencia de aminoacidos traducido desde el CDS tres correspondiente a la
secuencia AWS001000688 codificante de una g-glucosidasa predicha de M. roreri.

Secuencia consenso del motifs Posicion Secuencia del motifs Descripcion del motifs
GLYCOSIL_HYDROL_F3 296 - 314 dalEDWGFDGFVIaDDTG Sitio activo de las glicosil
[LIVM](2)-[KR]-x-[EQKRD]-x(4)-G- hidrolasas pertenecientes a la
[LIVMFTC]-[LIVT]-[LIVMF]-[ST]-D- familia 3

X(2)-[SGADNIT]
Numero de aminodacidos: 959
Peso molecular: 105049.9 Da

Punto isoeléctrico: 5.16

Namero total de residuos de carga negativa (Asp + Glu): 94
NUmero total de residuos de carga positiva (Arg + Lys): 62
Férmula de composicién atémica: C4753H7233N1241013g4527
NUmero total de atomos: 14, 658

Los coeficientes de

extincion:

Vida media estimada:

Indice de Inestabilidad:
Indice alifatico: 86.75

Los coeficientes de extincion son en unidades de M™* cm™, a 280 nm medido en el agua.

Ext. coeficiente 158850

Abs 0,1% (= 1 g/l) 1.512, suponiendo que todos los pares de residuos de Cys forman cisteinas.
Ext. coeficiente 158600

Abs 0,1% (= 1 g/l) 1.510, suponiendo que todos los residuos de Cys se reducen

La N-terminal de la secuencia considerada es M (Met).

La vida media estimada: 30 horas (reticulocitos mamiferos, in vitro).

> 20 horas (levaduras, in vivo).

> 10 horas (Escherichia coli, in vivo).

El indice de inestabilidad (D] se calcula para ser 34.32
Este clasifica la proteina como estable.

Promedio general de hidropaticidad (GRAVY): -0.044
Indice de adaptacién de codones (CAl): 0.665

Prediccién de
localizacion subcelular:

Reticulo endoplasmico: 43.5 %
Mitocondrial: 34.8 %

Nuclear: 17.4 %
Citoplasmatica: 4.3 %
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Figura 20. Prediccion de dominios transmembranales de la B-glucosidasa de M. roreri con nimero de acceso
GenBank ESKB88175, derivada del gen tres de la secuencia con nimero de acceso GenBank
AWS001000688. (a) La proteina predicha pertenece a las glicosil hidrolasas de la familia 3, consta de
959 residuos de aminoacidos y un codén de terminacion (TGA) y no presenta hélices integradas a
membrana. (b) La predicciéon fue realizada con los servidores SignalP 3.0 y 4.1. Los resultados
muestran que la proteina predicha es secretoria, contiene péptido sefial, sitio de division de la peptidasa
sefial (SPase 1) I, sitio de anclaje, y los aminoacidos forman parte de la péptido sefial. (c) En la
prediccion de sitios posibles de fosforilacion, se encontraron 22 sitios de fosforilacion, correspondientes
a 19 residuos de Serina (Ser) (posiciones 412, 15, 37, 76, 136, 209, 371, 486, 551, 555, 583, 626, 644, 663,
817, 822, 828, 885 y 907) y tres residuos de Treonina (Thr) (10, 589 y 886).

V.111.11. Relaciones filogenéticas entre secuencias de aminoacidos de p-glucosidasa predichas
pertenecientes a las glicosil hidrolasas de la familia 1 y 3 de M. roreri y otros hongos.

El filograma (Figura 21), muestra las relaciones evolutivas entre las secuencias de aminoacidos de
las proteinas B-glucosidasa predichas de M. roreri y las secuencias de aminoacidos de genes
codificantes de enzimas B-glucosidasa de otros hongos reportadas en la base de datos GenBank de
la NCBI (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Secuencias de amino4cidos de B-glucosidasa predichas pertenecientes a las glicosil hidrolasas de la familia 1y

3 de M. roreri y otros hongos.

