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INTRODUCCION

El uso en biotecnologia de organismos euglenoides es consecuencia del origen evolutivo de
estos organismos. El origen evolutivo de Euglena gracilis hace que pueda crecer en forma
autétrofa (realizando fotosintesis), heteroétrofa (en oscuridad, usando una fuente carbonada
organica) o mixta (en presencia de luz y con una fuente de carbono organico). Cada
condicién de crecimiento da lugar a variantes en las rutas metabdlicas principales y en la
produccién de distintas formas de acumulacion del carbono. E. gracilis en particular tiene la
caracteristica de acumular el carbono en la forma de un B-1,3-glucano, el paramilén.

El paramilén es un polimero de unidades glucosa unidas por enlaces B-1,3 glucosidicos. La
degradaciéon de los compuestos de reserva de carbono en E. gracilis, particularmente el
paramilon, es llevada a cabo por un grupo de enzimas que catalizan la hidrélisis de los
enlaces glucosidicos a través de un patréon de accion del tipo endo o exo. Las
endo-B-1,3-glucanasas, hidrolizan enlaces internos del polimero generando oligosacaridos,
mientras que las exo-B-1,3-glucanasas hidrolizan desde los extremos de los oligosacaridos.
En el presente proyecto trabajaremos en la caracterizacion cinética y fisicoquimica de una
posible exo-p-1,3 glucanasa (EgrGH55) y una endo-B-1,3 glucanasa (EgrGH17). Estas son
enzimas que constituyen el escenario metabdlico de degradacién del paramilon, de
relevancia en la produccién de bioetanol.

OBJETIVOS

Expresar de forma heteréloga B-1,3-glucanasas de Euglena gracilis y purificarlas.
Caracterizar cinéticamente las enzimas.
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METODOLOGIA

Clonado de la EgrGH17

A partir de la secuencia que se encuentra disponible en la base de datos del NCBI, Centro
Nacional de Informacion Biotecnolégica (del inglés National Center for Biotechnology
Information), bajo el cédigo BAR45479.1, se procedié al disefio del gen para sintesis de
novo con codones optimizados para la expresion en E. coli y sitios de restriccion para las
enzimas Ndel y Hindlll, estos sitios fueron utilizados para el subclonado del gen en el vector
de expresion pET28c el cual, permite la obtencién de la proteina recombinante fusionada a
una etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal, que facilita la posterior purificacion
mediante IMAC.

Expresiéon recombinante de la EgrGH17

Con la construcciéon [pET28c/EgrGH17], se transformaron, mediante el método de CaCl2,
células competentes de E. coli BL21 (DE3) que permiten la expresion recombinante de la
enzima. Las células transformantes se crecieron en medio LB suplementado con
kanamicina, se incubaron en agitacion a 37 °C hasta su saturacién. El cultivo anterior se
utilizdé para inocular medio de cultivo LB. El medio de cultivo inoculado se incubo a 37 °C en
agitador orbital a 180 rpm hasta alcanzar una DOgy,,~0,8, momento en el cual se agregé el
inductor IPTG a una concentracion final de 0,5 mM. En primer lugar se realizaron ensayos
de expresidn a pequefia escala, en busqueda de condiciones Optimas de expresion.
Posteriormente se procedioé al escalado del cultivo en 1 L de medio LB y se indujo con 0,5
mM de IPTG a 28°C ON. Las células se recuperaron por centrifugacion a 5000 rpm durante
10 minutos y se conservaron a -20°C hasta su uso.

Clonado de la EgrGH55

A partir de la identificacion de un transcripto que codifica para un miembro de la familia
GH55, disponible en el estudio de transcriptémica realizado en E. gracilis (O'Neill, Trick et al.
2015) se procedi6 al disefio del gen para sintesis de novo con codones optimizados para la
expresion en E. coli y sitios de restriccién para las enzimas BamH| y Pstl, estos sitios fueron
utilizados para el subclonado del gen en el vector de expresion pQE30 el cual permite la
obtencion de la proteina recombinante fusionada a una etiqueta de histidinas en el extremo
N-terminal, que facilita la posterior purificacion mediante IMAC.

