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Resumen

Titulo: Caracterizacion bioinformatica y funcional de una enzima bacteriana aislada del tracto
digestivo de larvas de Diatraea saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) para la degradacion de la
celulosa.”

Autor: Galvis-Pérez, Harold Hernando. ™

Palabras Clave: Celulasa, Caracterizacion in silico, Caracterizacion funcional, Extractos crudos,

Celulosa, Glucosa.

La celulosa es un polimero abundante y altamente resistente a la degradacion. Su degradacion a
carbohidratos pequefios con alto valor comercial ha sido un reto complejo de abordar y las enzimas
se presentan como una solucion. Las celulasas son enzimas que catalizan la degradacion de
celulosa a glucosa, haciendo de esta cualidad hidrolitica una de particular demanda. La busqueda
de biocatalizadores aplicables al contexto cientifico e industrial ha conducido al hallazgo de cepas
bacterianas nativas con potencial biotecnoldgico aprovechable. En este trabajo se llevé a cabo una
caracterizacion bioinformatica y funcional de dos celulasas aisladas de la cepa Cl de
Microbacterium, recuperada del intestino del barrenador de la cafia. Los métodos incluyeron el
aislamiento y cultivo de la cepa en medio estandar, la obtencion de extractos crudos del cultivo,
asi como de la proteina junto con su cinética enzimatica, la identificacion de los potenciales genes
codificantes de la enzima, la caracterizacion in silico de sus propiedades fisicoquimicas y el
modelamiento 3D de su estructura terciaria. Dos probables endoglucanasas de las familias GH5 y
GH9 fueron identificadas en el genoma de la cepa C1, cuyo analisis de secuencias in silico
corroboré la calidad de celulasa termofila y levemente aciddfila de la enzima caracterizada
experimentalmente. Caracteristicas adicionales como el rapido alcance de su pico de actividad y
su alta afinidad a la carboximetilcelulosa la hacen atractiva biotecnol6gicamente. La prediccion in
silico de su estructura terciaria permitio aportar evidencia a la asignacion de estas probables
enzimas a las familias de endoglucanasas GH5 y GH9. Estos resultados demuestran el potencial
biotecnoldgico de la celulasa aislada de C1 y evidencian la ventaja de implementar aproximaciones
experimentales e in silico para la caracterizacion de biocatalizadores derivados de bioprospeccion
con el potencial de ser soluciones innovadoras en Colombia.

“ Trabajo de Grado
“ Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Biologia. Director: Edinson Andrés Puentes Cala.
Dr. rer. nat. Codirector: Jorge Hernandez Torres. Doctorat és Sciences.
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Abstract

Title: Bioinformatic and functional characterization of a bacterial enzyme isolated from Diatraea
saccharalis (Lepidoptera: Crambidae) digestive tract for cellulose degradation. *

Author(s): Galvis-Pérez, Harold Hernando. ™

Key words: Cellulase, In silico characterization, Functional characterization, Crude extracts,

Cellulose, Glucose.

Cellulose is an abundant and highly degradation-resistant polymer. Its degradation into smaller
carbohydrates with high commercial value has been a complex challenge to address, and enzymes
provide a solution. Cellulases are enzymes that catalyze the degradation of cellulose to glucose,
thus representing a hydrolytic attribute with a high demand. The search for biocatalysts applicable
to scientific and industrial areas has led to the discovery of new native bacterial strains with
promising biotechnological potential. In this study, the bioinformatic and functional
characterization of two cellulases isolated from Microbacterium C1 strain, recovered from the gut
of the sugarcane borer, was performed. Methods included strain isolation and culture on standard
medium, crude extract obtention, as well as protein characterization along with its enzyme Kkinetics,
identification of potential enzyme-coding genes, in silico characterization of physicochemical
properties and 3D modeling of tertiary structures. Two putative GH5 and GH9 endoglucanases
were identified within the genome of C1 strain, which in silico sequence analysis corroborated
thermophilic and mild acidophilic attributes of the enzyme determined by wet lab. Additional
features, such as its rapid activity peak and high affinity for carboxymethylcellulose, make it a
biotechnologically attractive enzyme. In silico prediction of tertiary structure allowed for the
assignment of GH5 y GH9 endoglucanase families to these putative enzymes. These results
demonstrate the biotechnological potential of C1-isolated cellulase and provide evidence of the
advantages of applying wet lab and in silico approaches for bioprospection-derived biocatalysts
with potential to offer innovative solutions in Colombia.

“ Degree Work
“ Faculty of Sciences. Biology School. Biology. Director: Edinson Andrés Puentes Cala. Dr. rer.
nat. Codirector: Jorge Hernandez Torres. Doctorat €s Sciences.
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Introduccion

Las enzimas son catalizadores bioldgicos (biocatalizadores) que reducen la energia de
activacion requerida para que una reaccion bioquimica se lleve a cabo. Estos biocatalizadores son
de naturaleza proteica y se caracterizan por mantener una alta especificidad por sus respectivos
sustratos. Dada su naturaleza catalitica, las enzimas aceleran reacciones bioquimicas sin
consumirse en el proceso y son requeridas en pequefias cantidades. Las enzimas son cruciales para
el metabolismo y la adaptacién de los organismos. Al ser agentes promotores de diversidad
bioldgica, su presencia o ausencia puede influir en el fitness, haciéndolas fundamentales para las
futuras adaptaciones que garanticen la vida (Peracchi, 2018; Robinson, 2015). Las enzimas pueden
ser extraidas de las células para ser aplicadas en una vasta variedad de procesos industriales y
comerciales, incluyendo su aplicacion en el campo farmacéutico y ambiental (Robinson, 2015).
La aplicacion de enzimas desempefia un papel crucial en la optimizacién y facilitacién de
numerosos procesos industriales contemporaneos. Dentro de los tipos de enzimas, las hidrolasas
juegan un papel crucial al ser liticas de compuestos, y dentro de ellas, las glicosil hidrolasas
destacan por descomponer grandes polisacaridos en oligémeros glucidicos. De particular interés,
las celulasas facilitan la hidrélisis de la celulosa desde distintos flancos en su accién catalitica. La
celulosa, uno de los compuestos organicos mas abundantes y resistentes en la naturaleza, al ser
degradada enzimaticamente, libera moléculas de glucosa de gran valor para diversas aplicaciones
industriales (Bhat, 2000; Singhania et al., 2021; Xing et al., 2012). La transformacion de esta
materia prima mediante el uso de celulasas se ha consolidado como una estrategia biotecnoldgica
eficaz para acelerar este proceso. Sin embargo, el aislamiento y la caracterizacion de estas enzimas

representan desafios significativos, demandando una inversion de tiempo y recursos considerable.
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Para la aplicacion industrial de enzimas se requiere una caracterizacién bioquimica
rigurosa que asegure su rendimiento éptimo. Con el descubrimiento de enzimas celuloliticas
bacterianas surge el interés de caracterizar sus propiedades fisicoquimicas, estructurales y
funcionales. La caracterizacion empieza con la identificacion del gen responsable de su expresion.
El uso de herramientas bioinformaticas permite la identificacion de funciones de genesy proteinas
desconocidos (Teng et al., 2020). Este paso es crucial para estudios posteriores de actividad
enzimatica, y si es el caso, mejorar las propiedades de la enzima, optimizar su funcionamiento,
producir enzimas fusionadas o quiméricas (Chandel et al., 2012), entre otras posibilidades.

En el proceso de busqueda de nuevas enzimas, se detectan isoformas responsables de la
misma actividad enzimética y la seleccion del gen con el mejor desempefio requiere de
evaluaciones bioquimicas meticulosas. Aunque las predicciones bioinformaéticas pueden acelerar
el proceso de seleccion de enzimas candidatas, estas simulaciones deben ser corroboradas in vitro.
Algunas pruebas bioquimicas que se realizan son la temperatura y pH Optimos, busqueda de
caracteres extremdfilos y otras caracteristicas relevantes como las actividades enzimatica y
especifica (Cerda-Mejia, 2016). Estas evaluaciones permiten estimar el potencial de la enzima
como biocatalizador en aplicaciones industriales especificas.

La Corporacidn para la Investigacion de la Corrosion (CIC) y el Grupo de Investigacion
en Biotecnologia Industrial y Biologia Molecular (CINBIN) (Atehortta-Bueno, 2022), lograron
aislar genes candidatos a productores de celulasas de microorganismos presentes en el intestino
del gusano barrenador de la cafia de azlcar, Diatraea saccharalis (Puentes-Cala et al., 2023). El
objetivo de este trabajo es identificar y someter a una caracterizacion bioguimica preliminar una
celulasa aislada de la cepa C1. Los métodos implementados incluyen el analisis bioinformatico y

la caracterizacion bioquimica de la enzima en extractos crudos.
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1. Marco tedrico
1.1 Las celulasas y la degradacion de la celulosa

Las celulasas son enzimas hidroliticas que hacen parte de la familia de las glicosil
hidrolasas, las cuales degradan oligosacaridos y polisacaridos en monosacéaridos. Se consideran
enzimas celulasas a las endoglucanasas (EC 3.2.1.4), exoglucanasas o celobiohidrolasas (EC
3.2.1.91) y celobiasas o B-glucosidasas (EC 3.2.1.21), las cuales actlan en sinergia para
transformar la celulosa en monémeros de glucosa (Gray et al., 2006; Kuhad et al., 2011). Las
endoglucanasas hidrolizan los enlaces B-1,4-glucosidicos internos o de regiones amorfas de la
celulosa, produciendo unidades de polisacaridos de celulosa. Las exocelulasas digieren las
unidades de polisacéridos en disacaridos de celobiosa en sus extremos, y, finalmente, las
celobiasas digieren celooligosacaridos como la celobiosa en unidades monoméricas de glucosa
(Chandel et al., 2012; Dantur et al., 2015; Li, C. et al., 2016; Singhania et al., 2021). La produccién
biol6gica de estas enzimas se encuentra ampliamente distribuida en microorganismos como
bacterias y hongos (Ogura et al., 2006), aunque también pueden ser producidas por rumiantes y
plantas (Park, Y. W. et al., 2003; Teunissen et al., 1992).

Estas enzimas presentan una amplia diversidad, incluyendo la de la conformacion
estructural. Dentro de las endoglucanasas, por ejemplo, se han registrado distintas formas del sitio
activo de la proteina, siendo algunas de ellas el plegamiento de barril (a/B)s, barril (B/a)
modificado, g-jelly roll y barril (o/a)s (Alzari et al., 1996; Davies & Henrissat, 1995; Okano et al.,
2015; Sakon et al., 1997; Yennamalli et al., 2011). Estas variaciones adaptadas a la forma fibrilar
de la celulosa pueden provocar diferencias en propiedades funcionales de interés como la
procesividad, que hace referencia a cuanto sustrato puede hidrolizar la enzima sin desprenderse de

él (Liu et al., 2021). Sin embargo, esta familia de proteinas cuenta con sitios conservados como su
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region catalitica y la geometria alrededor del enlace glicosidico (Park, S. et al., 2017) siendo esto
potencialmente Gtil en la identificacion de regiones importantes en las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas.

El sustrato de estas enzimas, la celulosa, es un polisacarido conformado por monémeros
de glucosa unidos mediante enlaces -1,4 glicosidicos (Fig. 1) que hacen de este compuesto uno
altamente cristalino, compacto y resistente a la degradacion (Gray et al., 2006). Este biopolimero
es abundante en la naturaleza y su despolimerizacién en mondmeros de glucosa tiene amplios usos
industriales, entre ellos el de la fermentacion alcohdlica para la produccion de bioetanol,
tratamiento de textiles, industria de alimentos, entre otros. Por su alto impacto industrial y
comercial, la digestion enzimatica de fibras de celulosa se ha venido investigando en las Gltimas
décadas. Se ha encontrado que este compuesto cristalino presenta irregularidades en su superficie
a través de las cuales, moléculas de agua permean las fibras haciéndolas crecer en tamafio cuando
se hidratan. Con esto, los microporos y cavidades circundantes a las fibras permiten el paso de
grandes moléculas, incluyendo enzimas (Sukumaran et al., 2005). Este comportamiento se ha
aprovechado para alcanzar una mayor superficie de contacto entre las celulasas y su sustrato,
logrando reducir el tiempo de tratamiento.

