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Resumen

La lignocelulosa es un conjunto de polimeros contenidos en la pared celular
de las plantas, conformada por tres polisacaridos principales: -celulosa,
hemicelulosa y lignina. Dicho complejo ha sido estudiado en épocas recientes por
su gran potencial en cuanto al contenido energético y su utilizacion para la creacién
de biocombustibles, como también en metodologias ambientalmente amigables
para su degradacion efectiva. Actualmente existe una gran cantidad de secuencias
de enzimas con potencial para hacer degradacion de celulosa y hemicelulosa en las
bases de datos publicas como Genbank, cuya adquisicion puede ser mas
econdémica que las disponibles comercialmente, pero hay pocas herramientas
investigativas que las haya tenido en cuenta para facilitar su busqueda. También
existen clasificaciones de estas enzimas como las disponibles en la base de datos
CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes Database), pero su uso de cara al
investigador es dificil por la accesibilidad de los datos disponibles, ademas de que
falta una mayor especificidad de estas clasificaciones para investigaciones mas
especializadas, pero ningun estudio las ha abordado para su facil investigacion. La
blusqueda de este tipo de enzimas es un reto para los investigadores.

De acuerdo con lo anterior surgi6 la necesidad de reclasificar las enzimas
glicosil hidrolasas (GH) presentes en la base de datos CAZy, clase que tiene entre
otras funciones la degradacién de celulosa y hemicelulosa. Para esto, en el
desarrollo metodoldgico se obtuvieron las secuencias publicadas en CAZy las
cuales se dividieron segun la base de datos (PDB, Uniprot y Genbank) y la
taxonomia de los organismos de procedencia (bacterias, virus, eucariotas, arqueas
y no clasificados). Posteriormente, se realizaron alineamientos de éstas contra la
base de datos no redundante (NR) del NCBI, con el fin de aumentar la cantidad de
enzimas a investigar. Se realizo luego la agrupacién por familias y subfamilias con
el software OrthoMCL, y se crearon datos de referencia de alineamiento con las
herramientas Blast y HMMER3.

Se generd una base de datos de referencia que permite la anotacién de
enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa. En la cual para la base de datos
PDB se paso6 de 63 familias a 497 clusters, para Uniprot de 197 a 10.822 y para
GenBank de 231 a 6.874. Estos resultados fueron validados para la familia GH6
contra la base de datos RefSeq donde se evaluaron falsos negativos y falsos
positivos. Se desarroll6 un script para ejecutar busquedas de enzimas teniendo
como referencia los archivos de alineamientos, que da como resultado un reporte.

Como resultados del proyecto se relacionan dos bases de datos de referencia
de alineamientos, un script para realizar basquedas, y un servicio web para realizar
busquedas de estas enzimas. Los clusters finales tras el uso de OrthoMCL
requieren de una mayor curacion para que los modelos queden correctamente
hechos.

Palabras clave: Enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa, CAZy, perfiles
proteicos.



Abstract

Lignocellulose is a group of polymers contained in the cellular wall of plants,
consisting of three main polysaccharides: cellulose, hemicellulose and lignin. This
complex has been studied in recent times for its great potential in terms of energy
content and its use for the creation of biofuels, as well as in environmentally friendly
methodologies for its effective degradation. Currently there is a large number of
enzyme sequences with potential to make cellulose and hemicellulose degradation
in public databases such as Genbank, whose acquisition may be cheaper than those
available commercially, but there are few research tools that have taken them into
account for facilitate its research. There are also classifications of these enzymes,
such as those available in the CAZy database (Carbohydrate-Active enZYmes
Database), but their use for researchers is difficult because of the accessibility of the
available data, as well as the lack of specificity of these classifications for more
specialized research, but no study has addressed them for easy research. The
search for this type of enzyme is a challenge for researchers.

According to the above, there was a need to reclassify the glycosyl hydrolases
(GH) enzymes present in the CAZy database (Carbohydrate-Active enZYmes
Database), a class which has the function of degrading cellulose and hemicellulose,
among other functions. For this, in the methodological development, the sequences
published in CAZy were obtained, which were divided according to data base (PDB,
Uniprot and Genbank) and taxonomy (bacteria, virus, eukaryotes, archaea and
unclassified), to then align these against the non-redundant database (NR) of the
NCBI, in order to increase the number of enzymes to be researched. The clustering
by families and subfamilies was then performed with the OrthoMCL software, and
alignment reference data was created with the Blast and HMMERS3 tools.

