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Analisis del microbioma de insectos: identificacion y
caracterizacion de glicosil hidrolasas

RESUMEN

Algunos insectos han desarrollado estrategias muy eficaces para utilizar
sustratos lignocelulésicos como fuentes de energia. En termitas y algunos
coledpteros, la digestion de la lignocelulosa es el resultado de la accion coordinada
de enzimas enddgenas y las de sus endosimbiontes junto con la digestion mecanica.
Esta caracteristica los convierte en un recurso optimo para la busqueda de nuevas
enzimas lignoceluloliticas.

En este contexto, el objetivo general de este trabajo consistié en el estudio y
prospeccion de la diversidad bacteriana, cultivable y no cultivable, presente en el
intestino de termitas nativas y coledpteros, asi como la caracterizacion de enzimas
hidroliticas y su utilizacién en la hidrolisis de biomasa lignocelulosica.

Por un lado, se exploré la diversidad bacteriana de los endosimbiontes
celuloliticos cultivables y se evalud la actividad (hemi) celulolitica de bacterias
cultivables y de los extractos intestinales de dos termitas nativas argentinas, con
habitos alimenticios diferentes, Nasutitermes aquilinus (madera) y Cortaritermes
fulviceps (suelo). Se obtuvo informacion acerca de la microbiota asociada con
capacidad de degradar celulosa en cada termita. A su vez, mediante espectrometria
de masas, se logré identificar varios péptidos, posiblemente involucrados en la
degradacién de hemicelulosa, con similitud a xilanasas. Al centrarnos en estas
especies neotropicales menos estudiadas, intentamos descubrir nuevas fuentes
bioldgicas de enzimas con posibles aplicaciones en biocombustibles.

Ademas, se estudi6 de qué manera el microbioma del cole6ptero
Anthonomus grandis boheman responde a cambios en la dieta y como se modifican
las actividades hidroliticas en el intestino de larvas alimentadas con diferentes
sustratos lignocelul6sicas. Para ello, se alimentaron larvas de A. grandis con tres
dietas artificiales diferentes: harina de algodon, pasto elefante y rastrojo de maiz.

Mediante secuenciacion de nueva generacion (NGS) de la region hipervariable V3-V4



del gen de ARN ribosomal 16S, se estudiaron los cambios en la estructura y
diversidad bacteriana del intestino del insecto. A partir de estos estudios se observo
que los cambios producidos en la dieta influyen en la composicion de la comunidad
microbiana presente en el intestino, pudiéndose identificar un core microbiano entre
las tres dietas. Estos resultados sugieren que los cambios en la abundancia de la
microbiota degradadora de celulosa influyen sobre la actividad celulolitica general.

A partir de datos provenientes del analisis metagendmico del intestino de la
termita N. aquilinus, se seleccionaron seis genes codificantes para las enzimas glicosil
hidrolasas mas abundantes, pertenecientes a la familia 5. Dos de ellos, GH5CelA y
GH5CelB, se expresaron en el sistema de Escherichia coli de manera soluble y las
proteinas fueron purificadas a homogeneidad. Ambas enzimas presentaron actividad
5200S 24 ad:aiN-i2a LUbt/ & J-glucano de cebada; GH5CelB mostré también actividad
sobre Carboximetilcelulosa. La actividad enzimatica 6ptima de ambas se detecté a
temperaturas moderadas (entre 35 y 50 °C) y pH 5. Las enzimas mostraron
diferencias en la cinética y el perfil de los productos de hidrélisis generados.

Los resultados de esta tesis contribuyen a la caracterizacion de los procesos
celuloliticos de los insectos y a la identificacién y caracterizacion de enzimas
degradadoras de celulosa con potencial aplicaciéon en la industria del bioetanol y

otros procesos biotecnoldgicos.

Palabras claves: Nasutitermes aquilinus - Cortaritermes fulviceps - Anthonomus
grandis boheman - Gen 16S ARNr - Actividades hidrdliticas - GH5 - Biomasas

lignocelulosicas



Insect microbiome analysis: identification and
characterization of glycosyl hydrolases

ABSTRACT

Some insects have developed very effective strategies to use lignocellulosic
substrates as energy sources. In termites and some Coleoptera, olignocellulose
digestion is the result of the coordinated action of endogenous enzymes and
enzymes of their endosymbionts together with mechanical digestion. This
characteristic makes them an optimal target for the search of new lignocellulolytic
enzymes.

In this context, the general objective of this work consisted of the study and
prospecting of the bacterial diversity, cultivable and non-culturable, present in the
gut of native termites and Coleoptera by characterizing hydrolytic enzymes and their
use in the hydrolysis of lignocellulosic biomass.

First, we explored the diversity of culturable cellulolytic bacterial
endosymbionts and subsequently evaluated the (hemi) cellulolytic activity of
culturable bacteria from gut extracts of two Argentinean native termites with
different feeding habits, Nasutitermes aquilinus (wood) and Cortaritermes fulviceps
(soil).

This approach helped us gather novel information about the microbiota
associated with the ability to degrade cellulose in each of the tested termites. By
focusing on these less studied neotropical species, we aimed to discover new
biological sources of enzymes with possible applications in biofuels. Furthermore,
mass spectrometry was used to identify several peptides, possibly involved in the
degradation of hemicellulose, with similarity to xylanases.

In addition, we examined how the weevil Anthonomus grandis boheman
microbiome responds to changes in diet and how its cellulosic activities were
modified by this microbiome. We performed a screening by next-generation
sequencing (NGS) of bacterial communities present in the gut of A. grandis fed with

three different lignocellulosic feedstocks (cottonseed meal, elephant grass, and corn



stover). We sequenced amplicons covering the V3-V4 region of the 16S rRNA genes
and complemented this data with a characterization of hydrolytic activities for each
of the three diets. From these studies, we observed that the changes produced in
the diet influence the composition of the microbial community present in the gut.
We were able to identify a microbial core among the three diets. These results
would indicate that changes in the abundance of the cellulose degrading microbiota
would influence the general cellulolytic activity.

Six genes encoding the most abundant glycosyl hydrolase enzymes, belonging
to family 5, were selected from the metagenomic analysis of the gut of the termite
N. aquilinus. Two of them, GH5CelA and GH5CelB, were expressed in Escherichia coli
system in the soluble fraction and purified to homogeneity. Both enzymes showed
I-00igiie 2y Libt/ I-yR 6lMIfSE J-glucan substrates but only GH5CelB showed activity on
CMC. Both enzymes presented optimal activity at moderate temperatures (between
35 and 50 °C) and at pH 5. However, the kinetics and the hydrolysis products profiles
of the enzymes differed.

The results on this thesis contribute to the characterization of the cellulolytic
processes in insects and to the identification and characterization of cellulose
degrading enzymes with potential application in the bioethanol industry and other

biotechnological applications.

Key words: Nasutitermes aquilinus - Cortaritermes fulviceps - Anthonomus grandis

boheman - 16S rRNA gene - Hydrolytic activities - GH5 - Lignocellulosic feedstocks
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|. Estado del arte del etanol lignoceluldsico

La biomasa lignocelulésica tiene un enorme potencial para contribuir a la
demanda mundiales de energia, productos quimicos y materiales de una manera
renovable y sostenible. Dadas la necesidad creciente de combustibles de transporte
liquidos, junto con un incremento en la preocupacion por los efectos ambientales, se
necesitan cada vez mas fuentes de energias sostenibles y amigables con el medio
ambiente, entre ellas los biocombustibles. Varios autores proponen la utilizacion de
biomasa lignoceluldsica como contribuyente primario en el corto o mediano plazo en
la matriz energética (Payne et al., 2015), debido entre otros factores a que la misma
es el biopolimero méas abundante en la naturaleza y cuenta con los beneficios de ser
econdmica, altamente renovable y tiene una amplia distribucion geogréafica (Tan et
al., 2016; Saini et al., 2015).

La produccién actual de biocombustibles se basa principalmente en la
conversion del almidon proveniente de cultivos alimentarios como el maiz y la cafia
de azlcar (Liao et al., 2016), denominados biocombustibles de primera generacion.
Las principales desventajas de los biocombustibles de primera generacion son el uso
de cultivos para la alimentacion y tierras cultivables para su produccién. A mediados
de la década del ochenta se se profundizaron las investigaciones en nueva
generacion de biocombustibles basados en el uso de biomasas no alimentarias, los
cuales se denominaron biocombustibles de segunda generacion (Lutzen et al., 1983).
La utilizacion de biomasa a partir de residuos agricolas, agroindustriales o cultivos no
alimentarios se considera una forma sostenible de crear productos valiosos sin
competir con los recursos alimentarios.

La conversion de biomasa lignoceluldsica en bioproductos de alto valor
agregado es dificil debido a su naturaleza recalcitrante. Uno de los principales pasos
limitantes de la produccion de biocombustibles es la conversién enzimatica de la
celulosa en azucares (Himmel et al., 2007), y se lo considera el cuello de botella en la

produccion de biocombustibles (Viikari et al., 2012; Vanholme et al., 2013). Varias
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formulaciones enzimaticas microbianas (por ejemplo, Celluclast®, HTec2® Enzymes,
Novozyme 188 y Cellic® Ctec de Novozymes, Accellerase® TRIO de Genencor,
CMAX3® y 4® ambas de Dyadic) se aplican actualmente en industrias a nivel
comercial para liberar azicares fermentables de celulosa, hemicelulosa y pectina
para hacer mas eficiente la produccion de bioetanol, biogas y biopolimeros (Gilbert
et al., 2012; Liu et al., 2012, Batista-Garcia et al., 2016). Sin embargo, la estructura
global recalcitrante, cristalina y amorfa de la lignocelulosa dificulta el acceso de estas
enzimas a sus sustratos diana (Liu et al., 2012). Por esta razon, se necesitan nuevas y
mejores enzimas para hacer que la conversion de biomasa sea mas efectiva y
rentable. Una forma de encontrar estas nuevas actividades para la conversion de
biomasa consiste en la prospeccion de ambientes microbianos que se especializan en
la descomposicion de la biomasa lignocelulésica. Estos ambientes son vistos como
un "tesoro oculto de herramientas enzimaticas" (Gilbert et al., 2008). Por ejemplo,
los microorganismos presentes en el intestino de insectos, compost y el rumen son
excelentes degradadores de la biomasa lignocelulésica, y aprendiendo de éstos es
posible mejorar la conversion actual de la biomasa a bioproductos.

El remplazo de los productos derivados del petroleo por los provenientes de
biomasa representa un factor clave en el crecimiento de la industria quimica. Cada
constituyente de la biomasa vegetal puede ser transformado en diversos
bioproductos con valor agregado como: combustibles, alimentos, productos agro-
industriales y farmacos, entre otros (Welker et al., 2015; Menon & Rao, 2012). Por
analogia con las refinerias de petroleo, se ha desarrollado el concepto de
biorrefineria para aludir a los procesos de conversion y los equipamientos necesarios
para producir biocombustibles, quimicos y energia a partir de la biomasa vegetal
(Humbird et al., 2011).

La aplicacion de las biorrefinerias se ha planteado como un medio para
aumentar la viabilidad econdémica de la industria de los biocombustibles (Kamm &
Kamm, 2004), sobre todo por la cogeneracion de bioproductos de alto valor. Una
alternativa, que valoriza ain mas la biorrefineria es la utilizacion de subproductos o
residuos generados durante la produccién del biocombustible. Por ejemplo, los
residuos ricos en lignina pueden ser quemados en la caldera o convertidos en

productos con alto valor (Balat et al., 2008).
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En la actualidad la produccién de biocombustibles a partir de biomasa
lignoceluldsica permanece en la etapa de estudio de laboratorio, con varias plantas
nuevas de demostracion en construccion. Solo unos pocos paises han podido
establecer plantas a nivel comercial utilizando materiales lignocelulésicos como
materia prima, entre ellos, Brasil, Estados Unidos e Italia (Tabla 1) (Bhatia et al.,
2017). Aunque la produccion de biocombustibles de segunda generacién es mas
costosa que su generacion a partir de petréleo crudo, se espera que los costos de
produccion disminuyan con los avances en la tecnologia (Rosen, 2014).

Para llevar a un nivel comercial la produccion biocombustible de segunda
generacion, serd necesario superar ciertas limitaciones tecnoldgicas que requeriran

de tiempo, extensa investigacion e inversion (Bhatia et al., 2017).

Tabla.1 Estado actual de la produccién de biocombustibles de segunada generacién en el
mundo.

Pais Compania Producto Biomasa Capacidad (L) Estado
Brasil GranBio Etanol Bagazo de cafia 82 millones En operacion
de azlicar dede 2014
Japon BlueFire Etanol  Pajadetrigoy 44,5 millones  En operacion
Renewables arroz dede 2012
EUA Coskata Etanol  Residuos de la 208 millones En operacion
agriculturay dede 2011
urbanos
EUA POET-DSM Etanol Residuo de 3,8 millones En operacion
cosecha de maiz desde 2001
EUA Verenium Etanol Madera blanda y 5,3 millones Planta
pastos demostrativa
Malasia Pioneer Bio Etanol  Palmera Nipa 530 millones En planificacion
Industries Corp.
Canada Enerkem Etanol  Residuos solidos 38 millones En operacion
urbanos dede 2017
Italia Beta Renewables Etanol  Pajade trigo 75 millones En operacion
desde 2013

Fuente: Bathia et al., 2017.

.1 Fuentes de biomasas lignoceluldsicas

Las fuentes principales de biomasas lignocelulosicas incluyen: residuos
agricolas, agroindustriales y residuos forestales, cultivos energéticos y desechos
municipales.

Los residuos agricolas utilizados con fines energéticos, se obtienen

principalmente de cultivos como el maiz, trigo, arroz y cafia de azucar. Estos residuos
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incluyen el rastrojo de maiz (restos de tallos, chalas y mazorcas que quedan luego de
la cosecha de los granos) y los tallos y hojas que permanecen en los suelos luego de
la cosecha de cafia de azUcar, trigo y arroz. Ademas, a partir del procesamiento de la
cafia de azucar se obtienen el bagazo (materia que queda luego de que a la cafia de
azucar se le extrae el jugo azucarado) y el residuo agricola de cosecha (RAC) como
subproducto de la industria azucarera. Por otro lado, la biomasa forestal incluye
materiales lefiosos provenientes principalmente de la tala o la poda de alamo,
abedul, arce, sauce y roble (maderas duras), y de maderas blandas como pino, cedro,
abeto, secuoya o ciprés. Otros residuos forestales como virutas de madera, aserrin'y
ramas de arboles en descomposicion también se han utilizado como materias primas
para la produccién de bioetanol (Achinas & Euverink, 2016; Zabed et al., 2016).

Los cultivos energéticos utilizados exclusivamente como materia prima para
la produccion de bioetanol pueden ser plantas de ciclos C3 o C4. Los cultivos
energéticos mas comunmente investigados para bioetanol incluyen miscanthus
(Miscanthus spp., C4), switchgrass (Panicum virgatum, C4), hierba cinta (Phalaris
arundinacea, C3), junco gigante (Arundo donax, C3), pasto elefante (Pennisetum
purpureum, C4) y alfalfa (Medicago sativa, C3). En comparacion con otras fuentes de
biomasas lignocelul6sicas, las gramineas perennes C4 han demostrado ser mas
prometedoras ya que poseen una ruta fotosintética mas eficiente que resulta en
mayores niveles de produccion de biomasa en regiones célidas y templadas
(Lewandowski et al., 2003; Zabed et al., 2016).

Los residuos sélidos municipales e industriales de utilidad son aquellos
reciclables con alto contenido de celulosa como diarios y cartdn, y restos de cascaras
de frutas y verduras (Achinas & Euverink, 2016; Zabed et al., 2016).

En Argentina y Brasil, el bagazo de cafia de azlcar (Saccharum officinarum L.)
presenta un elevado potencial como biomasa para la produccién de
biocombustibles. A su vez, las gramineas perennes como el pasto Napier o pasto
elefante, (Pennisetum purpureum Schumach) constituyen una fuente potencial para
este fin en ambos paises, debido principalmente a que puede cultivarse de forma
sostenible, aplicarse a la produccion local entre temporadas de cosecha y por su
adaptabilidad en suelos marginales (Lima et al., 2014). Por otro lado, el rastrojo de

maiz (rastrojo de Zea mays) representa una biomasa residual abundante en las
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regiones productoras de maiz, el cual también puede utilizarse para la produccion de

bioetanol (Kim et al., 2009; Whitman et al., 2011).

.2 Estructura y composicién de la lignocelulosa

La lignocelulosa es el mayor componente de todas las paredes celulares
vegetales. Esta formado por tres componentes principales: celulosa, hemicelulosa y
lignina. Ademas, contiene otros componentes menores tales como las pectinas,
formando una estructura compleja.