Familia Namero de Subgrupo Bases Porcentaje
correspondiente. acceso de idénticas/ méaximo de Microorganismos.
GenBank. total de bases  identidad.
comparadas.
XP007324515 398/518 77 Serpula lacrymans var. lacrymans S7.9
XP007769881 394/509 77 Coniophora puteana RWD-64-598 SS2
ESK92642 Subgrupo 1a 545/545 100 Moniliophthora roreri MCA 2997
Q25BW4 398/526 76 Phanerochaete chrysosporium
EPT01941 306/469 65 Fomitopsis pinicola FP-58527 SS1
XP012180013 309/468 66 Fibroporia radiculosa
EGO03448 309/468 66 Serpula lacrymans var. lacrymans S7.3
XP007394455  Subgrupo 1b 295/469 63 Phanerochaete carnosa HHB-10118-sp
XP008041268 303/468 65 Trametes versicolor FP-101664 SS1
GH1 ESK96275 469/469 100 Moniliophthora roreri MCA 2997
KIK57390 377/574 63 Gymnopus luxurians FD-317 M1
KDQ23418 339/479 71 Pleurotus ostreatus PC15
KDR79471 377/552 68 Galerina marginata CBS 339.88
KDR83279 Subgrupo 1c 381/551 69 Galerina marginata CBS 339.88
ESK95676 580/580 100 Moniliophthora roreri MCA 2997
XP003035011 386/549 70 Schizophyllum commune H4-8
XP007300060 378/551 69 Stereum hirsutum FP-91666 SS1
KDQ55531 380/552 69 Jaapia argillacea MUCL 33604
ESK84536 579/579 100 Moniliophthora roreri MCA 2997
KIM77406 290/582 50 Piloderma croceum F 1598
KIY66736 Subgrupo 3a 286/586 49 Cylindrobasidium torrendii FP15055 ss-10
XP007387033 294/590 50 Punctularia strigosozonata HHB-11173 SS5
KIL56481 284/566 50 Amanita muscaria Koide BX008
XP009543458 549/846 65 Heterobasidion irregulare TC 32-1
GH3 ESK95149 Subgrupo 3b 850/850 100 Moniliophthora roreri MCA 2997
KDR84011 545/843 64 Galerina marginata CBS 339.88
KDQ29545 546/848 64 Pleurotus ostreatus PC15
KKA24129 561/974 58 Rasamsonia emersonii CBS 393.64
KIK63662 Subgrupo 3c 585/961 61 Gymnopus luxurians FD-317 M1
XP003028480 557/927 60 Schizophyllum commune H4-8
ESK88175 959/959 100 Moniliophthora roreri MCA 2997
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Figura 21. Relaciones filogenéticas entre las secuencias de amino&cidos de proteinas p-glucosidasa predichas
de M. roreri y de otros hongos. Las secuencias fueron tomadas de la base de datos GenBank del NCBI.
La comparacion filogenética se basé en el anélisis de 684 posiciones aminoacidicas por medio de
métodos de distancia usando el indice de Poisson (P), el método de agrupamiento fue Neighborn-
joining. La barra indica la distancia genética expresada como el nimero de cambios por cada 100
nucleétidos (Sustitucién de 0.1 aminoacidos/sitio). El niimero de cada nodo indica el valor de bootstrap
mostrado en porcentaje. El &rbol filogenético muestra dicotomia con dos diferentes grupos de -
glucosidasa inferidos por el método de Neighborn-Joining del software MEGA 6.0. L

V.IV DISCUSION.

El proyecto de secuenciacién shotgun del genoma completo de M. roreri, ha sido depositado en
las bases de datos DDBJ/EMBL/GenBank bajo el nimero de acceso AWS000000000. La version
descrita por Meinhardt et al. (2014), fue registrada como AWSO001000000. Los datos
secuenciados pueden ser localizados bajo el titulo NCBI BioProjects. Los BioProjects

PRINA213737 y PRINA229176 esta ligado a datos del genoma y transcriptoma respectivamente.
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En este estudio, se concluyo mediante un analisis in silico, de los genes codificantes de proteinas
con peptido sefal, con alta probabilidad de ser segregado fuera del hongo, que se produjeron 1355
genes expresados en cierto nivel en muestras de mazorcas de cacao infectadas con M. roreri a los
30 y 60 DPI, y fueron detectados por RNA-Seq. S6lo 222 de estos genes fueron expresados
diferencialmente entre las fases biotroficas y necrotréficas, por lo anterior, se deduce que 1133
genes fueron expresados de forma no diferencial, es decir, expresados de manera simultanea en
ambas fases. Las similitudes en la expresion génica entre ambas fases son mayores que las
disimilitudes. Por ejemplo, los genes que codifican celulasas que degradan la pared celular vegetal,
no fueron expresados en la fase biotrofica, sin embargo, se detectd su expresion. Aunque se
desconocen las funciones de muchos de estos genes, su expresion aumenta la importancia del papel
critico que desempefian tales genes en el ciclo de vida de M. roreri. Muchos de los genes que
codifican proteinas secretadas conocidas, fueron expresados en la fase biotrdfica, codifican
glicosido hidrolasas putativas (GH) que actuan sobre los oligosacaridos que forman parte de la
pared celular vegetal. De los 34 genes de proteinas secretadas, expresados diferencialmente,
asociados a la fase biotrdfica, 11 fueron glicosil hidrolasas pertenecientes a seis familias de
hidrolasas (GH5, GH16, GH18, GH28, GH43, GH92), los cuales permiten a M. roreri interactuar
con los diferentes componentes bioguimicos de la pared de las células de la mazorca. Todas las
enzimas degradadoras de polisacaridos parecen funcionar en conjunto para debilitar las conexiones
entre las células vegetales. La pectina es otro componente principal de la matriz intercelular de la
céascara de la mazorca de cacao (Adomako, 1972).