A reference database was generated allowing the annotation of degrading
enzymes of cellulose and hemicellulose. For the PDB database it went from 63
families to 497 clusters, for Uniprot from 197 to 10,822 and for GenBank from 231
to 6,874. These results were validated for the GH6 family against the RefSeq
database, where false negatives and false positives were evaluated. A script was
developed to execute enzyme searches based on the alignment files that result in a
report.

The results of the project are related to two reference databases of
alignments, a search script, and a web service to search these enzymes. The final
clusters after the use of OrthoMCL require a better curation so that the models are
correctly done.

Keywords: Cellulose and hemicellulose degrading enzymes, CAZy, protein profiles.
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1. Introduccioén

Este trabajo esta dividido en cuatro segmentos principales, introduccion, referente
tedrico, metodologia y resultados. En la primera parte se establece la problemética
alrededor del proyecto de una manera rigurosa planteando formalmente las causas que
llevaron a su desarrollo, pasando posteriormente por la justificacion y los objetivos
planteados. En la segunda parte se relaciona una recoleccion de datos y referentes tedricos
necesarios para explicar el desarrollo del trabajo, donde inicialmente se analizan las tres
herramientas mas importantes relacionadas con el proyecto: Hotpep (P. K. Busk et al.,
2017), CAT (CAZymes Analysis Toolkit) (Park et al., 2010) y dbCAN (database for
Carbohydrate active enzymes ANnotation), para luego abordar el concepto de
lignocelulosa, haciendo énfasis en la celulosa y hemicelulosa, y las clasificaciones de
enzimas que existen para su degradaciéon., Por ultimo se explican los métodos de
comparacion que se utilizan para hacer basqueda de secuencias. En el tercer segmento se
describe la metodologia para el desarrollo del flujo de trabajo en la basqueda de enzimas
degradadoras de celulosa y hemicelulosa, y se explica por partes cada uno de los pasos
que se utilizaron en la extraccién final de grupos de familias y perfiles proteicos, que son
los principales insumos para el andlisis con el script final de blsqueda de enzimas que se
desarrollé. Finalmente, en la cuarta parte se plasman todos los resultados finales logrados

con el proyecto.

1.1. Campo tematico

Millones de toneladas de desechos son eliminadas al afio producto del desarrollo de
consumibles a base de insumos agricolas, causando un problema ambiental que no parece
tener una solucion a corto plazo, desaprovechando ademas todo el beneficio potencial que
esta en la degradacién de residuos en compuestos mas Utiles, como se ha demostrado en
el caso de obtencién de bioetanol a partir de la biomasa vegetal. Adicionalmente la
reduccion cada vez mas avanzada de combustibles fésiles como el petréleo, plantea un
problema de tipo energético, que puede ser solucionado con la generacion de
biocombustibles. La degradacién del material lignocelulésico por medio de enzimas es un
campo prometedor que genera grandes beneficios econdmicos, sociales y ambientales.

Esta investigacion trata sobre las enzimas degradadoras de lignocelulosa,

especificamente de las hidrolasas que degradan celulosa y hemicelulosa. La lignocelulosa
12



es el principal compuesto presente en la pared celular de las plantas y es conocida por ser
el mayor componente de los desechos vegetales de cualquier tipo. Los investigadores en
este campo de busqueda de enzimas carecen de herramientas suficientes para desarrollar
Su respectiva investigacion, lo que genera dificultades en tiempo y dinero en los desarrollos
de los proyectos de investigacion en el &rea tematica de la degradacion de enzimas.

Existen bancos de enzimas comerciales que brindan informacién sobre los materiales
lignocelulésicos que éstas degradan, sin embargo, para su acceso se debe pagar un valor
economico significativo que dificulta su accesibilidad, ademas no tienen una estructura
organizada que permita explotar mejor dicha informacion.