La composicién de la biomasa lignocelulésica es muy variable, dependiendo
de la especie vegetal, de la parte de la planta, de la edad y estadio de crecimiento de
la misma. La pared celular esta compuesta de un 40-55% de celulosa, 20-50% de
hemicelulosa y 20-35% de lignina. En general, los arboles de madera blanda tienen
un mayor contenido de lignina que los de madera dura, mientras que las gramineas
poseen mayor contenido de hemicelulosa (Bajpai, 2014). La composicion reportada
de diversas biomasas y de los residuos lignoceluldsicos mas utilizados se detallan en
la Tabla 2.

Tabla 2. Composicién porcentual de diferentes tipos de biomasas lignoceluldsicas

Material Celulosa (%)  Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Maderas duras (hardwoods) 40-55 24-40 18-25
Maderas blandas (softwoods) 45-50 25-35 25-35
Rastrojo de maiz 38-40 28-30 7-21
Bagazo de cafia de azlcar 32-48 19-24 23-32
Paja de trigo 30-39 39-50 15-17
Paja de arroz 39-42 20-32 13-14
Paja de cebada 37-38 26-37 16-19
Switchgrass 33-45 25-35 6-18
Miscanthus 38-42 21-23 18-21
Diarios 40-55 25-40 18-30
Residuos Sélidos municipales 33-49 9-16 10-14

Fuente: Sun & Cheng, 2002; Saini et al., 2015; Tan et al., 2016.

[.2.1 Celulosa

La celulosa es el polimero méas abundante del planeta. En la mayoria de los
casos, las fibras de celulosa estan inmersas en una matriz estructural de otros
biopolimeros, principalmente hemicelulosa y lignina. Sin embargo, existen

excepciones como las capsulas de algoddn en las que la celulosa esta presente casi
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en estado puro (Lynd et al., 2002).

Este polisacarido es sintetizado en forma de cadenas lineales de residuos de
D-glucosa unidos L2l Sytl-0S4 3-(1-4). Posteriormente se asocian 36 moléculas de
celulosa individuales para formar las fibrillas elementales. Las microfibrillas de
celulosa se forman al ubicarse varias fibrillas elementales de forma paralela entre si,
unidas inter e intramolecularmente por puentes de hidrégeno y fuerzas de van der
Waals (Sorek et al., 2014). Finalmente, varias microfibrillas se ensamblan para
formar las fibras de celulosa. El orden de las moléculas en las fibras de celulosa no es
uniforme a lo largo de toda su estructura, ya que existen regiones de menor
ordenamiento, regiones amorfas, asi como regiones de alto grado de ordenamiento
o cristalinas (Béguin & Aubert, 1994; Ovando & Waliszewski, 2005) (Figura 1).

La estructura e interaccion de los componentes de la matriz varian con el tipo
de pared celular y la madurez del cultivo (Buxton & Redfearn, 1997) y representan
una limitacion para la degradacién de la biomasa vegetal. A su vez, la incorporacion
de hemicelulosa durante la formacion de las paredes de las células vegetales es uno
de los determinantes en los patrones de agregacion de la celulosa, actuando como
moderador de la estructura terciaria de la celulosa en la pared celular (Atalla et al.,
1993).

En las plantas superiores, la mayor parte de las fibras de celulosa existen en
forma cristalina o~idzI0201- Si 0% nnnnT CSadi00-Buselli et al., 2007). En la actualidad,
existen distintos sustratos comerciales que se preparan a partir de celulosa nativa,
de acuerdo a fines especificos para estudios particulares. Por ejemplo, la
carboximetilcelulosa (CMC) es un tipo de celulosa soluble, generada por sustitucion
ibnica con grupos carboximetilo. Por otro lado, el denominado Solka Floc (celulosa
microfina) es preparado a partir del blanqueamiento de la pulpa de madera de abeto
con dioxido de azufre. El Avicel es un tipo de celulosa microcristalina que se prepara
a partir de la hidrdlisis &cida parcial de fibras de pulpa de madera y luego de secado
por spray para eliminar gran parte de la fase soluble. La celulosa bacteriana
microcristalina (BMCC) se prepara a partir de celulosa bacteriana (producida por
Acetobacter xylium) sometida a hidrolisis acida parcial para remover la fraccion
amorfa de la celulosa. La celulosa de algodon se obtiene a partir del algodon natural,

luego de removerle las impurezas como ceras, pigmentos y pectinas. A su vez, el
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papel de filtro Whatman N°1 se produce a partir de fibras largas de la pulpa de
algodon. Por otro lado, se puede obtener celulosa amorfa a partir de celulosa
cristalina por medio de diferentes tratamiento como por ejemplo: &cido fosforico,
alcali, dimetilsulfoxido (DMSO), entre otros. Un ejemplo de esto es el PASC (de sus
siglas en inglés Phosphoric Acid Swollen Cellulose) obtenido por distencion de las

fibras con acido fosforico concentrado (Zhang & Lynd, 2004).
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Figura 1. (A) Composicion de las fibras de celulosa. Estructura molecular de las fibras de celulosa que
forman parte de la pared vegetal. Las cadenas lineales de glucosa se agrupan en microfibrillas, que
originan las fibras de celulosa, con regiones amorfas y cristalinas. (B) Estructura de los puentes de
hidrégeno inter- e intra-catenarios en la celulosa. Modificado de Lee et al., 2014a.
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[.2.2 Hemicelulosa

La hemicelulosa es un heteropolimero formado por cadenas lineales de
pentosas (J-D-xilosa, h-L-arabinosa) o hexosas (J¢D-manosa, J-D-glucosa, h-D-
galactosa) con ramificaciones de diversos tipos de azlcares (Chen, 2014). Las
cadenas individuales de las hemicelulosas son méas cortas que las de celulosa y
normalmente estan formadas entre 100 y 200 residuos (Collins et al., 2005). Otros
azucares como h-L-ramnosa y h-L-fucosa pueden estar presentes en pequefias
cantidades y los grupos hidroxilo de los azUcares pueden estar parcialmente
substituidos por grupos acetilo (Girio et al., 2010). Los componentes de la
hemicelulosa mas relevantes son los xilanos y los glucomananos, siendo los primeros
los mas abundantes (Figura 2). El xilano es un heteropolisacarido complejo con un
esqueleto de 3-1,4-xilosa rica en cadenas laterales de arabinosa, mientras que los
glucomananos consisten en una columna vertebral lineal de unidades J-D-
glucopiranésidos y ¥-D-manopirandésidos, unidos por enlaces glucosidicos 3-(1,4),
parcialmente acetilados en C2 o C3 y sustituidos por unidades de h-D-
galactopiranosido unidas a la glucosa y manosa mediante enlaces h-(1,6).

Los xilanos son los componentes principales de la hemicelulosa de las
paredes celulares secundarias de maderas duras y plantas herbaceas, alcanzando
hasta un 50% en algunos tejidos de cereales y pastos. Asimismo, los mananos, como
glucomananos y galactoglucomananos son los componentes mayoritarios de las
maderas blandas, estando presentes en maderas duras en cantidades menores (Girio
etal., 2010).

La hemicelulosa se puede unir a las microfibrillas de celulosa mediante
enlaces de hidrégeno, formando una proteccion que impide el contacto entre

microfibrillas y produciendo una red cohesiva.
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Figura 2. Estructura quimica de los componentes principales de la hemicelulosa (Lee et al., 2014a).

[.2.3 Lignina

La lignina es el tercer componente principal de las plantas vasculares. En
general, las ligninas son copolimeros hetergéneos que derivan principalmente de
tres unidades monoméricas de fenilpropano (monolignoles) baésicas: alcohol p-
cumarilico (unidad p-hidroxifenilo), alcohol coniferilico (unidad guayacilo) y alcohol
sinapilico (unidad siringilo) (Lee et al., 2014a) (Figura 3). Los tres principales
monolignoles se forman en el citoplasma, teniendo a la fenilalanina como
intermediario clave. Los monolignoles se generan mediante reacciones de
desaminacion, hidroxilacion, reduccion y metilacion catalizadas por diversas
enzimas. Estos monolignoles interactian en la pared celular, a través de reacciones
de oxidacion catalizadas por peroxidasas (intermedios radicalarios) para formar
finalmente los polimeros de lignina (Liu et al., 2011a).

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

proporciones similares de los tres monolignoles principales (Upton & Kasko, 2016).
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La lignina aporta soporte mecanico a tallos y hojas y da rigidez y fuerza a las
paredes vegetales. Existe evidencia que muestra que la lignina junto con otros
componentes de la pared celular proveen resistencia a enfermedades, insectos,
bajas temperaturas y otras formas de estrés bidtico o abidtico (Buxton & Redfearn,
1997). Se ha reportado que un aumento en el contenido de lignina, su composicion,
hidrofobicidad y las interacciones con otros componentes de la matriz repercuten en

una menor degradacion de los tejidos vegetales (Grabber, 2005).
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Figura 3. Estructura quimica de la lignina (alcohol p-cumarilico, alcohol coniferilico y alcohol
sinapilico). Lee et al., 2014a.

[.2.4 Pectina

La pectina es un polimero heterogéneo soluble en agua, que se intercala en
la matriz de celulosa-hemicelulosa de las células vegetales, principalmente en la
pared celular primaria y en la laminilla media, favoreciendo la adhesion celular. Estos
polimeros pueden a su vez quelar calcio y formar geles viscosos y elasticos (Sorek et
al., 2014). La cadena primaria consiste en unidades de h-D-galacturonato unidas
mediante enlaces h-(1-4), con un 2-4% de unidades de L-ramnosa unidas por medio
RS Syi-054 3- (1-H0 & 3-(1-4) a las unidades de galacturonato. Las cadenas laterales de
arabinanos, galactanos, arabinogalactanos, xilosa o fucosa estan conectados a la

cadena principal a través de sus atomos C1 y C2 (Jayani et al., 2005). Las pectinas son
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abundantes en los residuos, como la pulpa de la remolacha azucarera, los residuos
de citricos, el orujo de manzana y la pulpa de papa, que podrian utilizarse como

materia prima para la produccion de biocombustibles (Sorek et al., 2014).

Il. Enzimas lignoceluloliticas

I.1 Clasificacion y caracteristicas generales

Segun la clasificaciéon de enzimas de la IUBMB (International Union of
Biochemistry and Molecular Biology), basada en la especificidad de sustrato, las
enzimas celuloliticas se agrupan junto con las hemicelulasas y otras polisacaridasas
en O-glicosil hidrolasas (GH) bajo el sistema de enumeracion de la Enzyme
Commission (EC), que se basa en las actividades enzimaticas (EC 3.2.1.x) (Lynd et al.,
2002). Esta clasificacion ha resultado ineficiente debido a la diversidad estructural y
al gran namero de sustratos que poseen estas enzimas, por lo que surgié una
clasificacion alternativa, en la cual las GH se agrupan en familias definidas en base a
su similitud en la secuencia de aminoéacidos (Lombard et al., 2014). Esta clasificacion
en familias es complementaria a la determinada por la [UBMB porque refleja las
caracteristicas estructurales de la enzima y porque el rango de sustratos rara vez es
determinado en forma completa. La base de datos CAZy (Carbohydrate-Active

enZYmes, http://www.cazy.org/) describe los dominios cataliticos y de union a

carbohidratos (CBM) de las enzimas implicadas en la degradacion, modificacion o
creacion de enlaces glicosidicos. Es asi que se encuentran, ademas de las GH, las
glicosil transferasas (GT), las polisacarido liasas (PL), las carbohidrato esterasas (CE) y
diversas enzimas auxiliares (AA), como las enzimas degradadoras de lignina y las
monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMO, lytic polysaccharide mono-
oxygenases) (Levasseur et al., 2013).

Actualmente existen 153 familias de GH en la base de datos CAZy, revisado el
25 de agosto de 2018. Algunas de las familias se han dividido en subfamilias basadas
en el analisis filogenéticos con el propdsito de facilitar la anotacion funcional de las
enzimas (Lombard et al., 2014). Las subfamilias son en su mayoria monoespecificas
(las enzimas tienen la misma especificidad de sustrato). Algunas de las familias de

GH se agrupan en 17 clanes (definidos en base a similitud en la estructura
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tridimensional). Algunas familias contienen enzimas con diferente especificidad de
sustrato, por ejemplo la familia GH5 incluye enzimas capaces de degradar celulosa,
xilanos, arabinoglucanos, mananos, liquenanos, entre muchos otros sustratos. Esto
sugiere una evolucion divergente de una estructura bésica del sitio activo para
acomodar diferentes sustratos. Al mismo tiempo, se encuentran endoglucanasas en
varias familias sugiriendo evolucion convergente de diferentes estructuras capaces
de interactuar con el mismo sustrato.

En algunas celulasas y hemicelulasas libres, la union a los sustratos esta
mediada por modulos de union a carbohidratos (CBM, carbohydrate-binding
module), los que han sido clasificados en 83 familias CBM de acuerdo a su homologia
de secuencia de aminoacidos. La union a la superficie de la celulosa mediante el CBM
posiblemente facilita la hidrélisis de la celulosa, ya que permite la proximidad del
dominio catalitico al sustrato. La presencia de los CBMs es particularmente
importante para la iniciacion y la procesividad de las exoglucanasas. A nivel
funcional, los CBMs han sido divididos en tres grandes categorias: tipo A, que se
unen a la superficie de polisacaridos insolubles, CBM tipo B, que se unen a cadenas
de glucanos solubles, y los tipo C, los cuales unen pequefios sacaridos (Boraston et
al., 2004).

1.2 Celulasas, hemicelulasas, pectinasas, lacasas y peroxidasas

[1.2.1 Celulasas

La degradacion eficiente de la celulosa requiere de la accién conjunta de tres
tipos de enzimas (Figura 4): endoglucanasas (1,4-1-D-glucanasas, EC 3.2.1.4),
exoglucanasas (celulosa 1,4-3-D-celobiosidasas EC 3.2.1.91 y 1,4-3-D-glucano-
3ti01-y2KIRU2EI-a1-81 OSE2RSENY1-41-4 9/0tmomiTnl & fl-4 J-3:0281RI-41-4 ¢d-glucosidasas,
EC 3.2.1.21), las cuales actuan sinérgicamente para hidrolizar la celulosa. Se ha
propuesto como modelo de accion que las endoglucanasas atacan las regiones
amorfas de las fibras de celulosa generando nuevos extremos reductores y no
reductores en la cadena de celulosa, generando oligosacaridos de diferentes
longitudes. Las exoglucanasas degradan de forma procesiva las cadenas de celulosa,
tanto desde los extremos reductores como desde los no reductores, liberando

celobiosa o0 glucosas (Lynd et al, 2002). Las unidades de celobiosa vy

30



Introduccion

0St226132a1-04R23 RS O1RRSYI- 02ii1- 32y 02yBSIiR1-4 I- 3fd024l- Li21 I 1-00ksy RS fl-8 3-
glucosidasas (Figura 4).

Se han descrito endoglucanasas en las familias GH5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 26, 44,
45, 48, 51, 74y 124. Por su parte, las celodextrinasas se agrupan en las familias GH1,
ol p & ¢ & 0St2012KIRI2fI-41-4 Sy'tl-d DI pi ¢ & o [I-4 3 -glucosidasas forman parte de las
familias GH1, 3,5, 9, 30y 116.

L__Region cristalina — ] L Regiénamorfa ___J L___ Region cristalina__J

O D-glucosa 'R, extremos no reductores CBH Il Exo-B-1,4-glucanasa £G| Endo-B-1,4-glucanasa
. sobre extremos NR
Celobiosa extremos reductores , ) - CBH 1| Exo-B-1,4-glucanasa
\B-G| B-glucosidasa sobre extremos R

Figura 4. Degradacién enzimatica de la celulosa. Las endoglucanasas (EG) clivan internamente las
cadenas de celulosa, generando extremos reducidos (R), en los cuales actian las celobiohidrolasas
6/. 10 [1-4 3-3f:028iR1-41-4 63-G) hidrolizan la celobiosa y la celobiosa oxidada generadas por CBHs,
liberando glucosa. Modificado de Berlin, 2013.

Recientes descubrimientos agregaron otra enzima al mecanismo de
degradaciéon de la celulosa, las monooxigenasas liticas de polisacaridos (LPMOs)
(Vaaje-Kolstad et al., 2010; Forsberg et al., 2011; Horn et al., 2012). Las LPMOs son
enzimas que dependen de cobre y rompen los enlaces glicosidicos de manera
oxidativa (Johansen, 2016) y, por lo tanto, requieren de oxigeno para funcionar
como un agente reductor. Las LPMOs atacan las regiones cristalinas de la celulosa,
haciéndola mas accesible para las endoglucanasas y las celobiohidrolasas (Kostylev &
Wilson, 2012) (Figura 5). Debido a que la suplementacion con LPMOs ejerce un
fuerte efecto en combinacion con otras GH, estas se pueden utilizar para mejorar la
degradacion enzimatica de las biomasas recalcitrantes. Hasta el momento sélo se
han descrito cinco familias de LPMOs, AA9, AA10, AA1l, AA13y AAl4, en la base de

datos de enzimas activas sobre carbohidratos (CAZy).
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Celobiohidrelasa deshidrogenasa o donor no enzimatico
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Figura 5. Modo de accién y estructura de las LPMOs celuloliticas. Sistema de degradacion enzimética
flngica de la celulosa. Los ataques iniciales de la LPMO AA9 generan regiones parcialmente amorfas
con extremos reductores que se convierten en puntos de unién de enzimas hidroliticas, como la
celobiohidrolasa y endoglucanasa. Dutta & Wu, 2014.