La fase biotrdfica de M. roreri es una etapa compleja que requiere la modificacion y degradacién
controlada de la pared celular permitiendo la invasion de la mazorca mientras el hongo permanece
sin ser detectado sustancialmente por las defensas de la planta. Todos los genes de M. roreri
codificando enzimas de la pared celular de la mazorca, que son inducidas en la fase biotréfica, son
capaz de atacar la matriz del espacio intercelular. Esta interaccion, probablemente facilita la
penetracién y propagacion del hongo entre las células, sin provocar importantes respuestas de la
planta.

En contraste, el patron de expresion de genes codificando proteinas secretadas durante la fase
necrotréfica de M. roreri, sugiere una ruptura mas agresiva de las estructuras de la mazorca y una
expresion aumentada de genes codificantes de enzimas aril alcohol oxidasas, lacasas y glioxal

oxidasas durante la fase necrotofica. Lo anterior, sugiere que M. roreri hidroliza lignina durante
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la fase necrotrofica. Esta evidencia se ve apoyada por el hecho de que tres de los cuatro genes aril
alcohol oxidasas y tres de los cuatro genes lacasas, son exclusivamente expresados durante la fase
necrotrofica. Otros genes de enzimas con expresion aumentada, pudieran tener una funcion en las
reacciones ligninoliticas que se llevan a cabo en al fase necrotréfica, tales como peroxidasas
fangicas, amina oxidasas con cobre y dos dioxigenasas.

De forma similar a la fase biotréfica, ocho familias GH fueron también inducidas en la fase
necrotréfica (Familias GH3, GH5, GH9, GH10, GH16, GH18, GH35 y GH61). Las familias GH
de genes compartidos entre ambas fases, incluye la familia GH5, GH16 y GH18. Las familias GH
exclusivos de la fase necrotrofica, incluyen enzimas involucradas en la degradacion de la pared
vegetal o de la mazorca, en compuestos que el hongo puede consumir.

Aunque los detalles especificos sobre la funcion exacta de los genes de familias GH son escasos,
es interesante observar los patrones de expresion diferencial entre las fases biotréficas y
necrotréficas (Meinhardt et al., 2014).

El analisis bioinformatico realizado, en el presente trabajo, a los tres genes GH3 (ESK95149,
ESK88175 y ESK84536) reportados en el proyecto de secuenciacion del hongo, indica que las
proteinas se localizan en el citoplasma, reticulo endoplasmico y citopldsma respectivamente. Sin
embargo, como ya se menciond anteriormente, los genes que codifican celulasas que degradan la
pared celular de plantas, no se expresaron en aumento pero se detect6 su expresion. Por otro lado,
los tres genes de la familia GH1 (ESK96275, ESK95676, ESK92642) se localizan en el citoplasma,
extracelular y mitocondria respectivamente. Por lo anterior, nos surge la siguiente pregunta: ¢Cual
de los genes GH1 y GH3 es responsable de la actividad enzimatica de B-glucosidasa detectada
durante el cultivo del hongo en el sistema FES usando BCA y CCA como sustratos inductores? Al
respecto, podemos sugerir que la proteina con numero de acceso GenBank ESK95676
perteneciente a la familia GH1, pudiera ser la responsable de la actividad enzimatica determinada
en el presente trabajo.

La prediccion de las secuencias motifs y el anlisis de las relaciones filogenéticas, permitio asignar
las proteinas codificantes B-glucosidasa predichas de M. roreri, a cada una de las familias GH1 y
GHa. El parentesco de las seis B-glucosidasa predichas de M. roreri fue investigado en la base de
datos de la NCBI usando el BLASTP y todos los hits resultaron ser proteinas B-glucosidasa