No obstante, las celulasas pueden no alcanzar siempre su maximo rendimiento debido a la
regulacion genética y bioquimica, que incluye la induccion, inhibicion del producto final y
represion de catabolitos (Kumar et al., 2008). Este sistema de regulacion presenta el desafio de los
inductores, lo que implica que su respuesta catalitica fluctia en funcién de la cantidad de sustrato
y producto disponible. Es decir, ante una gran cantidad de celulosa, la liberacion de glucosa
incrementa, sin embargo, el exceso de glucosa se unira a enzimas libres inhibiendo su actividad

(Liu et al., 2021) y consecuentemente reduciendo la digestion de celulosa. Factores como este
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sistema de regulacion, las condiciones a las que la enzima esté adaptada y las circunstancias al
momento de su expresion y produccion, pueden influir en la calidad degradativa de las celulasas

y se convierten en elementos de interés a caracterizar.

Figura 1.

Representacion estructural de los homodimeros que conforman las fibras de celulosa
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Nota. Adaptado de “Preparation of nanocellulose and application of nanocellulose
polyurethane composites”, por Y. Mo, X. Huang, M. Yue, L. Hu y C. Hu, 2024, RSC

Advances, 14, 18247-18257. © The Royal Society of Chemistry.

1.2 Caracterizacion de celulasas

La determinacion de parametros clave como el pH y la temperatura 6ptimos de actividad,
asi como constantes cinéticas fundamentales (Km, Vmax, €ntre otros), constituye una etapa esencial
en lainvestigacion de las celulasas y en la evaluacion de su potencial para aplicaciones industriales.
Estos andlisis pueden abordarse desde dos perspectivas complementarias. En un enfoque
bioinformético se predicen las propiedades bioquimicas y estructurales a partir de la secuencia,
mientras que, en un enfoque bioquimico, se determina experimentalmente su comportamiento

catalitico.
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La caracterizacién in silico inicia con el andlisis de las secuencias nucleotidicas y
aminoacidicas obtenidas con herramientas como BLAST (Altschul et al., 1990) y portales de
anotacién funcional como ExPASy (Gasteiger, E. et al., 2003). La prediccion de estructuras
secundarias en celulasas se ha realizado con SOPMA (Geourjon & Deléage, 1995) y PSIPRED
(McGuffin et al.,, 2000), mientras que para el modelado tridimensional se han utilizado
herramientas como SWISS-MODEL (Waterhouse et al., 2018), RaptorX-Property (Wang et al.,
2016), LOMETS (Wu, S. & Zhang, 2007) e I-TASSER (Zhang, Y., 2008). Los recientes avances
en inteligencia artificial han incrementado la precisién de las predicciones estructurales,
destacando la herramienta AlphaFold (Jumper et al., 2021). Refinamientos adicionales pueden
realizarse con ModRefiner (Xu, D. & Zhang, 2011) o HyperChem (Froimowitz, 1993) para
optimizar las geometrias moleculares.

La prediccion de parametros fisicoquimicos mediante herramientas como ProtParam
(Gasteiger, Elisabeth et al., 2005) permite estimar propiedades como el indice alifatico (Al), el
punto isoeléctrico (pl), el coeficiente de extincion (EC), la distribucion de cargas, entre otros (Hoda
et al.,, 2021). En etapas posteriores, simulaciones de acoplamiento molecular con AutoDock
(Morris et al., 2009) pueden evaluar la afinidad por sustratos, cofactores e inhibidores potenciales
(Palma, 2012).

Desde la bioquimica, la caracterizacion experimental se inicia con la obtencion de extractos
enzimaticos, ya sea a partir de cultivos nativos o mediante expresion heter6loga en sistemas como
Escherichia coli o Pichia pastoris. Estos extractos, también denominados extractos crudos o
celulares, son obtenidos directamente del cultivo bacteriano mediante un protocolo estandar que
generalmente se compone del cultivo, lisis, centrifugacion, y separacion de fracciones, haciendo

que en sus fases resultantes se hallen el catalizador, asi como sales, aminoacidos, cofactores, ADN
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0 ARN, entre otros componentes, sin la presencia de células funcionales (cell-free) (Kwon &
Jewett, 2015).

Los ensayos de actividad suelen emplear sustratos modelo como carboximetilcelulosa
(CMC) para endoglucanasas, papel filtro para exoglucanasas y p-nitrofenil-p-D-glucopirandsido
para B-glucosidasas. La liberacion de azUcares reductores se cuantifica mediante el ensayo DNS
(&cido 3,5-dinitrosalicilico) (Miller, 1959), basado en la reduccion del DNS por los grupos
carbonilo de los azucares liberados de la hidrolisis de celulosa, formando 3-amino-5-
nitrosalicilato. Este compuesto aromatico presenta coloracion naranja con pico de absorbancia a
540 nm (Bagkan et al., 2016). Alternativamente, la actividad celulasa puede ser detectada mediante
ensayos cualitativos como la tincién con Rojo Congo.

La determinacion de pH y temperatura éptimos se realiza incubando la enzima con el
sustrato, en rangos amplios de, por ejemplo, pH 3-11y de 20 — 90 °C, para establecer la estabilidad
catalitica. Algunos puntos de pH 6ptimo que se han hallado para distintas celulasas de distintos
organismos han sido: 4.0 para Synechococcus sp. (Kim, Soo-Jin et al., 2008), 7.0 para
Cellulomonas sp. (Yin et al., 2010) y 10.0 para Aspergillus flavus (Bano et al., 2019), siendo esta
altima una celulasa alcalofila. Para el caso de la temperatura, se han reportado celulasas con
Optimos de 40 °C para cepas de Aspergillus niger (Sulyman et al., 2020), 60 °C para Bacillus
subtilis (Malik & Javed, 2021) y Aspergillus flavus (Bano et al., 2019), considerandose estas dos
ultimas como celulasas termofilas.

Asimismo, se evalua la influencia de iones metalicos u otras moléculas que pueden actuar
como cofactores. Cationes como Ca?*, Ni?*, Mn?*, y Pb?* han demostrado incrementar la actividad
celulasa, mientras que otros como Na*, K* y Zn?* han mostrado efecto inhibitorio (Saroj et al.,

2022).
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1.3 Algunos aspectos relevantes en la produccion de celulasas

Las celulasas se han consolidado como una alternativa atractiva para el reemplazo de
diversas técnicas industriales que requieren digestion de celulosa, constituyendo alrededor del 20%
del mercado mundial de biocatalizadores (Chandel et al., 2012).

Sus altos costos de produccion, estimados en USD $10.14/kg (Klein-Marcuschamer et al.,
2012), han impulsado estrategias de optimizacién como la produccién in situ, el uso de materias
primas de bajo costo, la reduccion del tiempo de fermentacién y la integracién de procesos como
la sacarificacion y fermentacidn simultanea (SSF, por sus siglas en inglés), que permite reciclar
enzimas y disminuir hasta un 44% los costos (Zhang, J. et al., 2017).

La demanda creciente ha intensificado la busqueda y caracterizacion de nuevas isoformas
con cinéticas y propiedades fisicoquimicas relevantes para la industria biotecnoldgica. El
conocimiento acerca de las propiedades funcionales, fisicoquimicas y su analisis bioinformaético,
ha permitido conocer las condiciones de optimalidad para el uso de las celulasas y sus limitaciones,
asi como el disefio y mejoramiento de algunas de estas con funciones especiales, adicionales o
sobresalientes. La caracterizacion enzimatica se ha convertido en una herramienta indispensable
en la investigacion de estas proteinas y en un paso obligatorio previo al reconocimiento de una
nueva proteina, ya sea en el mercado o en la comunidad cientifica.

En Colombia, la digestion enzimética de las fibras de celulosa es estratégica para diversos
sectores productivos. En el pais se generan aproximadamente 9.76 Mton de biomasa residual al
afio solo en la industria de alimentos (Gobierno de la Republica de Colombia, 2019). El
aprovechamiento de dicho material, aunado a la bioprospeccion de nuevas enzimas celuloliticas
aisladas de organismos constituyentes de la biodiversidad nacional, representan una ventaja

competitiva para el desarrollo de productos con valor agregado. Por ello, la caracterizacion de
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celulasas nativas en Colombia debe apuntar a la basqueda de mejores y novedosas caracteristicas
enzimaticas; propiedades que permitan reducir el costo de produccion de estas proteinas al evitar
los costos de empacado, transporte e importacion. En este trabajo de grado se adopta un enfoque
multidisciplinario orientado a analizar las propiedades de una celulasa aislada del microbioma
intestinal del gusano barrenador de la cafia. El objetivo es describir su estructura, su
comportamiento fisicoquimico y su funcién bioldgica. A largo plazo, trabajos como este
contribuirdn a reducir la dependencia de material biotecnolégico importado, impulsando el

aprovechamiento de recursos enzimaticos obtenidos a partir de la biodiversidad nacional.
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2. Objetivos

2.1 Objetivo General
Caracterizar las propiedades estructurales, fisicoquimicas y funcionales de una celulasa
aislada del bacterioma intestinal del gusano barrenador la cafia Diatraea saccharalis (Lepidoptera:
Crambidae).
2.2 Objetivos Especificos
e Identificar la actividad celulasa in vivo de la cepa nativa seleccionada.
e Comprobar la actividad celulasa in vitro utilizando extractos crudos obtenidos de
la cepa nativa.
e Caracterizar las propiedades fisicoquimicas de las celulasas presentes en los
extractos crudos.
¢ Identificar genes candidatos responsables de la actividad celulasa observada in vitro
mediante herramientas bioinformaticas.
e Determinar las propiedades fisicoquimicas y estructurales de las proteinas

codificadas por los genes candidatos mediante andlisis in silico.
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3. Metodologia

3.1 Identificacién de la actividad celulasa en la cepa nativa

En un trabajo previo, la CIC aisl6 un conjunto de cepas bacterianas con actividad
celulolitica a partir del bacterioma intestinal del barrenador de la cafia de aztcar D. saccharalis
(Atehortta-Bueno, 2022). Debido a la alta actividad catalitica aparente observada, la cepa C1 fue
seleccionada para ser caracterizada en mayor detalle. En el presente trabajo, el microorganismo
fue recuperado del cepario CIC a partir de criostocks conservados a -80 °C en 20% glicerol. La
cepa fue reactivada en medio Luria-Bertani (LB) sélido estandar (agar 15 g/L) e incubada durante
48 h a temperatura ambiente (25 — 30 °C). A partir de este cultivo se seleccionaron colonias
aisladas para ser subcultivadas en medio LB sélido suplementado con carboximetilcelulosa (CMC,
2 g/L). Para identificar in vivo la existencia de actividad celulolitica, los cultivos solidos se
inundaron con 15 mL de Rojo Congo 0.1% durante 10 min y posteriormente fueron lavados dos
veces con 15 mL de NaCl 2M durante 10 min. Para mejorar el contraste a un tono violeta-azul
oscuro y facilitar la identificacion de la actividad enzimatica, ocasionalmente se agregaron 10 mL
de acido acético al 5% a las placas reveladas durante 10 min.
3.2 Determinacion cualitativa de la actividad celulasa in vitro

Con el objeto de detectar cualitativamente la actividad celulasa in vitro, se disefié un ensayo
de difusién en medio solido. Para ello, se prepararon cajas Petri con una solucion de agar (15 g/L)
y CMC (20 g/L). Una vez solidificadas, sobre la superficie de los agares se perforaron pozos de 3
mm de profundidad, en los que se depositaron 20 pL de diferentes extractos de cultivos bacterianos
que posteriormente fueron incubados overnight a 42 °C. El revelado de la actividad se realizd

siguiendo los pasos de tincion con Rojo Congo descritos previamente.
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En total se realizaron 4 ensayos de difusion. En un primer ensayo se aplicaron directamente
en los pozos 20 uL. de medios de cultivo liquidos de la cepa C1y la cepa C10, otro microorganismo
aislado por la CIC. Como controles negativos se utilizaron un volumen equivalente de un cultivo
de E. coli EPI-300 y otro de un control no bioldgico con buffer tris-HCI 50 mM pH 8.0. En un
segundo ensayo se utilizaron sobrenadantes de cultivos liquidos de la cepa C1 incubados a 24 y
29 h, arazon de dos muestras por cada periodo de incubacion. El tercer ensayo se llevé a cabo con:
dos muestras del sobrenadante de cultivos de la cepa C1, dos alicuotas de extractos proteicos del
sobrenadante (previamente concentrados con sulfato de amonio) y, finalmente, 50 mM acetato de
sodio pH 5.0 como control negativo. El cuarto ensayo utiliz6 cuatro diluciones de proteina extraida
del sobrenadante de cultivo de la cepa C1, dos de ellas inactivadas previamente por temperatura a
100 °C durante 10 min., y, como control negativo, 50 mM acetato de sodio pH 5.0.

