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RESUMEN

Leucoagaricus gongylophorus es un hongo perteneciente a la division Basidiomycota
gue se encuentra en la naturaleza estableciendo una relacién mutualista con hormigas
cortadoras de hojas pertenecientes al género Atta, Acromycex entre otras. Se ha
demostrado que este hongo es capaz de crecer sobre sustratos lignocelulésicos a partir
de la secrecién de enzimas CAZymes y FOLymes ademas de sintetizar compuestos
como el glucégeno que ayudan a estableceresta simbiosis. Esta investigacion tiene como
objetivo evaluar el metabolismo de produccién del glucogeno y enzimas CAZymes y
FOLymes de L. gongylophorus en los sustratos modelos pectina, celulosa y xilano. Con
base a los resultados obtenidos el hongo L. gongylophorus fue capaz de crecer en los
tres sustratos lignocelulésicos modelo, alcanzando rendimientos biomasa-sustrato
iguales a Ybiomasaxiano = 0.73 (g biomasa/g xilano), Ygiomasaicmc = 0.62(g biomasa/g CMC) y
Yhiomasaipectina = 0.44 (g biomasa/g pectina) para cada fuente de carbono utilizada. El xilano fue
el sustrato mas eficiente en la formacion de biomasa y la pectina el que menos favorecio
la obtencion de este producto. La produccién de glucégeno se determind en los tres
sustratos lignocelulésicos modelos utilizados, obteniéndose el mayor contenido de
glucégeno por gramos de biomasa seca Y giucsgenombiomasa = 220.9 (mg glucogeno/g biomasa)
para los cultivos que crecieron en xilano y Y giucsgenomiomasa = 73.5 (Mg glucdgeno/g biomasa)y
Y glucsgenabiomasa = 34.6 (mg glucdégeno/g biomasa) para los cultivos de L. gongylophorus
desarrollados en carboximetilcelulosa y pectina respectivamente. Se detect6 actividad
pectinasa, endo-$-1.4-xilanasa y endo-$-1.4-glucacanasa en todas las fuentes de
carbono analizadas luego de 28 dias de cultivo. Al crecer en pectina la actividad pectinasa,
xilanasa y endoglucanasa determinada alcanz6 valores maximos de 264.09 mU, 25.56
mU y 23.55 mU de respectivamente, demostrando que este sustrato es importante en la
sintesis de este tipo de enzimas. Se llevé a cabo un andlisis de enzimas CAZymes y
FOLymes que resultaron en la anotacion de 169 proteinas en el genoma de L.
gongylophorus siendo mayor las proteinas incluidas en el grupo CAZymes con 128
proteinas en total mientras que sélo 36 se encontraron en el grupo FOLymes. Fue

construida una red del metabolismo central del carbono de L. gongylophorus que cuenta
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con 58 reacciones e incluye las vias metabdlicas encargadas de degradar los sustratos
lignocelul6sicos pectina, celulosa y xilano; ademas de una ruta para la sintesis de
glucogeno. Con la realizacion de este estudio se logra la obtencion de la primera red
metabdlica realizada para L. gongylophorus teniendo en cuenta la sintesis de glucégeno
a partir de la degradaciéon de sustratos lignocelulésicos modelos. El andlisis de modos
elementales realizado arrojé que el mayor Ypis obtenido se alcanzé al utilizar xilano como

fuente de carbono, con un valor de Y glucégenoixilano = 2 (Mol glucogeno/ mol xilosa).



ABSTRACT

Leucoagaricus gongylophorus is a fungus belonging to the Basidiomycota division that
is found in nature, establishing a mutualistic relationship with leaf-cutter ants belonging
to the genus Atta, Acromycex among others. This fungus has been shown to be capable
of growing onlignocellulosic substrates from the secretion of CAZymes and FOLymes
enzymes, as well as synthesizing compounds such as glycogen that help establish this
symbiosis. This research aimsto evaluate the metabolism of glycogen production and
CAZymes and FOLymes enzymes of L. gongylophorus in the model substrates pectin,
cellulose and xylan. Based on the results obtained, the fungus L. gongylophorus was able
to grow on the three model lignocellulosic substrates, reaching biomass-substrate yields
equal t0 Yoiomassixylan = 0.73 (g biomass/g xylan), Y siomassicmc = 0.62 (g biomass/g CMC) and
Y biomass/pectin = 0.44 (g biomass/g pectin) for each carbon source used. Xylan was the most
efficient substrate in the formation of biomass andpectin the one that least favored the
obtaining of this product. Glycogen production was determined in the three model
lignocellulosic substrates used, obtaining the highest glycogen contentper grams of dry
biomass Y gycogenmiomass = 220.9 (mg glycogen/g biomass) for the culture that grew in xylan and
Y glycogenbiomass = 73.5 (Mg glycogen/g biomass) y Y giycogenmiomasa = 34.6 (Mg glycogen/g biomass)
for the L. gongylophorus cultures grown in carboxymethylcellulse and pectin respectively.
Pectinase, endo-£-1,4-xylanase and endo-£-1,4-glucacanase activity was detected in all
carbon sources analyzed after 28 days of culture. When growing in pectin, the
determined pectinase, xylanase, and endoglucanase activity reached maximum values of
264.09, 25.56 and 23.55 mU respectively, showing that this substrate is important to
consider in the synthesis of this type of enzymes. An analysis of CAZymes and FOLymes
enzymes was carried out, which resulted in the annotation of 169 proteins in the L.
gongylophorus genome, the proteins included in the CAZymes group being higher with
128 proteins in total while only 36 were found in the FOLymes group. A network of the
central metabolism of the carbon of L. gongylophorus was constructed that has 58
reactions and includes the metabolic pathways in charge of degrading the lignocellulosic

substrates pectin, cellulose and xylan; as well as a route for glycogen synthesis. With this
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study, the first metabolic network carried out for L. gongylophorus was obtained,
considering the synthesis of glycogen from the degradation of model lignocellulosic
substrates. The analysis of elemental modes carried out showed that the highest
theoretical Yps obtained was reached when using xylan as a carbon source with a value of

Y glycogenixylose = 2 (Mol glycogen/mol xylose).



INTRODUCCION

Actualmente los biocombustibles satisfacen parte de los requerimientos energéticos en
EE. UU, Brasil, Colombia, Japdn y algunos paises europeos, con una tendencia al
aumento en Alemania, Espafa, Inglaterra [Hosseini, 2019]. Por lo tanto, surge el
problema sobre la sustentabilidad de las materias primas que se deben usar para
generar biocombustibles, ya que actualmente el bioetanol se produce a partir de
biomasas alimenticias como el maiz, la cafia de azlcar, la yuca, el sorgo, trigo y
papa, lo cual, genera competencia con el suministro de alimentos [Cornejo et al., 2019].
De ahi que los residuos lignocelulésicos sean considerados una alternativa para la
obtencién de bioetanol y/o como fuente de carbono alterna para ser usada en procesos
de una biorrefineria [Area, 2016].

Las enzimas que participan en la degradacion de la lignocelulosa se producen de
especies de hongos y bacterias que degradan naturalmente la celulosa para su
crecimiento y obtencion de energia. Estas enzimas se utilizan principalmente en forma
de cocteles de enzimas, pero tienen una especificidad limitada y su proceso de
produccion industrial no es econémico. Las enzimas producidas comercialmente
funcionan mejor en material pretratado, donde se asegura la ruptura de enlaces de
lignina, propiciando una composicion mas homogénea que el material no tratado
[Ravindran, 2016]. Por lo tanto, la eficacia de convertir todo el material lignocelul6sico en
un producto de valor afiadido Gtil depende de la extension del pretratamiento necesario
y dela capacidad de estos complejos multienzimatico para degradar la celulosa y

hemicelulosa en monémeros mas accesibles [Hasunuma et al., 2013].

Para lograr este objetivo es necesario desarrollar tecnologias de produccion que
incluyan algunos de los siguientes elementos: tratamientos enzimaticos nuevos y
efectivos, cepas mejoradas mediante ingenieria genética o comunidades microbianas
gue mejoren la descomposicion de la biomasa vegetal para la produccion de
biocombustibles. De ahi que sea importante la caracterizacion de nuevos
microorganismos con caracteristicas metabdlicas que satisfagan el proceso de

degradacion del material lignocelulésico y que existan investigaciones enfocadasa
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encontrar enzimas en diversos organismos que degradan compuestos lignocelulésicos;
tales como son los hongos [Tellez-Tellez et al., 2008, Diaz et al., 2011, Jambulingam et
al., 2019].

Particularmente interesante ha resultado el hongo Leucoagaricus gongylophorus y la
asociacion que existe entre las hormigas cortadoras de hojas, con el cual han establecido
una relacion mutualista [Gonzélez Ocampo, 2018]. Este hongo basidiomiceto provee las
enzimas necesarias que degradan los polimeros vegetales, y de esta forma, se liberan
azucares de los cuales una fraccion es utilizada por el mismo hongo para satisfacer sus
requerimientos energéticos, mientras que otra fraccion es acumulada en forma de
glucégeno en estructuras denominadas gonglidios, las cuales constituyen una importante
fuente de energia para las hormigas [do Nascimento et al., 2017, Espinoza et al., 2017].
En la literatura existen reportes sobre la asociaciéon de L. gongylophorus con las
hormigas, sus actividades enzimaticas, sus secuencias de genes y proteinas, sin

embargo, alin no se conocen todas sus capacidades metabdlicas [Vigueras et al., 2017].

Al igual que las herramientas experimentales, las bioinforméticas han facilitado la
reconstruccion del metabolismo celular de muchos organismos a partir de la informacién
codificada en sus genomas [Duarte et al., 2007, Kumar et al., 2007, Henry et al., 2010,
Latendresse et al., 2012],lo cual, resulta muy atil para comprender las capacidades
fenotipicas de estos organismos y caracterizar su metabolismo celular. En patrticular, el
analisis de redes metabdlicas se ha podido llevar a cabo por medio de modelos
matematicos. Existe un amplio uso de estos modelos para representar el metabolismo
con balances de materia y que al simplificarse se tienen sistemas de ecuaciones
representada por matrices estequiométricas que relacionan reacciones y metabolitos.
Estos sistemas de ecuaciones matriciales se analizan mediante algoritmos que calculan
balances de materia a través de las rutas metabdlicas y que satisfacen condiciones
termodinamicas. Dependiendo de las suposiciones que se hagan y de si se requieren
datos experimentales, se handesarrollado diferentes técnicas para analizar las redes
metabdlicas, como el analisis de flujo metabdlico (MFA, por sus siglas en inglés), el
analisis de balance de flujo (FBA, por sus siglasen inglés) y el analisis de la via metabdlica

(MPA, por sus siglas en inglés), incluidos los andlisisde modos elementales y vias
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extremas [Stephanopoulos et al., 1998, Lewis et al., 2012].

Por lo anterior, nuestro proyecto persigue realizar una investigacion que permita
conocer las capacidades metabdlicas de L. gongylophorus, a partir del analisis de
produccion de enzimas CAZymes (Carbohydrate-Active Enzymes; por sus siglas en
inglés) y FOLymes (Fungal Oxidative Lignin Enzymes, por sus siglas en inglés) y
glucégeno, asi como, lograr una caracterizacion conjunta de su crecimiento en cultivo
sumergido usando sustratos lignocelulésicos modelos, con la perspectiva de optimizar el
uso y conocimiento de este hongo en futuras aplicaciones biotecnoldgicas y recuperar

productos de alto valor.
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2.1. Materiales lignocelulésicos.

La lignocelulosa es el principal componente de la pared celular de las plantas, esta
biomasa producida por la fotosintesis es la fuente de carbono renovable mas
prometedora para solucionar los problemas actuales de energia y materias primas. El
aprovechamiento de esta fuente no rivaliza con los productos alimenticios, ya que de
esta fuente solo se emplean los residuos agricolas, forestales y agro industriales [Ali et
al., 2012, Anwar et al., 2014]. Los materiales lignocelulésicos contienen celulosa en
combinacion con hemicelulosa y lignina, donde la celulosa es el polisacarido

predominante [Ali et al., 2012].

En términos globales, la contribucion actual de los materiales lignoceluldsicos
destinados como materia prima para la produccion de energia es baja, sin embargo, se
predice que en un futuro proximo aumente significativamente, como la busqueda de
generacion de combustibles [Sims et al., 2006, Yuan et al., 2008, Tabatabaei et al., 2019].
Existe en la naturaleza una amplia variedad de especies vegetales que pueden ser
utilizadas como fuentes de bioenergéticos, sin embargo, no todas cumplen los requisitos
(cultivos con balances equilibrados, en bajos costos de produccién, bajos requerimientos
de nutrientes, resistentes a la sequia y plagas, asi como con una buena capacidad de
adaptacion a la manipulacion) para ser una materia prima sustentable [Heaton et al.,
2004]. Por otra parte, la realidad en muchos casos es que algunos cultivos utilizados
para la generacion de energia son los mismos que se utilizan para la generacion de
alimentos, por lo tanto, se pueden crear problemas econémicos que afectan directamente
a la industria de alimentos y a la sociedad, teniéndose que aumentar la produccion de
los cultivos [McKendry, 2002].

El maiz es un cultivo de alto rendimiento, tiene un desarrollo 6ptimo en distintas
condiciones ambientales y de suelo [Birch et al., 2003]. En comparacién con otros

cultivos o residuos potenciales, la produccion de etanol a partir de granos de maiz es la
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opcidn mas avanzada en estudio y tecnologia, sin embargo, la mayor produccién en la
actualidad es en las economias mas desarrolladas [Yuan et al., 2008]. El sorgo es otro
cultivo que tiene un rdpido crecimiento en zonas tropicales, y es resistente a la sequia,
ya que sus necesidades de agua son bajas, en comparacion con el maiz. Sin embargo;
se han desarrollado distintos hibridos de sorgo a través de los afios para la produccion
de materia lignocelulésica con alto contenido de almidén y diferentes azlcares para el
propoésito de obtener energia [Prasad et al., 2007]. Entre otros cultivos se encuentra el
cafiamo que podria asumir un papel importante para la busqueda de una materia prima
mas econdmica y su mayor contenido de celulosa (60 %) para poder competir con el
maiz o el sorgo [Zhou et al., 2013]. Sin embargo, este ultimo tiene la limitacion que surge
de lo expuesto en la Ley Agricola de 2014, donde el Congreso de EE. UU definié el
cafamo industrial en funcion del nivel de 9-tetrahidrocannabinol (THC) (menos del 0,3 %
de THC en peso seco) y permitid su programa piloto agricola por parte de la institucion
de investigacion y el departamento de agricultura si las leyes estatales lo permiten.
También se han modificado cultivos, para mejorar sus rendimientos en la produccion de

combustibles [Phitsuwan et al., 2013].

Sin embargo, como se habia mencionado anteriormente estos vegetales también son
utilizados como fuente de alimento, por lo cual existe cierta preocupacion en términos de
sustentabilidad. De ahi que la investigacion enfocada a la produccion de biocombustibles
de segunda y tercera generacion considere utilizar materiales lignoceluldsicos, tales
como tallos y partes que no tengan una aplicacion en la produccion de alimentos, asi

como residuos de la industria azucarera y maderera.
2.2. Estructura y propiedades quimicas de los materiales lignocelulésicos.

El componente principal de los materiales lignoceluldsicos es la celulosa, seguida de
la hemicelulosa y la lignina. La celulosa y la hemicelulosa son macromoléculas
construidas a partir de diferentes azlcares; mientras que la lignina es un polimero
formado de compuestos aromaticos sintetizado a partir de precursores fenilpropanoides.
La composicion y porcentajesde los polimeros varian entre las especies de plantas (Tabla
2.1), incluso entre la edad y la etapa de crecimiento [Kikas et al., 2016].
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Tabla 2.1: Porcentaje de celulosa, hemicelulosa y lignina en diversos materiales.

Materiales Lignoceluldsicos | Celulosa|Hemicelulosa| Lignina| Referencias
Li et al. (2009)
Pasto 47.8 133 194 Howard et al.
25 35.7 6.4 (2003)
Madera Dura 40-55 24-40 18-25 Sg‘ogtz‘;‘"
Madera Suave 45-50 25-35 25-35 SE‘Z”OEE?"
Cascarade frutos secos 25-30 25-30 30-40 ngnogtz?l'
Papel 85-99 0 0-15 S;‘Z”Ogtz")""
Desechos de pulpade Sun et al.
papel 60-70 10-20 5-10 (2002)
Estiércol de ganado 1647 | 14-33 | 2757 552”08'52")""
. Howard et al.
Mazorca de maiz 45 35 15 (2003)
Semillas y hebras de Howard et al.
algodon 80-95 5-10 0 (2003)
Hojas de residuos y Howard et al.
desechos agricolas 15-20 80-85 0 (2003)
COMUNESs 31 22 18 Merino y Cherry
(2007)
Pasto varilla (Panicum Howard et al.
virgatum) 45 3l.4 12 (2003)
. . Merino y Cherry
Rastrojo de maiz 41.7 20.5 18 (2007)
. . 30 50 15 Merino y Cherry
Pajade trigo 43 25 24 (2007)
~ Howard et al.
Bagazo de cafia 334 30 18.9 (2003)

2.2.1. Celulosa.

La celulosa es el componente méas abundante de la biomasa vegetal en nuestro planeta.