pertenecientes a los grupos GH1 y GH3.
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Fang et al., (2010) clonaron y caracterizaron una B-glucosidasa (Bgl1A) a partir de una libreria
metagendmica microbiana marina con excelente tolerancia a glucosa. La proteina fue identificada
como un miembro de la familia GH1 y fue recombinantemente expresada, purificada y
bioquimicamente caracterizada. La secuencia deducida de Bgl1A consiste de 442 aminoacidos,
con un peso molecular predicho de 49895 Da y comparte una similitud del 98% con la secuencia
mas alta de la B-glucosidasa de Alteromonadales bacterium TW-7. Al igual que todas las enzimas
GH1 representativas, Bgl1A adopta esencialmente el tipico plegamiento de barril (o/B)s de la
familia GH1, misma que comparten varias secuencias identicas. En el subsitio glicona o subsitio-
1, los residuos conservados requeridos para la actividad catalitica de las enzimas GH1, estan todos
presentes en Bgl1A. El proton catalitico donador, Glu®! en Bgl1A, estd bien conservado entre
todas las proteinas GH1. La secuencia alrededor de Glu*® en Bgl1A es [VLMCI]-[LYIF]-[IV]-
[STV]-E485-N-G-[VIARL], consistente con el patron concenso de [LIVMFSTC]-[LIVFYS]-
[LIV]-[LIVMST]-E-N-G-[LIVMFAR]-[CSAGN] (PROSITE: PS00572), bien conservado entre
las proteinas GH1. Bgl1A mostr6 mas del 80% de actividad enzimatica en el intervalo de pH 5.5
- 7.5, con valor méximo alcanzando de pH 6.5, definido como el pH 6ptimo. De forma similar a
los resultados descritos por Fang et al., (2010), la actividad de B-glucosidasa de M roreri MROCP
expresada, tuvo un comportamiento similar (discutido en el capitulo 1V). Los autores también
reportaron que la Bgl1A hidrolizé esculina, salicina y celotetraosa a una medida limitada, sin
embargo, no se detecto actividad para hidrolizar lactosa, maltosa, sucrosa y CMC. Los resultados
anteriores indican que la Bgl1A, es miembro de las GH1. Sin embargo, se desconoce si es una
aryl-B-glucosidasa o celobiosa.

Fan et al., (2011) clonaron y caracterizaron un gen que codifican una B-glucosidasa adaptada al
frio (BglU) a partir de Micrococcus antarcticus. EI anélisis de la secuencia revel6 que la BglU
contiene un ORF de 1419 pb que codifica una proteina de 472 aminoacidos. Con base en las
predicciones de los dominios cataliticos putativos, BglU fue clasificado como un miembro de la
familia de GH1. La enzima BglU recombiante fue purificada, el SDS-PAGE vy la tincion en geles
nativos indico que es una proteina monomeérica con un peso molecular aparente de 48, 000 Da.
Este fue el primer informe de caracterizacion de una p-glucosidasa adaptada al frio perteneciente
a GH1 de una bacteria psicrotolerantes.

Nair et al., (2015) realizaron la identificacion y caracterizacion de la secuencia del gen GH de
Pythium myriotylum PmGH1 por PCR usando oligonucleotidos iniciadores consenso. La
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clonacion de la secuencia del gen completo revel6 un gen de 1230 pb. El analisis revel6 que el gen
PmGH1 codifica para una proteina citolplasmatica de 421 aminoacidos, peso molecular de 46,770
Da y un pl tedrico de 8.11. La estructura terciaria de la secuencia de aminoécidos deducida,
muestra el tipico plegamiento de barril (o/B)s de la familia GH1. La caracterizacion de la secuencia
PmGHL1 identificd los residuos del sitio activo conservados, a saber Glu 181 y Glu 399, que
funcionan como un catalizador &cido-base y nucledfilo cataliticamente activo respectivamente. El
analisis filogeético indico una afiliacion mas cercana de PmGHL1 con secuencias de la familia GH1.
De forma similiar a los trabajos antes descritos, tres secuencias B-glucosidasa putativas de M.
roreri, comparten las caracteristicas principales de la familia GH1. Se trata de proteinas que se
caracterizan por contar con un sitio activo cuya secuencia patrén consenso es: [LIVMFSTC]-
[LIVFYS]-[LIV]-[LIVMST]-E-N-G-[LIVMFAR]-[CSAGN] (PROSITE: PS00572), un extremo
amino terminal cuya secuencia consenso patron es F-x-[FYWM]-[GSTA]-x-[GSTA](2)-[FYNH]-
[NQ]-x-E-x-[GSTA] y un amino&cido E que funciona como nucledfilo.

Nakajima et al., (2011) identificaron, clonaron y caracterizaron una B-glucosidasa de Ustilago
esculenta, dando como resultado una proteina de 91000 Da que comparte una similitud del 90%
de identidad significativa con una B-glucosidasa putativa de la familia GH3 de Ustilago maydis.
Con base en la secuencia de ADN de la B-glucosidasa GH3 de U. maydis, se clono por PCR un
gen que codifica una B-glucosidasa GH3 putativa en U. esculenta (Uebgl3A). De acuerdo a la
secuencia de aminoacidos deducida, la proteina tiene un peso molecular de 91000 Da. La UebgI3A
recombinante expresada en Aspergillus oryzae libera glucosa a partir de oligosacaridos con enlaces
B-1-3, B-1-4 y B-1-6, y a partir de polisacaridos 1,3-1,4-B-glucano y laminarina, indicando que
Uebgl3A es una B-glucosidasa. El analisis cinético mostr6 que UeBgl3A hidroliza preferentemente
laminaritriose y laminaritetraose. Estos resultados sugieren que UeBgI3A es una enzima clave que
produce glucosa a partir de laminarioligosacaridos durante el crecimiento de U. esculenta en
laminarina.