3.3 Métodos analiticos

Para los ensayos enzimaticos se prepararon cultivos de 200 mL de medio liquido LB a una
concentracion 0.5X con respecto a la concentracion estandar, suplementados con CMC 10 g/L
como fuente mayoritaria de carbono. La incubacion se realiz6 durante 72 h a temperatura ambiente
(2533 °C) y con agitacion constante a 230 rpm en una incubadora MAXQ 4450 (Thermo Fisher
Scientific, EE. UU.). El cultivo se centrifug6 a 4500 rpm durante 45 min en una centrifuga Sorvall
ST 16 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) para separar la biomasa del sobrenadante. El
sobrenadante se almaceno a -80 °C y el pellet de biomasa se resuspendié en 50 mM acetato de
sodio pH 5.0 en una relacién 3:1 con respecto a su peso humedo. Para el fraccionamiento celular
se empleo un procesador ultrasonico de 130 W modelo CPX130PB (Cole-Parmer Instruments, EE.
UU.) a una amplitud del 65% del total de la potencia, con pulsos de 30 s dentro de las muestras,

seguido por incubacion en hielo durante 1 min, repitiendo el ciclo durante 10 min. El lisado celular
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se centrifugd a 15.000 x g en una centrifuga Sorvall ST 16 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.)
durante 10 min para separar la fraccion soluble de la fraccion insoluble. Esta tltima se resuspendio
en 500 uL. de 50 mM acetato de sodio pH 5.0. Con esto, las fracciones evaluadas correspondieron
al sobrenadante del cultivo y a las fracciones soluble e insoluble del lisado celular.

Cada fraccion del cultivo fue sometida a andlisis espectrofotométrico por triplicado
haciendo uso del método DNS (Miller, 1959) modificado. Por su parte, la concentracion de
proteina de las muestras fue determinada con el kit Qubit Protein Broad Range (BR) Assay y un
fluorémetro Qubit 4 (Thermofisher Scientific, EE. UU.), siguiendo el protocolo del fabricante.

Las proteinas fueron concentradas mediante precipitacién con sulfato de amonio saturado
en una relacién 1:1 con respecto al volumen del sobrenadante. Dicha precipitacion se incubo
overnight a 4 °C. El precipitado fue centrifugado a 4500 rpm durante 40 min en una centrifuga
Sorvall ST 16 (Thermo Fisher Scientific, EE. UU.) y el pellet fue resuspendido en 1/10 de su
volumen inicial con 50 mM acetato de sodio pH 5.0.

El analisis cuantitativo de la actividad celulasa se realizé6 mediante la deteccion de los
azlcares reductores liberados, utilizando el método DNS (Miller, 1959) modificado. La
preparacion del reactivo DNS comprendid la disolucién de 1 g de &cido 3,5-dinitrosalicilico (DNS)
y 30 g de tartrato de sodio y potasio en 20 mL de 2N NaOH. Posteriormente, se adicionaron 0.83
g de metabisulfito de sodio y se afor6 a 100 mL con agua destilada.

La reaccion enzimatica se llevd a cabo en un volumen de 500 uL, de los cuales, 250 uL.
correspondian al extracto bacteriano y 250 uL a 1% CMC como sustrato. Como control negativo,
el extracto bacteriano fue reemplazado por 250 puL de agua destilada. La incubacion de las
reacciones se realizd a 45 °C durante 30 min. Posteriormente, el revelado consistio en la adicion

de 500 pL de reactivo DNS 1%, seguido de una incubacién a 100 °C durante 10 min. Para
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estabilizar el color y mejorar la lectura de la absorbancia, las reacciones fueron dejadas en reposo
a temperatura ambiente (Brodersen & Ricketts, 1949; Miller, 1959). Posteriormente, fueron
medidas a 540 nm con un NanoPhotometer NP80 (IMPLEN, Alemania).

La curva de calibracion para la deteccion de azlcares reductores fue preparada con
estandares de glucosa. Las soluciones estandar tuvieron concentraciones de 0, 0.25, 0.5, 0.75, 1,
1.25,1.5,1.75, 2, 2.25, 2.5y 2.75 mM de glucosa. Cada solucion estandar se preparo por triplicado
a partir de una solucion stock de 100 mM glucosa en 50 mM acetato de sodio pH 5.0. Con los
datos de absorbancia a 540 nm, se calculé mediante regresion lineal la proporcionalidad entre este
pardmetro y la concentracion equivalente de glucosa.

3.4 Optimizacién del ensayo y caracterizacion de las celulasas

La optimizacion inicié determinando la cantidad 6ptima de proteina para agregar a cada
reaccion enzimatica (500 uL). Para esto, se incubaron reacciones con 0, 25, 50, 100 y 125 pg de
proteina del sobrenadante de cultivos bacterianos.

Para la optimizacion de pH, las reacciones tuvieron 50 pg de proteina en buffers 100 mM
de: acetato de sodio a pH 3, 5y 6; tris-maleato a pH 6, 7y 8; y glicinaa pH 8 y 10.

Para la optimizacion de temperatura se incubaron reacciones con 50 pg de proteina en
buffer 100 mM tris-maleato pH 6.0 durante 30 min. Para incubar las reacciones a 10, 20y 30 °C
se empled un termociclador MiniAmp Plus (Thermofisher Scientific, EE. UU.) en su funcién de
incubacion VeriFlex; para las muestras a 40, 45, 50 y 80 °C se us0 un bafio seco con calentamiento
y agitacion (Thermofisher Scientific, EE. UU.), y, para las de 60 °C, se us6 una incubadora digital
IN55 (Memmert, Alemania).

En la optimizacion de tiempo de incubacidn se prepararon reacciones con 50 pg de proteina

en buffer 60 mM tris-maleato pH 6.0, a 50 °C durante 0, 10, 20, 30, 45, 60 y 120 min.
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Finalmente, para la optimizacion de la cantidad de sustrato por reaccion, se incubaron
reacciones con 50 pg de proteina concentrada del sobrenadante en buffer 60 mM tris-maleato pH
6.0 a 50 °C durante 10 min, con CMC como sustrato a 0.05, 0.25, 0.5, 1.25, 2.5, 3.75, 5y 10 g/L.

Para todos los casos de optimizacion, se organizaron los datos y se obtuvieron sus graficos
de dispersion como actividad especifica en funcion de cada una de las variables anteriormente
mencionadas, exceptuando la optimizacion del tiempo de incubacion, en la que, debido a la
variable a evaluar, no era viable graficar la actividad especifica, por lo que se graficé la cantidad
de nmol de glucosa producidos en funcion del tiempo de incubacion de la reaccién. De igual forma,
en la optimizacion de la cantidad de proteina, debido a la variable a evaluar, no se grafico la
actividad especifica, en su lugar, se usaron los valores de actividad enzimatica.

Para calcular la Km y la Vimax (tedricas) de la enzima responsable de la actividad celulasa se
empled la linealizacion de la curva de Michaelis-Menten mediante el método de Eadie-Hofstee
(Eadie, 1942; Hofstee, 1959). Este método de reordenamiento de la ecuacién de Michaelis-Menten
permite hallar Km y Vimax €n la ecuacion de la curva de regresion lineal, en la que el intercepto en
el eje y corresponde al valor de Vmax, y la pendiente de la curva a Kn.

3.5 Andlisis bioinformatico de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas
3.5.1 Analisis bioinformatico de secuencias nucleotidicas

Los datos de la secuenciacion génica de la cepa C1 previamente obtenidos por la CIC con
la plataforma Illumina (NGS, Next Generation Sequencing, por sus siglas en ingles) fueron
analizados mediante herramientas disponibles en la plataforma Galaxy Europe

(https://usegalaxy.eu/) (The Galaxy Community, 2024). Para evaluar la calidad de lecturas

obtenidas se utilizé FastQC (Andrews, s.f.). El ensamble de novo fue construido con Unicycler


https://usegalaxy.eu/
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(Wick et al., 2017), seguido de su ajuste y optimizacion con la herramienta Pilon (Walker et al.,
2014). La calidad del ensamble fue evaluada con QUAST (Mikheenko et al., 2018).

El ensamble obtenido con lecturas cortas (short-reads) de C1 fue analizado con la

plataforma Type (Strain) Genome Server (TYGS, por sus siglas en inglés (https://tygs.dsmz.de)
(Meier-Kolthoff et al., 2022; Meier-Kolthoff & Goker, 2019) para obtener una aproximacion
taxondmica. Las cepas tipo mas cercanas se determinaron comparando el ensamble de C1 con los
genomas disponibles en la base de datos del TYGS bajo el algoritmo MASH y sus secuencias 16S
ADNIr. Posteriormente se seleccionaron los genomas de las 10 cepas genéticamente mas cercanas.
Los valores de hibridacion digital ADN-ADN (dDDH, digital DNA-DNA Hybridization, por sus
siglas en inglés) e intervalos de confianza (1.C.) se calcularon con la configuraciéon recomendada
de GGDC 4.0 (Meier-Kolthoff et al., 2022, 2013). De las 10 cepas tipo seleccionadas, las tres méas
cercanas a C1 fueron empleadas para construir una visualizacion comparativa con BLAST Ring
Image Generator (Alikhan et al., 2011).

Posteriormente, el genoma fue anotado con Prokka (Seemann, 2014). Dentro de los genes
anotados, se realiz6 la basqueda y curado manual de secuencias codificantes que potencialmente
fueran las responsables de la actividad celulolitica. Para ello se llevo a cabo una bldsqueda de
enzimas relacionadas con la degradacion de compuestos carbonados, especificando los nombres
de las enzimas objetivo o caracteristicas similares que pudieran llevar a identificarlas, como su
sustrato, su actividad, su pertenencia a alguna familia de proteinas, entre otras. Asi mismo se hizo
uso de la plataforma dbCAN3 (Zheng et al., 2023), servidor web especializado en la anotacion de
genes codificantes para enzimas carbohidrato-activas (CAZymes, por su acronimo en inglés),

dentro de las cuales se hallan las celulasas.
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Las secuencias anotadas como codificantes para CAZymes, provenientes tanto de Prokka

como de dbCANS3, se contrastaron con las bases de datos UniProt (https://www.uniprot.org/) e

InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) en busca de similitudes con familias de proteinas y

dominios, asi como de informacion complementaria acerca de dichas enzimas. Para ello se hizo
uso de la traduccion de la secuencia genémica a secuencia proteica obtenida del ensamble anotado
con Prokka.