En los ambientes terrestres, es el producto primario de la fotosintesis y el bio-recurso

renovable mas abundante (100 mil millones de toneladas secas/afio) producido en la

biosfera. Aunque es producido por algunos animales y pocas bacterias, se encuentra

exclusivamente en todas las paredes celulares de las plantas. La celulosa no se encuentra
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en estado puro, en la mayoria de los casosesta asociada a hemicelulosa y lignina [Paudel
et al., 2017]. Comprende aproximadamente del35 al 50 % del peso seco de la planta,
mientras que las hemicelulosas y la lignina comprendendel 20 al 35 % y del 5 al 30 % del
peso seco de la planta, respectivamente [Behera et al., 2017].

La celulosa es un homopolimero lineal con férmula molecular (CsH1005)n compuesto
por unidades de D—anhidroglucopiranosa, comunmente llamadas unidades de glucosa.
Las unidades de glucosa se unen mediante enlaces (-(1-4)-glicosidicos para formar un
dimero conocido como celobiosa que es la unidad fundamental de la celulosa [Figueiredo
et al., 2010]. Las unidades D—-glucosa se combinan mediante enlaces covalentes entre
el grupo OH ecuatorial del carbono cuatro C-4 de una unidad de glucosa y el atomo
de carbono C-1 de la siguiente unidad de glucosa para formar celulosa y se pueden
caracterizar por sus propiedades como biodegradabilidad, hidrofobicidad, quiralidad y
amplia capacidad de modificacién quimica [loelovich, 2008, Huber et al., 2012]. La
celulosa contiene una gran cantidad de atomos polaresde oxigeno e hidrogeno, que
participan en la formacién de enlaces de hidrogeno intermoleculares e intramoleculares
entre la misma cadena de celulosa y proporciona rigidez a las cadenasdel polimero
[Badger et al., 2002].

2.2.2. Hemicelulosa.

La hemicelulosa es una clase heterogénea de polimeros que representan, del 15 al
35 % de la biomasa vegetal y que contienen pentosas (B-D-xilosa, a-L-arabinosa),
hexosas (B-D-manosa, B-D-glucosa,a-D-galactosa) y / o acidos urénicos (acidos a-D-
glucurdnico, a-D-4-O metilgalacturénico y a -D-galacturénico). También pueden estar
presentes en pequefas cantidades otros azucares tales como a-L-ramnosa y a-L-fucosa
y los grupos hidroxilo de los azucares pueden estar parcialmente sustituidos con grupos
acetilo [Scheller, 2010]. El xilano es el principal componente de la hemicelulosa de las
paredes celulares secundarias y constituyen el 20-30 % de las plantas herbaceas y esta
compuesto por una cadena lineal de residuos de xilosa y diversas ramificaciones y
sustituciones. Esta cadena consta de 30 a 100 unidades de B-D-xilopiranosa con enlaces

B-1,4-glicosidicos y pueden presentar en su estructura arabinosa, glucosa, galactosa y
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glucuronato en las ramas laterales unidas al carbono 3 C3 de la xilosa [Hansen and
Plackett, 2008]. En algunos tejidos de gramineas y cereales, el xilano puede representar
hasta el 50 % y suelen estar disponibles en grandes cantidades como subproductos de
los bosques, la agricultura, las agroindustrias, la madera y las industrias de pulpay papel.
Las hemicelulosas de tipo manano como los glucanos y los galactoglucanos son los
principales componentes hemicelulésicos de la pared secundaria de las maderas
blandas, mientras que en las maderas duras se producen en cantidades menores
[Ebringerova, 2005]. La hemicelulosa tiene un grado de polimerizacion aproximado de
200 unidades, que es mucho menor que en la celulosa. Es la menos ordenada, es decir,
la mayor parte es amorfa, a diferencia de la celulosa que tiene secciones cristalinas, y
por consecuencia es mas facil hidrolizar la hemicelulosa a monémeros por medio de una
hidrélisis &cida, alcalina o enzimatica. La hidrélisis &cida de la hemicelulosa produce
compuestos inhibidores de la fermentacién, tales como furfural, hidroximetilfurfural,
compuestos fendlicos, acido acético conocidos como inhibidores en los procesos de

fermentacion [Girio et al., 2010].
2.2.3. Lignina.

La lignina es un polimero amorfo altamente ramificado presente en las plantas
vasculares y representa hasta el 30 % del peso seco de la biomasa vegetal [Bugg et al.,
2011]. El polimero de lignina estd compuesto por unidades de fenilpropano y se compone
de tres tipos de monolignol que polimerizan para formar el polimero de lignina: alcohol
de coniferilo con un grupo aril-OCH3 (conocido como guaiacilo), alcohol sinapilico con
dos grupos aril-OCHS3 (siringilo) y alcohol p—cumarilico sin grupos OCH3 (p-hidroxifenilo)
[Pérez et al., 2002]. Estas unidades de fenilpropano estan unidas por enlaces de B-aril
eter, di-aril propano, bifenilo, diaril éter, fenilcumarano, espirodienona y pinoresinol [Pu
et al., 2007]. La composicion de este polimero difiere entre plantas con respecto a los
tipos y cantidades de monolignol presentes, por ejemplo, la lignina de madera blanda se
compone predominantemente de alcoholes de coniferilo en un (80 %), mientras que las
maderas duras son 56 % de alcoholes de coniferilo y 40 % de alcoholes de sinapilo. La

lignina de pasto por otro lado contiene mas alcohol p-cumarilico que las maderas blandas
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y duras (hasta un 10 %) y cantidades iguales de alcoholes de coniferilo y sinapilo
[Ragauskas, 2018].

2.2.4. Pectina.

La pectina es una familia de polisacaridos complejos que estan presentes en la pared
celular vegetal primaria de las dicotiledoneas y se consideran compuestos ricos en
residuos de acido a-1,4-D galacturonico. El acido galacturonico comprende
aproximadamente el 70 % de pectina y todos los polisacaridos pécticos contienen acido
galacturénico unido en la posicién O-1y O-4 [Voragen et al., 2009]. Se pueden distinguir
diferentes dominios de pectina, que son: homogalacturonano, ramnogalacturonano |,
ramnogalacturonano Il, xilogalacturonano, apiogalacturonano, arabinanos, galactano,
arabinogalactano | y arabinogalactano I. El dominio mas abundante en la macromolécula
de pectina es el homogalacturonano, que representa aproximadamente el 60 % de todas
las pectinas en las paredes celulares. La molécula de homogalacturonano consiste en
una cadena lineal de unidades de acido-1,4-D-galacturénico en la que algunos de los
grupos carboxilo estan esterificados con metanol y/o grupos acetilo estan presentes en
0-2 y/u O-3 [Thibault et al., 1993]. En los casos de la manzana, los citricos y la remolacha
azucarera, la columna vertebral de los homogalacturonano esta compuesta por al menos
72-100 residuos de acido D-galacturonico. El grado de metilacion, expresado como la
relacion entre los grupos carboxilo esterificados con metilo y la cantidad total de unidades
de &cido galacturénico, es uno de los parametros clave relacionados con la capacidad
de gelificacion [Filippov and Kohn, 1975].

El dominio ramnogalacturonano | consta de residuos repetidos de acido a-1,4-
galacturénico y a-1,2-L-ramnosa. La longitud de la columna vertebral del
ramnogalacturonano | es de aproximadamente 100 a 300 unidades repetidas [Talmadge
et al., 1973]. En el carbono C-4 de los residuos de ramnosa se unen cadenas laterales
gue contienen residuos de galactosa y/o arabinosa. Las cadenas laterales estan
compuestas por un solo residuo de azlUcar o cadenas combinadas de arabinos,
galactanos o arabinogalactanos [Talmadge et al., 1973, Ngouemazong et al., 2012]. La
proporcion de unidades ramificadas es del 20 al 80 % y depende del origen de los
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polisacaridos [Seymour et al., 2002]. Se supone que el homogalacturonano y el
ramnogalacturonano | estan unidos covalentemente y que no se pueden separar sin una
escision de la cadena a partir de la accion de enzimas como la endopoligalacturonasa
[Coenen et al., 2007]. ElI ramnogalacturonano Il estd compuesto por una columna
vertebral que consta de 7-9 residuos de &cido galacturénico ramificados con 4 cadenas
laterales (en C-2 y C-3) que pueden incluir arabinosa, apiosa, fucosa, galactosa,
ramnosa, acido acérico, acido glucuronico, acido galacturonico, 2-O-metil-xilosa, 2-O-
metil-fucosa, &cido 3-desoxi-lixo-2-heptuloséarico y &cido 3-desoxi-mano-2-octulosénico
[Schols, 1995].

El xilogalacturonano es un polimero que contiene un esqueleto de
homogalacturonano con residuos de xilosa unidos al O-3 de algunas unidades de acido
galacturénico [Schols et al., 1995]. Los arabinanos consisten en cadenas de unidades de
arabinofuranosilo con residuos de a-arabinofuranosilo unidos en C-2 o C-3 de la molécula
de arabinosa [Whitaker, 1984]. El arabinogalactano | esta compuesto por un esqueleto
de residuos de a-1,4-D galactopiranosilo con cadenas cortas unidas de residuos de
arabinosa en el carbono C-3 de la molécula de galactosa. El arabinogalactano Il contiene
de manera similar cadenas de unidades de a-D-galactopiranosilo, pero se producen
enlaces glicosidicos en los carbonos C-1, C-3 y C-6 de las moléculas de galactosa
[Leivas et al., 2016]. Los arabinogalactanos | y Il pueden ser cadenas laterales de

ramnogalacturonano | [Seymour et al., 2002].
2.3. Degradacion biolégica de materiales lignoceluldsicos.

La biodegradacion del material lignocelulésico ha sido reconocida como un tema de
investigacion importante durante muchos afios [Hatakka, 1994, Singh and Chen, 2008].
Sus ventajas son su bajo requerimiento energético, menor costo y menor contaminacion
del medio ambiente en comparacion con tratamientos mecanicos, quimicos, térmicos y
termoquimicos [Dai et al., 2015, Sindhu et al., 2016]. Sin embargo, la mayoria de los
pretratamientos biol6gicos no se utilizan por varias razones, incluida la velocidad del
proceso [Gu et al., 2012]. En este sentido se ha intentado la obtencién de enzimas con

actividad sobre estos compuestos de la pared celular vegetal para acelerar este proceso
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[Bilal et al., 2017]. El pretratamiento biolégico se puede entonces realizar utilizando la
actividad de microorganismos, como hongos o bacterias que producen gran cantidad de
estas enzimas como parte de su crecimiento en este tipo de sustratos [Zheng et al.,
2014].

2.3.1. Hongos degradadores de la lignocelulosa.

Existen tres clases de hongos que degradan los materiales lignocelulésicos en la
madera, los cuales se clasifican de acuerdo con el color que toman las colonias y al tipo
de material que degradan, entre los cuales se encuentran los hongos de podredumbre:
blanca, marrén y blanda. [Bugg et al., 2011].

Hongos de podredumbre blanca. Esta clase de descomposicion es realizada por
hongos que degradan celulosa, hemicelulosa, y lignina. Los basidiomicetos de pudricién
blanca son los organismos que degradan la madera con mayor frecuencia, lo que a
menudo da lugar a un material blanco enriquecido con celulosa. Son considerados
eficientes degradadores de lignina, ya que pueden mineralizar completamente la lignina
en diéxido de carbono y agua [Gao et al., 2010]. Los hongos de pudriciébn blanca
producen varios tipos de enzimas oxidativas extracelulares (oxidorreductasas) que
participan en la degradacién del contenido de lignina en la pared celular de una planta.
Estos incluyen lacasas y peroxidasas ligninoliticas de alto potencial redox (lignina
peroxidasa, manganeso peroxidasa y peroxidasas versatil). La lignina peroxidasa y la
manganeso peroxidasa se descubrieron a mediados de la década de los 80’s en el
basidiomiceto de pudricion blanca Phanerochaete chrysosporium [Macarena et al.,
2005]. La lignina peroxidasa degrada unidades de lignina no fendlica (hasta el 90 % del
polimero), mientras que manganeso peroxidasa genera Mn3*, que actla como un
oxidante difusible en unidades de lignina fendlica o no fendlica a través de reacciones de
peroxidacion lipidica. Mas recientemente, la peroxidasa versatil se ha descrito en
Pleurotus y otros hongos como un tercer tipo de peroxidasa ligninolitica que combina las
propiedades cataliticas de las lignina peroxidasas, manganeso peroxidasas y

peroxidasas vegetales / microbianas [Martinez et al., 2005]. P. chrysosporium posee mas
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de una docena de genes de peroxidasa diferentes, y es el basidiomiceto de pudricion

blanca mas investigado.

Hongos de podredumbre marron. Los hongos de pudricion marrén constituyen un
grupo fisiolégico de basidiomicetos que degradan la madera y representan menos del 10
% de la diversidad taxondémica de los basidiomicetos que degradan la lignocelulosa.
Tienen la capacidad de degradar los polisacaridos de la madera después de solo una
modificacion parcial de la lignina, lo que da como resultado un material marrén que
consiste en lignina oxidada, y que representa una fuente potencial de compuestos
aromaticos para la fraccion de materia organica estable en los suelos forestales [Singh,
2014]. La lignina se degrada en menor extension por hongos de pudricion marrén, a
través de un mecanismo diferente al de los hongos de pudricibn blanca. La
descomposicion de la madera en la pudricion marrén es impulsada a través de la
modificacién de la estructura de la lignina por desmetilacion y oxidacion, la degradacién
y la utilizacion de la hemicelulosa y la celulosa dejan modificada la lignina. EI micelio
(estructura que esta compuesta por hifas) de los hongos de la pudricidn marroén inicia la
transformacion del sustrato en la capa de madera que contiene a las células con mayor
proporcion de lignina. Entre los hongos de podredumbre parda mas estudiados se
encuentra Gloeophyllum trabeum y Serpula lacrymans que resulta ser el hongo de
pudricion parda mas destructivo, pudiendo degradar la celulosa y la hemicelulosa de las
paredes celulares de las plantas mediante la modificacién de la estructura de la lignina
por desmetilacion y degradacion oxidativa mediante el mecanismo de reaccion de Fenton
debido a la presencia de acido oxalico y radicales hidroxilos [Hofrichter, 2001, Watkinson,
2012].

Hongos de podredumbre blanda. Ciertos hongos pertenecientes a la division
Ascomycota pueden provocar una pudricion suave sobre la madera. Estos hongos estan
muy extendidos en la naturaleza y causan el deterioro de la madera en ambientes
acuaticos y terrestres. Los hongos de pudricion blanda pueden tolerar una amplia gama
de condiciones de temperatura, humedad y pH, atacando una gran variedad de sustratos
de madera. Se comportan de forma activa en condiciones que no favorecen la actividad

de los hongos de pudricién blanca y marrén [Goodell et al., 2008]. La podredumbre

32



Capitulo Il. ANTECEDENTES

blanda ocurre cuando la madera tiene un alto contenido de humedad, pero no esta
saturada. Los hongos de pudricion blanda muestran preferencia por la celulosa y la
hemicelulosa, pero no parecen degradar la lignina. Estos hongos se pueden distinguir de
otros por los patrones de descomposicion que producen en la madera [Blanchette et al.,
2004]. Algunos hongos de pudricion blanda producen cavidades dentro de las paredes
secundarias de las células de la madera siguiendo la orientacion microfibrilar de la
celulosa que cambia en diferentes capas de las paredes celulares (ataque de tipo I),
mientras que otros pueden erosionar la pared secundaria por completo (ataque de tipo
II) dejando una superficie relativamente intacta [Hamed, 2013].

2.4. Mutualismo entre Atta mexicana y Leucoagaricus gongylophorus.

Las hormigas de los géneros Atta y Acromyrmex, son reconocidas por formar largas
filas de individuos que transportan sobre el suelo, pequefios pedazos de hojas, ramas,
flores o pastos hacia el jardin del hongo, lugar en donde las hormigas tienen su colonia
y cultivan a L. gongylophorus. Estas hormigas se encuentran distribuidas en la region
neotropical entre 33°N y 44°S, en varios tipos de ecosistemas, como son desiertos,
humedales, sabanas subtropicales y bosques tropicales [Brener and Ruggiero, 1994].
Desde otro punto de vista, el desarrollo que han alcanzado las colonias de hormigas del
género Atta les permite ser comparadas con un mamifero herbivoro, en términos de
biomasa colectada, por su tiempo de vida y el material consumido. Al afio, las hormigas
de un nido pueden cortar, cargar y procesar entre 22 y 940 kg de material vegetal en
forma de millones de pedacitos de hojas y flores [Coblentz and Van Bael, 2013]. Esta
cantidad puede representar 2.5 % de la vegetacion a nivel de paisaje, del 12.5-15 % a
nivel del area de forrajeo de un nido, o una reduccion de 18 % en la cobertura arborea
[Urbas et al., 2007, Leal et al., 2014]. Por ello han sido descritas como los herbivoros
dominantes del Neotrépico, teniendo en cuenta ademas el gran tamafio de las colonias

gue se pueden encontrar [Schultz, 2008].

En México habitan las especies, A. mexicana, A. cephalotes y A. texana, siendo las
dos ultimas menos abundantes. A. mexicana se distribuye a lo largo de todo el pais,

mientras que las otras dos especies tienen areas de distribucion mas restringidas, A.
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cephalotes se encuentra en los estados del sureste mientras que A. texana habita en el
noreste de México llegando hasta el sur de Estados Unidos [Rios-Casanova, 2014]. Sin
embargo, en México las hormigas cortadoras de hojas han sido poco estudiadas en el
ciclo que llevan en conjunto con L. gongylophorus, a pesar de ser un grupo con gran
diversidad taxonomica y funcional, ademés de tener repercusiones importantes en los
ecosistemas al modificar la estructura y dindmica de los suelos [Zavala-Hurtado et al.,
2000, Rios-Casanova et al., 2006].