[1.2.2 Hemicelulasas

Debido a la variedad de componentes de la hemicelulosa y su compleja
organizacion, su degradacién requiere de la accion de varias enzimas. Las
hemicelulasas son un grupo de diversas proteinas modulares con dominios
cataliticos y accesorios, estos ultimos principalmente involucrados en la interaccion
con el sustrato o con otras enzimas. Los dominios cataliticos pueden ser GH, los
cuales hidrolizan enlaces glicosidicos, o carbohidrato esterasas (CE), los que
hidrolizan las uniones éster de los grupos laterales acetato o de acido ferulico (Figura
6) (Shallom & Shoham, 2003).

Las xilanasas (EC 3.2.1.8) clivan los enlaces 3-1,4 en la cadena del xilano,
generando xilooligosacaridos como producto de hidrélisis. Aunque la mayoria de las
xilanasas conocidas pertenecen a las familias GH10 y GH11, existen representantes
de estas enzimas en las familias GH5, 8, 26, 30, 43 y 51. Por otro lado, las 3-
xilosidasas (J-1,4-xilosidasas EC 3.2.1.37) actUan sobre xilooligémeros de cadena
corta y xilobiosa, liberando xilosa, y pertenecen a las familias GH1, 3, 30, 39, 43, 51,
52,54, 116y 120 (Couturier & Berrin, 2013).

Las J-mananasas (endo-#-1,4-mananasas EC 3.2.1.78) hidrolizan la
hemicelulosa de tipo manano o glucomanano, liberando oligémeros cortos de 1-1,4-
mananos, pertenecientes a las familias GH5, GH26 y GH113. Las manosidasas (I-
manosidasas EC 3.2.1.25) por su parte liberan manosa y manooligosacaridos de los
extremos no reductores originados por las mananasas y se incluyen en las familias

GH1, GH2 y GH5. Las J-glucosidasas (EC 3.2.1.21) y h-galactosidasas (EC 3.2.1.22) son
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enzimas de relevancia en la hidrolisis de gluco y galactomananos, respectivamente
(Malgas et al., 2015).

Las bh-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) y las h-L-arabinanasas (EC
3.2.1.99) degradan la fraccion de hemicelulosa compuesta por arabinofuranésidos,
los xilooligdbmeros y los arabinanos, y se encuentran en las familias GH3, 43, 51, 54 y
62. A su vez, las h-D-glucoronidasas clivan los enlaces 1,2-glicosidicos del acido 4-O-
metil-D-glucoronico presente en las cadenas laterales de los xilanos. Estas enzimas
estan exclusivamente presentes en las familias GH4 y GH67.

Las esterasas hemiceluloliticas incluyen las xilano esterasas (EC 3.1.1.72) que
rompen las sustituciones acetil en los motivos xilosa, y las feruloil esterasas (EC
3.1.1.73), que hidrolizan los enlaces éster entre la arabinosa y el &cido felurico. Este

tipo de enlace esta implicado en el entrecruzamiento entre el xilano y la lignina.

[3-XYL ,
W
e = 5 @
Hemicelulosa FE <>
() Dxilosa glhli):-uT:r:;tE-amdoQACido fertlico 9-GLU| a-D-glucuronidasa FE Feruloil esterasa
@ \/ Xilobiosa 0 . Endo-B-1,4-xilanasa EAXE]AcetiI xilano esterasa
: D-galactosa DGTUPO acetilo |t-AF o-L-arabinofuranosidasa |0t-GAL | g-D-glalactosidasa
(O L-arabinosa B-XYL B-D-xilosidasa

Figura 6. Degradacion enzimética de la hemicelulosa. Modificado de Berlin, 2013.

[1.2.3 Pectinasas

Las pectinasas son un grupo de enzimas que catalizan la degradacion o
modificacion de sustancias pécticas. Las enzimas pectinoliticas se pueden dividir en
tres grupos amplios:

(i) Protopectinasas: degradan la protopectina (pectina insoluble del tejido
vegetal que se encuentra en las frutas inmaduras) y dan lugar a pectina soluble

altamente polimerizada (Jayani et al., 2005).
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(i)  Pectin  esterasas (E.C.3.1.1.11), a menudo denominadas
pectinmetilesterasas, son esterasas de acido carboxilico y pertenecen al grupo de las
enzimas hidrolasas. Catalizan la desesterificacion de la pectina mediante la
eliminacion de ésteres metoxilicos formando &cido péctico y metanol. Este grupo de
enzimas actla preferentemente sobre grupos metil éster de unidades de
galacturonato proximas a unidades de galacturonato no esterificadas (Kashyap et al.,
2001; Jayani et al., 2005).

(iii) Depolimerasas: catalizan la escisién hidrolitica de los enlaces a-(1-4)
glucosidicos en los restos de acido D-galacturdnico de las sustancias pécticas. Estas
se dividen en hidrolasas y liasas.

Dentro de las hidrolasa se encuentran las poligalacturonasas (PGasas), que
son enzimas pectinoliticas que catalizan la hidrolisis de enlaces a-1,4-glucosidicos en
acido péctico (acido poligalacturonico). Las PGasas implicadas en la hidrdlisis son
endo-PGasa (E.C. 3.2.1.15) y exo-PGasa (E.C. 3.2.1.67). Ademés se encuentran las
polimetilgalacturonasas (PMG) del tipo endo-PMG y Exo-PMG (Jayani et al., 2005).

Las pectin liasas o transeliminasas actian rompiendo el doble enlace entre
los carbonos 4 y 5 de la molécula de acido galacturénico, hidrolisando el enlace
glucosidico en las pectinas de alto metoxilo. Las liasas se pueden clasificar en los
siguientes tipos en funcién del patrén de accién y del sustrato sobre el que actian:
endopoligalacturonato liasas (EndoPGL, E.C. 4.2.2.2); exopolisalacturonato liasas
(ExoPGL, E.C. 4.2.2.9); endopolimetilgalacturonato liasas (EndoPMGL, E.C. 4.2.2.10) y
exopolymethylgalacturonate liasas (ExoPMGL) (Jayani et al., 2005).

I1.2.4 Lacasas y peroxidasas

Dada la estructura quimica de la lignina, formada por unidades de
fenilpropanoides, solo un grupo reducido de peroxidasas altamente especializadas
es capaz de degradar este tipo de compuestos. Es asi como el perdxido de hidrégeno
generado enzimaticamente oxida al polimero de lignina en una reaccién catalizada
por peroxidasas altamente especializadas (Martinez et al., 2009). Las enzimas
lignoliticas oxidativas se clasifican en dos grupos: fenol oxidasas y hemo peroxidasas.
Las enzimas fenol oxidasas incluyen a lacasas (EC 1.10.3.2) o p-difenol diogixen

oxidoreductasas (EC 1.11.1.14), mientras que las hemo peroxidasas incluyen a lignina

34



Introduccion

peroxidasas (EC 1.11.1.13), peroxidasas versatiles (EC 1.11.1.16) y peroxidasas del
tipo dyP (EC 1.11.1.19). También estan implicadas en la degradacion de la lignina
algunas enzimas accesorias como la aril-alcohol oxidasas (EC 1.1.3.7), glioxal oxidasas
(EC 1.2.3.5) y glucosa-oxidasa (EC 1.1.3.4), que generan el perdxido de hidrogeno
requerido por las peroxidasas. La delignificacion de la biomasa lignocelulésica es un
paso importante en la bioconversion de lignocelulosa a etanol y este proceso sigue

siendo un desafio en la valorizacion de biomasa (Falade et al., 2017).

l1l. Mecanismos de degradacion de la lignocelulosa

l1l.1 Degradacién microbiana de la celulosa

Los microorganismos utilizan diferentes estrategias para la degradacién de la
celulosa. Los mecanismos mas conocidos son los denominados enzimas liberadas y
celulosomas. Todos estos mecanismos tienen en comun la translocacion de las
celulasas sobre la membrana celular externa, ya que los microorganismos son
incapaces de transportar moléculas grandes como la celulosa a la célula (Wilson,
2011).

El primer mecanismo de enzimas libres secretadas (Figura 7A), es utilizado
principalmente por microorganismos aerobios (Wilson, 2011). Las celulasas
individuales libres son secretadas en el ambiente rico en celulosa, donde degradan la
celulosa en azlcares simples que pueden ser luego absorbidos y utilizados por los
microorganismos. Al lado del dominio catalitico, algunas celulasas contienen un
CBM, para unir la enzima a la celulosa y pueden contener dominios adicionales
(Wilson, 2008).

Los celulosomas son complejos multienzimaticos capaces de degradar la
celulosa de forma muy eficiente (Figura 7B). Estos son producidos principalmente
por bacterias anaerobias, principalmente por especies de Clostridium, Ruminococcus,
Acetivibrio y Bacteroides. Se ha reportado que varios hongos anaerobios son capaces
de secretar complejos del tipo celulosoma (Doi & Kosugi, 2004). Una caracteristica
central de los celulosomas es la presencia de una subunidad no catalitica de
andamiaje o scaffolding (Bayer et al., 2004), encargada de varias funciones, como la

incorporacion de enzimas al complejo por interacciones especificas cohesina-
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doquerina. El anclaje del complejo a la membrana celular y la orientacion del
complejo hacia el sustrato celul6sico, ocurre mediante dominios de union a celulosa
(CBM) (Doi & Kosugi, 2004). La funcion de los médulos de cohesina es la union a
modulos de doquerina presentes en unidades cataliticas u otras unidades de
scaffolding. La interaccion cohesina-doquerina es fundamental para la formacion del
celulosoma.

A su vez, para que los diferentes componentes del celulosoma interactten
con los diferentes sustratos, las enzimas celulosomales poseen varios tipos de CBMs
de diferentes familias, los cuales exhiben especificidad para los diferentes sustratos.
Cuando el celulosoma esta unido a la superficie celular, el mismo CBM guia a la
célula completa hacia el sustrato (Bayer et al., 2004).

Tanto las enzimas libres (no celulosomales) como las que forman el complejo
enzimatico, poseen dominios cataliticos similares, frecuentemente pertenecientes a
las mismas familias GH. La diferencia entre ellas es que las enzimas libres suelen
poseer un modulo de unidn a sustrato el cual en las enzimas celulosomales es
sustituido por un modulo doquerina (Bayer et al., 2004). El espectro de enzimas
asociadas a los celulosomas incluye numerosas endo y exoglucanasas, muchas de las
cuales suelen ser procesivas. Otras enzimas degradadoras de polisacaridos, como
hemicelulasas, quitinasas y liasas de pectina también se pueden asociar a
celulosomas. Mas alla de las diferencias en los sistemas celuloliticos de los hongos
filamentosos y las bacterias, las celulasas celulosomales de las familias GH5, 9 y 48
son especialmente prevalentes, aunque existen miembros que contienen los
maddulos de doquerina en al menos 20 familias adicionales (Bayer et al., 2004).

Recientemente se describié un posible modelo de utilizacion de celulosa en
hongos anaerdbicos, frecuentemente aislados del tracto digestivo de herbivoros
(Neocallimastix sp. y Orpinomyces sp.) mediante la formacion de complejos similares
a los celulosomas (Figura 7C), pero que no se anclan a la pared celular fingica, sino

gue son secretados (Haitjema et al., 2014).
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A. Sistema de enzimas libres B. Celulosoma C. Complejo celulolitico secretado
(microorganismos aerébicos) (microorganismos anaerobicos) (hongos anaerébicos)

Maddulo de unidn
a carbohidratos
(CBM)
G Celulasas

o N NN N

Qj tﬁ V H Cohesina
tﬁ L!I [] Dockerina

Andamiaje anclado a la membrana Polimero de la
pared celular
Célula

Figura 7. Modelo esquematico de los mecanismos de hidrolisis de celulosa. Los microorganismos
aerobicos secretan las enzimas al medio extracelular (A), mientras que los anaerébicos forman
complejos multienzimaticos llamados celulosomas (B). En hongos anaerébicos (C) se postula la
formacién de complejos enzimaticos que son secretados al medio extracelular. Modificado de
Haitjema et al., 2014.

En la naturaleza, gran variedad de microorganismos poseen enzimas capaces
de hidrolizar la biomasa lignocelulésica. Estos se multiplican en varios ambientes y
bajo diferentes condiciones de oxigeno, temperatura, salinidad, entre otras.

Tradicionalmente, las bacterias, los hongos y las plantas han sido el foco
principal de investigacion sobre las celulasas y hemicelulasas debido a sus conocidas
actividades celuloliticas y a su facilidad de cultivo y manipulacion (Watanabe &
Tokuda, 2001). En los ultimos afios, la actividad celulolitica enddgena reportada en
artropodos y moluscos aumentd el interés en estas especies como posibles fuentes
de enzimas degradadoras de lignocelulosa (Watanabe & Tokuda, 2001; Oppert et al.,
2010). Los insectos son reconocidos como degradadores eficientes de la biomasa
lignocelulésica, generalmente consumen productos de papel, madera, productos
alimenticios amilaceos, harina y cartdn. Los primeros trabajos con celulasas de
intestino de insectos se centraron en la presencia de bacterias simbibticas como
Unicos productores de las mismas. Sin embargo, el descubrimiento de una celulasa
enddgena en el intestino de la termita inferior Leucotermes speratus (Isoptera:
Rhinotermitidae) dio lugar a investigaciones encaminadas a identificar celulasas
endogenas de insectos (Yokoe, 1964). En la actualidad, se conoce que algunas
especies de insectos pertenecientes a varios 6rdenes taxonémicos expresan genes
de celulasas enddgenas, incluidos Isoptera, Hymenoptera, Orthoptera, Hemiptera,
Coleoptera y Blattodea (Watanabe & Tokuda, 2010). Los insectos son candidatos

atractivos y potenciales como biorreactores naturales altamente eficientes, a partir
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de los cuales se buscan nuevas enzimas celuloliticas. EI nimero de nuevas celulasas y
hemicelulasas, asi como los genes codificantes asociados, de una variedad de
insectos que se alimentan de celulosa se han actualizado continuamente en los

altimos afos (Puchet et al., 2014; Valencia et al, 2013; Zhang et al., 2018).

[11.2 El intestino de insectos como habitat de microorganismos celuloliticos
[11.2.1 Estructura y propiedades de los intestinos de insectos

El sistema digestivo de los insectos normalmente consiste en un tubo
continuo que se extiende desde la boca al ano. La estructura bésica del tracto
digestivo es similar en todos los insectos, aunque poseen diversas modificaciones
asociadas con la adaptacion a los diferentes modos de alimentacion, generalmente
es mas corto en especies carnivoras y mas largo en insectos fitdfagos. En general, el
tubo digestivo consta de tres regiones primarias: el intestino anterior, el intestino
medio y el intestino posterior (Figura 8). Cada una de estas regiones esta dedicada a
procesos especificos: el intestino anterior estd dedicado a la ingesta y
almacenamiento de alimentos, el filtrado y la digestion parcial; el intestino medio es
el sitio primario de digestion y absorcion; finalmente, en el intestino posterior, se

completa la absorcion y se forman las heces (Stefanini, 2018).

| Anterior || Medio | Posterior |
esofago ciego medio tubulos de Malpighi
faringe crop

boca proventriculo

ventriculo
g oy N
membrana peritréfica S

Figura 8. Descripcion de las partes que componen el tracto intestinal de insectos. El intestino
anterior y el intestino posterior estan recubiertos por una capa de cuticula (linea negra gruesa), y el
intestino medio segrega una matriz peritréfica (linea punteada).