Con base en la informacién previamente obtenida acerca de los genes anotados, se
determinaron dos secuencias de posibles genes como candidatos a ser los codificantes de las
enzimas responsables de la actividad celulasa de la cepa C1, y, con ellas, se continud el proceso
de caracterizacion fisicoquimica y estructural in silico.

3.5.2 Analisis bioinformatico de secuencias aminoacidicas

Una vez estuvieron determinados los genes candidatos, se amplio la ventana informativa
de cada una de las secuencias traducidas con anotaciones predictivas hechas a dichas secuencias
de aminoacidos con las bases de datos InterPro y UniProt, incluyendo en tales anotaciones aspectos
como posibles componentes estructurales de las proteinas, sefializaciones o etiquetas propias de
enzimas de su tipo.

Las secuencias aminoacidicas fueron sometidas al célculo de propiedades fisicoquimicas
con la herramienta ProtParam del portal web EXPASYy. Se obtuvieron los valores tedricos del punto
isoeléctrico (pl), peso molecular (MW), indice de inestabilidad (11) e indice alifatico (Al).

Una vez sus caracteristicas fisicoquimicas fueron determinadas in silico, las secuencias de
aminoacidos fueron depositadas en el servidor de la herramienta PSIPRED

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) con el fin de obtener la estructura secundaria de cada una de

las enzimas.
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Como paso final, un modelamiento 3D de la estructura terciaria de las proteinas fue

realizado con el servidor de AlphaFold (https://alphafoldserver.com/welcome). La visualizacion

de las predicciones in silico también se llevé a cabo en la interfaz de este servidor.

4, Resultados

4.1 ldentificacion de la actividad celulasa en la cepa nativa

La cepa C1 fue reactivada de la ultracongelacién en medio LB sélido. Luego de comprobar
su pureza, fue subcultivada en medio LB sélido suplementado con 2 g/L. CMC. El revelado con
Rojo Congo exhibi6 los halos de degradacion del polimero CMC (Fig. 2). Dichos halos de
degradacion enzimatica confirmaron la actividad celulasa de la cepa C1 y brindaron indicios

preliminares del caracter extracelular de la enzima.
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Figura 2.

Revelacion de la actividad celulasa de la cepa C1 usando el tincionante Rojo Congo

Nota. En amarillo tenue se diferencian las zonas en las que el polimero sintético CMC fue

hidrolizado, en rojo las zonas sin influencia enzimatica.

4.2 Comprobacién cualitativa y cuantificacion de la actividad celulasa

La actividad celulasa in vitro fue comprobada mediante la observacion de halos de
degradacion en el medio s6lido Agar-CMC, producto de los ensayos de difusion que fueron tefiidos
con Rojo Congo. Las muestras del primer ensayo de difusion revelaron la actividad celulolitica de
la cepa C1, asi como la falta de esta misma en las cepas C10 y EPI-300 que fungieron como
controles negativos (Fig. 3A).

Para el caso del segundo ensayo, las 4 muestras de sobrenadante obtenidas de cultivo
liquido fresco de la cepa C1, a distintos tiempos de recoleccion (24 y 29 h), demostraron actividad

celulasa independientemente de las diferencias entre sus tiempos de incubacion (Fig. 3B).
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Al identificar que la actividad se concentraba en el sobrenadante del medio de cultivo, en
un tercer ensayo, se realiz6 una precipitacion y concentracion de las proteinas en esta fraccion del
cultivo y se evaluo su actividad sobre las placas de difusion. Las proteinas resuspendidas en buffer
acetato de sodio presentaron actividad catalitica (Fig. 3C). Como control positivo se utilizo
sobrenadante del cultivo de la cepa C1 no precipitado, y como control negativo buffer acetato de
sodio.

En el cuarto ensayo, se adicionaron muestras de la proteina concentrada previamente e
inactivadas por calor. Estas ultimas no presentaron halos de degradacién de CMC (Fig. 3D), lo

que refuerza la hipétesis de la naturaleza proteica de la actividad catalitica.
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Figura 3.

Ensayos de difusion enzimética en cajas Petri de Agar-CMC

C1: Cepa nativa Microbacterium sp.
C10: Cepa nativa Klebsiella sp.
EPI-300: Cepa estandar de E. coli

S.: Sobrenandante
Prec.: Precipitado
Nota. Comprobaciones in vitro de A: actividad celulasa de la cepa C1, B: actividad celulasa en el
sobrenadante, C: actividad celulasa en la precipitacion proteica, D: inactivacion por calor de la
enzima. En amarillo tenue se diferencian las zonas en las que el polimero sintético CMC fue

hidrolizado.
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La cuantificacion de producto y de la actividad enzimatica se realiz6 mediante el método
espectrofotométrico DNS. Para realizar la cuantificacion se prepar6 una curva estandar de glucosa
en el rango en el que el incremento de la reduccion del DNS a 3-amino-5-nitrosalicilato es
proporcional al aumento de glucosa en cada muestra, detectado como un incremento en la sefial

de absorbancia (Fig. 4).

Figura 4.

Curva de calibracién de glucosa para la implementacién del ensayo enzimatico DNS

2.01 {
_ 157 y = 0.625x i'/
g R? = 0.991 L7
o ’i
< e
) ®
@ 1.01 e
2 s
[y} ’a
£ . m
(=} -

205 -
< P
,I.
/’i
00{ & _.E
0 1 2

Glucosa [Mm]

Nota. Todas las mediciones se realizaron por triplicado, los puntos en el grafico corresponden a
sus medias y las barras de error a sus desviaciones estandar. Los valores de la pendiente y el

coeficiente de determinacion fueron aproximados a 3 decimales.
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La actividad especifica obtenida del sobrenadante alcanz6 5.24 nkat/mg, una cifra 2.7 veces

superior a los 1.76 y 1.92 nkat/mg que se obtuvieron con su control negativo e inactivacién (Tabla
1). Por otro lado, la fraccion soluble exhibi6 una actividad especifica de 0.24 nkat/mg, un valor 20
veces inferior al del sobrenadante del medio de cultivo. Lo anterior, nuevamente sugiere el caracter

extracelular de la actividad catalitica. Esta situacion fue similar con los controles e inactivaciones

de esta fraccion, que presentaron 0.07 y 0.06 nkat/mg, respectivamente. Por su parte, en la fraccion

insoluble, tanto esta como su control e inactivacion presentaron 0.15 nkat/mg de actividad

especifica.

Tabla 1.

Resultados de actividad enzimatica en las fracciones celulares evaluadas

Muestra Volumen Proteina total ~ Actividad total ':S(;t;\é:zi:
(mL) (mg) (nkat) (nkat/mg)
S. 0.25 0.064 0.335 (0.012) 5.239 (0.184)
Control S. 0.25 0.064 0.113 (0.009) 1.763 (0.145)
S. inactivado 0.25 0.064 0.123 (0.006) 1.923 (0.095)
F.S. 0.25 1.085 0.275 (0.044) 0.253 (0.040)
Control F.S. 0.25 1.085 0.077 (0.008) 0.071 (0.007)
F.S. inactivada 0.25 1.085 0.069 (0.025) 0.063 (0.023)
F.1. 0.25 8.050 1.201 (0) 0.149 (0)
Control F.1. 0.25 8.050 1.201 (0) 0.149 (0)
F.l1. inactivada 0.25 8.050 1.195 (0.011) 0.148 (0.001)

Nota. S.: Sobrenadante, F.S.: Fraccién Soluble, F.1.: Fraccién Insoluble. Todas las mediciones se
realizaron por triplicado. Las inactivaciones se realizaron a 100 °C. En la tabla se muestran los

promedios y entre paréntesis sus desviaciones estandar.
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Los anteriores resultados evidencian que la fraccion con mayor actividad especifica es el
sobrenadante del medio de cultivo. En consecuencia, esta fue la fraccién seleccionada para
continuar con la caracterizacion bioquimica de la actividad celulasa.

4.3 Optimizacion de catélisis y caracterizacion fisicoquimica de las celulasas

La optimizacion de concentracion de proteina por reaccion dio como resultado una curva
de regresion lineal en la que, tedéricamente, podria usarse cualquiera de las concentraciones
evaluadas y la actividad seguiria comportdndose de forma proporcional con respecto a la
produccion de glucosa (Fig. 5). El coeficiente de determinacion en este caso, con un valor de 0.99,
permitié darles confiabilidad a los datos obtenidos, por lo cual, la cantidad de proteina

seleccionada para el ensayo enzimatico in vitro fue de 50 pg.
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Figura 5.

Resultados de la optimizacion de concentracion de proteina por reaccion
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Nota. Los datos mostrados corresponden a mediciones promedio de triplicados y las barras de error

a sus desviaciones estandar.

Para la optimizacion de pH, tres tipos de buffer fueron testeados; acetato de sodio, tris-
maleato y glicina. En general, el buffer que mejor desempefio presenté en la amortiguacién del pH
de la reaccidn fue el de tris-maleato, provocando que las muestras en las que este fue agregado se
detectara mayor actividad con respecto a los buffers acetato de sodio y glicina (Fig. 6). La actividad
especifica mas alta se reportd haciendo uso del buffer 100 mM tris-maleato pH 6.0, con 0.96
nkat/mg. Los puntos de pH en los que se solapan los tipos de buffer ayudaron a determinar si
existian diferencias relevantes entre el uso de uno u otro al evaluar la produccion de glucosa, siendo

evidente la mejoria al usar el de tris-maleato pH 6.0. Con lo anterior, se puede indicar que la enzima
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de interés es levemente acidofila, pues sus picos de actividad se encuentran entre pH 5y 7,
sugiriendo las condiciones a las que la enzima, y por ende la cepa, se han adaptado. Dados los
resultados anteriores, el buffer seleccionado para continuar con la optimizacion fue el de tris-

maleato pH 6.0.

Figura 6.

Resultados de la optimizacion de pH de la reaccion
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Nota. Los datos mostrados corresponden a mediciones promedio de triplicados y las barras de

error a sus desviaciones estandar.

En el caso de la temperatura, la enzima tuvo su maxima actividad especifica (1.28 nkat/mg)
a 50 °C (Fig. 7). La baja produccion de glucosa obtenida a temperaturas entre 10 y 30 °C deja

entrever que la reaccion catalitica no es Optima a temperaturas bajas. Por otro lado, la disminucién
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de la actividad especifica a temperaturas superiores a 50 °C sugiere susceptibilidad de la enzima a

condiciones extremas de temperatura. Dado esto, la temperatura seleccionada fue de 50 °C.

Figura 7.

Resultados de la optimizacion de temperatura de la reaccion
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Nota. Los datos mostrados corresponden a mediciones promedio de triplicados y las barras de error

a sus desviaciones estandar.

En la evaluacion del tiempo de incubacion se evidencio estabilizacion de la produccion de
glucosa en funcidon del tiempo. El valor mas alto de glucosa se obtuvo a los 120 min, siendo de
958.48 nmol (Fig. 8). No obstante, se observé que la fase de transicion entre la fase exponencial y
la fase estacionaria de la curva se alcanza hacia los 30 minutos de incubacion, y en cuyo caso

presento una actividad especifica de 8.04 nkat/mg. A pesar de ello, la actividad més alta se obtuvo
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a los 0 minutos de incubacion, seguida de la incubacién de 10 min. Con esto, el tiempo de

incubacién seleccionado fue de 10 min.

Figura 8.
Resultados de la optimizacion del tiempo de la reaccion

1000 1

800 4

i 1
, 1

600 A ¥

Glucosa [nmol]

400 ;

0 25 50 75 100 125
Tiempo (min)

Nota. Los datos mostrados corresponden a mediciones promedio de triplicados y las barras de error

a sus desviaciones estandar.