El material que colectan las hormigas cortadoras de hojas es utilizado para cultivar a
L. gongylophorus, un hongo con el cual han establecido una relacion mutualista. Esta
relacion consiste en que el hongo provee las enzimas necesarias para degradar a los
polimeros vegetales y de esta forma liberar azlcares, de los cuales una fraccion es
utilizada por el mismo hongo para satisfacer sus requerimientos energéticos, y otra
fraccion es acumulada en forma de glucégeno dentro de unas estructuras globulares
llamados gonglidios. Las hormigas de la colonia se alimentan principalmente de
gonglidios, los cuales son una fuente de glucégeno y proteinas. Estas estructuras se
encuentran en forma de racimo en las puntas de las hifas del hongo, y hasta el momento
no son conocidas en ningun otro hongo, por lo cual se cree que son producidas
exclusivamente para el beneficio de las hormigas siendo fundamental en esta relacion
[Dos Santos et al., 2013]. Las hormigas proporcionan el sustrato, y ayudan a dispersar
las enzimas hidroliticas producidas por el hongo y que fueron ingeridas por las hormigas,
ademas controlan la proliferacién de otros microorganismos que es llevada a cabo con
ayuda de actinomicetos, que producen antibiéticos [Barke et al., 2010]. Schiott et al.,
(2010) confirmaron que algunas hidrolasas pueden pasar por el intestino de las hormigas
sin descomponerse quimicamente, encontrando varias pectinasas, que solo se localizan
cuando las hormigas tienen acceso al jardin del hongo, ademas los genes que codifican
estas enzimas se encuentran sobreexpresados en los gonglidios, la identificacion de
estas enzimas se llevé a cabo por medio de dos técnicas: espectrofotometria de masas
de desorcion-ionizacion con laser asistida por una matriz por tiempo de vuelo (MALDI-

TOF) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) [Schiott et al., 2010]. Aunque se han
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encontrado otros microorganismos en los nidos, L. gongylophorus es el que se encuentra

en mayor proporcion, y es donde se han concentrado las investigaciones.

Este importante mutualismo es benéfico tanto para L. gongylophorus como para la
hormiga que lo cultiva. Respecto con su forma de vida libre el principal beneficio del
hongo es su prevalencia en el ecosistema, ya que al momento de fundar un nuevo
hormiguero la reina recién fecundada lleva consigo al hongo, lo cual permite una
transferencia de la cepa, asi como una dispersion geografica de ésta. Igualmente, para
las hormigas la transferencia del hongo les confiere grandes beneficios, al conservar una
cepa ya seleccionada [Miyashira et al., 2010]. Sin embargo, el hongo cultivado puede ser
infectado por otros hongos, por ejemplo, el hongo Escovopsis, el cual se encuentra
frecuentemente en el jardin de L. gongylophorus, este micopatdégeno causa infecciones
gue a largo plazo pueden conducir a la muerte de la colonia. Es comun observar que las
colonias infectadas con Escovopsis presentan una menor cantidad de jardin de hongo y
de hormigas [Santos et al., 2004]. También se ha reportado el aislamiento de levaduras
del género Candida sp., Cryptococcus sp., Rhodotorula sp. y Trichosporon sp. en las

colonias de hormigas A. sexdens de laboratorio [Middelhoven et al., 2003].
2.5. Capacidad metabdlica de Leucoagaricus gongylophorus.

De Siqueira et al. (1998) muestran que L. gongylophorus presenta actividad celulasa,
xilanasa, pectinasa, a-amilasa y maltasa [Gomes De Siqueira et al., 1998]. Bacci et al.
(2013) reportaron las secuencias de nucleétidos y/o proteinas que codifican para
celulasas, xilanasas, lacasas, endogalactanasa, pectinesterasa, rhamnogalacturonan
acetilesterasa y arabinofuranosidasa [Bacci Jr et al., 2013]. Aylward et al. (2013)
reportaron el primer borrador del genoma de L. gongylophorus, simbionte de A.
cephalotes originaria de Panama. Usando herramientas de gendmica y metaprotedmica
encontraron 145 lignocelulasas, incluyendo celulasas, lacasas, pectinasas, xilanasas y
amilasas; siendo dos lacasas, una aril-alcohol oxidasa y una glioxal oxidasa las
encontradas en mayor cantidad. También mencionan la forma de como avanza la

degradacion del material vegetal [Aylward et al., 2013]. Todo esto muestra el interés por
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L. gongylophorus como fuente de enzimas lignoceluloliticas, con potencial uso en la

produccion de biocombustibles entre otras aplicaciones biotecnolégicas.
2.5.1. Enzimas con actividad lignocelulésica.

La familia de enzimas con actividad sobre carbohidratos complejos se conoce como
CAZymes, las cuales, estan involucradas en la biosintesis, catabolismo y transporte de
carbohidratos provenientes de polisacaridos, entre las que se encuentran celulasas,
xilanasas, amilasas, pectinasas, glucosidasas, xilosidasas y ramnosidasas. Sin
embargo, en varios estudios se ha demostrado que los complejos lignoceluloliticos
producidos por hongos filamentosos depende en gran medida de la adsorcion de las
enzimas a los materiales lignocelulésicos en el proceso de hidrolisis enzimatica [Kiiskinen
et al., 2004]. En el caso de L. gongylophorus dicha adsorcion de las enzimas se ve
facilitada por las hormigas cortadoras de hojas, dado que, estas se encargan de
proporcionar al nido del hongo un material vegetal pretratado al defecar sobre las hojas
[Cornejo et al., 2019].

2.5.2. Celulasas.

La hidrdlisis de celulosa por microorganismos requiere la produccion de celulasas
extracelulares libres o asociadas a células. Se requieren al menos tres tipos principales
de enzimas para hidrolizar la celulosa: endoglucanasas o 1,4-B-D-glucano-4
glucanohidrolasa (EC.3.2.1.4); exoglucanasas (EC.3.2.1.91), que incluye 1,4-B-D-
glucano glucanohidrolasa (también conocida como celodextrinasa) y 1,4-B-D-glucano
celobiohidrolasa (celobiohidrolasa); y B-glucosidasa (EC. 3.2.1.21) o B-glucésido
glucohidrolasa [Payne et al., 2015]. La endoglucanasa hidroliza aleatoriamente los
enlaces B-glucésidicos de regiones amorfas internas en celulosa para producir
oligosacaridos de varios grados de polimerizacion y generar nuevos extremos de cadena.
Las exoglucanasas hidrolizan la celulosa de manera progresiva a partir de los extremos
reductores o no reductores de las cadenas de celulosa para generar glucosa o celobiosa
como productos principales. Las exoglucanasas también pueden hidrolizar la celulosa
microcristalina despegando las cadenas de celulosa de la estructura microcristalina. La

B-glucosidasa escinde las celodextrinas solubles y la celobiosa en glucosa. La
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combinacion correcta de las actividades y el nivel de produccion de cada enzima celulasa
es fundamental para la utilizacion eficiente de la biomasa lignocelulosica [Chandel et al.,
2012].

Los hongos pertenecientes al género Trichoderma han recibido una atencién
intensiva debido a su alta eficiencia de produccion de celulasas secretadas. En particular,
el sistema de celulasa de Trichoderma reesei ha sido objeto de investigacion durante
mas de 50 afios. El alto nivel de producciéon de mezclas complejas de celulasas
producidas por especies de Trichoderma, que a menudo exceden los 100 g/L, es el
estandar actual para la produccion de celulasa comercializada [Cherry and Fidantsef,
2003]. T. reesei produce al menos dos exoglucanasas (CBHI y CBHIIl), cinco
endoglucanasas (EGI, EGII, EGIII, EGIV y EGV) y dos B-glucosidasas (BGLI y BGLII)
[Zhang, 2004]. La actividad celulasa de T. reesei se atribuye predominantemente a CBHI,
CBHIl y EGII [Nidetzky, 1994]. Aunque T. reesei secreta BGL, el nivel de produccion de
esta enzima es significativamente mas bajo que el encontrado en otros hongos, como la
especie Aspergillus sp.. Los niveles de expresion del gen BGL de T. reesei son
presumiblemente suficientes para permitir el crecimiento celular en celulosa, pero no
para permitir el uso industrial de BGL como reactivo de celulasa. Ademas, el BGL de T.
reesei muestra inhibicién por producto (glucosa), mientras que los de las especies de

Aspergillus son mas tolerantes a la glucosa [Van Zyl et al., 2007].
2.5.3. Hemicelulasas.

En comparacion con la celulosa, la estructura del xilano es extremadamente variable
y depende de su origen, debido a esto, y su complejidad, la hidrélisis completa del xilano
requiere una gran variedad de enzimas actuando cooperativamente. Varios
microorganismos siguen diferentes estrategias para degradar la pared celular. Estas
estrategias para los patdgenos vegetales y los hongos filamentosos como Cochliobolus
carbonum, Aspergillus sp. y Trichoderma sp. vinculan la secrecion de todas las
hemicelulasas al mismo tiempo [Shallom, 2003]. La enzima endo-1,4-B-D-xilanasa (EC
3,2,1,8) es la iniciadora de la ruptura del xilano llevando a cabo la hidrdlisis del enlace [3-

1,4 en el esqueleto del xilano, produciendo xilooligdbmeros cortos. La mayoria de las
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xilanasas conocidas pertenecen a las familias de las glicosil hidrolasas (GH) 10y 11 (se
conocen mas de 300 secuencias de genes), y alrededor de 20 genes mas de xilanasas
se distribuyen entre las familias 5, 8 y 43. Las B-D-xilosidasas (EC 3,2,1,37) son
glicosidasas de tipo exo que hidrolizan xilooligémeros cortos en unidades simples de
xilosa a partir de xilooligosacaridos y xilobiosa y se encuentran en las familias (GH) 3,
39, 43, 52 y 54, mientras que para la remocion de algunos otros grupos es catalizado por
a-L-arabinofuranosidasas (EC 3,2,1,55), a-D-glucuronidasas (EC 3,2,1,139), acetil xilano
esterasas (EC 3,1,1,72), y acido ferulico esterasas o cinamil esterasas (EC 3,1,1,73)
[Jorgensen et al., 2005].

Existen varias aplicaciones para las hemicelulasas en procesos industriales [Beg et
al., 2001, Subramaniyan, 2002]. La aplicacion mas desafiante es el desarrollo de un
proceso econdémico que posibilite la solubilizacion de material lignocelulésico y de esta
manera pueda ser utilizada como energia renovable y fuente de carbono [Mielenz, 2001,
Galbe and Zacchi, 2002]. Las hemicelulasas se utilizan habitualmente para la mejora de
la alimentacion animal, en la industria de la pulpa y el papel para el bioblanqueo y la
biopulpacion [Suurnakki et al., 1997], y para el procesamiento de harina en la industria
de la panaderia [Figueroa-Espinoza et al., 2002].

2.5.4. Pectinasas.

La degradacién de pectina es uno de los procesos mas importantes para las plantas,
ya que desempefa un papel en el alargamiento y crecimiento celular, asi como en la
maduracion del fruto. Las pectinasas estdn muy extendidas en la naturaleza y son
producidas por bacterias, hongos, levaduras, insectos, nematodos y protozoos. La
degradacion microbiana de este polimero es importante en la patogenia de las plantas,
la simbiosis y la descomposicion de los depositos de las plantas [Lang, 2000]; por lo
tanto, al descomponer la pectina con fines nutricionales, las pectinasas microbianas
desempeiian un papel muy importante en la naturaleza. Las enzimas son inducibles, es
decir, se producen solo cuando es necesario y contribuyen al ciclo natural del carbono
[Sakai et al., 1993].
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Las pectinasas se clasifican en base al mecanismo utilizado para atacar la columna
vertebral del galacturonano dividiéndose en polisacarido hidrolasas, polisacaridos lisas y
carbohidratos esterasas. Estos incluyen endopoligalacturonasas (EC 3.2.1.1.5),
exopoligalacturonasas (EC 3.2.1.67), pectato liasas (EC 4.2.2.2), pectina liasas (EC
4.2.2.10) y pectina metil esterasas (EC 3.1.11). La endopoligalacturonasa cataliza la
hidrdlisis aleatoria del enlace glicosidico a-1,4 entre dos residuos de acido no metilado.
Estas enzimas son producidas por bacterias, hongos, levaduras y pertenecen a la familia
de las glicosil hidrolasa [Saad et al., 2007]. Las pectina liasas degradan el polimero de
pectina mediante un mecanismo de [ eliminacion para formar oligogalacturonidos
insaturados [Yadav et al., 2009]. Las pectina metil esterasas catalizan la esterificacion
de la pectina, que es acido poligalacturénico metilado, lo que da como resultado la
formacion de pectina desesterificada que libera iones de hidrogeno y metanol [Laratta et
al., 2008]. Las pectina liasas catalizan la escision del polimero de acido galacturonico
[Jayani et al., 2005].

2.5.5. Sintesis de glucégeno.

Los carbohidratos de almacenamiento mas comunes en hongos son el glucégeno, el
glicerol, el manitol, el eritritol, el arabitol y la trehalosa [Blumenthal, 1976]. En levaduras
y hongos, el glucdégeno es un polimero de glucosa unido por enlaces a 1-4 con
ramificaciones unidas por enlaces a 1-6, el uso del glucégeno puede tener un doble
proposito: primero, como polimero de reserva de carbono y fuente de energia durante
las condiciones de inanicion [Meyenburg, 1969], y segundo como regulador de procesos
metabdlicos a través de su biosintesis y degradacién [Cameron et al., 1988]. En las
células eucariotas, la biosintesis de glucégeno es iniciada por la glucogenina (Gnn), una
proteina autoglicosilante que convierte la UDP-glucosa en un oligosacarido corto unido
covalentemente a un residuo de tirosina de esta proteina iniciadora. Una vez que las
cadenas se han extendido a 6-10 residuos de glucosa, actian como un cebador
requerido por la glucégeno sintasa (Gls) para unir moléculas de glucosa adicionales y
alargarlas. Esta enzima alarga las cadenas de glucosa existentes transfiriendo un nuevo
residuo de glucosa al extremo reductor libre de la cadena, siendo Gls la enzima limitante
de la velocidad [Mu et al., 1997].
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La enzima esta regulada negativamente por fosforilacion, mediante la cual la forma
fosforilada se activa a través del efector alostérico glucosa-6-P (Noventa-Jordao et al.,
1996). Las cadenas alargadas de glucdégeno pueden tener ramificaciones que favorezcan
la solubilidad de este polimero; los extremos quedan disponibles para el ataque
enziméatico y proporciona una rapida liberacién de glucosa cuando es necesario, y una
rapida resintesis de glucégeno para el almacenamiento de la glucosa disponible. La
enzima ramificadora (Gbe) forma cadenas de glucosa ramificadas transfiriendo
oligébmeros de alrededor de siete residuos de glucosa de una cadena a otro residuo de
glucosa en una cadena diferente. La union del oligbmero esta en la posicion 6 de la
glucosa receptora, formando asi un enlace 1,6. El nivel de glucogeno en una condicién
dada es el resultado del equilibrio entre la glucdgeno sintasa y la glucégeno fosforilasa,
lo que da como resultado la biosintesis o el catabolismo, respectivamente, de este

carbohidrato de reserva, con ambas enzimas reguladas por fosforilacion.

Debido a la disponibilidad de nueva informacién que incluye un mayor nimero de
secuencias de genomas y de proteinas, se ha incrementado la informacion metabdlica
de varios microorganismos en las bases de datos de los ultimos afios. Sin embargo, la
mayoria de los estudios relacionados con el glucégeno se han centrado en proteinas de
mamiferos y levaduras, en comparacion con otros microorganismos. No obstante,
existen investigaciones que se han enfocado en el comportamiento de este polimero en
hongos filamentosos, aunque en menor cuantia. Por ejemplo, un estudio que implicaba
el aislamiento de 43 mutantes afectados en el metabolismo del glucégeno definioé 8 genes
metabdlicos funcionales especificos del glucégeno en S. cerevisiae [Cannon et al., 1994].
Si bien la alteracion de cualquiera de los genes no tuvo ningun efecto sobre la
acumulacion de glucogeno, la eliminacion simultanea elimind la biosintesis de glucogeno
[Cheng et al., 1995]. Se obtuvieron resultados similares tras la eliminacion de gnn en
Neurospora crassa [de Paula et al., 2005]. En otro estudio realizado utilizando el
patégeno del arroz Magnaporthe oryzae, los mutantes que carecen de los genes
involucrados en el catabolismo del glucogeno, la glucégeno fosforilasa y la
amiloglucosidasa, se ven alterados en la movilizacion de las reservas de glucogeno

durante el desarrollo del apresorio, lo que lleva a una reduccién significativa de la
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capacidad de desarrollar la enfermedad del afiublo del arroz. Por el contrario, la
biosintesis de glucogeno, catalizada por la glucégeno sintasa, es prescindible para la
virulencia/patogenicidad ya que los mutantes de M. oryzae empobrecidos en glucégeno
todavia causan enfermedad [Badaruddin et al., 2013].

Para L. gongylophorus es muy escasa la investigacion sobre como ocurre y se regula
la produccion de glucégeno, el conocimiento actual consiste en su presencia en las
estructuras denominadas gonglidios, que se consideran hifas especializadas para esta y

otras funciones en el hongo.
2.6. Reconstruccion de redes metabolicas en microorganismos.