111.2.2 Sistema digestivo en insectos

En insectos las glandulas salivales se encuentran localizadas en la parte
superior del canal y producen la saliva, un liquido acuoso rico en enzimas necesarias

para el procesamiento inicial de los alimentos (Gillott, 2005a). Las enzimas presentes
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en la saliva varian ampliamente entre diferentes especies de insectos, de acuerdo
con sus hébitos de alimentaciéon (Gillott, 2005a). Una vez ingerido, el alimento
ingresa al intestino anterior, donde se somete a un procesamiento inicial. El intestino
anterior abarca la faringe, el eséfago y el crop y esté revestido con una cuticula que
se desprende en cada muda (Chapman, 1998). La funcion del proventriculo, ubicado
entre el crop y el intestino, varia en los diferentes insectos. Puede actuar como una
vélvula, regulando el paso de los alimentos desde el intestino anterior al intestino
medio, como un filtro, reteniendo los componentes sélidos de los alimentos, 0 como
un molino, rompiendo los alimentos en piezas méas pequefias (Chapman, 1998). Se
ha demostrado que esta estructura particular desempefia un papel en la regulacién
de la progresion de microorganismos al intestino posterior de algunos insectos. En
los insectos sociales, el crop actia como un Organo de almacenamiento de
alimentos, un recurso disponible tanto para el individuo como para otros adultos o
larvas, que se alimentan mediante trofalaxis. Generalmente, el pH del intestino
anterior es similar al del alimento ingerido, pero en algunos insectos es <7 debido a
la presencia de microorganismos digestivos o por el alimento regurgitado desde el
intestino medio (Gillott, 2005b).

El intestino medio es el sitio primario de digestion y absorcién en muchos
insectos. A diferencia del intestino anterior, el intestino medio no se encuentra
recubierto de una capa de cuticula, sino por una matriz peritréfica compuesta de
proteinas y quitina que se reemplaza continuamente a medida que se desprende. La
matriz peritréfica divide el intestino medio en el espacio endo y ectoperitréfico, y los
microorganismos generalmente se limitan a la primera, evitando su contacto directo
con el epitelio del intestino medio. La matriz peritrofica cumple una variedad de
funciones que incluyen: 1) proporcionar una barrera que protege el epitelio del dafio
mecanico de las particulas de alimentos, de la exposicion a grandes moléculas de
toxinas presentes en los alimentos, y de la invasion microbiana, 2) concentrar
alimentos y enzimas digestivas (Gillott, 2005b). En algunos casos, la matriz
peritrofica empaqueta el bolo alimenticio no digerido a medida que se mueve a
través del tracto digestivo (Watanabe & Tokuda, 2010; Engel & Moran, 2013a). El pH
del intestino medio varia segun la especie de insecto y la region del intestino

(Stefanini, 2018).
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El intestino posterior se encuentra recubierto por una capa de cuticula, al
igual que el intestino anterior, pero ésta es méas delgada debido a la funcion de
absorcion que desempefia esta porcion del intestino. Los 6rganos excretores de los
insectos son los tabulos de Malpighi, estructuras dedicadas a la absorcion de solutos,
agua y desechos de la hemolinfa, que ingresan al intestino a la altura de la primera
parte del intestino posterior y a la produccion de &cido urico (Beyenbach et al.,
2010). El intestino posterior esta compuesto de tres regiones: piloro, ileon y recto. El
piloro puede estar rodeado por un masculo circular que es el encargado de regular el
movimiento de los alimentos digeridos desde el intestino medio hacia el intestino
posterior (Chapman, 1998). En general, el ileon tiene la funcién de transferir la
comida al recto, pero en algunos insectos puede ocurrir la absorcién de agua y iones.
En algunas especies, la produccion y la excrecion de desechos nitrogenados ocurren
en el ileon. En muchos insectos que degradan madera (por ejemplo, ciertas especies
de termitas y escarabajos), el ileon se dilata para formar una bolsa de fermentacién
que contiene bacterias o protozoos que digieren las particulas de madera (Gillott,
2005b). El recto esta involucrado en la absorcion de agua, iones y pequefias
moléculas organicas, asi como en la produccion de heces. Debido a la presencia de
acido urico, el pH del intestino posterior es tipicamente 7.

El disefio béasico de los intestinos de insectos muestran muchas
modificaciones que reflejan las adaptaciones a nichos especializados y habitos
alimenticios. Muchas de estas especializaciones evolucionaron para albergar los
microorganismos intestinales en regiones especificas del intestino.

En el caso de las termitas, presentan estructuras mas especializadas del
intestino posterior, asi como el colon anterior o paunch, desarrollado de forma
prominente. Por lo tanto, el intestino posterior de las termitas consiste en el ileon
(P1), la valvula entérica (P2), el paunch (P3), el colon (P4, esta region se subdivide en

algunos casos en P4a 'y P4b), y el recto (P5) (Watanabe & Tokuda, 2010).

[11.2.3 Estabilidad del intestino de insectos como habitat microbiano

Desde la perspectiva de la colonizacién microbiana, los intestinos de insectos
a menudo se presentan como ambientes inestables (Figura 9). Los insectos mudan

numerosas veces durante el desarrollo de las larvas, desprendiendo el revestimiento
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exoesquelético del intestino anterior y el intestino posterior cada vez y, por lo tanto,
perturbando o eliminando severamente cualquier poblacién microbiana adherida. El
intestino medio produce y desecha repetidamente la matriz peritrofica y junto con
ella los microorganismos asociados, la mayoria de los cuales no cruzan al espacio
adyacente a las células epiteliales del intestino medio. En los insectos holometabolos
con distintas fases de desarrollo (etapas larvarias, pupa y adulto), se produce una
remodelacion radical del intestino y otros 6rganos durante la metamorfosis, con la
eliminacion de todo el intestino y el contenido de las larvas como un meconio que
estd envuelto en la matriz peritréfica de la etapa pupal. En un estudio sobre la
persistencia de microorganismos intestinales durante el desarrollo en varias especies
de mosquitos se observo que la metamorfosis resulta en la eliminacién completa o
casi completa de las bacterias intestinales, dando origen a adultos que no contienen
bacterias en sus intestinos (Moll et al., 2001). Sin embargo, muchos intestinos
presentan criptas especializadas o paunches que promueven la persistencia
microbiana. En los insectos que no mudan, una vez que alcanzan la etapa adulta,
seguido de la muda final, la pared del intestino anterior o del intestino posterior

proporciona una superficie estable para la colonizacion.

Factores que perturban la microbiota

Holometabolismo

v

&
<

Muda - Muda -
Adaquisicion de bacterias ; :
i Adherenciaal  Colonizacion del Sl
Mlimonto epitelio? lumen? Adherenciaal *  TUEVOS
| 2 ol epitelio? *  Cropofagia
nieraccion socia Ratigo 88 pH Trofalaxis

Niveles de oxigeno
Potencial redox
Disponibilidad de
nutrientes
Sistema inmune
Factores que moldean Ia microbiota

A
v

Figura 9. Factores que influyen en la composicién de la microbiota intestinal de los insectos.
Modificado de Engel & Moran, 2013a.

El ciclo de vida bésico de los insectos también presenta desafios potenciales
para la transmisién de microorganismos entre generaciones. En la mayoria de los
insectos, las hembras abandonan los huevos después de depositarlos y el Unico

comportamiento social implica el apareamiento de los adultos. Como resultado, las
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oportunidades para la transferencia directa de simbiontes intestinales entre
organismos de la misma especie son mas limitadas en la mayoria de los insectos en
comparacion con los mamiferos y las aves, que tienen un contacto extendido entre
padres e hijos. Sin embargo, algunas especies de insectos, incluyendo las cucarachas,
termitas, hormigas y algunas avispas y abejas, muestran un comportamiento
gregario o social, que incluye la trofalaxis oral o coprofagia, que puede permitir la
transmision social directa o indirecta, promoviendo asi la evolucion de simbiontes
especializados dependientes del huésped (Hongoh et al., 2005, 2006; Martinson et
al.,, 2012). Ademas, las hembras a veces muestran mecanismos sofisticados para
inocular huevos o la progenie con los simbiontes microbianos, o que permite
asociaciones a largo plazo (Hosokawa et al., 2007; Kuechler et al., 2012).

En algunos grupos de escarabajos existe una transmision especifica de los
endosimbiontes asociados con el intestino por la madre. Los gorgojos del grano
(género Sitophilus) contienen endosimbiontes verdaderos que se transmiten a través
de los huevos y viven en el citosol de las células del intestino anterior y en los
adultos migran a las células epiteliales del intestino medio, aparentemente
utilizando sistemas de secrecidn bacteriana de tipo lll para la invasion celular (Dale
et al., 2002). Por otro lado, los endosimbiontes del escarabajo de la cafa
(Chrysomelidae: Donaciinae) también son transmitidos verticalmente, pero éstos
residen en la luz intestinal, dominando la comunidad intestinal, y se concentran en
grandes ciegos intestinales en larvas y en regiones especializadas de tubulos de
Malpighi en adultos. Como en el caso de plataspid - Ishikawaella capsulata, se
someten a una eficiente transmision materna, lograda por medio del frotamiento de
los huevos por las madres seguido de la ingestion por las larvas nacidas. Los analisis
filogenéticos realizados indicaron que ésto resulté en una coevolucion a largo plazo

de los hospedadores y sus endosimbiontes (Kolsch & Pedersen, 2010).

l11.2.4 Condiciones fisicoquimicas en los intestinos de insectos

La colonizacion microbiana también depende de las condiciones
fisicoquimicas del lumen de los diferentes compartimentos intestinales, ya que éstos
pueden mostrar una variacion extrema en el valor de pH y la disponibilidad de

oxigeno. El pH del lumen esta activamente regulado y a menudo difiere del de la
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hemolinfa, que generalmente es cercano a 7.

En los intestinos de insectos con grandes comunidades microbianas, el
metabolismo microbiano contribuye activamente a formar las condiciones dentro de
la luz de los diferentes compartimentos intestinales. Por ejemplo, en las larvas del
escarabajo Pachnoda ephippiata, los productos de fermentaciébn microbiana,
incluyendo acetato, formiato y lactato, son abundantes tanto en el intestino medio
como en el intestino posterior, aunque los perfiles difieren entre los dos
compartimentos. El estudio del pH a lo largo del tracto intestinal de P. ephippiata
mostré una variacion regular y pronunciada, con valores cercanos a 8 en el intestino
medio anterior, aumentando a pH > 10 en el centro del intestino medio y cayendo a
7 en el intestino posterior (Lemke et al., 2003) donde las densidades microbianas son
mas altas (Cazemier et al., 1997). Por el contrario, los limenes intestinales de
algunos insectos no holometabdlicos a menudo muestran gradientes de pH menos
extremos (Appel & Martin, 1990). Las termitas son una excepcién, con un pH que
varia desde 5 a 12 en los intestinos de algunas especies que se alimentan de suelo
(Brune & Ohkuma, 2010; Koéhler et al., 2012). La alcalinidad extrema en algunos
compartimientos de los intestinos de algunas termitas no previene completamente
la colonizacién microbiana, sino que favorece el crecimiento de bacterias simbidticas
alcalinas tolerantes especializadas de Firmicutes, Clostridium y Planctomycetes
(Kohler et al., 2008; Bignell, 2011). La oxigenacion de los intestinos en los insectos
puede variar completamente de aerdbica a anaerdbica. Las condiciones anaerdbicas
son mas comunes en insectos grandes y en los insectos que tienen agrandados los
compartimentos intestinales y comunidades intestinales robustas (Appel & Martin,
1990; Johnson & Barbehenn, 2000).

El sistema digestivo de las termitas es considerado un ambiente anaerdbico
debido a la gran comunidad de microorganismos estrictamente anaerdbicos
presentes en el intestino posterior. Alli los microorganismos intestinales simbioticos
despolimerizan la celulosa y la hemicelulosa y fermentan los carbohidratos
generados en &cidos grasos de cadena corta, que luego son absorbidos y oxidados
por el huésped (Brune & Friedrich, 2000). Sin embargo, los intestinos de las termitas
mantienen las condiciones andxicas debido a sus pronunciados gradientes de

oxigeno en la interfase oxo-andxica, o que genera un influjo continuo de O en el
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intestino. En la termita inferior Reticulitermes flavipes, los estudios con
radiotrazadores muestran un influjo de O2 a través del epitelio intestinal que se
reduce en la periferia del intestino posterior (Boga & Brune, 2003; Navodita & Erdei,

2018).

[11.3 Sistemas celuloliticos en las termitas

Las termitas (Isoptera) tradicionalmente se dividen en termitas inferiores y
superiores (Kumari et al.,, 2006). Las termitas inferiores (Mastotermitidae,
Kalotermitidae, Hodotermitidae, Termopsidae, Rhinotermitidae y Serritermitidae)
albergan procariotas y protistas flagelados en sus intestinos, mientras que las
termitas superiores (familia Termitidae) carecen de protistas simbiontes (Abe et al.,
2000). Algunas especies de termitas superiores cultivan en sus nidos un hongo
basidiomiceto, género Termitomyces, que al alimentarse de las heces de la casta
trabajadora ayuda a la digestién de la madera preprocesada (Mueller & Gerardo,
2002).

La degradacion de la lignocelulosa en las termitas depende de un sistema
dual que incluye tanto las actividades del huésped como de sus endosimbiontes
intestinales. El paso de los alimentos a través del tracto digestivo toma alrededor de
24 h (Konig et al., 2013; Sun & Zhou, 2013). El proceso digestivo comienza en la
mandibula, donde la biomasa se reduce a tamafios de particulas pequefios. Esta
fragmentaciébn mecéanica de los alimentos es ayudada por las enzimas de las
glandulas salivales para maximizar la degradacion de la lignocelulosa (Ohkuma, 2003;
Hongoh, 2011; Ni & Tokuda, 2013; Talia & Arneodo, 2018). La presencia de
microorganismos simbidticos intestinales productores de enzimas celuloliticas
(incluidos protistas, arqueas, bacterias y hongos) ha sido reportado en termitas (He
etal., 2013; Scharf & Tartar, 2008; Ni & Tokuda, 2013; Tartar et al., 2009).

[11.3.1 Termitas inferiores

En las termitas inferiores, que generalmente son xil6fagas, el proceso
celulolitico comienza en el intestino anterior; los fragmentos de madera cortados

por las mandibulas son triturados por la molleja muscular (gizzard) en particulas mas
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pequefias (10-Hn >Y RS RWYSii20e [14 SyliY'ld SyRs3aSyla aSONSiIRIE LU 14
glandulas salivales hacia el intestino anterior inician la hidrolisis de la celulosa. Varios
estudios han sefialado a las glandulas salivales como fuente de endoglucanasas (EG)
principalmente (Watanabe et al., 1997; Zhou et al.,, 2007; Brune, 2014). La
L2Riz00ksy” RS J-glucosidasas (BG) en este 6rgano también ha sido establecido para
varias especies de termitas (Tokuda et al., 2002; Shimada & Maekawa, 2010; Zhang
et al., 2012). En el intestino medio, la elevada concentracion de EG hidrolizan las
regiones amorfas de las fibras de celulosa, y la accion sinérgica de las BG previene de
la inhibicion por producto al reducir la acumulacién de celobiosa (Watanabe &
Tokuda, 2010; Ni & Tokuda, 2013; Brune, 2014). Finalmente, los flagelados protistas
alojados en el intestino posterior producen los tres tipos de celulasas principales
6SyR23fhz01-y1-al-4! SE23th01-y1-41-4 & J-glucosidasas), asi como hemicelulasas. Dentro
de las vacuolas digestivas de los protozoos, estas enzimas cooperan en la hidrolisis
de la hemicelulosa, la celulosa cristalina y otros remanentes ingeridos (Figura 10).

La expresion de enzimas celuloliticas en el intestino de las termitas varia
segun la casta y la etapa del desarrollo (Fujita et al., 2010; Shimada & Maekawa,
2010). Con respecto a la clasificacion, Henrissat & Bairoch, (1993) demostraron que,
a pesar de tener diferentes especificidades de sustrato, los miembros de la misma
familia de GH a menudo tienen un origen evolutivo comun, como lo revelan sus
similitudes estructurales. Todas las EC enddgenas identificadas hasta el momento
pertenecen a la familia GH9 (Teather & Wood, 1982; Watanabe & Tokuda, 2010;
Leonardo et al., 2011; Zhang et al., 2012b; Scharf, 2015). Por otro lado, las EG de
protistas corresponden a las familias GH5, GH7 y GH45, que parecen pertenecer a un
conjunto central de enzimas conservadas durante la evolucion simbidtica (Ni &
Tokuda, 2013; Scharf, 2015). Hasta la fecha, se ha encontrado que las BG del
huésped pertenecen a la familia GH1 (Slaytor, 2000; Tokuda et al., 2002). Con
respecto a las hemicelulasas, algunos trabajos han informado xilanasas endogenas
(GH11) y de los simbiontes protistas (GH45), expresadas de forma recombinante
(Sasagawa et al., 2011; Sethi et al., 2013). Varias enzimas ligninoliticas, como lacasas,
peroxidasas, aldo-ceto reductasas, fenol oxidasas y esterasas, también han sido

identificadas en termitas (Coy et al., 2010; Chandrasekharaiah et al., 2011).
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En las termitas inferiores, la microbiota bacteriana parece no tener el papel
principal en la hidrdlisis de la lignocelulosa. Se ha reportado que cuando las
particulas de madera ingresan al intestino posterior, se detienen inmediatamente en
las vacuolas alimentarias de los protistas flagelados (Brune, 2014). Sin embargo, el
reciente descubrimiento de una feruloil esterasa bacteriana de Coptotermes
formosanus (Rashamuse et al., 2014) abre nuevas perspectivas en este asunto.