Una vez determinadas las condiciones 0ptimas del ensayo, en términos de pH, temperatura,
tiempos de incubacion y concentracion de enzima, se procedio con la determinacion de la cinética
del extracto enzimatico concentrado del sobrenadante del cultivo a partir de su comportamiento a
diferentes concentraciones de CMC. Los datos mostraron una hipérbola rectangular, sugiriendo

que la enzima es de naturaleza michaeliana (Fig. 9).
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Figura 9.

Cinética enzimatica de la enzima evaluada
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Nota. Los datos mostrados corresponden a mediciones promedio de triplicados y las barras de error

a sus desviaciones estandar. La formula corresponde a la ecuacion de Michaelis-Menten.

A partir de la curva de Michaelis-Menten obtenida se aplico el modelo de linealizacion de
Eadie-Hofstee. Al aplicar esta regresion lineal, la K, correspondiente al valor de la pendiente, y
que hace referencia a la afinidad de la enzima por el sustrato y con qué cantidad de este se alcanza
Y de la Vimax, fue de 0.26 g/L de CMC; y la Vmax, correspondiente al valor del intercepto en el eje

y (Fig. 10), y que hace referencia a la velocidad méaxima de catalisis bajo condiciones 6ptimas, fue

de 23.23 nkat/mg.
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Figura 10.

Linealizacion de la curva de Michaelis-Menten bajo el método de Eadie-Hofstee
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Nota. V = Velocidad, [S] = Concentracion de sustrato. En la ecuacion de la regresion: m = K, y

b= Vmax.

4.4 Anélisis bioinformatico de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas
4.4.1 Analisis bioinformatico de secuencias nucleotidicas

A partir de las short-reads obtenidas mediante un ejercicio previo de secuenciacion en la
plataforma Illumina, se construy el ensamble de novo del genoma bacteriano de la cepa C1. Como
primera medida, con la herramienta FastQC se evalud la calidad de las secuencias pareadas
obtenidas (Tabla 2). En ambos casos, tanto para la secuencia forward como para la reverse, los

porcentajes de GC estuvieron alrededor de 70. Ninguna lectura tuvo bases no identificadas, no se
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hallaron secuencias sobrerrepresentadas ni contaminacién de los adaptadores usados para la

secuenciacion; sin embargo, se reportaron niveles moderados de duplicacion de secuencias.

Tabla 2.

Resultados de la evaluacion de calidad de secuencias NGS con FastQC

: Longltud % Persistencia
Secuencia Total Total %  mediapor Phred score 05
pareada secuencias Mpb GC secuencia  medio (Q) deduglicacién
(pb)
Forward 5,118,792 767.8 70 150 36 62.66
Reverse 5,118,792 767.8 70 150 36 62.17

Estos porcentajes de duplicacion, que estuvieron entre 37 — 38%, fueron desestimados
debido a su condicion de “moderados”, pues entre el 62 — 63% de las secuencias se mantendrian
en el dataset aun después de llevar a cabo una deduplicacion.

Para la creacién del ensamble de novo se utilizé Unicycler bajo los tres modelos de
bridging habilitados por la herramienta (conservative, normal y bold). De estos, se obtienen como
resultados un numero mayor de contigs (Secuencias continuas) pero con menos errores de
ensamblaje; contigs y errores de ensamblaje en una tasa balanceada; y un menor nimero de
contigs, pero con una tasa de errores de ensamblaje mas alta, respectivamente.

Haciendo uso de la herramienta QUAST se evalu6 la calidad de los tres ensambles

obtenidos anteriormente (Tabla 3).
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Tabla 3.
Resultados de los tres ensambles sometidos a evaluacion de calidad con QUAST

Contigs Contig

o

Tamano N50 N90

Bridging . >=1000 mas largo L50 L90
contigs total b b
g ob (pb) (pb) (pb)
Conservative 56 31 434,855 3,262,726 269,639 63,279 5 14
Normal 47 28 704,654 3,263,370 279,061 63,279 4 13
Bold 41 24 704,654 3,264,607 358,984 67,592 4 11

Para el caso del numero de contigs de cada ensamble, se evidenci6 como del modo
conservative al modo bold estos disminuian, mostrando la menor fragmentacion del ensamble en
el modo bold. De igual forma, en los otros items a evaluar como el N50 y N90, se puede observar
el aumento en el nimero de pares de bases conforme se hace menos estricto el modelo de bridging,
asi como la disminucion del nimero de contigs en L50 y L90 si se toma en este mismo sentido.
Valores como los de L50, L90, N50 y N90 permiten inferir que la diferencia en el nimero de
contigs entre los ensambles esta representada por fragmentos pequefios que no abarcan mas del
10% del total de sus longitudes totales. Un ejemplo de esto puede darse con el L90 y el tamafio
total de los ensambles; mientras que bajo el modelo bold es posible abarcar el 90% del ensamble
con 11 contigs, bajo el modelo conservative fueron necesarios 14. Si comparamos esta métrica con
el nimero de contigs totales, se puede observar que el 10% del ensamble bajo el modelo bold
estaria fragmentado en 30 contigs, mientras que bajo el modelo conservative el 10% estaria
repartido entre 42 contigs, siendo este 10% alrededor de 320 kpb en ambos ensambles. Adicional
a esto, el nimero de contigs mayores a 1000 pb mostr6é que una buena parte del niamero de ellos

superan esta cifra.
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Antes de continuar con el analisis in silico, los ensambles fueron sometidos a un
mejoramiento o polishing con ayuda de Pilon, una herramienta bioinformatica que permite mejorar
la continuidad y calidad de los ensambles generados de novo. Los ensambles se cargaron junto con
archivos BAM (Binary Alignment Map, por sus siglas en inglés) de las secuencias pareadas
originales alineadas a cada ensamble; de esta forma, el algoritmo puede identificar posibles errores
de ensamblaje para corregirlos teniendo como molde los datos NGS y, asi, mejorar las métricas de
cada uno de los ensambles. Una vez el polishing fue realizado, se evaluaron los ensambles con
QUAST (Tabla 4). En cuanto al numero de contigs, L50, L90, N50, N90, la longitud del ensamble
y las métricas clasicas de QUAST, no hubo variaciones entre los ensambles con y sin polishing.
Adicional a esto, algunos otros aspectos como los porcentajes de mapeo, de emparejamiento
apropiado, de singletons y pares mal unidos también aportaron informacion sobre la calidad del

ensamble.

Tabla 4.

Resultados de la evaluacion de calidad con QUAST a los tres ensambles pos-polishing

0,
_ Total /o : % % Pares
Bridging % Mapeo Emparejameinto . .
mapeado . Singletons  mal unidos
apropiado
Conservative 10,182,396 99.46 98.85 0.15 0.34
Normal 10,187,259 99.51 98.91 0.13 0.33

Bold 10,188,626 99.52 98.96 0.13 0.31
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En términos del porcentaje de mapeo, en los tres ensambles fue superior al 99.4%; el
emparejamiento apropiado estuvo por encima del 98.8%, y los porcentajes de singletons y pares
mal unidos fueron inferiores al 0.16 y 0.35%, respectivamente. Estos valores muestran que, desde
el comienzo, los ensambles tuvieron buena calidad, lo que se evidencia en los altos porcentajes de
mapeo y emparejamiento apropiado, asi como en las metricas de sus contigs, demostrando que la
mayoria del genoma secuenciado fue correctamente ensamblado. Por otro lado, los bajos
porcentajes de singletons indican que fueron pocos los pares de bases que no lograron ser
emparejados, y de igual forma, el bajo porcentaje de pares mal unidos refleja la baja tasa de error
que el ensamblador tuvo desde el inicio, lo que refuerza ain mas el hecho de que los ensambles
tuvieron una alta calidad incluso antes del polishing.

Con el objeto de aproximarse a la identidad taxonémica de C1 se contrastdé su genoma
contra el de cepas tipo disponibles en la TYGS. El anélisis dDDH mostrd que la cepa mas cercana
a C1 seria Microbacterium laevaniformans DSM 20140 con un valor ds de 32.1% y 49.6% para
ds (Tabla 5). Dada la evidente cercania entre cepas tipo del género Microbacterium y C1, esta
ultima fue asignada a este taxon al nivel de género para su analisis posterior. La comparacién por
medio de un BLAST Ring con M. laevaniformans DSM 20140 como cepa de referencia evidencid
las diferencias entre los genomas mas cercanos a la cepa C1 (Fig. 11), destacando decenas de

regiones genodmicas en las que la resolucion es baja y requieren de mayor esfuerzo de mapeo.
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Tabla 5.
Hibridacion digital ADN-ADN (dDDH) entre cepas tipo de la TYGS y C1

Cepa tipo (TYGS) dDDH
da I.C. ds 1.C.

Microbacterium laevaniformans DSM 20140 32.1 [29.7-34.6] 49.6 [46.6—52.7]
Microbacterium hominis NBRC 15708 28.2 [25.9-30.7] 47.6 [44.5-50.6]
Microbacterium hominis LCDC 84-209 28.2 [25.8-30.7] 46.7 [43.6-—49.7]
Microbacterium aurum DSM 8600 24.0 [21.7-26.5] 26.5 [23.6 —29.6]
Microbacterium paulum 2C 23.2 [20.9-25.6] 26.0 [23.1-29.1]
Microbacterium lacticum JCM 1379 23.1 [20.8-25.5] 25.7 [22.8-28.8]
Microbacterium lacticum DSM 20427 23.1 [20.8-25.5] 25.2 [22.3-28.3]
Microbacterium lacticum NBRC 14135 23.1 [20.8-25.6] 25.6 [22.7-28.7]
Microbacterium dextranolyticum DSM 8607 22.8 [20.5-25.2] 27.3 [24.4-30.4]
Microbacterium telephonicum S2T63 21.9 [19.6-24.3] 24.9 [22.0-28.0]
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Figura 11.

Representacion BLAST Ring entre el ensamble de C1 y sus tres cepas tipo més cercanas
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Nota. EI genoma de referencia corresponde al de la cepa tipo M. laevaniformans DSM 20140. En

lila brillante se observa el anillo de C1 correspondiente a su draft genome.

Debido a lo anterior, se decidi6 someter los tres ensambles resultantes a la anotacion
gendmica utilizando Prokka. Luego de un curado manual de los resultados, se hallé que, para los
tres ensambles, Prokka encontrd y anot6 cuatro potenciales genes relacionados con la funcion de
degradacion enzimatica de celulosa, dos de ellos correspondientes a probables codificantes para

endoglucanasas (identificadas como C y E1), y los otros dos a B-glucosidasas (una de ellas
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identificada como B) (Tabla 6). Las secuencias correspondientes a estos hallazgos fueron
completamente idénticas en los tres ensambles sometidos a anotacion, por lo que se determiné
continuar los andlisis con el ensamble obtenido bajo el modelo conservative y seguidamente se
continu6 la bdsqueda de caracteristicas con las secuencias aminoacidicas anotadas. Dichas

secuencias de aminoacidos anotadas también fueron proporcionadas por Prokka.

Tabla 6.

Resultados de la anotacion de genes realizada con Prokka

Identificador ensamble ~ Nombre de la proteina (ntglr; %El;is) Longitud (aa)
AKHMMEEA 02300 Endoglucanasa C 3,388 1,128
AKHMMEEA 02341 Endoglucanasa E1 1,646 547
AKHMMEEA_01537 B-glucosidasa 1,253 416
AKHMMEEA_01663 B-glucosidasa B 1,534 510

Para obtener méas informacion al respecto sobre posibles secuencias codificantes, el

ensamble se cargé al sitio web de la herramienta dbCAN3 (https://bcb.unl.edu/dbCAN2/) para

realizar una busqueda y anotacion de genes codificantes para CAZymes o proteinas con actividad
enzimatica asociada a carbohidratos, basandose en la informacion reportada en bases de datos y
herramientas como dbCAN, dbCAN-sub (Zheng et al., 2023), dbCAN-PUL (Ausland et al., 2021),
eCAMI (Xu, J. etal., 2020), y la CAZy database (Drulaetal., 2022). Los resultados de la anotacion
arrojaron decenas de enzimas que probablemente estarian relacionadas a la degradacion de

carbohidratos como la celulosa 0 compuestos similares.


https://bcb.unl.edu/dbCAN2/
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Al someter a curado manual estos datos bioinformaticos, se lograron identificar 11

secuencias preliminares de genes que tenian actividad enzimatica relacionada con la degradacion

de celulosa, a la vez que cuatro de estas resultaron ser las mismas secuencias anotadas previamente

por Prokka como codificantes de enzimas celulasas (Tabla 7).