Abdeljalil et al., (2013) amplificaron un gen p-glucosidasa (Smbgl3) de Stachybotrys microspora
por PCR usando oligonucleédtidos universales disefiados a partir de un alineamiento maltiple de la
familia 3. La region codificantes de Smhbgl3 consiste de 2640 pb interrumpidos por dos intrones
de tamarios variados (53 pb, para el intron 2 y 74 pb, para el intron 1). Los ORFs codifican para
una proteina putativa de 856 aminoacidos con una masa molecular predicha de 93600 Da. Un sitio

de divisién putativo de un péptido sefial entre el aminoacido 25 y 26. La p-glucosidasa (Smbgl3)
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pertenece a la familia GH3. La expresion de la B-glucosidasa de la familia 3 fue estudiada en
cultivos con glucosa y celulosa, monitoriando la cantidad de sus transcriptos por RT-PCR. Los
resultados del anélisis de expresion por RT-PCR mostraron que la sefial con celulosa fue més alta,
tomando como control interno el gen de actina (house keeping), a la expresion sobre el medio
conteniendo glucosa. Estos resultados sugieren, de alguna forma, la expresion constitutiva del gen
B-glucosidasa de la familia 3, asi como su alta resistencia a la inhibicién de glucosa. El analisis
zimograma mostré la produccion de la enzima B-glucosidasa GH3 cuando el hongo fue cultivado
con cada una de las fuentes de cabono: glucosa, celulosa o salvado de trigo, confirmando el patrén
de expresion constitutiva del gen Smbgl3.

Se ha reportado que A. oryzae secreta dos B-glucosidasa distintas cuando es cultivado en cultivos
liquidos sobre varios sustratos. La forma mayor tuvo un peso molecular de 130000 Da y fue
altamente inhibida por glucosa. La forma menor fue inducida mas eficientemente en medios ricos
en quercetina, representando no mas del 18% de actividad total de B-glucosidasa, pero mostrando
una alta tolerancia a la glucosa. Este gen también fue mejor inducido por lactosa y sucrosa. La
laminaribiosa y la gentibiosa fueron encontrados ser sustratos especificos para esta forma menor.
Una B-glucosidasa tolerante a glucosa fue purificada a partir de A. niger (Yan y Lin, 1997), y de
Candida peltata (Saha y Bothast, 1996).

La prediccion de la localizacion subcelular indicé que M. roreri produce B-glucosidasa intracelular
y extracelular (citopldsmica, mitocondrial, reticulo endoplasmico, extracelular incluyendo pared
celular). Estos resultados son similares a lo reportado para Phanerochaete chrysosporium, que
produce tres diferentes B-glucosidasas de localizacion extracelular, intracelular y de union a pared
celular, dependiendo de la fuente de carbono. Interesantemente, la celulosa induce B-glucosidasa
intracelular y extracelular (Deshpande et al., 1978), mientras que la celubiosa induce B-glucosidasa
intracelular y de unién a pared celular (Smith y Gold, 1979). Los estudios de expresion, de los
genes bgl1A y bgl1B por RT-PCR, muestran que bgl1A fue expresado constituctivamente medios
con glucosa y celobiosa, mientras que bgl1B fue expresado en cultivo de celobiosa, pero fue
reprimido en medios con glucosa (Tsukada et al., 2006).

Tang et al., (2014), clonaron, secuenciaron y expresaron un gen de B-glucosidasa a partir de A.
oryzae GIF-10. El gen consta de una secuencia de 2903 pb, con un ORF de 2586 nucleotidos y
codifica para una secuencia de 862 aminoacidos con una sefial de secrecion potencial. El peso

molecular de la proteina fue de 91400 Da, un punto isoeléctrico (pl) de 4.8. El analisis del
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polipéptido reveld una sefial de secrecion potencial, indicando que la localizacion de la B-
glucosidasa madura es extracelular. Los primeros 20 aminoacidos fueron asignados al péptido
sefial. El andlisis de secuencias patron con PROSITE (Servidor EXPASYy) revel6 la firma patron
del sitio activo de las GH3. El alineamiento mdltiple de la secuencia de aminoacidos, reveld
algunos motifs conservados tales como DDKT-HELYLWPFADA, LK-ELGFQGF-MSDW vy
TVLLKN-G-PLP, y algunos aminoacidos pertenecientes a las B-glucosidasa de la familia GH3,
tales como EL, G y D. En la familia GH3, el nucledfilo catalitico D281 y el &cido/base G276 o un
aminoacido equivalente son altamente conservados (Xu et al., 2011).