Celulasas protistas: GH5,
GH45 y GH7

Endo-B-1,4-glucanasas (GH9)
hidroliza principalmente la
celulosa amorfa

Digestion de la celulosa (en
el lamen del intestino medio
y células protistas)

B-glucosidasas

(GH1) hidroliza

la celobiosa en
glucosa

Figura 10. Sistema celulolitico en las termitas inferiores. Modificado de Ni & Tokuda, 2013.
[11.3.2 Termitas superiores

La distribucién de la actividad celulasa en las termitas superiores es mas
variable. Durante el periodo Eoceno (alrededor de 60 millones de afios atras), las
termitas superiores perdieron los endosimbiontes flagelados y, en consecuencia,
divergieron al evolucionar en nuevas estrategias para la hidrolisis de celulosa (Lo &
Eggleton, 2011; Brune, 2014). Las termitas superiores presentan habitos alimenticios
diferentes, incluidas la materia orgénica del suelo, la madera, el estiércol, la
hojarasca, el liqguen y las gramineas (Konig et al., 2013). En la mayoria de las termitas
que se alimentan de madera pertenecientes a la subfamilia Nasutitermitinae, la
actividad EG se limita al intestino medio. Ademas, en algunas especies de
Termitinae, la mayor parte de la actividad EG se localiza en el intestino posterior, lo
que presumiblemente se podria atribuir a una ameba simbiética (Slaytor, 2000) cuya
naturaleza aun no se ha aclarado. De manera similar a las distribuciones de las
actividades EG, la distribucion de las actividades de BG también es variable. Algunas
termitas, incluidas Nasutitermes spp., presentan actividad BG principalmente en las

glandulas salivales y el intestino medio (Watanabe et al., 1997; Slaytor, 2000). La
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distribucion de la actividad celulasa en las termitas asociadas a hongos (subfamilia
Macrotermitinae) es méas complicada debido a la dependencia variable de los hongos
simbioticos entre las especies como fuente de carbono (Hyodo et al., 2003).
Inicialmente, las contribuciones de los microorganismos del intestino posterior a la
digestion de la celulosa en las termitas superiores no habian sido tenidas en cuenta,
pero se reportaron actividades de celulasas asociadas a la fibra de la madera en el
intestino posterior de Nasutitermes takasagoensis y N. walkeri (Tokuda & Watanabe,
2007). En cambio, existe un consenso sobre la produccién enzimatica en el epitelio
del intestino medio para el procesamiento de la celulosa la cual es mucho més
relevante en las termitas superiores que en las termitas inferiores (Lo et al., 2011;
Brune, 2014). Al igual que con las termitas inferiores, las EG endodgenas en las
termitas superiores estan asociadas la familia GH9 y se secretan desde el intestino
medio, excepto por la termita Odontotermes formosanus, que expresa genes de EG
en las glandulas salivales (Tokuda et al., 2004). Con respecto a las BG GH1, los
organos involucrados varian entre las especies de termitas. En la mayoria de las
especies de Nasutitermes, las BG se han detectado principalmente en las glandulas
salivales y el intestino medio, mientras que en otras especies, esta actividad ocurre
principalmente en el intestino posterior (Slaytor, 2000; Uchima & Arioka, 2012;
Wang et al., 2012; Ni & Tokuda, 2013; Rashamuse et al., 2014). Por lo tanto, la
hidrolisis de la celulosa se realiza principalmente por las EG del endosimbionte del
huésped y la bacteria secretadas por el intestino medio y el intestino posterior,

respectivamente (Watanabe et al., 1997; Tokuda et al., 2004) (Figura 11).

Endo-B-1,4-glucanasas
(GH9) hidroliza
principalmente la

celulosa amorfa Celulasas bacterianas:
GH1, GH5, GH4, GH8,
GH9, GH44, GH45, GH51 y
GH74

B-glucosidasas

(GH1) hidroliza

la celobiosa en
glucosa

Digestion de la
celulosa (en el
lamen del
intestino medio y

posterior)

Figura 11. Sistema celulolitico en las termitas superiores. Modificado de Ni & Tokuda, 2013.
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Como se mencion0d anteriormente, el sistema celulolitico enddgeno en las
termitas superiores se cree que contribuye a la digestion de la celulosa de manera
mas significativa que en las termitas inferiores. La Figura 12 ilustra el sistema
celulolitico enddgeno de Nasutitermes sp. como ejemplo de una termita superior

que se alimenta de madera, basados en Tokuda et al., (2012).

Tejido epitelial del

-glucosidasas - X >
f-g ; intestino medio

Intestino medio

Valvula
Endo-B-1,4-glucanasas
B-glucosidasas

salivales

Masticacion y degradacion
con las mandibulas y
mollejas del intestino anterior

B-glucosidasas Endo-B-1,4-glucanasas

Intestino medio

Figura 12. Sistema digestivo enddgeno de N. takasagoensis. Los fragmentos de madera ingeridos por
las termitas se mezclan primero con las BG salivales. Luego, las particulas celulésicas ingeridas se
fragmentan en el intestino anterior y entran al intestino medio. El epitelio del intestino medio secreta
las EG y BG al espacio luminal, las cuales contribuyen de manera esencial a la digestion celul6sica. Las
regiones amorfas de celulosa expuestas en la superficie de las particulas de madera son digeridas
principalmente por estas enzimas, y la glucosa liberada puede ser absorbida a través del tejido del
intestino medio. Finalmente, las particulas de madera parcialmente digeridas se mueven al intestino
posterior a través del segmento mixto. MP: membrana peritréfica. Modificado de Ni & Tokuda, 2013.

Excepto por la posible presencia de una celulasa/xilanasa bifuncional en
el intestino medio de Trinervitermes trinervoides (subfamilia Nasutitermitinae) (Potts
& Hewitt, 1974), no hay reportes de xilanasas enddgenas en las termitas superiores
qgue se alimentan de hojarasca 0 madera. Ademas, dos xilanasas GH10 y GH11
bacterianas han sido aisladas y expresadas de forma recombinantes a partir del
intestino de Nasutitermes sp. y Globitermes brachyclases, respectivamente (Brennan
etal., 2004; Han et al., 2013).

[1.4 Sistemas celuloliticos en Coleoptera

Existen evidencias que indican que los genomas de Phytophaga contienen los
genes que codifican enzimas con capacidad de hidrolizar y utilizar los polisacaridos

de la pared celular vegetal tales como celulosa, hemicelulosa y pectina (Pauchet et
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al., 2010; Calderdén-Cortés et al., 2012; Kirsch et al., 2012). En particular, en especies
de escarabajos cerambicidos de la subfamilia Lamiinae, varias celulasas han sido
identificadas previamente y caracterizadas funcionalmente (Sugimura et al., 2003;
Lee et al., 2004, 2005; Wei et al., 2006b; Calderén-Cortés et al., 2010; Chang et al.,
2012). Estas enzimas son miembros de tres familias de GH distintas: GH5, GH9 y
GH45. Entre estas, los genes que codifican las celulasas GH9 se encuentran
distribuidos en todos los 6rdenes de insectos examinados hasta el momento. Las
enzimas correspondientes a GH9 difieren ampliamente en estructura y secuencia de
las celulasas microbianas, por lo que se considera poco probable que reflejen las
consecuencias de la transferencia horizontal de genes. Se ha propuesto que un
ancestro comun de los animales poseia un gen de celulasa GH9 por las siguientes
razones: (a) los genes de celulasa GH9 estan muy extendidos entre los invertebrados,
(b) estas secuencias parecen ser monofiléticas (Davison & Blaxter, 2005) y (c) estos
genes comparten identidades posicionales en sus intrones (Lo et al., 2003; Suzuki et
al., 2003). También es concebible que un ancestro comun de insectos poseyera un
gen de celulasa GH9 en el genoma y que el gen GH9 se transfiriera verticalmente a
los insectos existentes (Watanabe & Tokuda, 2010; Fischer et al., 2013). Las celulasas
miembros de las familias GH5 y GH45 sélo han sido reportadas en Coledpteros
(Sugimura et al., 2003; Lee et al., 2004; Wei et al., 2006a; b).

Las familias GH5, GH9 y GH45, no comparten similitudes de secuencia y
presentan diferentes caracteristicas estructurales tridimensionales. Sin embargo, los
miembros de estas familias GH muestran las mismas especificidades de sustrato, lo
gue sugiere que este es el resultado de la evolucién convergente de diferentes
moléculas en términos de funcién enzimatica. Actualmente no esta claro si los genes
de las familias GH5 y GH45 se transfirieron verticalmente de un ancestro comun de
insectos a los coledpteros u horizontalmente de organismos mas distantemente
relacionados (los genes de celulasas GH5 y GH45 también estan presentes en
parientes cercanos de artrépodos, como nematodos y moluscos) (Watanabe &
Tokuda, 2010; Fischer et al., 2013). Pauchet et al., (2014) identificaron por
transcriptomica del intestino de Apriona japonica genes que codifican miembros de
la subfamilia 2 de GH5, genes que codifican celulasas GH45 y genes que codifican

supuestas poligalacturonasas GH28. A su vez, reportaron por primera vez que un
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miembro de la subfamilia 2 de GH5 era una xilanasa y no una celulasa. También
revelaron por primera vez la presencia de una exopoligalacturonasa activa en un
escarabajo cerambicido. En particular, aunque los genes que codifican celulasas de la
familia GH45 estdn ampliamente distribuidos en otras familias de escarabajos
Phytophaga, especificamente en Chrysomelidae y Curculionidae, la presencia de
genes que codifican celulasas de la subfamilia 2 parece limitada a Cerambycidae
(Pauchet et al., 2010).

La actividad celulolitica en larvas de escarabajos xil6fagos ha sido detectada
en el intestino medio o en el compartimento combinado de intestino medio-
posterior, considerandose al intestino medio como el sitio para la digestion de
lignocelulosa (Scrivener et al., 1997, Watanabe & Tokuda, 2001). A su vez, el
intestino medio de los escarabajos es el sitio de produccion de varias enzimas
digestivas (Scrivener et al., 1997) y también el lugar de expresion de las celulasas
endogenas en los escarabajos xiléfagos longicornios y el escarabajo de la mostaza,
Phaedon cochleariae (Chrysomelidae, Chrysomelinae) (Sugimura et al., 2003; Wei et
al., 2005, 2006a; b). El intestino posterior relativamente pequefio sugiere que la
digestion de la celulosa en escarabajos longicornios es independiente de los
simbiontes, aunque no se puede excluir la posibilidad de que algunos insectos
coledpteros alberguen microorganismos celuloliticos en el intestino (Delalibera et

al., 2005; Schloss et al., 2006).

IV. Enfoques Omicos aplicados a la prospeccion de nuevas enzimas
celuloliticas

En la actualidad, el término digestoma se utiliza para describir al conjunto de
genes endogenos y de los endosimbiontes que contribuyen a la digestion de la
lignocelulosa en el tracto digestivo de los animales (Scharf & Tartar, 2008; Tartar et
al., 2009). Existen dos aproximaciones principales para estudiar el digestoma en
insectos: la primera explora las estrategias genomicas a través de enfoques
dependientes del cultivo, es decir, mediante el aislamiento de microorganismos que
contienen genes celuloliticos o la caracterizacion de extractos enzimaticos de

cultivos de enriquecimiento celulolitico (Butera et al., 2016, Talia & Arneodo, 2018).
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Este método se centra en los microorganismos asociados a insectos y por lo tanto no
tiene en cuenta el genoma del huésped. Su potencial es limitado por el hecho de que
es ampliamente aceptado que solo alrededor del 1% de la diversidad microbiana
intestinal se puede cultivar mediante técnicas microbiol6gicas convencionales. El
segundo enfoque busca superar estas restricciones aplicando estrategias que no
requieren el cultivo de microorganismos en medios artificiales y que también
consideran al insecto huésped como gendmica, metagenomica, transcriptémica,
metatranscriptomica, metaprotedémica y metabolomica. Estos estudios se pueden
realizar de forma independiente o en combinacién. Las principales estrategias
relacionadas con la metagendémica son (1) andlisis de la biodiversidad
(endosimbiontes), (2) metagenémica funcional (mediante la construccion de
bibliotecas metagendmicas en fésmidos o plasmidos, seleccion funcional y seleccion
de clones individuales con actividad celulolitica) y (3) analisis basado en secuencias a
través de la secuenciacion de alto rendimiento (SAR). Hasta la fecha, los resultados
de metagendmica funcional y SAR permitieron la identificacion de genes que
codifican enzimas lignoceluloliticas o nuevas familias de proteinas en hospedadores
y endosimbiontes, asi como en su expresion heteréloga, purificacion vy
caracterizaciéon bioquimica (Talia & Arneodo, 2018, Warnecke et al. 2007; He et al.
2013; Liu et al. 2013; Do et al. 2014).

Estudios de secuencia dirigidas al gen ARN ribosomal (ARNr) 16S se han
utilizado en el analisis de la diversidad de bacterias y arqueas (Wang & Qian, 2009),
mientras que la secuencia del gen ARNr 18S fueron Uutiles para la identificacion de
simbiontes protistas y hongos (Tai & Keeling, 2013). Asimismo, los enfoques
dependientes e independientes de clonado se realizaron a través de andlisis de bajo
y de alto rendimiento, centrandose tanto en temas funcionales como taxonomicos
(Warnecke et al., 2007; He et al., 2013).

La investigacion avanzada de las -Omicas en insectos ha contribuido a
dilucidar los problemas moleculares vy fisiologicos de las relaciones
huésped/endosimbionte y los procesos de digestion celulolitica mediados por los
diferentes agentes involucrados (Scharf & Tartar, 2008; Joynson et al., 2018;
Krishnan et al., 2014). Sin embargo, se necesitan mas trabajos para comprender

mejor la importancia funcional de los datos obtenidos por secuenciacion y analisis
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Omicos.

V. Aplicaciones potenciales en la industria de enzimas celuloliticas

La conversion biotecnoldgica de la biomasa lignoceluldsica se destaca por su
enfoque sustentable para el desarrollo de nuevos procesos y productos. Debido a la
complejidad de los sistemas enzimaticos que degradan esta biomasa y su gran
potencial en la industria, las celulasas y hemicelulasas son fuertes candidatas para
llevar a cabo investigaciones académicas e industriales. El potencial biotecnoldgico
de las enzimas celuloliticas tiene un amplio rango que incluye la industria de
alimentos, la industria textil, del lavado, del vino, la del papel y el bioetanol

lignocelulésico (Kuhad et al., 2011).

V.1 Industria alimentaria

En relacion a la industria de alimentos, las celulasas tienen una amplia gama
de aplicaciones potenciales. La produccién de jugos de frutas y vegetales requiere de
métodos mejorados para la extraccion, clarificacion y estabilizacion. Las celulasas
también tienen una aplicacion importante como parte del complejo enzimatico de
maceracion (celulasas, xilanasas y pectinasas) utilizado para la extraccion y
clarificacién de jugos de frutas y vegetales para aumentar el rendimiento de los
mismos (Minussi et al., 2002; de Carvalho et al., 2008). Las mezclas de enzimas que
contienen pectinasas, celulasas y hemicelulasas también se usan para la extraccion

mejorada de aceite de oliva.

V.2 Industria textil y del lavado

Con respecto a la industria textil y del lavado, las celulasas son de amplia
utilidad ya que mejoran la calidad de las telas al modificar las fibras de celulosa de
una manera controlada. En el caso de los procedimientos denominados biostoning
de telas Denim reducen el colorante en ciertas zonas de la misma y biopolishing que
remueve el exceso de microfibrillas, en especial en telas de algodén. En la industria
de los detergentes y polvos para el lavado de ropa, el uso de celulasas mejora el
brillo de la misma, la suavidad y remueve la suciedad (Bhat, 2000; Kuhad et al.,
2011).
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V.3 Industria del vino

Una cantidad de complejos enzimaticos comerciales esta disponible para la
industria del vino. En la produccién de vino, las enzimas como las pectinasas, las
glucanasas y las hemicelulasas desempefian un papel importante al mejorar la
extraccion del color, maceracién de la piel, clarificacion del mosto, filtracion y

finalmente la calidad y estabilidad del vino (Singh et al., 2016).

V.4 Industria del papel

El interés en la aplicacion de celulasas y hemicelulasas en la industria de la
celulosa y el papel ha aumentado considerablemente durante la Gltima década. Se
utilizan combinaciones de celulasas y xilanasas en distintas etapas del proceso como
por ejemplo para la generacion de la pulpa del papel y modificacion de las fibras, asi
como también en el blanqueo mediante xilanasas y mananasas, reduciendo el uso de

cloro generalmente empleado en esta etapa (Kuhad et al., 2011).