Ya que los indicios previos

muestran una proteina extracelular, de las cuatro secuencias anotadas, las dos correspondientes a

probables enzimas extracelulares (endoglucanasas C y E1) fueron determinadas como las

candidatas principales para ser las codificantes de las enzimas con la actividad celulasa de interés.

Tabla 7.

Resultados de la busqueda y anotacién de potenciales genes asociados a la degradacion

enzimatica de celulosa con dbCAN3

Identificador Herramienta Familia EC Péptido Sustrato
ensamble predictiva asociados sefal (dbCAN _sub)
AKHMMEEA 02341 HMMER GH5 * 3.2.1.4 1-34 B-glucano,
celulosa,
quitina, xilano
AKHMMEEA 02300 HMMER GH9 + 3.2.14 1-35 B-glucano,
cBM4* 32191 celulosa,
3.2.1.- xilano
3.2.1.73
3.2.1.8
AKHMMEEA 01537 HMMER GH1 * 3.2.1.21 - B-glucano
AKHMMEEA 01663 HMMER GH1 * 3.2.1.21 - Polifenol, B-
3.2.1.- glucano, B-
3.2.1.38 galactano, p-
3.2.1.23 fucosidos
3.2.1.74
AKHMMEEA 01380 HMMER GH3 3.21.21 - B-glucano
3.2.1.38

3.2.1.-
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Tabla 7 (continuacion).

Identificador Herramienta Familia EC Péptido Sustrato
ensamble predictiva asociados sefal (dbCAN _sub)
AKHMMEEA 00283 HMMER GH3 3.21.21 - B-glucano
3.2.1.38
3.2.1.-
AKHMMEEA 00021 HMMER GH6 - 1-32 -
AKHMMEEA 00152 HMMER GH3 3.2.1.37 - Xilano
AKHMMEEA 02946  HMMER GH1 3.2.1.86 - B-glucano,
3.2.1.21 xilano
3.2.1.37
AKHMMEEA 02869 HMMER GH3 3.21.21 - B-glucano
AKHMMEEA 02841 HMMER GH3 3.21.21 - B-glucano

Nota. Los resultados corresponden a las 11 secuencias identificadas preliminarmente luego de
someter los datos a curado manual. El asterisco en la columna de “Familia” sefiala las secuencias

que tambiéen fueron anotadas por Prokka.

4.4.2 Andlisis bioinformatico de secuencias aminoacidicas

Las secuencias primarias fueron sometidas a corroboracion y ampliacion de la informacion
haciendo busquedas de similitud en la base de datos de UniProt y realizando anotaciones de las
secuencias con InterPro (Blum et al., 2025). Con estas busquedas se confirmo la potencial calidad
de enzimas celulasas de los genes identificados tras la anotacion y se hallo informacion adicional,
como péptidos sefial o algunos componentes que permitirian desvelar un poco mas a fondo su rol

en los procesos bioquimicos de la cepa (Tabla 8).
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Tabla 8.

Resultados de la busqueda de caracteres asociados a las secuencias aminoacidicas con InterPro

Enzima candidata Familia Atributos Locazgzimén
Endoglucanasa C - Dominio de unién a carbohidratos 39-161
Celulasa N 354-439
Endo-1,4-B-glucanasa 445-921
Glicosil hidrolasa familia 9 445-919
Adhesina de superficie CshA 933-1048
Ancla a pared celular LPXTG 1077-1109
Péptido sefial Grampositivo 1-34
Dominio no citoplasmatico 35-1086
Endoglucanasa E1 - Principal endoglucanasa 38-405
extracelular
CBM2 436-539
Dominio no citoplasmatico 34-539
B-glucosidasa GH1, GH familia 1 Glicosidasa 2-479
B-glucosidasa
6-fosfo-p-glucosidasa 5-480
B-glucosidasa B GH1, GH familia 1 Glicosidasa 5-406

B-glucosidasa

Las endoglucanasas tuvieron en comin péptidos sefial propios del grupo de las bacterias
grampositivas, asi como dominios de unién a carbohidratos y especificaciones de que sus dominios
mas grandes no correspondian a componentes citoplasmaticos. De forma individual, para la
endoglucanasa C se encontraron dominios correspondientes a componentes relacionados con la

membrana, como lo son las adhesinas de superficie, asi como un dominio de anclaje a pared
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celular. Adicional, una region de su secuencia fue identificada como perteneciente a la familia
GHo.

En cuanto a las B-glucosidasas, para ambos casos se determind que contaban con regiones
atribuidas a enzimas pertenecientes a la familia GH1 como algunas firmas o signatures de esta
familia de proteinas. En el caso especifico de la B-glucosidasa B, se hallé una region determinada
como perteneciente a glucosidasas.

Dados estos resultados, los siguientes pasos de caracterizacion in silico se llevaron a cabo
solo con las dos secuencias correspondientes a las dos endoglucanasas. Para dar mas detalles de la
posible funcionalidad de estas enzimas, una anotacion de términos GO (Gene Ontology, por sus
siglas en inglés) también fue obtenida en la basqueda a través de InterPro (Tabla 9). Para las dos
enzimas, el proceso biolégico en el que estarian involucradas seria el metabolismo de
carbohidratos y la funcion molecular que comparten es la hidrdlisis de compuestos O-glicosilados.
Especificando en cada una de las proteinas, la endoglucanasa C fue anotada con actividad celulasa,
pero no mostrd otro tipo de funciones como las de unién a carbohidratos y polisacaridos,
caracteristica que si presentd la endoglucanasa E1, asi como su inclusién en el proceso biolégico
de catabolismo de polisacéridos.

Otras estructuras identificadas son los mddulos de unién a carbohidratos o CBMs
(Carbohydrate Binding Module, por sus siglas en inglés), en especifico los CBM2 y CBM4, que
fueron identificados junto a las probables endoglucanasas de las familias GH5 y GH9,
respectivamente, y cuya funcion reside en unirse a las moléculas de sustrato para lograr acercarlas

al dominio catalitico que realizara la hidrolisis.
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Tabla 9.
Resultados de la anotacion de términos GO con InterPro
'd::st;frfsl‘lor Enzima Término GO Cédigo GO
AKHMMEEA 02300 Endoglucanasa C Metabolismo de carbohidratos GO0:0005975
Hidrolisis de compuestos O- G0:0004553
glicosilicos
Actividad celulasa G0:0008810
AKHMMEEA 02341  Endoglucanasa E1 Metabolismo de carbohidratos G0:0005975
Catabolismo de polisacaridos G0:0000272
Union a carbohidratos G0:0030246
Hidrolisis de compuestos O- G0:0004553
glicosilicos
Union a polisacéaridos G0:0030247

De este modo, hacia el exterior celular se hallarian las endoglucanasas junto a sus

estructuras de anclaje a la célula y sus modulos de union a carbohidratos, con los que se unirian a

fibras de celulosa para hidrolizarlas; y al interior celular estarian las B-glucosidasas, esperando el

ingreso de los disacaridos obtenidos de la degradacion parcial ocurrida en el exterior, y que usarian

como sustrato para llevar a cabo la Gltima parte de la catalisis, la obtencion de monémeros de

glucosa.

Posteriormente, se llevd a cabo la prediccion de algunas propiedades (Tabla 10) y

estructuras a partir de su composicion aminoacidica.



CARACTERIZACION DE UNA CELULASA BACTERIANA 52

Tabla 10.

Resultados de la prediccion de propiedades fisicoquimicas con ProtParam

Identificador ensamble Enzima pl Al I kDa
AKHMMEEA_02300 Endoglucanasa C 457 7834 2894 1159
AKHMMEEA 02341 Endoglucanasa E1 7.04 7347 36.14 56.4

Las secuencias aminoacidicas de estos dos genes fueron procesadas con la herramienta
ProtParam del portal web EXPASYy; con esto se obtuvieron valores tedricos de algunas propiedades
fisicoquimicas. Con referencia al punto isoeléctrico (pl), la endoglucanasa C reporté un valor de
4.57 y la E1 7.04. Estos resultados predictivos pueden ser ser Utiles en la medida que se requiera
manipular la carga neta de la proteina para lograr su purificacion y determinacion experimental de
MW, entre otros. Aunque no estuviesen dentro del rango 6ptimo, estos valores tedricos de
isoelectricidad permiten apoyar la idea de que las enzimas involucradas en el proceso degradativo
de celulosa de la cepa C1 puedan estar adaptadas a un rango de pH desde levemente &cido a un
poco mas neutro. En cuanto al indice alifatico (Al), en la endoglucanasa C fue de 78.34 y en la E1
de 73.47. Este indice, en ambos casos > 70, predice termoestabilidad moderada para las enzimas.

Con respecto al indice de inestabilidad (1), las secuencias de aminoacidos arrojaron valores
< 40, indicando un rango considerable de estabilidad para ensayos con condiciones estandar.

Los resultados del namero de aminoacidos y el peso molecular de las endoglucanasas C y
E1, con 1,110 aa y 115.9 kDa, y 539 aa y 56.4 kDa, respectivamente, estan relacionados con
informacion obtenida previamente, como la presencia de CBMs o estructuras con funciones de

sujecion similares. Las endoglucanasas, que presentan dominios no cataliticos como estos modulos
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de unién a carbohidratos, tienen secuencias mas largas y, por ende, pueden presentar pesos
moleculares méas grandes.

Para predecir probables regiones, motivos o residuos cataliticos se uso la herramienta
online ScanProsite (de Castro et al., 2006), identificando regiones de interés a través de busquedas
y alineamientos contra la base de datos de perfiles y patrones de Prosite (Sigrist et al., 2013). Con
este escaneo se identificaron motivos conservados de las familias GH5 y GH9. La endoglucanasa
E1 presenté el motivo IGADLHNEPH, ajustado al patron consenso [LIV]-[LIVMFYWGA](2)-
[DNEQG]-[LIVMGST]-{SENR}-N-E-[PV]-[RHDNSTLIVFY], en el que el E193 conservado
seria el residuo activo. En la endoglucanasa C fue posible identificar tres patrones consenso de la
familia GH9. El patron consenso | es [LVS]-x-[GK]-G-[WFYLM]-[YHF]-D-[ACGS]-G-[DSN]-
X(2)-[KMR]-[FAILY]-Xx-[FWYLQTV]-[APTNS]-[MLGAQS], con el que fue identificado el
motivo VSGGWYDAGDHGKYVVNG, siendo el residuo conservado D del extremo C-terminal
(D520) el catalizador acido/base, mientras que el residuo conservado D del extremo N-terminal
(D517) estaria determinado como el nucle6filo. El patron consenso Il esta definido asi: [HLY]-
[AILMV]-[FIL]-G-x-[NSTW]-x(2,4)-[SCTV]-[FY]-[LIVMFY]-[SITV]-G-X(1,5)-[GS Y]-X(2)-
[AFPSTY]-[FLPSV]-X(2)-[AILPQVM]-[HV]-[DHLS]-[KRS], en el cual, una H (histidina) seria
el residuo activo, sin embargo, esta no hace parte del motivo identificado
YLFGRNALAQSYVTGYGTKYSQNQHSR. El patron consenso Il [FYW]-x-D-x(4)-[FYW]-
X(3)-E-x-[STA]-x(3)-N-[STA] presenta los residuos conservados D898 y E907 en el motivo
YVDDIGAWSVNEITVNWNS identificado.