Las secuencias de aminoacidos de las proteinas B-glucosidasa predichas de M. roreri con nimero
de acceso ESK96275, ESK95676, ESK92642, ESK95149, ESK88175 y ESK84536, y 26
secuencias de aminoacidos de genes codificantes de enzimas B-glucosidasa de otros hongos
reportadas en la base de datos GenBank de la NCBI (Cuadro 12) fueron seleccionadas y alineadas
con ClustalX. El arbol concenso generado por el método de NJ mostr6 dicotomia con dos grupos
distintos de secuencias de aminoacidos (Familia GH1 y Familia GH3 Figura 33).

El analisis in silico mostro que las seis proteinas B-glucosidasa predichas de M. roreri, pertenecen
a las glicosil hidrolasas de la familia 1 y 3, agrupadas en el GH1 (ESK96275, ESK95676,
ESK92642) y GH3 (ESK95149, ESK88175 y ESK84536) respectivamente. GH1 se integra por
tres subgrupos 1a, 1b y 1c, bien definidos y contienen una de las tres proteinas B-glucosidasa
predichas GH1 de M. roreri. GH3 forma tres 3a, 3b y 3c, bien definidos y contienen una de las
tres proteinas B-glucosidasa predichas GH3 de M. roreri. Es importante sefialar que el subgrupo
3b ha presentado un proceso evolutivo mas reciente, comparado con los subgrupos 3a y 3c. Los
subgrupos formados dentro de cada Grupo indican la evolucion de la B-glucosidasa en diferentes
hongos.

La comparacion de la secuencia de aminoacidos (filogenia) de las dos familias de enzimas f3-
glucosidasa, sugiere que las B-glucosidasa GH3 lo integran enzimas mas antiguas y probablemente
evolucionaron a partir de una enzima ancestral comun. Del mismo modo, las B-glucosidasa GH1,
lo integran enzimas que pudieron haber evolucionado de forma separada. Sin embargo, es probable
que ambos grupos de enzimas tengan un ancestro coman.

La industria demanda enzimas estables, activas y economicas. Para dar solucién a estas
necesidades es necesario comprender, entre otras cosas, los mecanismos de accién de las enzimas,

asi como la regulacion de su expresion en microorganismos celuloliticos (Gutierrez-rojas et al.,
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2014). En este contexto, la disponibilidad de herramientas computacionales de alto rendimiento,
ha proporcionado mejores oportunidades para caracterizar a las proteinas y determinar su funcion.
En el presente estudio se generd una vision de las caracteristicas bioquimicas y fisicoquimicas, asi
como una prevision de la evolucion de las enzimas B-glucosidasa predichas descritas en el genoma

de M. roreri.

V.V CONCLUSIONES.
Con base en los resultados obtenidos en el analisis in silico de los genes B-glucosidasa de M. roreri,

podemos concluir lo siguiente:

1. El genoma de M. roreri contiene una familia compuesta por seis genes codificantes de enzimas
con actividad de PB-glucosidasa / 6-fosfo-fB-glucosidasa / B-galactosidasa, impicadas en el
metabolismo y transporte de carbohidratos, cada subgrupo integrado por tres enzimas

pertenecientes a las familias GH1 y GH3.

2. El andlisis in silico de las secuencias de aminoécidos con numero de acceso GenBank
ESK96275, ESK95676 y ESK92642, confirma que las enzimas B-glucosidasa predichas de M.
roreri, pertenecen a la familia GH1, y las secuencias de aminoacidos con nimero de acceso
GenBank ESK84536, ESK95149 y ESK88175, confirma que las enzimas B-glucosidasa predichas
de M. roreri, pertenecen a la familia GH3.

4. El valor de CAl sugiere que los seis genes codificantes de las enzimas B-glucosidasa predichas

son altamente expresadas.
5. La proteina de la familia GH1 y con nimero de acceso GenBank ESK95676, de localizacion
extracelular, podria ser la responsable de la actividad B-glucosidasa de M. roreri MROCP

expresada en el sistema FES usando BCA y CCA como substratos inductores.

6. La prediccion de la localizacion subcelular de las enzimas B-glucosidasa de las familias GH1 y

GH3 de M. roreri, muestra que son de localizacion intracelular y extracelular.
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CAPITULO VI

V1. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES GENERALES.