V.5 Industria del bioetanol

Una de las principales aplicaciones de las enzimas capaces de hidrolizar
biomasa lignocelulésica es la produccion de combustibles liquidos, en particular
bioetanol de segunda generacion.

El esquema convencional de produccién de etanol de segunda generacion
consiste en cuatro procesos individuales: (i) pretratamiento de la biomasa, (ii)
hidrélisis enzimatica (sacarificacion), (iii) fermentacion de los azlcares y (iv)
purificacién del producto, generalmente por destilacion del etanol o filtrado

molecular (Figura 13).
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Figura 13. Etapas de produccion de bioetanol de segunda generacién. La biomasa lignocelulésica es
sometida a un pretratamiento mediante el cual los componentes de la misma (celulosa, hemicelulosa
y lignina) se encuentran méas accesibles para ser hidrélizados por enzimas celuloliticas agregadas al
proceso. Luego las levaduras llevan a cabo la fermentacion de los azlcares generados a etanol, que
posteriormente es separado.

Existen varios tipos de pretratamiento, los cuales se dividen en diferentes
categorias, como métodos mecanicos, quimicos, fisicoquimicos y bioldgicos o varias
combinaciones de éstos (Barakat et al., 2013). Un pretratamiento adecuado implica
la ruptura de la matriz de hemicelulosa y lignina, de los puentes de hidrégeno que
mantienen unida las fibrillas de celulosa, el aumento en la porosidad y el area
superficial de la celulosa (Mood et al., 2013) con bajos requerimientos de energia y
el reciclado de los catalizadores utilizados (Galbe & Zacchi, 2012). Los mas aplicados
actualmente suelen involucrar una combinacion entre componentes fisicos y
quimicos, aunque el desarrollo de nuevas metodologias con mejoras en los
rendimientos y disminucion de los costos esta en pleno auge (Galbe & Zacchi, 2012;
Mood et al., 2013).

Los pretratamientos mas estudiados son de naturaleza fisicoquimica. Algunos
de estos incluyen procesos hidrotérmicos, como explosion de vapor, explosion con
CO. 0 tratamiento con agua caliente, y procesos quimicos como hidrdlisis alcalina,
tratamiento con &cido diluido, procesos de organosolv utilizando solventes
organicos, explosion de fibra con amoniaco (AFEX) y ozondlisis, entre otros. El
principal objetivo de los pretratamientos fisicos es la disminucion del tamafio de las

particulas de lignocelulosa y a su vez, disminuir el grado de interaccion entre los
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componentes de la matriz. Por lo general la biomasa suele molerse, reduciendo el
tamafio de las particulas a 0,2¢30 mm dependiendo del mecanismo utilizado.
Aunque este proceso suele realizarse previo a los siguientes pasos de tratamientos
de la biomasa, algunos trabajos lo proponen como uUnico paso previo a la
sacarificacion enzimatica (Hideno et al., 2009).

El pretratamiento de extrusidn es un pretratamiento termofisico en el que los
materiales se someten a mezcla, calentamiento y disrupcion que conduce a la
alteracion fisica y quimica de su estructura (Lamsal et al., 2010).

El pretratamiento &cido, en particular el uso de H2SOa, es el mas comdn de
los tratamientos quimicos. En éste, la hemicelulosa es hidrolizada a monosacéridos,
permitiendo el acceso a la celulosa. El pretratamiento acido puede realizarse a bajas
concentraciones de &cido con altas temperaturas o a altas concentraciones de acido
con bajas temperaturas (Mood et al., 2013).

El pretratamiento alcalino se lleva a cabo a més baja temperatura y presion
que la hidrdlisis &cida. Cuando un material lignocelulésico se empapa en una
solucion alcalina, por ejemplo, hidroxido de sodio, de potasio o de amonio, se
rompen los enlaces entre la lignina y los polisacaridos y también se puede solubilizar
parte de la lignina. El efecto de ésto es un aumento en el area de superficie
disponible, mientras que el grado de polimerizacién se reduce. En general, los
métodos de pretratamiento utilizando alcalis son eficaces en ciertos tipos de
materias primas, por ejemplo, sobre los residuos agricolas y cultivos herbaceos. La
razén es probablemente la menor cantidad relativa de lignina en estos tipos de
materiales (Galbe & Zacchi, 2012).

La hidrolisis de la biomasa pretratada, en la cual se generan mono y
oligosacaridos a partir de polisacaridos complejos, puede ser llevada a cabo usando
acidos o enzimas. La hidrdlisis acida requiere relativamente alta temperatura y
produce no solo glucosa sino también inhibidores como hidroximetilfurfural y otros
productos, lo cual reduce el rendimiento total. La aplicacién de enzimas, por otro
lado, es ventajosa dando una mayor eficiencia de conversion, baja generacion de
inhibidores y uso de condiciones operativas moderadas y no corrosivas. De todos
modos, la degradacion de la biomasa es un proceso multienzimatico altamente

complejo por lo cual aln no existen sistemas completamente efectivos y de bajo
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costo. Los factores de la biomasa que afectan la hidrdlisis enzimatica, ademas de la
concentracion de sustrato, son el grado de polimerizacion, la cristalinidad, el &rea
accesible al atague enzimatico y el contenido de hemicelulosa y lignina (Ballesteros,
2010).

La etapa de fermentacion es llevada a cabo por microorganismos capaces de
fermentar a etanol los azlcares generados durante la etapa de hidrolisis. La
fermentacion alcohdlica involucra reacciones bioquimicas y enziméaticas complejas,
que tienen lugar en un ambiente con cantidad de oxigeno reducida. La cepa de
levaduras maés utilizada es Saccharomyces cerevisiae, que puede fermentar azlicares
monomeéricos de seis carbonos. Ademas, se usan bacterias que fermentan tanto
azlcares de cinco como de seis carbonos o levaduras modificadas genéticamente
gue fermentan pentosas (Ingram et al., 1987; Fernandez-Sandoval et al., 2012). Sin
embargo estas Ultimas en ocasiones deben ser ingenierizadas genéticamente para
tolerar los altos niveles de etanol generados (Tan et al., 2016). Por ejemplo, Pichia
stipitis es una levadura capaz de fermentar pentosas naturalmente, que ha sido
evaluada como productora de etanol (Silva et al., 2011; Chen et al., 2012b).
Klebsiella oxytoca, una bacteria meséfila tiene enzimas propias para la captacion y
fermentacion de celooligosacaridos, xilanos, hexosas y pentosas, también ha sido
evaluada en la produccion de etanol (Dien et al., 2003; Schuster & Chinn, 2013). Por
su parte, Clostridium thermocellum es una bacteria anaerobia termofila que degrada
naturalmente celulosa y que también es capaz de fermentar los azUcares resultantes
principalmente en etanol, lactato, acetato, didéxido de carbono e hidrégeno (Schuster
& Chinn, 2013).

Finalmente, se aplican métodos de separacion para la recuperacion vy
deshidratacion del etanol generado y remocion de los inhibidores producidos
durante la fermentacién, para aumentar el rendimiento. Dado que el etanol se
encuentra diluido en una solucion acuosa luego de la fermentacion (5-12%), la
separacion del mismo es un proceso que requiere de energia. En general se aplican
dos etapas: en la primera se concentra por destilacion convencional (92,4%) y luego
es deshidratado a etanol puro mediante destilacion azeotropica, extractiva, liquido-
liquido, adsorcion o evaporacion de membrana (Huang et al., 2010).

Asi, un estudio sistémico dirigido a estudiar prospectivamente la diversidad
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de microorganismos endosimbiontes de insectos nativos, asi como la caracterizacion
de las funciones enzimaticas involucradas en la degradacion de biomasa
lignoceluldsica puede resultar un aporte fundamental para un sin niumero de

aplicaciones industriales.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El tracto digestivo de termitas nativas superiores y coleOpteros posee

celulasas, hemicelulasas y pectinasas endogenas y de bacterias endosimbiontes no

caracterizadas de potencial utilidad para la produccion de bioetanol.

OBJETIVOS GENERALES

El objetivo general del proyecto consiste en el estudio y prospeccion de la diversidad

bacteriana, cultivable y no cultivable, presente en el intestino de termitas nativas y

coledpteros y la caracterizacion de enzimas hidroliticas de bacterias endosimbiontes,

para su utilizacion en la hidrdlisis de biomasa lignocelul6sica.

Como objetivos especificos del proyecto, se propone:

1)

2)

3)

4)

5)

Estudiar la diversidad bacteriana cultivable celulolitica presente en el
intestino de termitas nativas.

Evaluar la actividad celulolitica y hemicelulolitica de las bacterias
cultivables y de los extractos intestinales totales en el intestino de
termitas. Identificar la/s proteina/s de interés.

Analizar los cambios en la diversidad bacteriana y en las actividades
hidroliticas en respuesta a diferentes dietas lignocelulésicas en el intestino
de Anthonomus grandis.

Clonar, expresar y purificar la/s enzima/s de interés de los
endosimbiontes, en sistemas de expresion heterdlogos apropiados.
Evaluar y caracterizar las actividades enzimaticas mediante analisis
bioquimicos.

Determinar la capacidad de hidrdlisis de las enzimas seleccionadas en
biomasas de interés pretratadas para la produccion de bioetanol de

segunda generacion.

59



Materialesy
métodos
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|. Muestreo

|.1 Habitat y nutricion de las termitas nativas Nasutitermes aquilinus y
Cortaritermes fulviceps

Las termitas Nasutitermes aquilinus (Holmgren, 1910) y Cortaritermes
fulviceps (Silvestri, 1901) se encuentran ampliamente distribuidas en la cuenca del
rio Parana en América del Sur (Fontes & Terra, 1981; Laffont et al., 2004). En este
trabajo, se seleccionaron ambas especies en base a su abundancia relativa en la
Region del Noreste Argentino (NEA) y a sus diferentes habitos nutricionales. N.
aquilinus (NA) construye nidos arboreos, se alimenta exclusivamente de madera y
habita en arboles vivos y muertos, asi como en bosques en descomposicion. Se las
puede encontrar en arboles vivos de Enterbolium contortisiliquun y en otras especies
de arboles de esta provincia: Eucalyptus grandis, E. camaldulensis, E. tereticornis,
Grevillea robusta, Melia azedarach, Peltophorum dubium, Schinopsis balansae,
Sorocea sprucei y Tabebuia heptaphylla (Torales et al., 2004). Por otro lado, C.
fulviceps (CF) construye monticulos en el suelo y tiene una dieta mas variada, que
incluye materia organica del suelo, raices, hojas y tallos de gramineas, asi como
también madera. Trabajos previos reportaron que esta especie ataca los tallos de la
palmera Acrocomia totai y arboles vivos de E. grandis (Laffont et al., 2004; Torales et
al., 2004) (Figura M1).

Las termitas NA y CF fueron recolectadas en la provincia de Corrientes,
Argentina 0{ HTC Hy? onllY = pyc ncl phinol & { HTC Hl pyIHCllY = pyc nnd MTIcnl
respectivamente). NA se recolectd de arboles vivos de E. contortisiliquun, mientras
que CF fue colectada dentro de monticulos ubicados en pastizales de Elionurus
muticus. Solo la casta obrera fue seleccionada y almacenada hasta su procesamiento
a-20°C.

Las termitas fueron recolectadas con el permiso de la Direccion Nacional de
Recursos Naturales del Ministerio de Turismo de la provincia de Corrientes (permiso

namero 845/13). No se utilizaron especies en peligro de extincion o protegidas.
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Figura M1. Termitas nativas de Argentina. (A) Nasutitermes aquilinus. (B) Cortaritermes fulviceps.
1.2 Anthonomus grandis boheman

Las larvas de Anthonomus grandis boheman (Coleoptera: Curculionidae) se
criaron de forma artificial en el Laboratorio de Cria del Instituto de Microbiologia y
Zoologia Agricola (IMYZA), INTA Castelar. Las larvas de A. grandis fueron crecidas
sobre tres dietas artificiales autoclavadas: harina de algodon (HA), rastrojo de maiz
(RM) y pasto elefante (PE) a 28° C, con 70% de humedad relativa y fotoperiodo de 12
h luz/oscuridad. Las larvas se mantuvieron en cada dieta durante 10 dias, periodo

suficiente para que A. grandis atraviese tres estadios larvales (Figura M2).

Figura M2. Estadios del desarrollo de Anthonomus grandis boheman. (A) Larva (B) Pupa y (C) Adulto.
Fuente: https://inta.gob.ar/documentos/para-controlar-al-picudo-del-algodonero-hay-que-criar-
picudos-en-laboratorio.

[.3 Diseccion de intestinos

Las larvas de A. grandis y las termitas nativas N. aquilinus y C. fulviceps, se
esterilizaron superficialmente con etanol 70% y los intestinos se diseccionaron en

lupa binocular.

Il. Biomasas lignocelulésicas

El rastrojo de maiz (rastrojo de Zea mays) (RM) fue colectado en la Estacién

Experimental de INTA (EEA) Pergamino. Mediante un proceso de molienda y
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tamizado se obtuvo un tamafio de particula de 2 mm, posteriormente se mantuvo
en una estufa a 45 °C durante 8 h para eliminar la humedad residual.

El bagazo de cafia de azucar (BCA) fue gentilmente donado por el molino
Jalles Machado (Goiés, Brasil) y las muestras de Pennisetum purpureum var. Napier
(pasto elefante, PE) (Poales: Poaceae) fue provisto por la Empresa Brasilefia de
Investigacion Agropecuaria (EMBRAPA). El material fue secado con aire caliente y

molido a un tamafio de particula promedio de 2 mm.

[1.1 Pretratamiento de biomasas

Las biomasas se resuspendieron en 0,5 N de H2SO4 diluido y posteriormente
se pretrataron en bafio de H.O a 100 °C durante 3 h. La fraccion solida se separé del
liquido por filtracién al vacio y se lavd dos veces con agua bidestilada (H20b).
Posteriormente el material se secé en un horno a 45 °C durante 8 h para eliminar la
humedad residual. Las biomasas secas fueron almacenadas en bolsas plasticas

estériles a temperatura ambiente hasta su posterior uso.

II.2 Determinacion de la composicion quimica de las biomasas
lignocelul6sicas

La determinacion del contenido de carbohidratos y lignina insoluble de las
biomasas PE y BCA se realizd siguiendo el protocolo del Laboratorio Nacional de
Energias Renovables (NREL), Golden, Co, EUA
(http://www.nrel.gov/biomass/analytical_procedures.html).

Las muestras crudas se extrajeron secuencialmente con H.O y CoHsO, de
acuerdo con la metodologia NREL con el fin de cuantificar el contenido de las
extracciones.

Las biomasas libres de extractivos, sin tratar y pretratadas se sometieron a
una hidrolisis acida en dos etapas: primero se aplicé H2SO4 (72% en peso seco) en un
bafio de agua a 30 °C durante 1 h con agitacion, seguido de una segunda etapa con
H2S04 (4% en peso seco) en autoclave durante 1 h a 121 °C. La suspension resultante
se filtrg, posteriormente el filtrado se analizd por cromatografia liquida acoplada a
un detector de indice de refraccion. El contenido de glucano, xilano, arabinano y

acetilo se estableci6 mediante cromatografia liquida (Infinity 1290, Agilent, EUA)
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equipada con: bomba cuaternaria de solvente (G4204A, 1290 Quat Pump), detector
de indice de refraccién (G1362A, RID) e inyector de muestra con una configuracion
de horno de columna a 55 °C (G4226A, 1290 Sampler). Se utiliz6 una columna BioRad
Aminex HPX-yT1 6onn E Tly YY1 >Y0 SljlII-RI- 02y dzy1- LISO2f Y y1- 1201R 1Y hySE
Cation-H (30 x 4,6 mm). La fase movil utilizada fue 5 mM H2SO4 en modo isocratico.
El caudal fue de 0,6 mL/miny el tiempo total de funcionamiento de 60 min. Se utilizd
el software Agilent Open Lab con Data Analysis (version A.01.01) para el
funcionamiento del sistema LC y el procesamiento de datos. La lignina soluble en el
filtrado se determind por absorcién ultravioleta (UV) (240 nm y 40 L/g.cm), mientras
que la lignina insoluble se determiné como el residuo sélido de la hidrdlisis previo
descuento del contenido de ceniza.

Como método alternativo, la composicion quimica de las biomasas HA, RM y
PE se determiné utilizando el analisis de fibra de Van Soest (Goering & Van Soest,
1970). La medicion de la Fibra Detergente Neutro (FDN) se usO para estimar el
contenido lignoceluldsico total (en términos de celulosa, hemicelulosa y lignina),
mientras que las mediciones de la Fibra Detergente Acido (FDA) y la Lignina
Detergente Acido (LDA) se usaron para estimar la concentracion de celulosa-lignina y
lignina, respectivamente. La fraccion de hemicelulosa se determind como la
diferencia de %FDN - %FDA, mientras que la fraccién de celulosa a partir de la
diferencia entre %FDA - %LDA.