Expresion recombinante de la EgrGH55

Con la construccion [pQE30/EgrGHS5], se transformaron células competentes de E. coli
M15 que permiten la expresion recombinante de la enzima. Las células transformantes se
creceran en medio LB suplementado con ampicilina y kanamicina y se utilizaran en primer
lugar para realizar ensayos de expresién a pequefia escala, en busqueda de condiciones
optimas de expresion. Con esta informacion sera posible proceder al escalado del cultivo en
medio LB. La expresion de la proteina se inducira con 0,5 mM de IPTG a 28°C ON.

Federacion
4 Universitaria
delLiGoral




Encuentro
de Jovenes
Investigadores

Purificacién de las proteinas recombinantes

Ambas proteinas recombinantes se expresan fusionadas a una etiqueta de poli-histidinas en
el extremo N-terminal de las mismas. La etiqueta de poli-histidinas permite la purificaciéon de
las proteinas recombinantes por cromatografia de afinidad por metal inmovilizado (IMAC).
En cada caso, las células se resuspenden en una cantidad adecuada de buffer y se someten
a lisis con un procesador ultrasénico de alta intensidad VibraCellTM VCX 130 (Sonics). La
suspension resultante se centrifuga a 15000 rpm durante 15 min a 4 °C para separar la
fraccion soluble de los detritos celulares y el resto de los componentes insolubles. La
fraccion soluble se siembra en una columna de IDA-Ni** previamente equilibrada con el
mismo buffer. Las proteinas retenidas son eluidas mediante un gradiente de concentracién
de imidazol. Las fracciones eluidas que resultan activas y puras se juntan en un pool el cual
se suplementa con glicerol 25% (v/v) y se almacena a -80 °C para su posterior utilizacién.

Medida de actividad enzimatica para $-1,3-glucanasas

La actividad B-1,3-glucanasa se llevara a cabo mediante la cuantificacion de azucares
reductores utilizando la técnica de Somogyi-Nelson. La medida de actividad se hara en
volumen final de 50 pl en las que se utilizara una dilucion adecuada de enzima, junto con
buffer HAc/Ac 100 mM pH 4,5 y como sustrato se usara laminarina (polimero p-1,3-glucosa
con algunas ramificaciones B-1,6) el cual es soluble en soluciones acuosas. Los valores
obtenidos de azucares reductores por la técnica de Somogyi-Nelson seran comparados con
una curva de calibrado de glucosa.

Determinacion de parametros cinéticos

Los parametros cinéticos V., Yy Sy (siendo este ultimo la concentracion de sustrato a la que
se alcanza el 50% de la velocidad maxima) seran determinados mediante ensayos donde se
hace variar la concentracién de laminarina. Los datos cinéticos obtenidos se grafican como
velocidad inicial en U.mg™, versus la concentracién del sustrato variable en mg.ml™.

RESULTADOS

Se ha expresado exitosamente EgrGH17 en E. coli, obteniéndose en forma soluble y activa.
Ademas se han determinado los parametros cinéticos (Sps, Vi) de la EgrGH17
recombinante en estudio a partir de las curvas de saturaciéon utilizando laminarina como
sustrato.

Se esta trabajando en la obtencion de la EgrGH55 soluble y activa.

CONCLUSIONES

Para la obtencion de bioenergia (bioetanol), es necesario transformar el paramilén en
unidades de glucosa facilmente fermentables para obtener el biocombustible, siendo la
degradacién del paramildn un proceso clave en este proyecto. Es asi que resulta relevante
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conocer las herramientas moleculares que permitan optimizar la obtenciéon de azucares
fermentables. Este trabajo constituye un aporte al conocimiento basico de las propiedades
fisicoquimicas, estructurales y cinéticas de enzimas del metabolismo de degradacion del
paramilon, pero también genera herramientas moleculares de hidrélisis de B-1,3-glucanos
que vamos a estudiar en su utilidad no solo para generar mostos enriquecidos en azlcares
fermentables, sino también para degradar glucanos de pared fungica.
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