El desarrollo de las técnicas de secuenciaciéon de amplio espectro ha permitido la
obtencion de grandes volumenes de datos sobre la informacion codificada en el genoma
de diferentes organismos. La exploracion de esta informacion para comprender el
principio de organizacion de las redes genéticas y metabdlicas es una de las areas de
investigacion mas importantes en la era posterior a la secuenciacion del genoma. De
acuerdo con los diferentes criterios de anotacién genética, los genes se pueden clasificar
en diferentes grupos funcionales generando una gran cantidad de productos génicos que
codifican a enzimas que a su vez catalizan reacciones celulares formando una compleja
red metabdlica. Correspondiendo a estos avances ha sido posible el estudio de las redes
metabdlicas como sistemas lineales y no lineales que puede estar reguladas

dindmicamente [Schuster et al., 2000, Zien et al., 2000].

Una red metabdlica se puede describir como un modelo grafico que representa la
presencia de metabolitos y enzimas catalizadoras de reacciones, asi como, las
relaciones sustrato-producto entre metabolitos y reacciones. Existen varios métodos y
bases de datos disponibles para reconstruir redes metabdlicas especificas de un
organismo a partir de la informacion del genoma, como es el caso de KEGG
(http://www.genome.ad.jp/kegQ), WIT (wit.mcs.anl.gov/WIT) y EcoCyc
(biocyc.org/ecocyc/), entre otras [Kanehisa and Goto, 2000, Overbeek et al., 2000, Karp
et al., 2002]. Cientos de redes metabdlicas se han reconstruido automaticamente con
varios métodos hasta la fecha. Por ejemplo, la base de datos BioCyc contiene la
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herramienta Pathway Tools que ha permitido construir mas de 500 redes metabdlicas
para varios organismos [Caspi et al., 2007]. Sin embargo, los métodos de reconstruccion
automatizados actuales producen sélo un borrador de la red metabdlica, que necesita
ser curada manualmente mediante la realizacién adicional de homologia de secuencias,
busquedas bibliograficas e inclusive generar datos experimentales [Duarte et al., 2007,
Lee et al., 2009].

La reconstruccion manual de una red metabolica comienza con una evaluacion inicial
de la integridad de la reconstruccion del borrador generado automaticamente. Cada
reaccion debe evaluarse por su necesidad para el modelo; estequiometria precisa;
direccién de reaccion y reversibilidad; y papel en la produccion, uso y reciclaje de
metabolitos. Otras preocupaciones incluyen la viabilidad termodinamicay las limitaciones
energéticas [Haggart et al., 2011]. Como parte integral de una reconstruccion exitosa,
esta evaluacion manual puede requerir una cantidad significativa de trabajo dedicado

para completarse.

David et al., 2003, identificaron la topologia del metabolismo central del carbono de
Aspergillus niger y se reconstruyé una red metabdlica, integrando la informacion
genodmica, bioquimica y fisiol6gica disponible para este microorganismo y otros hongos
relacionados [David et al., 2003]. En otra investigacion realizada por Samal et al., 2017,
se construy6é una red metabdlica para el hongo filamentoso Neurospora crassa con
reacciones importantes para la hidrdlisis de los polisacaridos de la pared celular de las
plantas en azucares simples. Para reconstruir esta red, los autores integraron
informacion de gendmica funcional, transcriptomica, protedmica, genética y
caracterizaciones bioquimicas [Samal et al., 2017]. Hasta la fecha no existe ninguna
reconstruccion de redes metabdlicas reportadas para el hongo L. gongylophorus, lo cual
se debe a la escasa informacion disponible para el género Leucoagaricus en las bases
de datos que alojan informacion gendmica y prote6mica. Sin embargo, se han
desarrollado construcciones de redes para algunos hongos filamentosos, lo cual ayuda
a tomar como base para la realizacion de nuevas redes con organismos

filogenéticamente cercanos.
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2.6.1. Analisis bioinformaticos de redes metabdlicas.

El analisis de redes metabdlicas se puede clasificar en modelos de redes metabdlicas
dinamicas y estructurales. Debido a la limitada informacion de pardmetros cinéticos, el
modelado de redes metabdlicas estructurales se ha aplicado ampliamente para analizar
el metabolismo celular en estado estacionario. Dependiendo de las suposiciones que se
hagan y de si se requieren datos experimentales, se han desarrollado diferentes técnicas
para analizar la invariante de las redes metabolicas, como el analisis de flujo metabdlico
(MFA), el analisis de balance de flujo (FBA) y el andlisis de vias metabdlicas (MPA), el
cual incluye los analisis de modos elementales y vias extremas [Stephanopoulos et al.,
1998, Trinh, 2009, Lewis et al., 2012].

La teoria detras del analisis de redes metabdlicas se basa en el primer principio de
conservacion de masas de metabolitos internos dentro de un sistema bioldgico [Reder,
1988]. Un sistema puede estar definido por una célula o un compartimento de células
gue contiene metabolitos internos. Estos metabolitos se transforman en otros a través de
una red de reacciones catalizadas por enzimas. Las reacciones que transforman
metabolitos dentro del sistema se definen como reacciones internas, mientras que las
reacciones que involucran el transporte de metabolitos dentro y fuera del sistema se
consideran reacciones de intercambio [Schilling et al., 2000]. La ecuacion general para

describir la conservacidon de masas de metabolitos dentro de un sistema de volumen

definido es:
dcC
pr S-v— uC (2.1)

donde C (mmol/L) es el vector de columna (m x 1) de las concentraciones internas de
metabolitos; S es la matriz estequiométrica (m x n) de la red metabdlica cuyas filas y
columnas representan metabolitos y reacciones, respectivamente; v (mmol / L / h) es el
vector de flujo (velocidad de reaccion) (n x 1); y u (1 / h) es el efecto de dilucién, por
ejemplo, expansiéon de volumen durante el crecimiento celular. Dentro de las
dimensiones de una sola célula, dado que la velocidad de dilucion es mucho mas lenta

gue la velocidad de reacciébn de las enzimas [Stephanopoulos et al., 1998], la
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contribucion del cambio de volumen al cambio en las concentraciones de metabolitos
puede considerarse insignificante. Los modelos estructurales de las redes metabdlicas
consideran que, en el balance, debido a la rdpida tasa de renovacién de los metabolitos
internos, se puede suponer que no se acumulan en el sistema [Fell, 1992], ademas el
término dilucién esta del orden de micromol, por lo que se puede simplificar la Ec. (2.1)

La reversibilidad de una reaccién esta definida por la restricciébn termodinamica. Si

una reaccion es irreversible, esta obligada a realizar un flujo positivo:
v; =0 (2.3)

Caso contrario puede estar en valores positivos y negativos para una reaccione de

caracter reversible, es decir:
—a < v <pf (2.4)

La Figura 2.1 A muestra un ejemplo de como formular el problema para una red
metabdlica simple. La red consta de nueve reacciones, dos de las cuales son reversibles
y de nueve metabolitos, cinco de los cuales son internos. Para un metabolismo celular,
es tipicamente un sistema indeterminado donde el nimero de ecuaciones es mucho

menor que el nimero de variables.
2.6.2. Analisis de vias metabolicas.

En contraste con las técnicas anteriores, el analisis de vias metabdlicas puede
identificar todos los vectores de flujo metabodlico que existen en una red metabdlica sin
requerir el conocimiento de tasas de flujo fijas o imponer ninguna funcién obijetivo para
el metabolismo celular, como es el caso del andlisis de balance de flujo (FBA). Las
soluciones de la ecuacion (2.2) junto con la desigualdad (2.3) y (2.4) constituyen el

espacio de flujo admisible que también se conoce como el cono poliédrico convexo
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[Rockafellar, 2015]. La desigualdad (2.3) y (2.4) representan la restriccion de factibilidad

termodinamica; o restriccion de signo [Klamt, 2003]. El nimero de estas soluciones es

infinito.
/ Problem statement toichiometric reactions Equations to solv R / Metabolic Pathway Analysis m
tiAg<A PPy 1B Sra0 BN EWY BN BN EM EM EM,
Network GA-C A<D 1Bob, - S Y R
tyCP+D fBOC D0, '
l, 0 0
Stoichiometric matrix Thermodynamic constraints: 4

U R I R S A fys2920

kKlY 4 0 O 0 0

gjo o0 o

0
0
0
?
¢
i 4
0
1

ojo o0 b0

0
d=C10 ¥+ 4 0
0
q

1 00
1 ' 0
F L E¥D
0 0 1
0 00

PlO 0 0 2

|
|

0 0
0 0
0 0 !
\ 0
0 0
! '
0

W AN W e e e s G5 e

!
|
i
0
0
0
0
!

S AN A

Figura 2.1: Andlisis de una red metabdlica simple. (A) Declaracién del problema. El sistema
consta de metabolitos internos A, B, C, D y P que estan unidos a través de las reacciones internas
r2, r3, r5, rér, r7. A partir de las reacciones estequiométricas, se puede configurar una matriz
estequiométrica S para los metabolitos internos donde las filas corresponden a los metabolitos
internos y las columnas representan las reacciones. (B) Al usar METATOOL, el analisis de modo
elemental identifica ocho modos elementales Unicos enumerados en la forma de matriz EM
donde las filas corresponden a reacciones y las columnas representan modos elementales. (C)
Representacion grafica de modos elementales para la red metabdlica simple. Modificada de
Elementary mode analysis: a useful metabolic pathway analysis tool for characterizing cellular
metabolism. (p.813-826), [Trinh et al., 2009], Applied microbiology and biotechnology, 81(5).

Sin embargo, las restricciones adicionales sobre el espacio de flujo admisible, como
la no descomponibilidad y la independencia sistematica, pueden formar un conjunto finito
de soluciones. La aplicacion de estas restricciones adicionales da como resultado

técnicas diferentes, pero estrechamente relacionadas, para el analisis de vias
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metabdlicas, incluido el analisis de modo elemental y el analisis de vias extremas
[Schuster et al., 2002].

Un modo elemental es un conjunto minimo de reacciones que pueden operar en
estado estable, mientras que el conjunto de vias extremas es el subconjunto
sistétmicamente independiente de los modos elementales. En otras palabras, los modos
elementales representan los caminos compuestos por la sucesion de varias reacciones,
las cuales, involucran el consumo de metabolitos externos dando lugar a productos de
interés, tal cual se representa en la Figura 2.1 C. En una representacion matematica
multidimensional donde cada eje corresponde a un flujo de reaccién, todas las posibles
distribuciones de flujo en estado estacionario se encuentran dentro de un cono de flujo
multidimensional. Los caminos extremos forman los bordes de este cono, y los modos
elementales adicionales pueden estar en la superficie o en el interior del cono [Schuster
et al., 2002, Pfeiffer et al., 1999]. Con base en estas caracteristicas, el analisis de modo
elemental calcula todas las soluciones en el espacio de flujo admisible resolviendo la
ecuacion (2.2) junto con la restriccion termodinamica (2.3) y (2.4) y una restriccion
adicional de no descomponibilidad, dando lugar a una matriz estequiométrica que
relaciona los modos elementales (EM, por sus siglas en inglés) con las reacciones
guimicas utilizadas en el analisis Figura 2.1 B. El criterio de no descomponibilidad implica
gue, si se elimina alguna de sus reacciones, un modo elemental (EM) no podra transitar
el camino de reacciones en estado estable, es decir que su funcion ya no estara
disponible para la red y se interrumpird automaticamente toda la ruta [Schuster et al.,
2002].

2.6.3. Analisis de modos elementales aplicado a la ingenieria metabdlica.

La capacidad de expresar todas las capacidades metabdlicas de una célula en
términos de unidades funcionales elementales hace que EMA sea una herramienta
poderosa para la ingenieria metabdlica [Trinh, 2012]. El andlisis de modos elementales
se puede aprovechar para realizar una caracterizacion sistematica de fenotipos celulares
[Kurata et al., 2007], andlisis de propiedades de redes metabdlicas, identificacion de
dianas farmacéuticas o terapéuticas [Beuster et al., 2011] y disefio racional de cepas
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para aplicaciones de ingenieria metabdlica. Esta ultima aplicacion incluye considerar si
una célula es capaz de producir un metabolito de interés a partir de un sustrato dado. Si
hay al menos un EM (0 una combinacion de EM) que conecta el sustrato y el producto
de interés, la estrategia de produccién es posible. De esta forma, la eficiencia
(estequiométrica) de conversion se puede calcular facilmente siguiendo la cadena de
reacciones en un modo elemental. Al hacerlo, se puede identificar el modo con el
rendimiento tedrico maximo lo que puede ser validado experimentalmente para

comprobar la similitud de la prediccion con el andlisis in silico [Trinh et al., 2009].

La primera aplicacion informada del andlisis de modo elemental a un sistema
biologico real es la optimizacidén de la produccion de 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-
7-fosfato (DAHP), un precursor de las vias de sintesis de aminoacidos de tirosina,
fenilalanina y triptéfano en Escherichia coli [Liao et al., 1996]. Con las mejoras en el
desarrollo de softwares para el andlisis de modo elemental [Klamt, 2003, Kamp, 2006],
se han analizado in silico redes metabdlicas mas complicadas de diferentes
microorganismos para disefiar cepas eficientes y robustas para producir productos y
seguido de experimentos in vivo para confirmar la prediccidén. Por ejemplo, el analisis de
modo elemental también se ha aplicado para predecir la sintesis anaerébica de poli--
hidroxibutirato (PHB) en una cepa transgénica de Saccharomyces cerevisiae [Carlson et
al.,, 2002], la sintesis O6ptima de proteinas recombinantes en Escherichia coli
[Vijayasankaran et al., 2005], la produccion 6ptima de L-metionina en E. coli y
Corynebacterium glutamicum [Kromer et al., 2006], y la produccion de cianoficina en
cepas recombinantes Psedomonas putida y Ralstonia eutropha [Diniz et al., 2006]. Sin
embargo, el analisis de modos elementales enfocado a la caracterizacion y disefio de
cepas para hongos filamentosos es limitada, mas aun, no existe ningun andlisis de este

tipo realizado para el hongo L. gongylophorus.
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En la UAM-Cuajimalpa se identificé y obtuvo la secuencia del genoma de L.
gongylophorus (LEU18496, GenBank: KJ419350.1) un hongo endémico simbionte de A.
mexicana, proveniente de Xalapa, Veracruz. Este hongo fue capaz de crecer sobre
sustratos lignoceluldsicos en cultivo sélido y sumergidos, y a partir de estos cultivos se
han obtenido extractos enziméticos con actividad endoglucanasa, xilanasa y lacasa
[Vigueras et al., 2017, Maya-Yescas et al., 2021]. Recientemente se han obtenido
avances en la obtencién de un ensamble y anotacion funcional del genoma de L.

gongylophorus, como un paso inicial para la reconstruccion de la red metabdlica.

Aprovechando las ventajas de estos avances y del modelado matemético de redes
metabdlicas, con la presente propuesta se busca evaluar la capacidad que tiene L.
gongylophorus como sistema biol6gico de crecer en distintos sustratos y asi poder
aprovechar su potencial metabdlico en la produccion de productos como el glucégeno y
enzimas con actividad lignocelulésica. Ademas, se busca potenciar el conocimiento
sobre este hongo y de esta forma también aprovechar la produccion enzimética para el

ablandamiento de residuos lignocelulésicos.
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1. ¢Como sera ladistribucién de proteinas CAZymes y FOLymes en este hongo al crecer

endistintos sustratos?

2. ¢Cudl es el conjunto de enzimas participan en la sintesis de glucogeno en L.

gongylophorus?

3. ¢Cuales son las posibles vias de degradacion de los sustratos celulosa, pectina y

xilano?

4. ¢Qué tan eficiente es L. gongylophorus en aprovechar los sustratos celulosa, xilano

ypectina en la sintesis de glucégeno?
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La produccion de glucogeno y las actividades enzimaticas de enzimas CAZymes
realizados por Leucoagaricus gongylophorus estdn en funcién del sustrato

lignocelulésico modelo utilizado.
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6.1. Objetivo general.

Evaluar el metabolismo de produccion del glucégeno y enzimas CAZymes y

FOLymes de Leucoagaricus gongylophorus a partir de sustratos lignocelulésicos modelo.
6.1.1. Objetivos especificos.

1. Construir la red metabdlica del metabolismo central del carbono de L. gongylophorus
para el analisis de la sintesis de glucogeno a partir de sustratos lignocelul6sicos

modelo.

2. Evaluar el metabolismo de produccién de glucdgeno utilizando andlisis de modos

elementales.

3. ldentificar enzimas CAZymes y FOLymes codificadas en el genoma de L.

gongylophorus utilizando alineamiento de secuencias.

4. Caracterizar el crecimiento de L. gongylophorus en cultivos sumergidos y determinar
los rendimientos de produccién de glucdgeno a partir de sustratos lignocelul6sicos
modelo.

5. Realizar ensayos enzimaticos de actividades CAZymes (Endoglucanasa, Xilanasas,

Pectinasa) para obtener las unidades de actividad volumétrica y especifica.
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7.1. Microorganismo.

Se utilizé la cepa del hongo simbionte L. gongylophorus LEU 18496 aislado del nido
de la hormiga cortadora de hojas Atta mexicana [Vigueras et al., 2017] y fue propagada
en agar extracto de malta modificado (MEA-LP), que contiene (g/L): extracto de malta
(20), peptona bacterioldgica (5), extracto de levadura (2) y agar (20), el pH se ajust6 a
5,0 [Miyashira et al., 2010]. Los cultivos fueron incubados a 27 °C + 1 °C. La cepa fungica

fue conservada a —80 °C en tiras de papel de filtro con glicerol al 20 % (v / v).
7.2. Cultivos sumergidos.