El contenido de pectina fue determinado de acuerdo al método de Fry (Fry,
1988). Las muestras de biomasas secas fueron extraidas con CoHsO (66 mg/mL) a 80
°C durante 2 h. Los residuos insolubles en el alcohol fueron luego extraidos con agua
caliente (15 mg/mL, durante 3 h a 90 °C) para obtener un residuo libre de almidon.
Esta fraccion fue extraida posteriormente dos veces con 0,05 M Ca>CO3 conteniendo
20 mM de NaBH4, a temperatura ambiente. Ambos extractos se combinaron, se
dializaron dos veces con agua destilada y finalmente fueron liofilizados. Este proceso
fue realizado por triplicado y el contenido de pectina se expresé como porcentaje de

material extraible con la solucion diluida de Na2COs.
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11.2.1 Espectroscopia Infrarroja por Transformada de Fourier (FT-IR)

Las diferentes biomasas se trituraron con nitrogeno liquido en un mortero de
porcelana y el tamafio de particulas se homogeneizé utilizando un lienzo de voile. A
continuacion, las muestras fueron sometidas a una serie de lavados secuenciales
utilizando Triton X-100, CH3OH y C3HeO siguiendo el procedimiento reportado por
Cvikrova et al., (2006), con el fin de eliminar los extraibles hidro y liposolubles. El
material obtenido fue secado a 50 °C hasta peso constante y mantenido en una
atmosfera libre de humedad hasta el momento de proceder al armado de las
pastillas para FT-IR. Para obtener los espectros se elaboraron pastillas de 13 mm de
didmetro con 2 mg de cada muestra seca y 20 mg de KBr grado infrarrojo asi como
también pastillas blanco conteniendo 22 mg de KBr. Los espectros de absorcion FT-IR
fueron registrados entre 4.000 y 400 cm™ empleando un espectrometro modelo
Spectrum (Perkin-Elmer Instruments, EUA). El analisis espectral se realizd6 a una
velocidad de 1 ¢cm st con 4 cm™ de resolucion bajo atmdésfera de aire seco (camara
con silica gel), el espectro promedio obtenido fue resultado de 64 escaneos. Las
mediciones se realizaron por duplicado. Para el procesamiento de los datos se utilizo
el software OMNIC Specta™ y se llevd a cabo la correccion de cada espectro
sustrayendo el correspondiente a la pastilla blanco obtenido inmediatamente antes
del registro de cada muestra.

De los espectros resultantes se seleccionaron bandas de referencia dentro de
la region 800-3000 cm* generalmente asignados a grupos funcionales caracteristicos
de los polimeros de la biomasa vegetal (Tabla M1), y se estimaron sus intensidades
relativas siguiendo los protocolos de Luna et al. (2015) y Pandey & Pitman, (2003).
Diversos parametros relacionados al indice de cristalinidad de la celulosa fueron
calculados: indice de orden lateral (LOI, por sus siglas en inglés) y la intensidad de
enlaces de hidrégeno (HBI, por sus siglas en inglés) 0bSta2y” s hi/2yy2Il mpenT hK Si
al., 2005), grado de lignificacion (°L) (Hinterstoisser et al., 2001) y diferentes
relaciones tales como lignina/carbohidrato (L/C), carbonilo/carbohidrato (C/C) y
Siringilo/Guaiacilo (S/G) (Bechtold et al., 1993; Dorado et al., 1999).
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Tabla M1. Asignacion de bandas caracteristicas de absorcion Infra Rojo de la pared vegetal

Longitud Grupo funcional Asignacién
(cm)
2900 Estiramiento simétrico y asimétrico de grupos metil Celulosa

y metilenos
1735 Estiramiento de los grupos C=0 no conjugados Xilano + hemicelulosa
1598 Estiramiento de C=C de grupos aromaticos Lignina
1510 Estiramiento de C=C de grupos aromaticos Lignina
1465 Flexion de C-H (metil y metilenos) en monolignoles Lignina
1426-1430 Flexion de CH: Celulosa
1320-1330 Estiramiento de CH: Celulosa
1320-1330 C-O del anillo siringilo Lignina
1160-1164 Vibracién de enlaces C-O-C Celulosa
1270 C-O del anillo guaiacilo Lignina
898 Deformaciones C-H Celulosa
1630 Grupos carbonilos Pectina
1660 Grupos carbonilos congujados Pectina
1740 Grupos carbonilos no conjugados Pectina

I1.3 Microscopia electrdnica de barrido (SEM)

Los cambios morfoldgicos de la superficie de las biomasas BCA y PE se
evaluaron por microscopia electrénica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés). Se
compararon los materiales no tratados, después del pretratamiento con HzSOs
diluido, y luego de la digestion enzimatica. La muestras se colocaron directamente
sobre la capa de grafito y se observaron en un SEM modelo FEI Quanta-250 (FEI Co.,
Holanda) y aumentos de 800-2.000X. Se obtuvieron varias imagenes de diferentes
areas de cada muestra (al menos 20 imagenes por muestra) para confirmar la
reproducibilidad de los resultados. Las observaciones microscopicas se realizaron en

el Laboratorio de Microscopia del CICVyA, INTA, Buenos Aires., Argentina.

[1l. Dietas Artificiales

l1l.L1 Preparacion de las dietas artificiales utilizadas para la cria de
Anthonomus grandis boheman

La composicion de las dietas artificiales que se utilizé para la cria de A.
grandis se detallan en la Tabla M2. La harina de algodon (HA) se sustituyo por las
biomasas rastro de maiz (RM) o pasto de elefante (PE) para obtener las diferentes
dietas artificiales respectivas. Se utilizaron por placa de Petri 20 mL de cada dieta

previamente autoclavada.
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Tabla M2. Composicién dietas artificiales

INGREDIENTES 1KILO
Levadura de Cerveza 60 g
Germen de trigo 60 g
Agar de reposteria 409
Proteina de soja 100¢g
Harina de algodén (HA), rastrojo de maiz 40g
(RM) o pasto elefante (PE)

Azlcar 60 g
Agua destilada 1.300 mL
Acido Ascorbico 20g
Acido Sorbico 249
Nipagin 29
Sales Minerales 100¢
Solucién Vitaminica 10 mL
Nistatina 0,5mL

V. Condiciones de cultivo

Los intestinos extraidos (ver seccion 1.3) se molieron en H.Ob estéril y se
homogeneizaron por vortex. Los homogenatos intestinales obtenidos de N. aquilinus
y C. fulviceps, fueron crecidos en medio minimo (MM) con extracto de levaduras
0,1% (fuente de nitrogeno), cicloheximida 0,5 % (SIGMA) para prevenir el desarrollo
de hongos y suplementados con diferentes substratos o biomasas lignoceluldsicas
(fuente de carbono): carboximetilcelulosa (CMC) 1%, xilano (XI) 0,5%, BCA 0,5%, PE
0,5% (pretratadas con H2SOs diluido y sin tratar, ver seccion I.1). Los cultivos se

incubaron a 37 °C en agitador orbital durante una semana a 200 rpm.

V. Técnicas de biologia molecular

V.1 Extraccion de ADN gendmico

El ADN total de las bacterias intestinales cultivables de las temitas nativas,

crecidas en MM-CMC, fue extraido con el método de Bromuro de
Cetiltrimetilamonio (CTAB) desarrollado por Doyle & Doyle (1987).

La obtencion del ADN gendémico de las muestras de intestinos de A. grandis
se realiz6 mediante el uso del sistema comercial DNeasy Blood and Tissue kit

(Qiagen, EUA). Cada reéplica biologica consistio en un pool de tres intestinos enteros.
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El ADN obtenido se cuantificd y se evaluo su integridad con el equipo Fragment

analyser™ (Advanced Analytical, EUA).

V.2 Construccién de bibliotecas de clones cultivables mediante amplificacion
del gen ARN ribosomal 16S del intestino de termitas nativas

La secuencia nucleotidica correspondiente al gen codificante para la
subunidad 16S del ARNr casi completa (~1.400 pb) se amplificé por medio de la
técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR), utilizando el par de cebadores
fD1 (5"-CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGATCCTGGCTCA-3) y rD1 (5"-
GGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGATCCAGCC-3") (Weisburg et al., 1991), usando como
templado ADN total de las bacterias intestinales cultivadas en MM-CMC. La mezcla
de reaccién consistio de: buffer de PCR 10X, 1,5 mM MgClz, 0,25 mM de cada
cebador, 0,2 mM de cada dNTP, 0,75 U de Taq polimerasa (Invitrogen, EUA), 50 ng
de templado y agua milliQ a un volumen final de 25 mL. Las condiciones de
amplificacién fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacién de 10 min a
95 °C, seguido de 30 ciclos de 20 seg a 95 °C, 30 seg a 55 °C, 90 seg a 72 °C y una
extension final de 10 mina 72 °C.

Los fragmentos amplificados por PCR fueron clonados en el vector pGEM-T
Easy (Promega, EUA) y transformados en Escherichia coli DH5a (ver seccion V.7)
creando las bibliotecas de clones CMC-NA y CMC-CF correspondiente a N. aquilinus y
C. fulviceps, respectivamente.

Los clones seleccionados (por crecimiento en placas con IPTG/X-gal y
posterior ensayo de restriccion con la enzima EcoRl) fueron secuenciados a partir de
los cebadores fD1/rD1 en un Secuenciador Capilar ABI 3130xI (Applied Biosystems,
EUA) en la Unidad de Genomica de CICVyA-INTA.

V.3 Construccion de las bibliotecas metagenomicas mediante amplificacion
de la regién V3-V4 hipervariable del gen ARN ribosomal 16S del intestino de
Anthonomus grandis boheman

A partir del ADN gendmico extraido del intestino de A. grandis (seccion V.1) se
realizé la amplificacién de la secuencia codificante para las regiones hipervariables
V3-V4 del gen ARNr 16S mediante PCR por triplicado utilizando los cebadores
universales 515F (5"- GTGCCAGCMGCCGCGGTAA -3), (Turner et al., 1999) y 806R
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(5- GGACTACHVGGGTWTCTAAT -3") (Caporaso et al., 2012) con adaptadores para la
secuenciacion y codigos de barras especificos de muestras en el cebador 806R. La
reaccion de PCR de cada muestra fue realizada por triplicado utilizando la siguiente
mezcla de reaccion: buffer ExTaq Takara 10X conteniendo MgClz, 10 mM de cada
cebador, 0,56 mg/mL de albumina sérica bovina, 200 mM de cada dNTP, 0,025 U de
Taq polimerasa ExTaq (Takara Mirus Bio Inc., Madison, WI, EUA), 10 ng de ADN
templado y agua milliQ a un volumen final de 25 mL. Las condiciones de amplificacion
fueron las siguientes: un paso inicial de desnaturalizacion de 3 min a 95 °C, seguido
de 30 ciclos de 30 seg a 95 °C, 45 seg a 55 °C, 90 seg a 72 °C y una extension final de
12 min a 72 °C. Las reacciones por triplicado fueron agrupadas y purificadas usando
perlas magnéticas SPRI (Agencort AMPure XP, Beckam Coulter Inc. Brea, CA, EUA)
(1,2 X mL de volumen de muestra). Luego las muestras fueron cuantificadas
utilizando el fluorémetro QubitN (Qiagen, EUA). Las muestras se diluyeron a una
concentracion final de 10 nM. Todas las muestras fueron luego agrupadas en
cantidades equimolares para la posterior secuenciacion.

La secuenciacion fue llevada a cabo por el Laboratorio de Secuenciacién
Gendmica Vincent J. Coates de la Universidad de Berkeley, CA, EUA. Se utilizé el kit
v3 y un programa de 300 ciclos de secuenciacion usando el secuenciador MiSeq de

llumina.

V.4 Amplificacion por PCR de genes codificantes para glicosil hidrolasas

En un trabajo paralelo a esta Tesis se realizo la identificacion y seleccion de
genes involucrados en la hidrolisis de la celulosa y hemicelulosa del intestino de las
termitas N. aquilinus y C. fulviceps a partir de la secuenciacion de ADN total
mediante lllumina HiSeq 2500 (Soria et al., en preparacion). De este conjunto de
datos se seleccionaron seis genes que codifican para GH, pertenecientes a la familia
GHB5, en base a los siguientes criterios: i) cobertura del contig (nimero de lecturas de
cada contig), ii) la asignacion taxondmica, iii) longitud del contig que contenga
codones de iniciacion y stop identificables, iv) presencia en el microbioma de ambas

termitas (Tabla M3).
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Tabla M3. Genes codificantes para las glicosil hidrolasas de la familia GH5

Nombre del gen Funcion Organismo

GH5CelA Endoglucanasa bacteria no cultivable 35A20
GH5CelB Endoglucanasa bacteria no cultivable
GH5CelC Endoglucanasa Hydrotalea flava

GH5CelD Endoglucanasa Treponema sp. C6A8
GH5CelE Endoglucanasa Treponema primitia
GH5CelF Endoglucanasa bacteria no cultivable 35A20

Se disefiaron cebadores para amplificar los seis genes codificantes para

endoglucanas seleccionados (Tabla M4).

Tabla M4. Cebadores utilizados para la amplificacion de genes de interés.

Nombre Secuencia (5°-3")* Tamafio
GH5CelA-F  GGATCCGGATGTGGCACAATATCATTTAGC 1091 pb
GH5CelA-R  CTCGAGTTATTTTTTAACCTTTCGCTGGGG

GH5CelB-F  GGATCCAATATCCCATTTTCAAGAGGC 1025 pb
GH5CelB-R ~ CTCGAGTTACTTTACCGTTTTAAAACCTATAGCG

GH5CelC-F GGATCCACAACACTAAGTCAACCAC 1094 pb
GH5CelC-R ~ CTCGAGTCAGTACTTTCTCAAAACGTC

GH5CelD-F  GGATCCAATAAATCTATTGTTTTTTTATTTTG 1025 pb
GH5CelD-R ~ CTCGAGTTATGTAGCGTCTGTTATTTT

GH5CelE-F GGATCCAAAAGAACAGTTTTTTCCG 1712 pb
GH5CelE-R ~ CTCGAGTCAATTCGCTCCCCTGATAAG

GH5CelF-F GGATCCCCGCAGAAGGAGAAGGGAGG 1229 pb

GH5CelF-R CTCGAGTTATTTTTTTACTGCTTCGACCATCG
*|os sitios de corte de las enzimas de restriccion BamHI y Xhol se encuentran subrayados

Las condiciones de amplificacion, del tipo touch down, fueron en dos etapas.
La primer etapa consistidé en un paso inicial de desnaturalizacion de 5 min a 95 °C,
seguido de 10 ciclos de 1 min a 95 °C, 1 min a 55 °C, 2 min a 72 °C y una extension
final de 10 min a 72 °C, la temperatura de annealing disminuyé 1 °C por ciclo. La
segunda etapa consistié de 30 ciclos de 1 mina 95 °C, 1 min a 45 °C, 160 sega 72 °C

y una extension final de 10 min a 72.

V.5 Vectores de clonado y expresion

Durante este trabajo se utiliz6 el vector pGEM-T Easy (Promega) para clonar
los fragmentos de PCR de los genes seleccionados que pudieron ser amplificados.

Para la expresion proteica en E. coli se utiliz6 el vector pET28a(+) (Novagen),
que permite la produccion de la proteina de interés fusionada a seis residuos de

histidina.
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V.6 Preparacion de células de Escherichia coli competentes quimicas

Se prepararon células competentes quimicas de las siguientes cepas de E.
coliy 51ph 6¢KSIY'2 CIaKSI, EUA), Rossetta DE3 (Novagen, EUA) y SHuffle® T7 (NEB,
EUA) utilizando el siguiente protocolo: a partir de una colonia se inicio el cultivo de 5
mL, durante 16 h a 37 °C. Al dia siguiente se inocularon 300 mL de LB con 3 mL del
cultivo bacteriano en un Erlenmeyer de 2 L a 37 °C con agitacion hasta llegar a una
DO (1=600)= 0,48. Luego se colocaron las células 5 min en hielo y se centrifugaron a
4.000 rpm por 10 min a 4°C. Posteriormente, el pellet se resuspendié en 40 mL de la
solucién TFBI fria, se dejo en hielo 5 min y se centrifugd nuevamente a 4.000 rpm,
4°C durante 5 min. Finalmente se resuspendié el pellet en 10 mL de la solucién TFBI
fria. Las células fueron fraccionadas de a 100 mL en microtubos y se conservaron a -

80 °C hasta su utilizacion.

V.7 Reacciones de ligado

Para llevar a cabo las reacciones de ligacion se utilizd la enzima T4 ligasa
(Promega, EUA), siguiendo las especificaciones del fabricante. La relacion ADN
inserto/ADN vector fue de 3:1. La reaccién de ligacion se llevo a cabo a 4 °C por un

periodo de 16 a 18 h.