La prediccion de estructuras secundarias con PSIPRED permitio inferir preliminarmente la

composicion de dominios, mostrando probables agrupaciones de 1dminas B, hélices a, y laminas 8
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intercaladas con hélices a, ademés de las regiones coil. No obstante, una prediccion mas fiable
requiere modelamiento 3D.

Seguidamente, se continuo el anélisis de las secuencias aminoacidicas con la prediccion in
silico de la estructura terciaria de las enzimas. Para lograr dicha prediccion se depositaron las
secuencias de aminoécidos obtenidas con Prokka en el servidor de AlphaFold

(https://alphafoldserver.com). Posteriormente, la estructura tridimensional obtenida de cada

proteina fue visualizada en la misma plataforma con el fin de analizar su sitio activo y determinar
la confiabilidad de la prediccion.

La endoglucanasa C mostrd un plegamiento tridimensional en forma de barril (a/a)s, €S
decir, un tanel interno de 6 hélices a rodeado por 6 hélices a externas unidas de forma alternada
por regiones coil (Fig. 12B), y tres dominios no cataliticos adyacentes con forma de blogue de
laminas B (Fig. 12A); caso diferente al de la endoglucanasa E1, que mostré una conformacion de
barril (B/a)s, s decir, un tinel de 8 laminas B internas rodeadas hacia el exterior por 8 hélices a y
a su vez unidas alternadamente a través de regiones coil (Fig. 12D), junto a un solo dominio no

catalitico, también un bloque de laminas B. (Fig. 12C).


https://alphafoldserver.com/
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Figura 12.

Modelamiento tridimensional de las dos endoglucanasas de C1 con AlphaFold

Puntajes pLDDT Estructuras secundarias

Muy alto Confiable Bajo  Muy bajo Hélicesa Laminas3  Coil

>90 90-70  70-50 <50

Nota. Visualizacién de los modelos predichos in silico de las endoglucanasas C y E1 de la cepa
C1. A: puntaje pLDDT de la estructura terciaria de la endoglucanasa C, B: composicion de hélices
a 'y laminas B del sitio activo de la endoglucanasa C, C: puntaje pLDDT de la estructura terciaria
de la endoglucanasa E1, D: composicion de hélices a y laminas B del sitio activo de la

endoglucanasa E1.
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AlphaFold implementa una prueba de distancia para determinar en una escala de 0 — 100
la confiabilidad del modelo, sin embargo, dicha prueba no es global, sino local, razén por la cual
es denominada pLDDT (predicted-Local Distance Difference Test, por sus siglas en inglés). Con
el fin de visualizar la confiabilidad de los plegamientos se utilizé el puntaje pLDDT, que asigna
un codigo de colores segun la clasificacion de confiabilidad asignada a cada residuo aminoacidico.

En el caso de la Endoglucanasa C, se observd una composicion diversa en términos de los
puntajes pLDDT. Tanto el extremo C-terminal como el N-terminal presentaron regiones internas
de baja confiabilidad y regiones coil de muy baja confiabilidad. No obstante, de forma general,
tanto el dominio catalitico como los no cataliticos fueron clasificados con una confiabilidad
predominantemente alta (Fig. 12A). Para la endoglucanasa E1 practicamente todo su dominio
catalitico fue predicho de una forma altamente confiable, y su dominio no catalitico mostr6
confiabilidad alta y muy alta, a diferencia de las regiones coil de los extremos y que unen ambos

dominios proteicos, con una confiabilidad muy baja (Fig. 12C).

5. Discusion

La caracterizacion de la cepa C1 aislada del intestino de D. saccharalis confirma de manera
consistente su capacidad para producir enzimas celulasas, respondiendo directamente al objetivo
general de este trabajo. La observacion de halos de degradacion en placas suplementadas con CMC
y tefiidas con Rojo Congo constituyen evidencia cualitativa robusta de la actividad celulasa in vivo,
ademas de ser un indicador de la secrecion de celulasas extracelulares (Hossain et al., 2020;

Meddeb-Mouelhi et al., 2014), yendo en linea con hallazgos de cepas de Microbacterium que



CARACTERIZACION DE UNA CELULASA BACTERIANA o7

presentan genes relacionados con esta actividad enzimatica o que tienen actividad celulasa
confirmada (An et al., 2024).

El pico de produccién celulasa de C1 a 24 h de cultivo presenta una ventaja explotable
biotecnoldgicamente. Cepas de Microbacterium se han seleccionado bajo este criterio para su
caracterizacion e implementacion industrial (Islam & Roy, 2018; Ugras et al., 2024), demostrando
la importancia de encontrar una enzima con catalisis rapida.

La corroboracion de la actividad celulasa in vitro con C1, al igual que el estudio de da Silva
et al. (2021), mostré su predominancia en el sobrenadante con respecto a las fracciones soluble e
insoluble de los extractos crudos, al tiempo que la pérdida de dicha actividad tras la inactivacion
térmica de los precipitados proteicos reafirmoé la naturaleza enzimatica de la catélisis y soporta la
eleccién del sobrenadante para la caracterizacion enzimatica.

La cuantificacion espectrofotométrica de la actividad enzimatica, realizada mediante el
método DNS, revel6 que la fraccién con mayor actividad especifica corresponde al sobrenadante
(5.24 nkat/mg), alcanzando valores aproximadamente 20 veces superiores a los de las fracciones
insoluble (0.15 nkat/mg) y soluble (0.25 nkat/mg). Esta diferencia confirma el caracter extracelular
de la enzima e indica la fraccion a la que se deben dirigir los esfuerzos de caracterizacion. Aunque
celulasas de Microbacterium han mostrado 10 nkat/mg (Li, Y. et al., 2019), enzimas GH
optimizadas y purificadas han mostrado hasta 97.2 nkat/mg (Asha et al., 2012; Kim, Sang Jin et
al., 2023), sugiriendo que la celulasa de C1 pueda incrementar considerablemente su actividad
después de someterse a estos procedimientos. La actividad enzimatica medida en el sobrenadante
también superd a la observada en los controles negativos e inactivaciones de las otras fracciones,
donde los valores se mantuvieron alrededor de 0.06 — 0.15 nkat/mg, por lo que artefactos asociados

a la metodologia de cuantificacion se descartan.
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En la literatura, los valores de actividad en bacterias celuloliticas varian segun el sistema
de medicion y el sustrato empleado, incluyendo cepas de Paenibacillus con 1.5 — 3 nkat/mg (Doan
et al., 2024; Islam & Roy, 2018) y de otros géneros bacterianos con cifras de actividad entre los
0.009 — 0.7 nkat/mg (Menshawy et al., 2022; Yin et al., 2010). La actividad especifica registrada
para la cepa C1 (5.24 nkat/mg) corresponde a su extracto crudo y no a una fraccion optimizada o
purificada, como es el caso de algunas de las enzimas comparadas, por lo que esta, aun siendo
baja, podria aumentar considerablemente al implementarse la purificacion proteica parcial o total,
sugiriendo un potencial biotecnolégico relevante, aunque por debajo de los sistemas mas eficientes
reportados. Estos contrastes demuestran la necesidad de estandarizar la expresién de resultados en
unidades comparables, idealmente actividad especifica, para posibilitar evaluaciones mas precisas
entre especies y condiciones experimentales, sugiriendo la implementacion de la unidad Sl
(Sistema Internacional), el katal (kat).

La disonancia entre las fracciones analizadas despert6 interrogantes sobre estos resultados
al observar que mientras la actividad enzimética se concentro principalmente en el sobrenadante,
la mayor acumulacion de glucosa libre se detectd en la fraccion insoluble. Esta aparente
contradiccion puede responder a factores como la acumulacion intracelular de glicdgeno como
reserva energética (Montero et al., 2009; Wilson et al., 2010; Zmasek & Godzik, 2014), cuya
eventual hidrolisis liberaria glucosa detectable, al igual que con trazas de CMC retenidas en el
pellet del lisado. Maquinaria enzimatica para el metabolismo del glicégeno se ha encontrado en
Microbacterium (Lenchi, 2023), por lo que el hallazgo de un gen de C1 que corresponde
parcialmente a una enzima desramificadora del glicégeno (PDB: 7U39; Identidad 42%) acreditaria
esta hipdtesis. No obstante, fendmenos como la difusion luminica en suspensiones turbias (Myers

etal., 2013; Swanson et al., 1999) pueden presentar interferencias metodoldgicas considerables en
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el ensayo DNS, dada la calidad heterogénea de la fraccion insoluble que influiria en la absorbancia
medida. La incorporacion de controles adicionales como la clarificacion de lisados, o técnicas
avanzadas de cuantificacion como el HPLC (High Performance Liquid Chromatography, por sus
siglas en inglés) cobran gran importancia para discriminar entre artefactos analiticos y procesos
biol6gicos genuinos.

Las condiciones dptimas de reaccion registradas (pH 6; 50 °C) se acercan a lo esperado
para enzimas de bacterias mesofilas. En cepas de Bacillus se han hallado enzimas termdfilas de
alta actividad (pH 7; 50 °C), termdfilas neutras (pH 7; 50 °C) y termofilas levemente acidéfilas
(pH 6; 50 °C) (Irfan et al., 2017; Padilha et al., 2015; Ugras et al., 2024), mientras que enzimas de
Actinomycetes se han caracterizado con actividades éptimas entre pH 5 — 8 y 50 — 55 °C, como
pH 7 y 25 °C, siendo esta Gltima una enzima criogénica (Das et al., 2022; Huang et al., 2015;
Khadka et al., 2022; Kulkarni & Maurya, 2017; Li, Y. et al., 2019) . Con esto, la celulasa de C1
podria clasificarse como potencial celulasa termoéfila levemente acidéfila. La rapida liberacion de
producto en los primeros minutos de incubacion constituye una ventaja potencial en procesos que
requieren tasas de hidrdlisis inicial elevadas, sin embargo, la disminucién posterior de la actividad
sefiala la necesidad de evaluar con mayor detalle su termoestabilidad y persistencia catalitica en
periodos prolongados. Asi, se recomienda realizar estudios adicionales de estabilidad frente a
variaciones de pH y temperatura para establecer la aplicabilidad de estas enzimas en entornos
industriales, particularmente el nacional.

Los parametros cinéticos determinados aportan informacion valiosa sobre la interaccion de
las enzimas con el sustrato. En Microbacterium, celulasas con Kn de 2.12 g/L (celulosa) y Vimax de
255.5 nkat/mg; y Km de 1.2 g/L (celobiosa) y Vmax de 753.67 nakt/mg se han reportado, sefialando

afinidad por sus sustratos y alta velocidad de reaccion (Lin et al., 2019; Purohit et al., 2023). El
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valor de K de la celulasa de C1 (0.26 g/L) sugiere una afinidad elevada hacia la CMC, indicando
su amplia capacidad de unién al sustrato aun en extractos crudos, mientras que su Vmax (23.23
nkat/mg) podria elevarse con la implementacion de la purificacién enzimatica. No obstante, la
interpretacion de estos parametros depende fuertemente del tipo de sustrato empleado, la pureza
enzimética y el método de ajuste utilizado. Teniendo en cuenta que los sustratos difieren en
accesibilidad y mecanismos de reconocimiento, comparaciones entre sus enzimas hidroliticas
deben hacerse con cautela, por lo que el empleo de ajustes no lineales a curvas de velocidad inicial,
junto a comparaciones de rendimiento con varios sustratos resultarian en estimaciones cinéticas
mas confiables y comparables.