Se utiliz6 el medio mineral reportado por [Ezekiel et al., 2010], que fue modificado con
la composicion mostrada en la Tabla 7.1 y contiene 4 mL/L de los siguientes elementos
trazas (g/L): FeS0O4x7H20(0,015); MnS04(0,012); ZnS04%7H20(0,013);
CuS04x5H20(0,0023) y CoCl2 * 6H20(0,0015).

Tabla 7.1: Medio mineral con diversas fuentes de carbono para la produccién de
glucégeno y enzimas.

Componente Concentracion (g/L)
Sulfato de amonio 1,5
Urea 0,3
Dihidrogeno Fosfato de Potasio 2,0
Cloruro de calcio dihidratado 0,36
Sulfato de magnesio heptahidratado 0,3
Sulfato de calcio dihidratado 0,25
Pectina 20
Xilano 20
Carboximetilcelulosa 20

Se realizaron cultivos en estado sumergido utilizando frascos Erlenmeyer de 200 mL,
con 50 mL del medio mineral propuesto en la Tabla 7.1 y 20 g/L de Carboximetilcelulosa
(CAS No. 9000-11-7), Pectina (CAS N0.9000-69-5) y Xilano (CAS No. 8068-05-1) como
sustratos modelos. Los cultivos fueron incubados a 27 ° C + 1 ° C, 150 rpm de agitacion
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y el pH se ajust6 a 5,0. Ademas se realizaron cultivos de cada sustrato con
concentraciones de 10 y 20 g/L en frascos con tapa de 500 mL para la obtencion de los

perfiles de CO:a.
7.3. Andlisis de muestras.

Las muestras obtenidas de los cultivos realizados a 20 g /L con cada sustrato se
centrifugaron a 12, 000 rpm durante 10 min (centrifuga minispin Eppendorf 5452, USA);
el sobrenadante se utilizé para la determinacion de actividad enzimatica y se utilizé el

pellet para la cuantificacion de glucégeno y biomasa.
7.3.1. Determinacion de la concentracion de CO:z y biomasa en peso seco.

Las concentraciones de CO2 se monitorizaron en fase gaseosa utilizando los
sensores (K33-ICB 10 % CO2, CO2 Meter, EE. UU) con un sistema de adquisicion de

datos mediante interfaz USB.

La biomasa resultante de los cultivos se centrifugé a 12, 000 rpm durante 10 min
(centrifuga Eppendorf 5810, USA) y el pellet secado en el horno (FE-291-Felisa) a 60 °

C por 30 minutos y pesado en una balanza analitica (Ohaus, Adventurer-pro).
7.3.2. Analisis elemental (C, H, Ny S).

Se realizé andlisis elemental (C, H, N y S) para cada fuente de carbono utilizando un
analizador elemental (Thermo Fisher Scientific, Cambridge, Reino Unido). Las muestras
de sustrato se colocaron en capsulas de estafio a las que se les afiadio pentoxido de
vanadio (relacion en peso 1:1). Los cromatogramas se calibraron frente a un patron de

metionina y los resultados se expresaron en porcentaje en peso de cada elemento.
7.3.3. Determinacion de la produccion de glucogeno.

La determinacion directa de glucégeno se realizé utilizando el kit (SIGMA MAKO016)
para lo cual se utlizaron 250 mg de biomasa. Las muestras de biomasa fueron
suspendidas en 10 mL de agua destilada, se homogenizaron en vortex durante 5 min,

posteriormente las muestras se calentaron en un bafio de agua en ebullicion durante 5
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min para inactivar las enzimas, después se sonicaron a 4 °C por 20 min, finalmente se
centrifugaron a 12, 000 rpm por 5 min y se tomaron 25 L del sobrenadante para llevar
a cabo el ensayo para la determinacion de glucégeno de acuerdo con el protocolo del kit.
La curva estandar utilizada fue la propuesta en el propio kit y todos los experimentos se

realizaron por triplicado.
7.3.4. Ensayos de actividad enziméatica.

Los ensayos enzimaticos de actividades, endoglucanasa, pectinasa y xilanasa, se
determinaron por método espectrofotométrico para determinar las unidades de actividad
especifica (U/mg proteina). Las unidades de actividad enzimética endoglucanasa,
pectinasa y xilanasa se determinaron mediante la liberacion de azucares reductores por
el método DNS [Miller, 1959]. A partir de la mezcla de 100 uL de extracto enzimatico con
1000 pL de sustrato (CMC, 2g / L; Xilano 2 g/L; Pectina, 2 g/L) en buffer acetato 0.1 M
pH 4.8 para las actividades endoglucanasa y xilanasa, y buffer fosfato 0,1 M pH 7,5 para
actividad pectinasa y 2 mL H20 de agua desionizada, los tubos fueron incubados a 50

°C durante 30 minutos, y se analizaron los controles sin extracto enzimatico o sustrato.

La unidad de enzima se defini6 como la cantidad de enzima que cataliza un pmol de
glucosa, xilosa y acido galacturénico por minuto segun las condiciones del ensayo. La
curva estandar de &cido galacturénico utilizada fue la propuesta por [Abdulridha and

Jebur, 2020]. Todos los experimentos se realizaron por triplicado.
7.4. Analisis de enzimas CAZymes y FOLymes de L. gongylophorus.

Utilizando el ensamble del genoma de L. gongylophorus analizado por el grupo de
investigacion de la UAM-C, se seleccionaron un conjunto de secuencias de proteinas
CAZymes y FOLymes anotadas de referencia para varios hongos en la base de datos
NCBI [Schoch et al., 2020]. Con estas secuencias se cre6 una base de datos local, que
permitio realizar un alineamiento de secuencias proteina-proteina utilizando la

herramienta EggNog mapper [Huerta-Cepas et al., 2019].
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7.4.1. Analisis filogenético de enzimas CAZymes codificadas en el genoma de L.
gongylophorus LEU18496.

Secuencias de enzimas pertenecientes al grupo CAZymes encontradas a partir del
ensamble gendmico de L. gongylophorus LEU18496 y otras secuencias de diferentes
especies de hongos se utilizaron como base para la construccién de los é&rboles
filogenéticos. Las secuencias se alinearon usando MUSCLE [Edgar, 2004],
implementado en el software Phylogeny.fr (http: //www.phylogeny.fr/index.cgi) [Dereeper
et al., 2008] con los siguientes parametros: maximo numero de iteraciones 16 y remocion
de posiciones con gaps. Los andlisis filogenéticos se realizaron en PhyML utilizando la
prueba de aproximacion de méxima verosimilitud (SK-like) [Jones et al., 1992] utilizando
el modelo basado en matriz de Jones-Taylor-Thornton (JTT) y 100 réplicas de bootstrap
[Felsenstein, 1985] para cada analisis. El arbol inicial se dibuj6 a escala, aplicando los
algoritmos de unién de vecinos y BioNJ a una matriz de distancias por pares estimadas
utilizando el modelo JTT y la topologia con valores de probabilidad logaritmicos
superiores. Los arboles se visualizaron y editaron utilizando el programa Interactive Tree
of Life (iTOL) (https: //itol.embl.de/tree/).

7.5. Construccién de una red del metabolismo central del carbono de L. gongylophorus
LEU18496.

La construccion de la red metabdlica del metabolismo central del carbono de L.
gongylophorus se realizé a partir de una bisqueda de informacién recopilada a través de
un extenso estudio de la literatura, incluidos articulos cientificos y bases de datos en
linea de las enzimas que eran de nuestro interés. La integracion de diferentes tipos de
informacion gendmica, bioquimica y fisiolégica, y de datos referentes a microorganismos
relacionados (hongos filamentosos) fue crucial para llevar a cabo la construccién, dado
gue la informacion disponible inicialmente para L. gongylophorus es escasa. Ademas, se
extrapolaron algunos datos de la reconstruccion metabdlica a escala genomica

desarrollada para Saccharomyces cerevisiae [Forster et al., 2003].

A partir de las secuencias de enzimas anotadas se realiz6 un alineamiento de

secuencias proteina-proteina utilizando la herramienta blastp con las tres anotaciones
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gue existen en NCBI para el género Leucoagaricus. De la misma manera se realizd un
segundo alineamiento utilizando el ensamble de L. gongylophorus obtenido por nuestro
grupo de investigacion con el objetivo de verificar la presencia de estas enzimas en el

genoma del hongo.
7.6. Analisis de modos elementales (EMA).

EMA fue implementado utlizando la herramienta METATOOL version 5.1. El
programa incluye la organizacion de enzimas reversible/irreversible, metabolitos
internos/externos y el grupo de reacciones que forman parte del modelo [Kamp, 2006].

Los resultados se analizaron utilizando Excel para la clasificacion y el filtrado de modos.
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8.1. Cultivo de L. gongylophorus en diferentes fuentes de carbono.

Se realizaron cultivos del hongo en los sustratos pectina, carboximetilcelulosa y xilano a
20 g/L demostrando la capacidad de L. gongylophorus de crecer en estos sustratos. El mayor
crecimiento se obtuvo en el sustrato xilano obteniéndose valores de biomasa en peso seco
de 0.730 g, seguido por 0.620 g obtenidos en carboximetilcelulosa y 0.44 g en pectina a los
28 dias de cultivo. Un patron similar se obtuvo al determinar los rendimientos biomasa-
sustrato, el mayor rendimiento encontrado involucré al xilano seguido de la
carboximetilcelulosa y la pectina con valores de Y biomasa/xilano = 0.73 (g biomasa/g xilano),
Y biomasa/CMC = 0.62 (g biomasa/g CMC) y Y biomasa/pectina = 0.44 (g biomasa/g pectina)
respectivamente Tabla 8.2. A partir de los resultados planteados anteriormente se puede
establecer que la capacidad de crecimiento de L. gongylophorus cambia al utilizar diversas
fuentes de carbono por lo que, de acuerdo con estos valores, se puede considerar que utilizar
xilano como sustrato es una eleccién importante si se desea producir biomasa fungica a partir

de L. gongylophorus.

Debido a que la naturaleza quimica compleja de los sustratos modelos utilizados, fue
estimado el % de carbono presente en las fuentes de carbono utilizadas. En la Tabla 8.1 se
muestra la composicion estimada de estas fuentes determinada mediante los andlisis
elementales CHONS, de acuerdo con estas técnicas se pueden apreciar diferencias en

cuanto a la cantidad de carbono en las mismas.

Tabla 8.1: Composicion elemental de carbono, hidrégeno y nitrégeno de diferentes sustratos

expresados en % relativos.

CHNS
Sustratos | Carbono | Hidrogeno | Nitrégeno
CMC 40.24 5.91 ND*
Xilano 38.48 5.49 ND*
Pectina 43.65 6.04 ND*

ND*: no detectado.
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Teniendo en cuenta los resultados porcentuales expresados en la Tabla 8.1, fueron
recalculados los rendimientos biomasa-sustrato para equilibrar las cantidades de
carbono presente en el medio y poder descartar el posible efecto de que una mayor
disponibilidad de carbono en el medio incrementara la produccion de biomasa. A
continuacion, se presentan los valores obtenidos de Y biomasapectina = 1 (g biomasa/gC
pectina), Y biomasaixilano = 1.89 (g biomasa/gC xilano) y Y biomasarcmc = 1.54 (g biomasa/gC
CMC) respectivamente. De esta forma es posible apreciar el mismo patrén de
rendimientos de acuerdo  con la cantidad de carbono total presente en el medio. Cabe
destacar que, debido a la condicion experimental considerada inicialmente, L.
gongylophorus tuvo una mayor disponibilidad de carbono al crecer en pectina como
sustrato; sin embargo, esto no le atribuye una mayor eficiencia en la formacion de
biomasa. Estos resultados se muestran similares a las investigaciones realizadas por
Gomes De Siqueira et al., 1998 y Silva et al., 2006 los cuales concluyeron que la pectina
resulto la fuente de carbono menos eficiente en la formacion de biomasa para ambas
cepas de L. gongylophorus estudiadas [Gomes De Siqueira et al., 1998, Silva et al.,
2006]. La discusion aportada por estos investigadores ante dicho resultado se basé en
la baja eficiencia de crecimiento a partir del acido galacturénico que constituye el
componente principal de la pectina [Voragen et al., 2009].

La Figura 8.1 muestra los perfiles de CO2 obtenidos a partir de los cultivos realizados
en los sustratos pectina y carboximetilcelulosa a 10 y 20 g/L, con un tiempo de cultivo de
400 horas. En estos perfiles se muestra como la acumulacion de CO2fue mayor para la
CMC con una concentracién de 20 g/L. La concentracion de CO: alcanzada por los
cultivos que utilizaron carboximetilcelulosa fue cuatro veces mayor que el CO, generado
con pectina en las mismas condiciones (20 g/L) alcanzando valores de 198.6 mg/Lgas Y
41.7 mg/Lgas respectivamente, sin embargo; se debe considerar que para estos cultivos
gue utilizaron 20 g/L de cada sustrato no se observa la fase de meseta en la acumulacion
de CO: a las 400 horas de cultivo, por lo que es probable que el CO2 continde

aumentando luego de este tiempo.

Por otro lado, para los cultivos que contenian los sustratos a una concentracion menor

(10 g/L) el comportamiento fue diferente. La concentracion de CO:2 alcanzada por los
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cultivos que utilizaron pectina fue cinco veces mayor que la obtenida al utilizar CMC, con
valores de 57 y 10 mg/Lgas respectivamente para cada sustrato. Este resultado puede
explicarse por la caracteristica de la pectina de ser un sustrato con alta viscosidad a altas
concentraciones [Filippov and Kohn, 1975], lo cual, puede repercutir en una disminucién
de la velocidad de transferencia de nutrientes y oxigeno y de esta forma verse afectada
la formacién de CO:2 y biomasa [Garcia-Ochoa et al.,, 2010]. Es por esto, que
consideramos que al disminuir la concentracion de pectina en el medio se obtienen
valores mayores de CO2, sin embargo, seria interesante la obtencion de datos de
biomasa utilizando estos sustratos a 10 g/L y de esta manera poder hacer una

comparacion con respecto a estos resultados.
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Figura 8.1: Perfiles de CO, de Leucoagaricus gongylophorus LEU18496 cultivados en pectina y
carboximetilcelulosa (CMC) a 10 y 20 g/L respectivamente. CMC 10 g/L, CMC 20 g/L, Pectina 10
g/L, Pectina 20 g/L.

8.1.1. Determinacion de glucégeno en cada fuente de carbono.

A partir de los cultivos de L. gongylophorus realizados se cuantifico la produccion de

glucogeno en las tres fuentes de carbono utilizadas a 20 g/L. La mayor concentracion de
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glucégeno se observo en los cultivos con xilano seguido de la carboximetilcelulosa y la
pectina. En este sentido los contenidos de glucogeno por gramos de biomasa seca
fueron de: Y glucsgenobiomasa = 220.9 (Mg glucogeno/g biomasa), Y giucégenobiomasa = 73.5 (Mg
glucdégeno/g biomasa) y Y glucsgenobiomasa = 34.6 (mg glucogeno/g biomasa) para los
cultivos de L. gongylophorus desarrollados en xilano, carboximetilcelulosa y pectina
respectivamente, comprobandose entonces que la produccion de este polimero varia
con la fuente de carbono utilizada. Los resultados obtenidos en esta investigacion son
comparables con los reportados por Saavedra-Molina et al., en 2018 quiénes
determinaron el contenido de glucogeno intracelular de una cepa de Pleurotus ostreatus
NRRL 3526 cultivada en medios sélidos abundantes en residuos lignoceluldsicos. Los
valores reportados en este trabajo para el contenido de glucégeno también variaron en
funcién del medio utilizado obteniendo un valor maximo de 106.9 mg/g de biomasa seca
y un minimo de 51.3 mg/g de biomasa seca [Saavedra-Molina et al., 2018]. En otro
estudio realizado por Gonzélez-Méarquez et al., en 2015 determinaron el contenido de
glucogeno intracelular y extracelular de una cepa de Lentinula edodes cultivada en medio
sélido a distintas concentraciones de Ftalato de dietilhexilo (DEHP), un compuesto
presente en los plasticos y que se considera toxico para la salud humana. Se observé
entonces que a mayores concentraciones de este compuesto se obtuvo
proporcionalmente mayor contenido de glucégeno extracelular con un valor de 650 mg/g
de biomasa seca y a menores concentraciones de DEHP se redujo a 300 mg/g de
biomasa seca [Gonzéalez-Méarquez et al.,, 2015]. Por lo tanto, las concentraciones
obtenidas en este trabajo se encuentran en el rango de lo observado para otros hongos
filamentosos pertenecientes a la division Basidiomycota y que tienen la capacidad de

degradar materiales lignocelulésicos.

Extrapolando estos resultados a los valores de biomasa obtenidos en cada sustrato,
se determinaron los rendimientos glucogeno-biomasa y glucégeno-sustrato tal cual se
muestra en la Tabla 8.2. Los rendimientos glucégeno-sustrato fueron Y giucségenoicmc=
118.6 (mg glucdgeno/g CMC) para los cultivos obtenidos utilizando carboximetilcelulosa
como unica fuente de carbono, Y giucsgenopecina = 64.21 (mg glucdégeno/g pectina) en
pectinay Y glucsgenoixilano = 302.6 (mg glucogeno/g biomasa) en xilano.
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Se puede observar entonces que para los cultivos que contienen xilano se obtuvo el
mayor Y glucégenobiomasa, Siendo 6 veces mayor que el rendimiento obtenido para los
cultivos que utilizaron pectina como sustrato, mientras que el Y glucégenoixilano fue cinco
veces mayor que el Y gucsgenopectina. EStos resultados indican que el xilano constituye la
fuente de carbono mas eficiente para la obtencion de este producto. Por otro lado, es
apreciable cémo se distribuye el carbono presente en el medio teniendo en cuenta los
Yxis Y Ypix para cada fuente de carbono, evidenciandose un mejor aprovechamiento del
carbono en xilano con un 95 % del carbono utilizado en la sintesis de glucogeno; mientras
que la CMC y la pectina dirigen menos cantidad de carbono a la sintesis de este
compuesto. El resto del carbono no utilizado segun el balance debié ser empleado en

algunos metabolitos no cuantificados en este trabajo.