V.8 Transformacién de Escherichia coli

Para los ensayos de transformacion se agregaron 5 mL de plasmido (10-50 ng)
a 50 mL de células competentes. La reaccidonse incub6 en hielo por 30 min, luego se
aplicd un shock térmico a 42°C durante 90 s y nuevamente se incubé en hielo por
120 s. A continuacién se agregaron 200 mL de medio LB y se incub6 a 37 °C por 1h
con agitacion constante. Al terminar el periodo de recuperacion, se sembraron 100
mL de la reaccién de transformacion en la superficie de placas de medio sélido
conteniendo LB agar 1,5%, en presencia del antibidtico adecuado para la seleccion
de las transformantes (Ampicilina 100 mg/mL y/o Kanamicina 50 mg/mL). Cuando
fue necesario se agreg6 superficialmente a las placas el inductor IPTG (100 mM) y el
sustrato cromogeénico X-gal (50 mg/mL). Las placas se incubaron a 37 °C durante 16
h.
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V.9 Minipreparacion de ADN plasmidico

Para la obtencion de pldsmidos a partir de E. coli se utilizaron los kits de
extraccion de ADN plasmidico: Wizard Plus SV Minipreps DNA Purification System
(Promega, EUA) y QlAprep Spin Miniprep (Qiagen, Alemania), segun lo indicado en el

manual de uso por los fabricantes.

V.10 Digestion con enzimas de restriccion

Las reacciones de digestion se realizaron utilizando de 2 a 5 pL de plasmido,
al que se agreg6 1 uL de la enzima de restriccion, 2 L del buffer 10X (especifico para
cada enzima) y 20 uL de H20, se incub6 a 37 °C durante 3 h. Todas las enzimas de
restriccion (EcoRIl, BamHI y Xhol) fueron adquiridas en Promega y se utilizaron segin

las especificaciones del fabricante.

V.11 Electroforesis en geles de agarosa

Para la visualizacion de la calidad del ADN extraido y purificacion de
fragmentos de ADN obtenidos en reacciones de PCR o de cortes con enzimas de
restriccion con rangos de tamafio de 500 a 3.000 a pb, se utiliz6 una concentracion
de agarosa (Biodynamics) de 0,8 a 1 % con bromuro de etidio (0,5 mg/mL). Las
electroforesis se realizaron utilizando buffer TAE (40 mM Tris, 20 mM CH3COOH y 1
mM EDTA) a 80 V en cubas (BioRad). Como marcador de peso molecular se utiliz 1
Kb ladder (Promega, EUA). Las muestras fueron visualizadas en un sistema de

documentacioén de geles (Gel Doc XR, BioRad).

V.12 Purificacion de fragmentos de ADN

Para la purificacion de fragmentos de ADN obtenidos por reacciones de PCR,
tratados con enzimas de restriccion en mezcla de reacciones o a partir de geles de
agarosa, se utilizo el sistema comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega, EUA), siguiendo las especificaciones del fabricante.

La cuantificacion de la concentracion de acidos nucleicos se realizé6 mediante

el uso del espectrofotometro NanoDrop ND1000 (NanoDrop Technology).
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V.13 Expresion y purificacion de proteinas recombinantes en el sistema
heterdlogo Escherichia coli

La secuencia génica amplificada de GH5CelC a partir del ADN total de N.
aquilinus se clonod en el vector pGem-T Easy, mientras que las secuencias génicas
correspondientes a GH5CelA y GH5CelB fueron obtenidas como genes sintéticos
(GenScript®, EUA) en el vector de clonado pUC57, optimizados en el uso de codones
para E. coli. Los genes se cortaron utilizando las enzimas de restriccion BamHI/Xhol
(Promega) y se clonaron en el vector de expresion pET28a(+) (Novagen) mediante
ligacion con la enzima T4 ligasa (Promega).

Luego, con los plasmidos recombinantes obtenidos se transformaron células
guimicamente competentes de E. coli Rossetta DE3 y Shuffle T7 para la expresion
proteica, las cuales se cultivaron en medio LB suplementado con 50 pg/mL de
kanamicina o con ampicilina 100 pg/mL. La expresién se indujo con 0,1 mM de IPTG
ON a 20 °C para GH5CelA y GH5CelB.

Las proteinas, luego de la lisis celular (buffer de lisis) y sonicacion (6 pulsos de
10 seg, 28% amplitud), se purificaron de la fraccion soluble mediante cromatografia
de afinidad por iones (IMAC) con resina de agarosa Ni-NTA (Qiagen). Para ello se
usaron los buffers de lavado y elucion adecuados. La composicion de los buffers de

lisis y lavado se detallan en la Tabla Al.

V.14 Electroforesis en geles de poliacrilamida

La separacion de las proteinas en una dimension se realiz6 siguiendo el
método descripto por Laemmli (1970). Se utilizaron las cubas y accesorios del
sistema miniprotean 3 (BioRad) para geles de 7x8 cm. Para el armado de un gel

pequenio, se siguid la siguiente tabla:

Gel Separador concentracion final de acrilamida 12% 5mL
H0b 1,6 mL
Tris-HCI 1,5M pH 8,8 1,3mL
Amonio persultato (APS) 10% 50 mL
Dodecilsulfato sédico (SDS) 10% 50 mL
Acrilamida-Bisacrilamida. (30-0,8%) 2mL
Tetrametiletilendiamina (Temed) 2mL
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Gel Concentrador concentracion final de acrilamida 4% 3mL
H0b 2,1mL
Tris-HCI 1,5M pH 6,8 0,380 mL
Amonio persultato (APS) 10% 30 mL
Dodecilsulfato sédico (SDS) 10% 30 mL
Acrilamida-Bisacrilamida (30-0,8%) 500 mL
Tetrametiletilendiamina (Temed) 3mL

Las muestras se prepararon en buffer de siembra 5X (TrisgHCI 250 mM pH
6,8; J-mercaptoetanol 50 mM; SDS 10%; azul de bromofenol 0,2%; glicerol 50%) y se
calentaron a 100 °C durante 5 min para desnaturalizar totalmente las proteinas. La
electroforesis se realiz6 a 100 ¢ 130 V constante en buffer Tris¢Glicina (Tris-HCI 25
mM pH 8,8; glicina 190 mM; SDS 0,1%). En cada corrida se utilizaron 5 mL de un
marcador de peso molecular de rango 10-180 kDa pretefiido (Thermo Scientific,

EUA) y se sembraron 15 mL de muestra.

V.15 Tincion con azul de Coomassie

Luego de la separacion de las proteinas por SDS-PAGE 12%, se incubaron los
geles con una solucion de azul de Coomassie (Coomassie brilliant blue R250 0,05%,
CH30H 50%, CH3COOH 10%) durante una hora en agitacion. Luego se realizaron
lavados con una solucion decolorante (CHzOH 50%, CH:COOH 10%).

V.16 Western blot

Luego de realizada la separacién electroforética de las proteinas, se utilizé el
sistema de transferencia para geles pequefios Mini Trans-Blot™ (BioRad). Los geles
se sumergieron en buffer de transferencia (Tris-HClI 50 mM pH 7,5, glicina 196 mM,
CH30OH 20%) y se utilizo la membrana de nitrocelulosa Hybond C-Extra (GE
Healthcare Life Science, EUA). La transferencia se llevo a cabo a 200 mA durante 1 h.
Las membranas se guardaron secas a temperatura ambiente.

Una vez transferidas las membranas fueron tenidas con una solucion de Rojo
Ponceau (rojo Ponceau 650 mM, CH3COOH 1%) para confirmar la correcta
transferencia de las proteinas.

Las membranas transferidas se incubaron en solucion de bloqueo TBS + 3%

de leche descremada en polvo a 4 °C durante 1 h. Luego, se agregd el anticuerpo
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primario anti-histidinas (1:300) (GE Healthcare Life Science, EUA), se incub6 1 h a
temperatura ambiente y se realizaron 3 lavados con TBS. Posteriormente, se agrego
el anticuerpo secundario anti-ratén conjugado a fosfatasa alcalina (1:10.000)
(SIGMA), se incubd a temperatura ambiente por 1 h y se realizaron 3 lavados con
TBSy 1 lavado con buffer fosfatasa alcalina (BREFA).

Para el revelado, las membranas se incubaron con una solucion de 10 mL de
BREFA més el agregado de NBT (Nitroblue tetrazolium, Promega) y BCIP (5-bromo-4-
cloro-3-indolil-fostato, Promega) 66 mL y 33 mL respectivamente, en oscuridad, hasta

ver la presencia de las bandas correspondientes.

V.17 Electroforesis bidimensional

El sobrenadante de cultivo MM-CMC inoculado con N. aquilinus, obtenido en
la seccién IV, fue sometido a electroforesis en geles de dos dimensiones.

Las proteinas presentes en el sobrenadante de un cultivo de 7 dias y libre de
células se precipitaron con C2HCI302 (TCA) al 10%, a 4°C durante 2 dias. El pellet de
proteinas obtenido se resuspendiod en buffer de rehidratacion (0,5% v/v IPG buffer,
GE Healthcare y 20 mM DTT, ditiotreitol). Luego, un volumen de 150 uL conteniendo
400 mg de proteinas se usé para rehidratar una tira con gradiente inmovilizado de
pH (IPG) (7 cm, pH 4-7, Inmobiline DryStrip, GE Healthcare) durante 6 h a
temperatura ambiente. El IEF se llevd a cabo en un Ettan IPGphor 3 System (GE
Healthcare), usando el siguiente protocolo: 1) 0,2 kV h a 300 V; 2) 0,3 kV h
(gradiente) a 1.000 V; 3) 4,5 kV h (gradiente) a 5.000 V; 4) 30 kV h a 5.000 V.

Para la electroforesis en segunda dimension, a la tira se le agregd buffer de
equilibrio y se corrié en un gel SDS-PAGE 10% a 80 V durante 5 h. Los spots
observados luego de la tincion con Coomasie Coloidal G-250 se cortaron del gel y

analizaron por espectrometria de masas.

V.18 Espectrometria de masas

Las bandas correspondientes a celulasas activas (zimograma, ver seccion V1.8
y resultados parte 11.4) y los spots mas intensos obtenidos (electroforesis

bidimensional) se escindieron de los geles, cortaron en trozos pequefios, destifieron,
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redujeron y se alquilaron, de acuerdo con Shevchenko et al., (2007). Posteriormente,
estas bandas se sometieron a digestion triptica con 10 ng/mL de Tripsin Gold
(Promega) de acuerdo con Celedon et al., (2007). La reaccion de digestion se
interrumpio incubando los spots del gel en el buffer correspondiente [50 mL de
C2oHsN 50% (ACN), CH202 al 5% (AF)]. Luego los péptidos se extrajeron dos veces con
gpn >[ RS CH3OH al 60%, AF al 1%], dos ve0S& 02y ipn >[ RS /b If pxz y agua
calidad cromatografia (MS), 1% AF] y por Gltimo una vez coy ipn >[ RS 1/b mn#z1
1% AF]. Todos los sobrenadantes fueron recuperados, combinados y secados al
vacio. Los péptidos se desalaron con una columna ZipTip C18 de fase inversa (Merck
Millipore), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Los péptidos purificados
se eluyeron en 50% de ACN y agua calidad MS, 0,1% de C2HF302 (ATFA), mezclado
con una solucién de 5 mg/m[ RS h-ciano-4-matriz de acido hidroxicinamico (CHCA)
preparada en [50% ACN y agua calidad MS, 0,1% CoHF302 (ATFA). Posteriormente, las
proteinas se cargaron en cada punto de la placa de muestreo y se dejo secar a
temperatura ambiente durante 30 min.

El andlisis de espectrometria de masas se realizd en el modo reflector de
iones positivos por acumular datos de 1.000 disparos del laser (200/espectro),
utilizando 5.200 Hz (MS) y 6.000 Hz (MS/MS). Las masas peptidicas se midieron en
funcion de su m/z entre 900 ¢ 4.000 con foco en 2.000, usando el Sistema de
lonizacion/Desorcion Laser Asistida por Matriz (MALDI-TOF/TOFTM 5.800 de
ABSciex).

El instrumento se calibré usando Calibration Mixture 1 (Mass Standards Kit
para Calibration-ABSciex TOF/TOFTM). Las condiciones de operacién del detector
fueron: multiplicador de voltaje del detector = 0,7, voltaje del detector final = 2.100,
frecuencia del pulso (Hz) = 400. El control del instrumento, la adquisicién de datos en
modo automatico y la evaluacion de datos se realizdé con el TOF/Software TOFTM
Series Explorer v. 4.1.0.

Los espectros resultantes se procesaron con el software ProteinPilotTM
(ABSciex) combinado con MASCOT MS/MS lon Search (www.matrixscience.com) y

las secuencias se compararon con las bases de datos NCBI y UniProt.
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VI. Métodos enzimaticos
VI.1 Obtencion de extractos enzimaticos

VI.1.1 Preparados enzimaticos de Nasutitermes aquilinus y Cortaritermes fulviceps

Los sobrenadantes de cultivo libre de células (extractos enzimaticos
extracelulares) obtenidos mediante crecimiento en MM vy diferentes sustratos (ver
seccion V) fueron centrifugados a 12.000 g a 4 durante 20 min °C. Luego, los
sobrenadantes de cultivado &S T2y I I-9S& RS dy TiiN2 RS niv >Y tayRalHil
Sartorius Stedim Biotech, EUA) y se les adiciono inhibidor de proteasas (Thermo) y
azida de sodio al 0,4%, para evitar la protedlisis e inhibir el crecimiento bacteriano,

respectivamente.

VI.1.2 Preparados enzimaticos intestinales de Anthonomus grandis boheman

Los intestinos pertenecientes al tercer estadio larval (ES) fueron seccionadas
en tres partes: ES1 (intestino anterior o estomodeo, esofago, glandulas labiales y
proventriculos), ES2 (intestino medio) y ES3 (intestino medio posterior, tibulos de
Malpighi e intestino posterior). Las distintas secciones de los intestinos y la cabeza se
molieron en H0b estéril, se homogeneizaron por vortex y se centrifugaron a 12.000
g a 4 °C durante 10 min. Se utilizaron tres placas independientes por tratamiento. A
los extractos enziméaticos obtenidos se le agregé Protease Inhibitor Cocktail kit
(Thermo Scientific, EUA) (ImL/mL) y fueron mantenidos a -20 °C para las reacciones

enzimaticas.

VI.2 Cuantificacion de proteinas totales

La cuantificacion de proteinas totales se realizé mediante el metddo del acido
bicinconinico empleando el sistema Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific,
EUA) o mediante el método de Bradford (1976) con el reactivo Protein Assay

Reagent Concentrated (BioRad), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

VI.3 Ensayo cualitativo de actividad celulasa y hemicelulasa

Se realizaron ensayos cualitativos de degradacion en medio sélido para

evaluar la actividad endoglucanasa y xilanasa. Para ello, alicuotas de cada
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sobrenadante de cultivo u extracto de intestino (10 mL) se sembraron en la superficie
de la placa. Las placas conteniendo MM-CMC y MM-XI se incubaron a 37 °C por 16 h.
Las actividades se evidenciaron por la formacion de un halo de hidrdlisis luego de la
tincion por Rojo Congo 0,1% (p/v) durante 10 min y lavado con una solucién 1M de
NaCl durante 10 min adicionales (Teather & Wood, 1982).

V1.4  Cuantificacion de azUcares reductores y curvas patron

Segun el método Miller (1959), los azlcares reductores pueden reducir al
acido 3,5-dinitrosalicilico (DNS) bajo determinadas condiciones. Cuando el DNS es
reducido en presencia de calor, se desarrolla un cambio de color con variaciones de
amarillo hasta café. El cambio de coloracién puede determinarse por lecturas de la
absorbancia a 540 nm. La concentracion de los azlcares reductores totales liberados
en la muestra se determina haciendo una interpolacion en la curva patrén del aztcar
utilizado, graficando la absorbancia en funcién de la concentracién. En la Figura M3
se muestra la reaccion de oxido-reduccion antes descrita. A 100 pL del producto de
reaccion de hidrdlisis (azlcares reductores), se le agregaron 100 pL del reactivo DNS,
lo cual se incubé a 98 °C por 15 min y luego a 4 °C durante 15 min adicionales. El
mismo procedimiento se aplicd en paralelo a una curva patron de xilosa, glucosa o
acido galacturoénico (0-1 mg/mL). El producto coloreado generado se midié a 540 nm

por espectrometria.

Figura M3. Método DNS, reaccion de oxidacion de azlcares reductores.

VI.4.1 Determinacion de las actividades endoglucanasa, xilanasa, pectinasa,
d -glucananasa, exoglucanasa y laminarasa

Las medidas de actividad se realizaron en un volumen final de 200 pL, con

100 pyL de cada sustrato, para una concen