VI.1.I CONCLUSIONES.
1. Laamplificacion y secuenciacion del gen 18S ADNr, permitio comprobar la identidad molecular

del hongo inductor de B-glucosidasa, como Moniliophthora roreri.

2. Moniliophthora roreri produce enzimas extracelulares con actividad de B-glucosidasa cultivado

bajo el sistema FES empleando BCA y CCA como sustratos.

3. El analisis “in silico” de las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de las B-glucosidasa
contenidas en el genoma de M. roreri, permitio confirmar la clasificacion de las B-glucosidasa
como pertenecientes a las familias GH1 y GH3; ademas, de predecir las caracteristicas

fisicoquimicas, bioquimicas y filogenéticas.

VI.1.1I RECOMENDACIONES.

1. Realizar el estudio de produccién de enzimas celulasas (endoglucanasas, exoglucanasas y B-
glucosidasa), hemicelulasas (xilanasas y mananasas), degradadoras de pectina (poligalacturonasas,
exopoligalacturonasas y exo-poli-a-galacturonosidasas) y pared celular (endo-poligalacturonasa,
galactano 1,3-beta-galactosidasa, glicosil hidrolasa de pared celular, catalasa, acetilxilano esterasa
y xilanasa A) de M. roreri cultivado en sistemas de FES y fermentacion en estado liquido (FEL),

empleando diversos residuos agricolas, tratados y sin previo tratamiento.

2. Realizar el estudio de produccion de enzimas celulasas (endoglucanasas, exoglucanasas y -
glucosidasa), hemicelulasas (xilanasas y mananasas) Yy degradadoras de peptina
(poligalacturonasas, exopoligalacturonasas y exo-poli-a-galacturonosidasas) y pared celular
(endo-poligalacturonasa, galactano 1,3-beta-galactosidasa, glicosil hidrolasa de pared celular,
catalasa, acetilxilano esterasa y xilanasa A) de M. roreri cultivado en sistemas de FES y
fermentacion en estado liquido (FEL), empleando mezclas formuladas de diversos residuos

agricolas, tratados o sin previo tratamiento segun corresponda.
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3. Por ultimo, por los resultados obtenidos se debe considerar la purificacion de todas las enzimas

antes mencionadas.

VLI SIGNIFICANCIA E IMPACTO DEL ESTUDIO

La incorporacion de fuentes accesibles y de bajo costo tales como el BCA, incluido en el medio
para la produccién de enzimas lignocelulésicas ayudara a disminuir los costos de produccion de
complejos enzimaticos que hidrolizan residuos celulésicos para la formacion de jarabes

fermentados que podran ser utilizados en la produccién de bioetanol.
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ANEXOS.

Anexo I: Férmula para calcular la actividad enzimatica.

Actividad total (U mI™?)

(Abs 410 nm) (factor de dilucion de técnica) (factor de dilucion de

Umlt= muestra)(factor de la curva 9.840)

(Tiempo de incubacidn)

Actividad especifica (U mg™ proteina total)

Uml?
mg ml* de proteina

U mg* Proteina total =
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Anexo Il: Registro GenBank NCBI de Moniliophthora roreri Cepa MROCP No. Acceso
KMJ998972 gen 18S ADNTF.

Moniliophthora roreri isolate MROCP 188 ribosomal RNA gene,

partial sequence
GenBank: KMOGEIT2 1

EASTA GiEghics
Sl
LS EMO3B572 1737 bp DHA lire=ar PLN 17-J&M-2815
CEFINITION Moniliophthora roreri isolste MROCF 185 ribosomal RHA gene, partial
SEQUERCE .
ACCESSION EMBSB972
WERSIDH EMS9B572.1 GI:746589328
KEYWORDS .
SOURCE Moniliophthora rorerd
Eukaryota: Fungi: Dikarys; Basidiomycots:; Agericomycotine;
Agnricomycetes: Agaricomycetides: Agaricales: Marasmiscess;
mitosporic Marasmisceas; Mondliocphthora.
REFERENCE 1 [bases 1 to I737)
BAUTHORS  Concepcion-Erimdis,A., Bastista-Mumoz,C., Ortiz-Garcia,C..
Boldo-Leon,X., Hernander-Weler R, snd Martinez-Carrers,D.
TITLE Determination of extracellulsr enzyme activity amd idenmtification
of beta-glucosidase gemes from Mondliophthors rorerd
JOURNAL  Unpublished
REFERENCE 2 (bases 1 to 1737)
BUTHORS  Concepcion-Brimdis,a., Bautiste-Mumoz,C.. Ortiz-Garcias,C..
Boldo-Leon, X., Hernandez-Welez . and Martinez-Carrera,D.
TITLE Direct Subsission
JOURNAL  Submitted {15-DCT-2804) Ciencis de Alimentos = Imgenieris, Colegio
de Postgradusdos, Periferico Cearlos A. Moline, Km 3.5 Carr.
Cardemas-Huimanguillo, H. Cardenas, Tabasco BESE@, Mexico
COMMENT sticsembly-Data-STARTES
Sequencing Technology :: Sanger dideoxy sequencing
#itnss enbly - Dovte - ERNDEE
FEATURES Loscation/ Qualifisrs
SourCE 1..1737
forgenise="Momiliophthora roreri”
Fmol_type="gemomic DHA™
fisolate="HROCP"
fizolation_source="oocoa frudt”
fhost="Theobroma cocso L.”
Ffdb_soref="tanon: 221183
frell type="micelio™
feountry="Mexico”
feollection_date="81-S=p-2813"
frollected by="Magdiel Torres D= La Oruz”
fidentified by="andres Comcepcion Brindis®
it 1. .3x1737
fproduct="185 ribosomal RHMA™
ORIGIN