Tabla 8.2: Rendimientos obtenidos a los 28 dias de cultivo de L. gongylophorus con cada

sustrato.
Sustratos | Yxis(mg/qg) Ypois(Mg/g) Ypix(Mmg/g) Balance de Carbono (%)
CMC 620 + 12 118.6 £ 14.5 73.5+£7.3 69
Xilano 7305 302.6 +125 | 220.9+10.7 95
Pectina 440 +18.3 64.2+3.1 34.6+2.3 57

8.1.2. Ensayos enzimaticos.

El hongo L. gongylophorus produjo enzimas con actividad pectinasa, xilanasa y
celulasa en todas las fuentes de carbono analizadas luego de 28 dias de cultivo en medio
minimo con los sustratos carboximetilcelulosa, xilano y pectina (Tabla 8.3). La actividad
pectinasa aparece en mayores cantidades, seguida de la actividad xilanasa y
endoglucanasa. Sumando las cantidades de unidades enzimaticas producidas, la
produccion de pectinasa fue aproximadamente 11 veces mayor que la xilanasa y casi 20
veces mayor que la actividad endoglucanasa. La produccion de pectinasa fue mayor en
el sustrato pectina, seguido del xilano y la carboximetilcelulosa. La actividad endo-3-1.4-
xilanasa también se obtuvo con mayor concentracion en el sustrato pectina seguido de
la carboximetilcelulosa; sin embargo, las miliunidades de enzima obtenidas para esta

actividad fue menor cuando se utilizé xilano como sustrato. La enzima endo-B-1.4-
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glucanasa se produjo escasamente en la mayoria de los sustratos probados, con
excepcién del sustrato pectina donde se obtuvieron 23.55 mU de enzima Tabla 8.3.

En varias investigaciones se ha comprobado la presencia de enzimas con actividad
sobre carbohidratos en especies de hongos pertenecientes al género Leucoagaricus sp.,
como es el caso de amilasas, xilanasa, quitinasa, pectina esterasa, pectato liasa,
endoglucanasa, beta-glucosidasa, etc. [Gomes De Siqueira et al., 1998, Bacci Jr et al.,
2013, Aylward et al., 2013]. Se han informado capacidades similares en el metabolismo
de polisacaridos para la cepa B1-97 de L. gongylophorus simbionte de la hormiga Atta
sexdens, en el estudio realizado por Silva et al., 2006, la actividad pectinasa determinada
también fue mayor con respecto a las demas y los mejores sustratos para la produccién
de xilanasa fueron la pectina, la celulosa y el almidén, mientras que la glucosay el xilano
no indujeron la produccién de esta enzima. Para el caso que incluye la actividad celulasa
sucedio algo similar con nuestro trabajo debido a que se produjo escasamente en todos
los sustratos analizados, aunque su actividad no se detect6 en xilano [Silva et al., 2006].
Estos resultados demuestran la capacidad de L. gongylophorus de degradar materiales
lignoceluldsicos a partir de la sintesis de enzimas con actividad sobre carbohidratos

complejos.

Tabla 8.3: Unidades de actividad pectinasa, xilanasa y endo-glucanasa producidas por
L. gongylophorus a los 28 dias de cultivo en fuentes de carbono como pectina,

carboximetilce lulosa y xilano.

Fuente de carbono Actividad enziméatica (mU) £+ DE
n=3 Endo-B-1.4-glucanasa | Endo-B-1.4-xilanasa | Pectinasa
CMC 1.45+0.15 13.73 £ 2.65 97.22+5.9
Xilano 0.56 + 0.05 4.82 +2.35 145.62 + 3.8
Pectina 23.55+8 25.56 + 12.25 264.09 + 21

8.2. Analisis de proteinas CAZymes y FOLymes en el genoma de L. gongylophorus.

Utilizando el ensamble gendmico obtenido por nuestro grupo de investigacién fue
llevada a cabo una busqueda de proteinas con actividad CAZymes y FOLymes que

constituyen grupos de proteinas que participan en la degradacion de material
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lignoceluldsico y que a su vez son sintetizadas por un gran nimero de hongos capaces
de degradar estos sustratos. Se encontraron 169 proteinas CAZymes, FOLymes y
posibles proteasas en el ensamble de L. gongylophorus de acuerdo con una base de
datos creada para el alineamiento de secuencias proteina-proteina (Tabla 8.4.) Se puede
apreciar la cantidad de estos grupos enzimaticos siendo mayor las proteinas incluidas
en el grupo CAZymes con 128 proteinas en total mientras que solo 36 se encuentran en
el grupo FOLymes. Se conoce que L. gongylophorus como parte de la simbiosis de la
gue forma parte, coloniza un habitat compuesto fundamentalmente por material
lignocelulésico. Durante esta colonizacion, el hongo secreta cécteles enziméticos
conocidas como CAZymes por lo que es de esperar mayor abundancia relativa de estas

proteinas en el ensamble gendmico [Martinez et al., 2004, Aragona et al., 2014].

Estos resultados se muestran similares a los obtenidos por Aylward et al., 2013
quienes reportaron la presencia de enzimas CAZymes, FOLymes y proteasas a partir de
un ensamble metagendmico de L. gongylophorus simbionte de la hormiga A. cephalotes
donde la mayor abundancia relativa de proteinas encontradas la obtuvo el grupo
CAZymes [Aylward et al., 2013]. El analisis de familias de CAZymes encontradas mostro
gue la superfamilia GH (Hidrolasas) se encuentra ampliamente representada, el gran
namero encontrado se corresponde con la gran variedad de procesos metabdlicos a los
cuales estan asociadas estas enzimas [Casa Villegas, 2018] y a la poca anotacion
funcional que se puede encontrar en bases de datos para enzimas pertenecientes al

género Leucoagaricus.

Por otro lado, fueron encontradas proteinas pertenecientes a familias de enzimas que
participan en la degradacion de sustratos lignocelulésicos: la familia GH74 que interviene
en la formacién de celobiosa como parte de la degradacién de celulosa, la familia PE
implicada en la degradacion de pectina y la familia GH3 que interviene en la degradacion
de xilano. Varias investigaciones han demostrado la capacidad de L. gongylophorus de
crecer en diferentes sustratos lignocelulésicos [Silva et al., 2006, Vigueras et al., 2017,
Maya-Yescas et al., 2021], lo que explica el hecho de que estas enzimas estén presentes
en el ensamble de este hongo. Otros investigadores como Ike et al., en 2015 demostraron

la presencia de enzimas FOLymes en L. gongylophorus, como parte de su estudio
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caracterizaron dos lacasas [lke et al., 2015], lo cual, corrobora lo obtenido en este estudio
donde fueron identificadas 19 lacasas en la anotacion realizada. Estas enzimas son
conocidas por su capacidad de eliminar componentes toxicos presentes en el medio y
asi favorecer el crecimiento del organismo que la produce en los sustratos de esta
naturaleza [Reinhammar, 2018], de ahi, que resulte importante su sintesis por L.
gongylophorus.

Tabla 8.4: Distribucion de las proteinas CAZymes, FOLymesy proteasas encontradas en
L. gongylophorus LEU18496.

Grupo |Familia Anotacion Cant.
GH Hidrolasa 66
GH1 Glucoliasa 5
GH3 Glucosidasa/Xilosidasa | 15
GH5 Celulasas 4
GH15 Glucoamilasa 5
GH18 Quitinasa 2
GH35 Galactosidasa 7
GH43 Arabinogalactanasa 2
CAZymes GH74 Endoglucanasa 3
PL1 Pectina/Pectato liasa 1
CE5 Cutinasa 2
PL4 [Ramnogalacturano endoliasa| 1
A Amilasa 3
MN Manosiltransferasa 2
R Reductasa 2
PE Pectinasa 2
E Estearasa 6
GO Glioxil oxidasa 5
FOLymes LO Lacasa 19
GH15 Peroxidasa 12
Proteasas | GH15 Proteasas 5

8.2.1. Analisis filogenético de enzimas CAZymes.

El arbol filogenético realizado se construy6 utilizando el programa PhyML
perteneciente a Phylogeny.fr, esta herramienta utiliza el método de méaxima verosimilitud
para encontrar homologia entre las secuencias [Dereeper et al., 2008]. La visualizacion

del conjunto de proteinas analizadas se llevé a cabo utilizando TreeDyn [Chevenet et al.,
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2006], una herramienta que permite la representacion de un arbol a partir de una matriz
de visualizaciéon de patrones estableciendo un tronco comun y subdividiendo en ramas

los elementos analizados a partir de su homologia.
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Figura 8.2: Andlisis filogenético de proteinas CAZymes encontradas en L. gongylophorus
LEU18496.Los numeros al lado de cada nodo, en rojo, representan una medida de soporte para
el nodo, donde 1 representa el soporte maximo.
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Diversos autores han utilizado filogenia de proteinas para determinar antepasados
comunes entre diferentes familias proteicas [Tan et al., 2016], Crawford et al., en 2004
por ejemplo, estudiaron genes pertenecientes a la familia glicosil hidrolasa (GH9) para
conocer la conservacion filogenética de estos y la variacion de la posicion de ciertos
intrones [Crawford et al., 2004]. Otros como Labourel et al., en 2020 estudiaron
monoxigenasas liticas de polisacaridos (LPMOs) para determinar la conservacion
filogenética del dominio catalitico de unidn a cobre como marcador de estas enzimas y

poder determinar nuevas familias de estas [Labourel et al., 2020].

A partir de la lista de proteinas anotadas en la Tabla 8.4 con funcion CAZymes, se
buscaron sus secuencias de aminoacidos para determinar la relacion con enzimas
reportadas para otras especies de hongos, analizar su antepasado comun vy rectificar la
funcién que le fue otorgada. Como se puede apreciar en la Figura 8.2 el arbol de maxima
verosimilitud (ML) sugiere que todas las proteinas con funcion CAZymes poseen un
antepasado comun por lo que se puede determinar que todas las enzimas analizadas
comparten esta funcién a partir de un dominio ampliamente conservado [Lin et al., 2020].
En este analisis fueron incluidas enzimas con funcion a-amilasa, pectinesterasa, -
glucosidasa, rhamnogalacturano endoliasa, endocelulasa, celobiosa hidrolasa y
xilosidasa; como se puede apreciar los diversos grupos enzimaticos se separaron en
ramas independientes permitiendo construir clados especificos de acuerdo con su
actividad. Se encontr6 que la rama que involucra a la proteina con funcién
rhamnogalacturano endoliasa de L. gongylophorus LEU18496 comparte un ancestro
comun bastante cercano con la proteina descrita para L. gongylophorus AC12 con
respecto a las demas proteinas, en este caso el cambio genético representado por la
longitud de la rama es muy pequefio, lo que se vincula con el hecho de que ambas
proteinas pertenecen a la misma especie y que se encuentren muy relacionadas
filogenéticamente, de esta forma; se corrobora la anotacion funcional realizada
previamente. Se observd ademas que la pectin esterasa de L. gongylophorus se agrupé
con varias proteinas pertenecientes al mismo grupo de hongos como Rhizoctonia solani,
Phanerochaete sordida y Coprinopsis, la pectin esterasa de interés comparte segun lo

observado un ancestro comun lejano con los dos primeros hongos mencionados, sin
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embargo; se encuentra filogenéticamente cercana al ancestro comun que comparte con
la pectin esterasa de Coprinopsis, la distancia filogenética de ambas proteinas con
respecto a su nodo interior es pequefa y el soporte del nodo se considera alto con un
porcentaje de 100 % [Felsenstein, 1993] por lo que se considera que ambas proteinas

estan relacionadas filogenéticamente.

Otras de las familias de proteinas analizadas fueron las celobiosa hidrolasas, enzimas
encargadas de degradar la celobiosa perteneciente a la celulosa. La celobiosa hidrolasa
anotada para L. gongylophorus en la seccion anterior diverge a partir de un ancestro
comun de la celobiosa hidrolasa reportada para Phanerochaete chrysosporium LOCUS
XY L5P HACH, un Agaromycetes sapréfito que degrada material lignocelulésico [Huy et
al., 2015]; esta ultima proteina se encuentra mas cerca filogenéticamente de dicho
ancestro que la hidrolasa de L. gongylophorus, sin embargo; la distancia sigue siendo
pequefia para ambas y el soporte de dicho nodo se considera alto con un porcentaje del
98 % [Felsenstein, 1993], por lo tanto se considera que existe una estrecha relacion entre
ambas proteinas; esto ultimo, puede estar vinculado al hecho de que Phanerochaete
chrysosporium es un hongo perteneciente a la division Basidiomycota y que se ubica en
el grupo de hongos de podredumbre blanca, caracteristicas que comparte L.

gongylophorus.

Este andlisis nos permitio reportar la congruencia, asi como, las relaciones de
discordancia entre las secuencias de proteinas de diferentes especies de hongos con L.
gongylophorus, ademas, de reflejar las asociaciones taxonOmicas entre hongos
estrechamente relacionados de acuerdo con diversos parametros, como el consumo de

sustratos lignoceluldsicos.
8.3. Construccién de una red metabdlica de L. gongylophorus.

Para analizar la produccion de glucogeno durante el crecimiento en diferentes fuentes
de carbono fue construida una red metabolica del metabolismo central del carbono de L.
gongylophorus. En esta, fueron incluidas las enzimas involucradas en el metabolismo de
degradacion de los sustratos lignoceluldsicos utilizados en esta investigacion. Debido a

la escasa anotacion funcional de L. gongylophorus, fue necesario tomar como modelo
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de referencia otros microorganismos como Trametes versicolor, Aspergillus niger,

Saccharomyces cereviseae, Neurospora crassa y Leucoagaricus leucothithes.
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Figura 8.3: Representacion gréfica de la red metabdlica del metabolismo central del carbono de
Leucoagaricus gongylophorus a partir de la degradacion de pectina, celulosa y xilano.

En la Figura 8.3 se puede apreciar una representacion esquematica de la red
metabdlica construida que cuenta con 58 reacciones y contempla las vias catabdlicas
presentes en L. gongylophorus para llevar a cabo la degradacion de sustratos

lignoceluldsicos (Anexo A). La reconstruccion metabdlica tiene como funcion representar
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una descripcion detallada del metabolismo central del carbono de L. gongylophorus,
teniendo en cuenta el metabolismo de carbohidratos y la degradacién de los sustratos

pectina, xilano y celulosa, asi como la sintesis del glucégeno.

La informacion dmica disponible en diferentes bases de datos como NCBI [Schoch et
al., 2020] y Uniprot [uni, 2021] acerca de L. gongylophorus es aun limitada por lo que la
anotacion de las reacciones metabolicas presentes en esta red fue realizada mediante
inferencia basada en homologia [Loewenstein et al., 2009]. Los alineamientos de
secuencias proteina-proteina realizados utilizando la herramienta BLASTp [Mahram and
Herbordt, 2015] evidenciaron la presencia en L. gongylophorus de todas las reacciones
incluidas en la Figura 8.3 (Anexo A). El 66 % de las reacciones anotadas presentaron
una homologia proteina-proteina superior al 60 % de identidad y conservan su dominio
proteico de accién. Para las proteinas con % de identidad inferiores se llevd a cabo una
busqueda de dominios conservados para poder asignar la funcion por homologia. La
busqueda fue restringida a las especies del género Leucoagaricus presentes en la base
de datos de NCBI [Schoch et al., 2020] y la distribucion segun especies fue la siguiente:
21 % de L. gongylophorus, 67 % L. SymC.cos y 11 % L. leutothites; cabe mencionar que
el mayor niUmero de proteinas reportadas para estas especies en esta base de datos es
de 12,834 para L. SymC.cos, el cual es un hongo perteneciente al género Leucoagaricus
gue no se ha identificado hasta especie pero que si fue aislado como simbionte de la

hormiga Cyphomyrmex costatus.