Desde el punto de vista genémico, el ensamblaje de la cepa C1 mostré métricas de calidad
aceptables para un draft genome basado en short-reads (N50 de 358 kb, Q medio =~ 36). Aunque
el umbral Q de alta calidad esté fijado en 30 (Andrews, s.f.) y la poda no estricta de pares de base
con baja calidad (Q < 30) se recomienda (Del Fabbro et al., 2013; Mbandi et al., 2014; Paszkiewicz
& Studholme, 2010), el Q36 medio de este caso permite omitir esta recomendacién. Por otro lado,
laeleccion del ensamble con base en la métrica N50, como lo recomiendan multiples autores (Chen
et al., 2015; Melnikova et al., 2021; Soueidan et al., 2013), permitio la contigliidad necesaria del
ensamble para realizar una anotacion funcional del genoma. A modo comparativo, el draft genome
de C1 mostr6 ser ~ 125 kpb més pequefio que la media de un estudio con 10 cepas de
Microbacterium (Corretto et al., 2015), sin embargo, con un L50 de 4 con respecto a la media de
7 de la comparacion, el ensamble de C1 evidencié mejor contigiidad de la secuencia. Ensambles
de muy alta calidad con genomas de méas de 3 Mpb, pocos contigs, N50 altos y L50 bajos se han
obtenido con cepas de Microbacterium (Lenchi, 2023), demostrando que esta combinacion de

parametros es fiable para elegir ensambles de alta calidad.
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El polishing con Pilon puede darle méas contiguidad, integridad y precision a los ensambles
(Sigova et al., 2024; Walker et al., 2014), no obstante, la inclusion de un paso de polishing con
Pilon por parte de Unicycler (Luan et al., 2024) permite confiar en los resultados de alta calidad
del ensamble de novo, dadas las mejoras como la resolucion de regiones repetitivas (RR), puenteo
de contigs (contig bridging), optimizacién de seleccion de k-meros, entre otras que el ensamblador
implementa, dandole confiabilidad para la obtencion de draft genomes basados en short-reads de
alta calidad (Wick et al., 2017). Aun asi, el abordaje mediante un ensamblaje hibrido con long-
reads representaria una ventaja dadas sus caracteristicas mejoradas (Merda et al., 2024; Trisakul
et al., 2024; Zhao et al., 2025), permitiendo identificar posibles regiones conservadas o clUsteres
de genes con mayor precision, algo esencial para comprender la regulacion y el potencial de
produccion enzimatica. En este contexto, la integracion de andlisis transcriptémicos y protedmicos
sera clave para discriminar entre genes funcionalmente activos y pseudogenes, asi como posibles
rutas bioquimicas asociadas a esta actividad.

Los bajos porcentajes de dDDH impidieron asignar una especie a la cepa C1, sin embargo,
gracias a su similitud con mas de 10 cepas tipo de Microbacterium, su asignacion taxonémica
cobra validez suficiente.

La anotacion funcional reveld la presencia de genes pertenecientes a familias GH1
(UniProt: AOA919KNQ2; A0A150HHU3), GH5 (UniProt: AOA150HEX2) y GH9 (UniProt:
AOA9WGHIWS) (Bernier & Bernard, 2016; Wu, L. & Ma, 2019), constituyendo un soporte
adicional a la actividad celulasa observada. La anotacion de CAZymes con dbCAN ha conducido
al hallazgo de genes de las familias GH1 y GH5 compartidos entre decenas de cepas de
Microbacterium (An et al., 2024; Gupta et al., 2022), dandole robustez a la prediccion de doCAN

para C1. Agregando, la asociacion de genes codificantes de celulasas de C1 con términos GO
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asignados a la degradacion de carbohidratos corroboran su potencial como codificadores de
biocatalizadores.

El alto Al de 78.34 y el bajo Il de 28.94 predichos para la endoglucanasa C estarian
indicando termoestabilidad de la proteina y estabilidad para ensayos in vitro (Gasteiger, Elisabeth
etal., 2005; Mohamad Sobri et al., 2020), respectivamente, mientras que sus 115.92 kDa indicarian
la presencia de varios dominios no cataliticos, dados otros reportes de enzimas GH9 (Li, F. et al.,
2020; Phitsuwan et al., 2021), y su pl (4.57) daria indicios de sus condiciones de estabilidad
isoeléctrica. La endoglucanasa E1, con su pl de 7.04 difiere de otras enzimas estudiadas con pl
mas altos o bajos, mientras que su tamarfio de 56.4 kDa es similar al de dichas proteinas (Ma et al.,
2020; Sanjaya et al., 2021). Su Al de 73.47 y su Il de 36.14 indicarian termoestabilidad y
estabilidad para ensayos in vitro (Gasteiger, E. et al., 2003; Mohamad Sobri et al., 2020; Sanjaya
etal., 2021).

Estas caracteristicas muestran una enzima de gran tamafio (C) y una comin (E1), con
distintos pl que podrian hacerlas diferir en sus condiciones de estabilidad. De esta forma, los
indices alifaticos (> 70) y de inestabilidad (< 40) que hablan de termoestabilidad y estabilidad
podrian relacionarse con el rango de méxima actividad entre 40 y 60 °C con pico en 50 °C,
obtenido experimentalmente.

Con base en la estructura secundaria, agrupaciones de laminas 3 hacia los extremos de las
secuencias de las endoglucanasas C y E1 predicen la presencia de CBMs, mientras que la
alternancia entre hélices a, y hélices a y laminas B, respectivamente, en el core de la secuencia,
harian referencia a sus sitios cataliticos. El patron consenso del motivo catalitico de GH5

(https://prosite.expasy.org/cgi-bin/prosite/nicedoc.pl?PS00659)  fue  identificado en la

endoglucanasa E1 de C1, en el cual, el glutamato conservado seria un residuo catalitico; a pesar
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CARACTERIZACION DE UNA CELULASA BACTERIANA 63

de ello, la ausencia del segundo residuo difiere de reportes previos que mencionan dos glutamatos
cataliticos (Henrissat et al., 1995; Sanjaya et al., 2021). La secuencia de la endoglucanasa C

presentd las tres regiones consenso de su familia (https://prosite.expasy.org/cqgi-

bin/prosite/nicedoc.pl?PS60032), reportadas también en otro trabajo (Guerriero et al., 2018), y de

las cuéles, la primera posee el motivo conservado DAGD, y la tercera el glutamato catalitico junto
a un aspartato que alinea correctamente las tres regiones; no obstante, la H (histidina) de la region
I1 se vio reemplazada por una serina. La deteccion de sustituciones en regiones funcionales plantea
interrogantes sobre su impacto en la afinidad y procesividad de la enzima, dado el cambio de
residuos que actan como soporte o sitio de union con el sustrato. Estas predicciones requieren ser
validadas experimentalmente mediante andlisis protedmico del secretoma, zimogramas, y la
expresion heterdloga de los genes candidatos.

La obtencion del plegamiento tipo TIM-barrel (B/a)s (Triosephosphate Isomerase-barrel,
por su acrénimo en inglés) en la prediccion tridimensional de la endoglucanasa E1 concuerda con
cristalizaciones previas de enzimas GH5 (Couturier et al., 2013; Garg & Manoj, 2023; Glasgow et
al., 2020; Lafond et al., 2016). Dicho plegamiento comprende un tinel interno de laminas 3 unidas
por loops a hélices a exteriores y sus dos residuos cataliticos se han localizado en las laminas 3 4
y 7 del sitio activo (Couturier et al., 2013; Garg & Manoj, 2023; Glasgow et al., 2020; Jenkins et
al., 1995). De igual forma, el barril tipo (o/a)s predicho por AlphaFold para la endoglucanasa C, y
tipico de la familia GH9 (Ketudat & Esen, 2010) tiene correspondencia con cristalizaciones hechas
a enzimas de esta familia previamente (Honda et al., 2016; Petkun et al., 2015). El respaldo de la
prediccion, gracias a los altos valores de confiabilidad (pLDDT), se puede incrementar con las

conformaciones cataliticas reportadas de las familias GH5 (https://www.cazy.org/GH5.html) y

GH9 (https://www.cazy.org/GH9.html) en la rigurosamente curada CAZy database (Drula et al.,
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2022; Lombard et al., 2014), aportando evidencia a la caracterizacion y clasificacion de las
celulasas extracelulares de C1, sin olvidar que la corroboracion experimental con cristalografia es
requerida.

En conjunto, este estudio constituye una aproximacion integral que combina evidencia
fenotipica, cinética, gendmica e in silico para caracterizar dos de las celulasas de Microbacterium
C1. Si bien los resultados respaldan el potencial de la cepa C1 como fuente novedosa de celulasas,
la aplicacion industrial de sus biocatalizadores ain enfrenta desafios criticos. Entre ellos destacan
la purificacion y caracterizacion de isoenzimas individuales, la validacion experimental de las
anotaciones bioinformaéticas, la estandarizacién de métricas de actividad y la evaluaciéon del
desempefio sobre sustratos lignoceluldsicos complejos. Superar estas limitaciones no solo
permitira confirmar la aplicabilidad de estas enzimas en bioprocesos industriales, sino que también
ampliara el conocimiento sobre el papel de actinobacterias intestinales en la degradacion de

polisacaridos, abriendo nuevas perspectivas y opciones en biotecnologia microbiana en Colombia.

6. Conclusiones

La caracterizacion de las propiedades estructurales, fisicoquimicas y funcionales de una
enzima celulasa aislada de la cepa C1 fue llevada a cabo mediante el uso de las aproximaciones
bioquimica e in silico. La cepa C1 identificada previamente por su potencial calidad degradativa
de celulosa evidencio esta actividad hidrolitica en la deteccion cualitativa con Rojo Congo, dando
indicios preliminares sobre su funcion extracelular. Dado ello, la obtencion de los extractos crudos
y su posterior andlisis de actividad corroboraron que el origen de la hidrolisis seria enzimatico y

que esta se concentraria mayormente en el sobrenadante, abriendo la puerta a la optimizacion de
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la catélisis paso a paso, que desembocé en el hallazgo de una proteina con actividad maxima en
los primeros 10 minutos de reaccion a condiciones de acidez leve y temperaturas altas, pero
susceptible a temperaturas extremas. La determinacion de una elevada afinidad por la CMC y
velocidad méxima relativamente baja por parte de la proteina respondieron a la obtencion de la
cinética enzimética, destacando que su purificacion podria incrementar considerablemente la
velocidad maxima de la enzima. Con base en el draft genome de C1 fue posible asignar esta cepa
de manera preliminar al género Microbacterium, anotar funcionalmente su genoma e identificar
los potenciales genes codificantes de dos endoglucanasas y dos 3-glucosidasas. Enfatizando en las
endoglucanasas, su caracterizacion in silico arrojo resultados similares con las caracteristicas
determinadas in vitro en el laboratorio, evidenciando la ventaja de usar herramientas
bioinformaticas, sin descartar su requerida comprobacion experimental. La identificacion de la
pertenencia de las enzimas a las familias GH5 y GH9 permiti6 contrastar la prediccion in silico de
la estructura tridimensional de las proteinas con reportes previos para estas familias, poniendo de
manifiesto la utilidad y fiabilidad de los avances predictivos en el modelamiento de proteinas, no
obstante, la corroboracién con cristalografia de rayos X es vital para determinar con certeza la
conformacién espacial de estas celulasas.

De este modo, la caracterizacion bioinformatica y bioquimica de dos enzimas aisladas del
tracto digestivo del barrenador de la cafia constituyen un avance significativo en la busqueda de
biocatalizadores provenientes de la biodiversidad nacional, con el potencial de consolidarse como
referentes degradativos e innovadores en la industria una vez las etapas criticas de su estudio y
mejoramiento sean superadas. En el mismo sentido, la ampliacion de la informacion con respecto
a las cualidades degradativas de estas enzimas se hace necesaria en cuanto este trabajo representa

una primera aproximacion a las caracteristicas de estas celulasas.
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