1 cgtagtceta tgottgtctc sasgattesag coatgoatpt cteagtatss scasgtttgt
Bl actgtgassc tgogeetggc tcattmsetc sgitetsgit tattigetgs tecctigocta
121 catggestesc tgtggtaatt ctegagoiss tacatgoett ssegooccgs ctictggseg
181 gEgtgtettt sttsgetsss sssccsacge gEctcgocge tcectiggty sttcetssta
241 actictcgsa tcgcetggoe tigtgocggc gotgcticet tcossiwict goococtatcas

381 ctitcgatgg teggetagag grctaccaty grttcascgy grescEEEEe ataagEELTc
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Anexo Il (Continuacion): Registro GenBank NCBI de Moniliophthora roreri Cepa MROCP
No. Acceso KMJ998972 gen 18S ADNT.

381
421
481
541
81
BE1
721
T7E1
B41
281
361
1821
1881
1141
1281
1ZE1
1221
1281
1241
1581
151
1621
1681

EETICCEEER
sattaccoss
gEtcttatsn

ETCTEETECC
ttsaansgct

ETCIERCTZE
sccaggactt
tagcatggan
satgattast
sttgactoss
CEsagEtiag
ERCTAgERAT

ETCTtTgEET
EECcaccacca

toccagacate
catggcCgtt
ttancctget
sgcgtotage
BECCECACEC
gtastctigt
sggaatacct
SCHCCECOCE

ERFCCEFCan

BEEEBECCLE
TCoCgacscyg
TTgEesTEEg
BECHECCECE
cEgtagtigns
gtocttacctc
ttacctigeg
Tantagaata

EgEEetEgtt
gacceactac

EEEsTCEans
CEEascgacct
TCTSESEERA
EETETEEREC
BCTSEEBTIE
cttsgttggt
asatagacag
TERCEERagt
ECECTacact
gaasctctgt
BETEBZCECE
tCgctactac
CEECRCCCIE

SEsRsCEECT
EEgmgEtEgT
tacastttan
Etaaticcag
cttcaggoct
TIgEtEagee
sasattagag
BEACELECEE
EEEEECHTIE
tRCEaasgca
scgatoagst
casttttgst
ETATEETCEC
CtgcgEctta
SCAgSTTEST
EEagtgaTiT
BoCgactttg
tigmegEcest
ERcagRgcCE
CERECTEEEE
sgtcatCago
cgattgantg
tCcgctgagan

aCcacatoos
gacaatasat
stoccttasc
ctocaatage
EETTEEECER
ggcgTgcoct
tgttcansge
Ttctetittyg
gtatigagtc
ttigocasgs
BCcgtigtag
ECEtCgTtog
asggctgass
atttgactos
BgCtctttos
Ftctggttas
gttgEcotoc
ascagEtoty
ECRagtgtoc
stagagcatt
TEgCgtiget
gcTiEgigeg
Ettgatcasa

LT =T
sacastatag
gegEaecest
gtatattaas
tocgotieac

ttattggtet
sgEoctatge
tiggtitcte
EctagEgEtE
stgttttost
tottascagt
Eoascctitacy
cttasaggas
SCNCEEEEEe
TEattttatyg
ttoogetasc
gtcttcttag
tgatgocctt
acctiggocg
goasttattg
tacgtocctyg

gtctooggst
Cttggtcatt

CHERCRCECE
EEctotitig
tggsgggces
FrtEttEceg
EEcEtgtact
ECETCEEEEs
ctgastacat
EREtCgoCEt
sastbotige
tastoasges
sasctatgoc
EgsaaToasE
thgacgEeg
sCtCaccagy
BStEETESTE
EusCEsEECC
sgEEectgtc
sgetgttctg
BEagELCER
ctcttrceacg
ccctttgtac
tgecttoggEs
taggtge
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