A continuacion, analizaremos las principales caracteristicas del modelo metabdlico
construido al nivel de las principales vias del metabolismo de produccion de glucégeno

durante el crecimiento en diferentes sustratos lignocelulésicos:

= Consumo de sustratos lignoceluldsicos En este proyecto de investigacion fueron
utilizadas diversas fuentes de carbono para analizar la produccion de glucégeno.
Las vias de degradacion de celulosa, pectina y xilano incluidas en este modelo se

explican a continuacion:
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1. Celulosa

Para el andlisis del consumo de celulosa, la via metabdlica anotada fue tomada
como referencia de los estudios realizados por [Vigueras et al., 2017] quienes
reportaron el crecimiento de L. gongylophorus en celulosa como fuente de
carbono y ademas comprobaron la presencia de actividad enzimatica
endoglucanasa. Esta enzima es la encargada de la conversién de celulosa a
celobiosa y presenté un 100 % de identidad con una endoglucanasa reportada
para Trametes versicolor. La celobiosa es un dimero de glucosa, por lo que la
formacion de glucosa mediante una B-glucosidasa fue el siguiente paso en la
construccion de la red metabdlica planteada. Esta enzima también se encontr6 en

L. gongylophorus con un 100 % de identidad.

2. Pectina

La degradacion enzimatica de pectina es llevada a cabo por diversos complejos
proteicos heterdlogos llamados pectinasas [Gomes et al., 2009]. En la base de
datos KEEG [Kanehisa and Sato, 2020] se encuentra reportada la via metabolica
anotada en nuestra reconstruccién que contempla la degradacién a través de los
intermediarios pectato y galacturonato. Por otro lado, Adalberto et al., en 2016
demostraron el crecimiento en pectina y caracterizaron una exo poligalacturonasa
de L. gongylophorus, simbionte de Atta sexdens [Adalberto et al., 2016] aunque
no reportaron secuencia de nucleétidos o aminoacidos. La homologia encontrada
utilizando herramientas bioinforméticas con enzimas de referencia ampliamente
caracterizadas de T. maxima fue relativamente bajo con un valor de 42.54 % para
la pectinestarasa incluida en la red metabdlica y no se encontr6 homologia con
secuencia reportada para L. gongylophorus en la base de datos NCBI, sin
embargo, fue encontrada en L. SymC.cos, simbionte de la hormiga Cyphomyrmex
costatus; basados en estas evidencias tedrico-experimentales y la presencia de
dominios conservados fue anotada la reaccién. Para los siguientes pasos
cataliticos en la degradacion de este sustrato fueron incluidas las enzimas endo y
exo poligalacturonasa que presentaron homologia de 68.87 % y 62.17 % con L.

gongylophorus de acuerdo con los alineamientos presentados en el Anexo B.
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3. Xilano

Diversos investigadores han reportado el consumo de xilano como fuente de
carbono para el crecimiento de diferentes especies de hongos y levaduras,
algunos de estos microorganismos son: A. niger, A. fumigatus, N. crassa, T.
harzianum, T. reesei, T. viride, P. janthinellum, P. wortmanni, y F. oxysporum
[Abdel Sater and El Said, 2001, Den Haan and Van Zyl, 2003].

De Menezes et al., en 2009 utilizaron los hongos de pudricion blanca Pleurotus
sp. BCCBO068 y Pleurotus tailandia para degradar el xilano de avena-espelta bajo
fermentacién sumergida durante un periodo de 40 dias [De Menezes et al., 2009].
De esta forma determinaron las actividades de los productos de degradacion del
xilano en Pleurotus sp. BCCBO068 y P. tailandia, tales como, endo 1,4-B-xilanasa
y B-xilosidasa, alcanzando el 75,1 % y el 73,4 %, respectivamente. Por otro lado,
Maya-Yescas et al en 2021 reportaron el crecimiento de L. gongylophorus en
xilano como sustrato en cultivos sumergidos, ademas de comprobar actividad
enzimatica xilanasa [Maya-Yescas et al., 2021]. Estas evidencias experimentales
fueron utilizadas para el analisis mediante alineamiento de secuencias de las
principales enzimas encargadas de degradar xilano: endo--1,4-xilanasas y las B-
D-xilosidasas [Den Haan and Van Zyl, 2003]. Utilizando enzimas de referencia de
Trametes versicolor se obtuvieron porcentajes de identidad de 63 y 56 % para L.
gongylophorus y dominios cataliticos conservados, lo que permitié adicionar estas
reacciones de degradacién de este compuesto a la red metabdlica planteada en

la Figura 8.3.

Sintesis de glucogeno

La via de sintesis de glucogeno anotada en esta red coincide con lo reportado
para células eucariotas. La glucogenina (gnn) es la proteina iniciadora encargada
de extender los primeros residuos de glucosa que actian como cebador para la
glucogeno sintasa (gls), que, a su vez, es la enzima encargada de elongar las

cadenas de glucosa existentes transfiiendo un nuevo residuo de glucosa al
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extremo reductor libre de la cadena [Farkas et al., 1991, Roach and Skurat, 1997,
Roach et al., 2012], tal cual se muestra en la Figura 8.3.

Los alineamientos de secuencia realizados para las proteinas que intervienen en
la sintesis de este polimero, como la proteina iniciadora glucogenina, la glucégeno
sintasa (gls) y la enzima ramificadora (glg) se realizaron tomando como referencia
la informacion disponible en la base de datos NCBI para el hongo filamentoso
Neurospora crassa OR74A [Galagan et al., 2003]. Los porcentajes de identidad
obtenidos fueron de 41 %, 66 % y 68 % respectivamente involucrando a L.

SymC.cos.
Metabolismo central del carbono

Las vias metabdlicas centrales de L. gongylophorus reportadas en esta
construccion son: glicolisis, ciclo de los &cidos tricarboxilicos, la ruta de las
pentosas fosfato (PP) y diversas vias anaplerdticas. Cuando la célula crece de
forma exponencial en un sustrato, requiere poder reductor para obtener energia.
Este poder reductor en la célula se presenta en forma de cofactores como el
NADH y FADH:2 y generalmente se utilizan para generar ATP y suplir los demas
requerimientos de energia de las células. El metabolismo central del carbono es
el encargado de generar el poder reductor necesario en la célula, por tanto, la
estequiometria de produccion de estos compuestos depende del nivel del
metabolismo central a la cual se incorporen los diversos sustratos utilizados y la
via metabdlica que favorezca. Todas las reacciones pertenecientes al
metabolismo central presentaron homologia de secuencias con L. gongylophorus,
estas reacciones se encuentran altamente conservadas evolutivamente por lo que
existe poca variacion interespecies [Peregrin-Alvarez et al., 2009], esta afirmacion

se ve reflejada en los porcentajes de identidad obtenidos.

La sintesis del glucogeno comienza con el metabolito glucosa 6-fosfato que es un
intermediario de la via glicolitica/gluconegénica [Pilkis et al., 1988]. Al igual que
muchos otros microorganismos, L. gongylophorus transforma celulosa en

mondmeros de glucosa y utiliza la via glicolitica para obtener los restantes
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intermediarios involucrados en la sintesis de biomasa y glucégeno. La pectina se
incorpora al metabolismo central al transformarse en glicerol, el cual es
considerado un sustrato gluconeogénico [Nicol et al., 2012], por lo que se
incorpora a la via gluconeogénica a partir de la formacion de glicerol 3-fosfato,
para a su vez formar precursores primordiales como glucosa 6-fosfato y fructosa-
6-fosfato. Por otro lado, la utilizacion de sustratos como xilano, se incorporan al
metabolismo al nivel de la via de las pentosas fosfatos de forma tal que se
obtienen los intermediarios de la sintesis de glucogeno mediante interconversion
de hexosas y pentosas al formar glicerol-3-fosfato a partir de eritrosa 4-fosfato
como se aprecia en la Figura 8.3.

Las enzimas que son esenciales para el crecimiento en fuentes de carbono
gluconeogénicos como la fosfoenolpiruvato carboxiquinasa (PEPCK) (EC
4.1.1.32), la piruvato carboxilasa (PC) (EC 6.4.1.1) y la fructosa-1,6-bisfosfatasa
(FBP) (EC 3.1.3.11) mostraron resultados satisfactorios en el alineamiento. La
fosfoenolpiruvato carboxiquinasa convierte el oxaloacetato intermediario del ciclo
del TCA en fosfoenolpiruvato, sin pasar por el piruvato producido por la piruvato
guinasa en el punto final de la glicdlisis. La fructosa-1,6-bisfosfatasa, el paso final
e irreversible en la formacion de monofosfato de hexosa, convierte la fructosa 1,6-
bisfosfato en fructosa 6-fosfato, pasando la enzima glucolitica fosfofructoquinasa
y la piruvato carboxilasa se encarga de la formacion de oxalacetato que a su vez
se incorpora al ciclo del TCA [Kubicek-Pranz et al., 1990, Mlakar y Legisa, 2006].
Las otras enzimas necesarias son reversibles y se comparten con la glicdlisis. Los
resultados que indican la presencia de estas enzimas sugieren que L.
gongylophorus puede ser capaz de crecer en presencia de sustratos
gluconeogénicos como es el caso del glicerol. Ademas de que estas enzimas
reponen los intermediarios de carbono utilizados en las vias biosintéticas y

aseguran que el ciclo del TCA sea funcional.

Con los resultados anteriormente planteados se logra la obtencién de la primera red

metabdlica realizada para L. gongylophorus teniendo en cuenta la sintesis de glucogeno
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a partir de la degradacion de sustratos lignocelulésicos modelo y aportando informacion

sobre las enzimas involucradas en cada reaccion planteada.
8.4.  Andlisis de modos elementales.

Con base en lo propuesto en la reconstruccion de la red, el modelo realizado utilizando
analisis de modos elementales contd con 48 reacciones, dada la simplicidad de algunas
reacciones que fueron consideradas que involucran la accion de varias enzimas. De estas
reacciones, 26 se clasificaron como reversibles y 22 como irreversibles, ademas se tuvo
en cuenta la compartimentalizacion celular. Como resultado del andlisis se obtuvieron
273 modos, de los cuales 107 estuvieron involucrados en la sintesis de glucogeno a partir
de los sustratos modelos utilizados, por consiguiente, las enzimas involucradas en la
sintesis de este compuesto estuvieron presentes en estos modos tal cual se muestra en
la Tabla 8.5. El xilano (XIL) fue el sustrato mas utilizado en la sintesis de glucégeno en
este andlisis, involucrando a 50 modos elementales e implicado con los otros sustratos
utilizados en la sintesis de este polimero, en otros 26 modos. El segundo sustrato mas
utilizado fue la pectina (PEC) donde en 25 modos se utilizaron una cantidad de moles del
sustrato en la sintesis del compuesto de interés, seguido por la celulosa (CLS) con 6

modos elementales.

A partir de lo anterior se seleccionaron los modos elementales con mayor rendimiento
para cada sustrato, siendo mayor el rendimiento tedrico glucégeno-xilosa con un valor de
Y glucsgenoixiosa = 2 (mol glucogeno/mol xilosa). Los rendimientos obtenidos para los
productos de degradacion de los sustratos pectina y celulosa con respecto a la sintesis
de glucégeno (Gly) fueron iguales con un valor de 0.5 (mol glucégeno/mol sustrato). Por
otro lado, los rendimientos tedricos de produccién de glucégeno obtenidos a partir del
consumo de varios sustratos fueron menores con valores de 0.4 (mol glucégeno/mol
sustrato) y 0.3 (mol glucégeno/mol sustrato) para pectina-xilano y celulosa-xilano

respectivamente.

Este analisis ha sido utilizado por varios investigadores con diferentes objetivos, uno

de ellos es el disefio racional de cepas con mejores capacidades metabdlicas para la
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produccién de un metabolito, lo que también permite evaluar las condiciones 6ptimas de

obtencién de estos productos.

Tabla 8.5: Comportamiento de los modos elementales de mayor rendimiento tedérico para

cada sustrato.

No | Sustrato Reacciones globales Y* | Y**
1.16 GLN [e] + 59.5 Pi+ 14 OG + 1.16 UTP =

29| PEC | 458 Gly[e] + 7 ICIT + 24.5 SUC + 0.58 UDP
30 PEC 1.16 GLN [e] + 21 Pi + 14 OG + 1.16 UTP =
0.58 Gly[e] + 3.5 CO2 + 21 SUC + 0.58 UDP 0 | 014
93 PEC 1.06 GLN [e] + 105.8 Pi + 1.06 UTP = 0.53 Gly[e] L
+6.41 ICIT + 9.62 SUC + 12.83 OG + 0.53 UDP
96 PEC GLN[e] + 12 ICIT + UTP = 0.5 Gly[e] + 9 CO2 +

12 OG + 0.5 UDP
165 CLS GLU[e] + UTP = 0.5 Gly[e] + 0.5 UDP 0.5 | 0.39
2.4 Xyl[e] + 28.8 Pi + 12 OG + 9.59 UTP =

141 XL 4779 Glyje] + 9.59 CO2 + 12 SUC + 4.79 UDP 20]1.96
GLN [e] + 0.5 Xyl[e] + Pi+ 2.5 ICIT + 1.25 UTP = i

2101 PEC+XIL 1 5 65 Glyle] + 2 CO2[e] + 2.5 OG + 0.62 UDP 0.4

54| CLS+ XIL 13GLU[e] + 3.25Xyl[e] + 13Pi + 6.5ICIT + 3.250G + 03 )

9.75 UTP = 4.87 Gly[e] + 22.7SUC + 4.87UDP

*Ypis(mol/mol) tedricos; **Yp;s(mol/mol) experimentales.

Carlson et al., 2002 por ejemplo utilizaron este analisis para estudiar un modelo de
vias metabdlicas de un sistema recombinante de S. cerevisiae que fue disefiado
genéticamente para producir el compuesto poli-B-hidroxibutirato (PHB). Las reacciones
en la red realizada por estos investigadores conectan la produccién y/o consumo de ocho
metabolitos externos que incluyen glucosa, acetato, succinato, PHB, COz2, glicerol, etanol
y trifosfato de adenosina (ATP), de forma tal que el analisis de modos elementales del
sistema de referencia arrojo 241 reacciones que combinan a los ocho metabolitos. Sin
embargo, al incluir las vias caracteristicas de la cepa recombinante de S. cerevisiae y
alterar el modelo propiciando las condiciones donde el PHB se acumula, el analisis revelo

20 modos elementales, de los cuales 7 producen PHB con un rendimiento teérico
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PHB/carbono de 0.67 (Cmol/Cmol) [Carlson et al.,, 2002]. Esta investigacion resulta
similar a la nuestra en el sentido de que se enfoca en la evaluaciébn de un sistema
eucarionte y en la produccion de un metabolito a partir del consumo de diferentes
sustratos. Sin embargo, los estudios enfocados en el uso de analisis de modo elemental
son escasos para hongos filamentosos, lo que reafirma la importancia de su utilizacién

en este trabajo.

Chen et al., en 2010 utilizaron analisis de modos elementales para analizar el potencial
metabdlico del glicerol como fuente de carbono durante la produccion de succinato en
condiciones anaerdbicas o aerodbicas utilizando como modelo la bacteria E. coli [Chen et
al., 2010]. Estos investigadores llegaron a la conclusion de que, aunque los rendimientos
maximos teodricos de succinato en condiciones tanto anaerébicas como aerébicas son de
1.0 mol/mol de glicerol, la condicion aerdbica era méas favorable para la produccién de
succinato debido que la presencia de oxigeno impactaba positivamente en la estructura
de la red. Li et al., en 2012 construyeron una red metabdlica de una cepa de Bacillus
subtilis productora de isobutanol para EMA [Li et al., 2012]. Como resultado de este
analisis se examinaron 239 modos elementales (EM) de un total de 11.342 EM para la
prediccion de posibles objetivos. Sobre esta base, se predijo que la lactato
deshidrogenasa (LDH) y el complejo piruvato deshidrogenasa (PDHC) eran los
candidatos de inactivacion mas prometedores para la produccién optima de isobutanol y
de esta forma se construyeron experimentalmente las mutantes disefiadas in silico. En
ambos casos EMA se emple6 como una herramienta de guia para dirigir la mejora
racional de cepas y se demostro la racionalidad y precision de este enfoque a partir de la

coherencia entre la prediccion del modelo y los resultados experimentales.

Como se aprecia en la Tabla 8.5 varios modos elementales que involucran a la
pectina, obtuvieron el mismo rendimiento tedrico producto-sustrato Y (p/s). Sin embargo,
existen modos elementales que no involucran al CO:2 en la produccion de glucdgeno lo
gue significa que no existe pérdida de carbono en el sistema por esta via, lo que podria
ser indicativo de que el total del carbono consumido es canalizado a la sintesis de
glucogeno. Diferencias estequiomeétricas entre modos elementales pueden significar que

moles de los sustratos estén siendo utilizados en descarboxilaciones que impactan en la
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formacion de biomasa; sin embargo, esta es una hipotesis que necesita seguir siendo
estudiada con otras aproximaciones debido a que en este modelo no se pudo considerar
la formacioén de biomasa entre sus reacciones por la poca informacion experimental
respecto a la composicion de macromoléculas de la biomasa de este hongo en

condiciones de crecimiento como las llevadas a cabo en este estudio.

Por otro lado, se puede observar la obtencion de rendimientos Yeis (mol/mol)
calculados a partir de la red metabdlica construida y el andlisis de modos elementales.
Estos rendimientos consideran la via optima de conversion de sustrato a producto en
relaciéon con los moles de cada uno presentes en las reacciones involucradas. Como parte
de la validacion experimental de estas simulaciones fueron calculados los Yr/s(mol/mol)
a partir del glucogeno cuantificado para las diferentes fuentes de carbono y presentados

anteriormente en la seccion 8.1.1, los valores obtenidos se ven reflejados en la Tabla 8.5.

Cabe sefialar que para en el célculo de los Yris no se tuvo en consideracion el 100 %
de carbono presente en el medio, solamente fue tomado en cuenta el carbono libre que
de acuerdo con el rendimiento Yxs calculado no fue utilizado para la formacion de
biomasa. Esta consideracion fue realizada debido a que el modelo metabdlico realizado
no presenta una ecuaciéon de biomasa que permita analizar la particién del carbono hacia
biomasa y producto, por lo que, al no considerar la formacion de biomasa, sobrestima el
rendimiento de glucdégeno estimado al formar un solo producto. Con base en lo
anteriormente planteado, fueron utilizadas las diferentes cantidades de sustrato para el
calculo de los rendimientos, las mismas fueron: 0.38 g para CMC, 0.27 para xilano y 0.46
para pectina. Los resultados de las simulaciones corresponden con los datos obtenidos
en el laboratorio dentro de un error del 2 % cuando se comparan los rendimientos de
xilano y 22 % para los rendimientos obtenidos para celulosa. Estos resultados se
encuentran dentro de un nivel aceptable para la validacion de modelos experimentales
[Dauner et al., 2002]. El xilano como fuente de carbono permitio obtener los mayores
rendimientos tedricos como experimentales, afirmacion sostenida en la validaciéon
presentada en la Tabla 8.5. Esta fuente de carbono fue la que mostr6 mayores
rendimientos experimentales y ademas fue la que representd un mejor balance de

carbono, lo que permitié obtener estos valores de rendimientos. En el caso particular de
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la pectina el error obtenido en la prediccion fue del 72 %, esta amplia diferencia puede
deberse al balance de carbono presentado anteriormente donde se pudo apreciar que es
la fuente de carbono que peor aprovecha el mismo. De acuerdo con los metabolitos
cuantificados en este trabajo y debido a que se tomo en consideracién que el resto del
carbono presente en el medio podia ser canalizado a la sintesis de glucogeno el modelo
no puede reflejar con precision la formacion a partir de pectina.

Como parte del andlisis de modos elementales es posible conocer qué enzimas
participan en cada EM y de esta forma representar en la red metabdlica los caminos de
reacciones enzimaticas que participan en cada modo. De esta manera la Figura 8.4
representa con flechas de colores los estados Optimos de operacion de la red (vias)
utilizados por los modos elementales con mayor rendimiento teérico que involucraron a
los sustratos pectina, celulosa y xilano. Se puede observar como la glucosa proveniente
de la degradacién de la celulosa toma el camino mas corto para incorporarse a la via de
sintesis del glucogeno, una vez que los mondémeros de glucosa se incorporan a la
glicdlisis, la accién de la enzima hexoquinasa (hk) cataliza la reaccién donde se obtiene
el metabolito glucosa-6-fosfato, para luego por accion de la fosfoglucomutasa (pgm)
formar glucosa-1-fosfato y este Gltimo incorporarse a la via de sintesis del glucégeno. La
xilosa proveniente del xilano por otro lado se incorpora a la via de las pentosas fosfato
por la inclusibn de la xilulosa-5-fosfato a esta via. Luego del transcurso de este
intermediario por la PP se genera gliceraldehido-3-fosfato, el cual, por la accion de las
enzimas que participan en la gluconeogénesis (fpa,fbp) se incorporan a la via de sintesis
del glucégeno.

Por otro lado, los residuos de acido galacturénico, producto de la degradacion de la
pectina se transforman luego de una serie de reacciones en galacturonato, que es el
metabolito que entra a la célula. Una vez dentro el galacturonato es convertido en glicerol
luego de una serie de reacciones enzimaticas, este Ultimo se incorpora la via

gluconeogénica hasta formarse glucosa-6-fosfato y dirigirse a la sintesis de glucégeno.
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Figura 8.4: Representacion grafica de los modos elementales (flechas de colores) utilizados por
los sustratos pectina, celulosa y xilano en la sintesis de glucogeno realizada por L. gongylophorus.
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El hongo L. gongylophorus LEU18496 fue capaz de crecer en los tres sustratos
lignocelulésicos modelo, alcanzando rendimientos biomasa-sustrato iguales a Y
biomasa/xilano = 0.73 (g biomasa/g xilano), Y giomasacuc = 0.62 (g biomasa/g CMC) y Y
biomasalpectina = 0.44 (g biomasa/g pectina) para cada fuente de carbono utilizada. El xilano
fue el sustrato mas eficiente en la formacion de biomasa y la pectina el que menos
favorecio la obtencién de este producto. Por otro lado, la mayor acumulacion de CO:2
se obtuvo durante el crecimiento en 20 g/L de carboximetilcelulosa, mientras que en 10
g/L la mayor concentracion se obtuvo en los cultivos que contenian pectina como Unica
fuente de carbono. La produccion de glucégenose determiné en los tres sustratos
lignocelulésicos modelos utilizados, obteniéndose el mayor contenido de glucégeno por
gramos de biomasa seca (Y mgclucsgeno/igsiomasa = 220.9) para los cultivos que crecieron en
xilano. Las concentraciones de glucégeno determinadas para cada fuentede carbono se
encuentran en el rango de lo observado en hongos filamentosos que degradan la

lignocelulosa.

Se observo la presencia de actividades enzimaticas pectinasa, endo-£-1.4-xilanasa y
endo-B-1.4-glucacanasa en todas las fuentes de carbono analizadas luego de 28 dias de
cultivo. La actividad pectinasa, xilanasa y endoglucanasa alcanzaron valores maximos de
264.09 mU, 25.56 mU y 23.55 mU respectivamente en el sustrato pectina, demostrando
gue este Ultimo es un sustrato importante a tener en cuenta en la sintesis de este tipo de
enzimas. El analisis de enzimas CAZymes y FOLymes resultaron en la anotacién de 169
proteinas en el genoma de L. gongylophorus siendo mayor las proteinas incluidas en el
grupo CAZymes con 128 proteinas en totalmientras que sélo 36 se encontraron en el
grupo FOLymes. Por otro lado, el analisis filogenéticorealizado al grupo de proteinas
CAZymes permitié reportar la congruencia, asi como, las relaciones de discordancia
entre las secuencias de proteinas de diferentes especies de hongos con L.
gongylophorus, ademas, de reflejar las asociaciones taxondémicas entre hongos
estrechamente relacionados de acuerdo con diversos parametros, como el consumo de

sustratos lignocelulésicos.
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Fue construida una red del metabolismo central del carbono de L. gongylophorus que
cuentacon 58 reacciones e incluye las vias metabdlicas encargadas de degradar los
sustratos lignoceluldsicos pectina, celulosa y xilano; ademas de una ruta para la sintesis
de glucégeno. Con la realizacion de esta red se logra la obtencion de la primera red
metabdlica realizada para L. gongylophorus teniendo en cuenta la sintesis de glucégeno
a partir de la degradacion de sustratos lignocelulésicos modelo. El andlisis de modos
elementales arrojo que el mayor Yys tedrico obtenido se alcanzo al utilizar xilano como
fuente de carbono con un Yps de 2 mol/mol. La cuantificacion experimental de glucégeno
permitio validar este resultado al demostrar los mayores rendimientos Yps Y Yws cuando

se utilizaba xilano como fuente de carbono.
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Capitulo X. PERSPECTIVAS

Para continuar el desarrollo de este trabajo es necesario aumentar el nimero de
estudios que permitan la obtencion de parametros cinéticos como velocidad especifica
de crecimiento, consumo de sustrato y formacion de productos. Esto dltimo con el
objetivo de determinar con mayor precision los rendimientos que intervienen en el
sistema. Ademas, seria ideal incluir unaecuacion de biomasa al modelo metabdlico
utilizando analisis de modos elementales con el objetivo de mejorar la calidad de las
predicciones realizadas y de esta forma comparar la produccion de glucdégeno en nuevos
escenarios metabolicos de competencia. Desde una perspectivade aprovechamiento
industrial, seria necesario realizar ensayos de produccion de glucdégeno utilizando
sustratos como glicerol, bagazo de cafia y pasto para de esta forma disminuir los costos

de produccién y aumentar el aprovechamiento de ciertos desechos.
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ANEXOS

Anexo A. Reacciones enziméticas incluidas en la redmetabdlica de L. gongylophorus.

En este anexo se presentan las reacciones incluidas en la red metabdlica y las

enzimas queparticipan en estas reacciones.

Reaccion

Enzima

cellulose [e] + h20 [e] <=>GLU [e] + Cellobiose

endoglucanasa

Cellobiose + H20 <=>2 GLU

beta-glucosidase

ATP + GLU = ADP +G6P

Hexokinase

ATP +FRU <=>ADP +F6P

Hexokinase

G6P <=>G1P

Phosphoglucomutase

utp + G1P <=>ppi + UDP-gluc

UDP-glucose pyrophospharylase

UDP-GLU + Amylose <=>UDP + Amylose

Glycogen [starch] synthase

Amylose <=>glycogen

amylose isomerase

glycogen + Pi = amylose +G1P

glycogen phosphorylase

ADP+ Pi=ATP adenylate kinase
ATP + UDP <=>ADP + utp UDP kinase
G6P <=>F6P glucose-6-Pi isomerase

F1.6P + H20 =F6P + Pi

fructose-bisphosphatase

ATP +F6P <=>ADP +F1.6P

6-phosphofructokinase

F1.6P <=>DHP + gly-3-p

fructose-bisPi aldolase

G3P <=>2 DHP

TriosePiisomerase

G3P + pi + NAD + <=>3PG + NADH + H+

glyceraldehyde-3-Pi dehydrogenase

ATP + 3PG <=>ADP + 3PGp

phosphoglycerate kinase

3PG <=>2PG

phosphoglycerate mutase

2PG <=>PEP + H20

enolase

ATP + PYR <=>ADP + PEP

PYR kinase

PYR + CoA + NAD+ <=>AcCoA + CO2 + NADH
+ H+

PYR dehydrogenase

ATP + PYR + HCO3- <=>ADP + Pi + OXA

PYR carboxylase

ATP + OXA <=>ADP + PEP + CO2

phosphoenolpiruvate carboxikinasa

Pectin + H20 <=>n Methanol + Pectate

pectinesterase

Pectate + H20 <=>Digalacturonate + Pectate

endo-polygalacturonase

Digalacturonate + H20 <=>2 DGAL

exo-polygalacturonase

L-Galactonate + NADP+ <=>DGAL + NADPH +
H+

D-galacturonate reductase
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L-Galactonate <=>2D3G+ H20

L-galactonate dehydratase

2D3G<=>PYR + L-Glyceraldehyde

L-threo-3-deoxy-hexylosonate
aldolase

G3P + NADPH + H+ <=>Glycerol + NADP+

L-glyceraldehyde reductase

glycerol + NADP+ = G3P + NADPH + H+

glycerol dehydrogenase

G3P + NAD+ + H20 <=>D-Glycerate + NADH +
H+

aldehyde dehydrogenase

ATP + D-Glycerate <=>ADP + 3PG

glycerate kinase

Hydrolysis of (1->4)-beta-D-xylans

xylan 1,4-beta-xylosidase

Endohydrolysis of (1->4)-beta-D-xylosidic

Endo-1,4-beta-xylanase

xylitol + NAD(P)+ = D-xylose + NAD(P)H + H+

D-xylose reductase

Xylitol + NAD+ <=>D-Xylulose + NADH + H+

xylitol deshydrogenase

ATP + D-Xylulose <=>ADP + D-Xylulose 5-Pi

xylulose kinase

D-Ribulose 5-Pi <=>D-Xylulose 5-Pi

D-Ribulose-5-Pi 3-epimerase

S7P + G3P= R5P + X5P

Transketolase

S7P + G3P<=>E4P + F6P

transaldolase

G6P + NADP+ = 6PGL + NADPH + H+

glucose-6-P dehydrogenase

6P1.5GL + H20 = 6PGL

6-phosphogluconolactonase

6PGL + NAD(P)+ =R5P+ CO2 + NAD(P)H + H+

phosphogluconate dehydrogenase

D-Ribulose 5-Pi <=>D-Xylulose 5-Pi

ribulose-5-Pi 3-epimerase

D-Ribose 5-Pi <=>D-Ribulose 5-Pi

ribose 5-Pi isomerase

ATP + CIT + CoA <=>ADP + Pi + AcCoA + OXA

ATP CIT synthase

CIT <=>cis-Aconitate + H20

aconitate hydratase

ICIT <=>cis-Aconitate + H20

aconitase

ICIT + NADP+ <=>AKG + CO2 + NADPH + H+

ICIT dehydrogenase

OXO + Thiamin diPi <=>ThPP + CO2

alpha-ketoglutaric dehydrogenase

ThPP + EN6 <=>DHLP + Thiamin diPi

alpha-ketoglutaric dehydrogenase

SUC-CoA +DHP-E <=>Co0A + DHLP

alpha-ketoglutaric dehydrogenase

RFe + SUC-CoA + CO2 + 2H+ <=>2 OFe+ OXO
+ CoA

alpha-ketoglutaric synthase

OXO + CoA + NAD+ <=>SUC-CoA + CO2 +
NADH + H+

alpha-ketoglutaric dehydrogenase

ATP + Succinate + CoA <=>ADP + pi + SUC-
CoA

succinyl-CoA synthetase

succinate + FAD = fumarate + FADH2

succinate dehydrogenase

(S)-Malate <=>Fumarate + H20

fumarate hydratase

malate + NAD+ = OXA + NADH + H+

malate dehydrogenase

cellobiose [e] + H+ ->cellobiose [C]

cellodextrin transport-1

glu [e] + H+ ->gluc [c]

hexose transporter HXT2

xylose[e] + h[c] ->xylose[c]

hexose transporter HXT7

Galacturonate[e]+ h[c]->Galacturonate|c]

Galacturonate transporter
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OXA[c]->OXA[m] {P;tr?gggrc:élfl dicarboxylate

Las abreviaturas son las siguientes: Glucose (GLU), Glucosa 6-fosfato (G6P), D-
Fructosa (FRU), Fructosa 6-fosfato (F6P), Glucosa 1-fosfato (G1P), D-fructosa 1,6-fosfato
(F1.6P); Dihidroxiacetona fosfato (DHP), Sedoheptulosa 7-fosfato (S7P), D-Eritrosa 4-
fosfato (E4P), 3-Carboxy-1-hydroxypropyl-ThPP (ThPP), Enzyme N6-(lipoyl)lysine (EN6),
[Dihydrolipoyllysine residue succinyltransferase] S-succinyldihydrolipoyllysine (DHLP),2
Reduced ferredoxin (RFe), 2 Oxidized ferredoxin (OFe), 6-phospho-GLUono-1,5-lactone
(6PGL), 6-phospho-GLUono- 1,5-lactone (6P1.5GL), 2-Dehydro-3-deoxy-L-galactonate
(2D3G), 2-Oxoglutarate (OXO), Dihydrolipoamide-E (DHP-E), D-Galacturonate (DGAL).
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Anexo B. Porcentajes de identidad resultante delalineamiento proteina-proteina.

En este anexo se muestran los porcentajes de identidad obtenidos luego de los
alineamientosde secuencia realizados. Con base en estos resultados se consideraron

las enzimas presentes en lared metabdlica construida.

LOCUS % ldentidad Leucoagaricus sp
Travedraft-150608 100 L. gongylophorus
Travedraft-68557 100 L. gongylophorus
Travedraft-156755 100 L. gongylophorus
Travedraft-156756 100 L. gongylophorus
Travedraft-157183 100 L. gongylophorus
Travedraft-26433 83.37 L. SymC.cos
Travedraft-155607 80.75 L. SymC.cos
Travedraft-26884 73.5 L. SymC.cos
Travedraft-59694 79.84 L. SymC.cos
ADK1 100 L. gongylophorus
Travedraft-28124 100 L. gongylophorus
Travedraft-171831 81.1 L. gongylophorus
Travedraft-70572 80.17 L.leutothites
Travedraft-29629 68.69 L. SymC.cos
Travedraft-31116 74 L. SymC.cos
Travedraft-171695 67.73 L. SymC.cos
Travedraft-30062 79.4 L. gongylophorus
Travedraft-146294 76.44 L. SymC.cos
Travedraft-35966 39.18 L. SymC.cos
Travedraft-54983 88.04 L. SymC.cos
Travedraft-110904 82.79 L. SymC.cos
TRAPUB-453 75.15 L. SymC.cos
Travedraft-72201 88.32 L. SymC.cos
Travedraft-69281 86.51 L. SymC.cos
Travedraft-68175 42.54 L. SymC.cos
Travedraft-171861 68.87 L. gongylophorus
Travedraft-24492 62.17 L. gongylophorus
Travedraft-22004 50.17 L. gongylophorus
Travedraft-66662 50.34 L.leutothites
NCU09532 41.46 L.leutothites

gldl 53.85 L. gongylophorus
TRAPUB-4069 62.33 L. SymC.cos
Travedraft-24751 50.48 L. gongylophorus
Travedraft-154346 49.01 L.leutothites
Travedraft-67879 63.19 L.leutothites
Travedraft-38102 56.33 L. SymC.cos




An01g03740 62.03 L. SymC.cos
Travedraft-144293 68.02 L. SymC.cos
Travedraft-148263 61.52 L. SymC.cos
Travedraft-158451 83.96 L. SymC.cos
Travedraft-64053 79.74 L. SymC.cos
Travedraft-30435 81.29 L. SymC.cos
Travedraft-144139 84.66 L. SymC.cos
Travedraft-42276 65.62 L. SymC.cos
TRAPUB-10845 85.04 L. SymC.cos
Travedraft-158451 83.86 L. SymC.cos
Travedraft-172153 73.13 L. SymC.cos
Travedraft-171840 84.23 L. SymC.cos
Travedraft-170534 84.41 L. SymC.cos
Travedraft-170534 84.41 L. SymC.cos
Travedraft-31439 84.43 L. SymC.cos
Travedraft-152358 84.89 L. SymC.cos
Travedraft-152358 84.89 L. SymC.cos
Travedraft-30906 74.53 L. SymC.cos
TRAPUB-11330 77.06 L. SymC.cos
Travedraft-158886 79.21 L. SymC.cos
Travedraft-28260 88.22 L. SymC.cos
Travedraft-110343 85.01 L. SymC.cos
Travedraft-144781 78.04 L. SymC.cos
cdt-1 40.4 L. SymC.cos
HXT2 38.92 L. SymC.cos
HXT7 39.67 L. SymC.cos
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Anexos C. Curvas Patron.
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Figura C.1: Curva patrén de cuantificacion de Glucosa utilizando el método DNS.
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Figura C.2: Curva patron de cuantificacion de Xilosa utilizando el método DNS.