Es por esto que el Grupo de Investigaciones Biologicas — GIBI, en el marco de sus tres
lineas de investigacion: Estudio y conservacion de la diversidad microbiana, Bioinsumos, y
Aprovechamiento biolégico de residuos agroindustriales, ha estado interesado en orientar
las acciones institucionales hacia las areas de la biotecnologia agricola, bioinsumos y la
tecnologia de enzimas, con el objetivo de contribuir al desarrollo cientifico y tecnolégico,
mediante la produccién de conocimiento, formacion investigativa y el aporte de soluciones
a las necesidades del sector productivo, comunitario e industrial.

El grupo esta conformado por investigadores experimentados en diversas areas del
conocimiento como microbiologia, bacteriologia, biologia, ingenieria quimica, ingenieria
biolégica y ciencias biolégicas, principalmente.

En el afio 2014 se presento la propuesta “Construccion de un dataset de familias de
enzimas lignoceluloliticas para su anotacion y mineria de datos de proyectos de las 6micas”,
el cual tiene por objetivo construir un dataset de familias de enzimas involucradas en el
proceso de degradacion de la lignocelulosa para facilitar la anotacién y mineria de datos
provenientes de proyectos de —6micas. En el marco de este proyecto la presente tesis
aporta los datasets de enzimas que degradan celulosa y hemicelulosa, dos de los tres
componentes principales de la lignocelulosa, faltando Unicamente por desarrollar el
relacionado con la lignina.

El estudiante investigador de este proyecto de tesis es beneficiario de las becas de la
convocatoria “Caldas Bioregion”. Por lo tanto, el cumplimiento de este proyecto fue
supervisado por la entidad administradora del proyecto de regalias que ejecuto la
asignacion de los recursos de la convocatoria, el Centro de Bioinformatica y Biologia

Computacional BIOS.
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1.2. Planteamiento del problema

Uno de los inconvenientes de la agroindustria es la generacion de grandes cantidades
de biomasa lignocelulésica; solo de celulosa y hemicelulosa se generan un total de
desechos de 7,2 x 10'° y 6 x 10'° toneladas anuales respectivamente (Kubicek, 2013).
China, por ejemplo, tiene abundantes recursos de biomasa lignoceluldsica, se reporta que
se producen casi 0,73 mil millones de toneladas de residuos agricolas por afio de sus
industrias agroindustriales y forestales (Cao G. et al, 2016). A pesar de que existen leyes
para el manejo adecuado de los residuos, el tratamiento de algunos de ellos es de alto costo
y requiere de maquinaria especializada para llevarse a cabo. En el informe de la
Superservicios (2013) “Situacion de la disposicion final de residuos sélidos en Colombia”,
se enuncia que el departamento de Caldas produce en promedio 794,2 toneladas/dia de
residuos totales (incluidos lignocelul6sicos), por lo que en el plan de accion estratégico del
sector BIO de Manizales se prioriza la utilizacibn de conocimientos cientificos y de la
ingenieria para la obtencion de procesos a escala industrial, que permitan su reutilizacion.

Los desechos de origen vegetal, deben ser pre-tratados mediante hidrélisis, para
facilitar su uso en la obtencion de compuestos de importancia econdmica. La hidrdlisis se
puede realizar por via acida o enzimatica, siendo la primera la mas utilizada. Sin embargo,
la hidrolisis &cida resuelve temporalmente el problema de la disminucion de desechos
agroindustriales debido a que a largo plazo genera un problema mayor de contaminacion
ambiental. La segunda opcién basada en el uso de enzimas, mitiga el problema ambiental,
pero es mucho mas costosa dado a que el aislamiento y caracterizacién de las enzimas se
hace en laboratorios especializados, y los requerimientos de produccion a gran escala
limitan su implementacion en la industria. Por lo tanto, aun existe la necesidad de continuar
investigando en el desarrollo de enzimas y su produccién, para superar las anteriores
dificultades, debido al enorme potencial que se ha reconocido en éstas.

De acuerdo con lo anterior, el estudio de enzimas degradadoras de lignocelulosa
constituye una necesidad investigativa, dada la gran cantidad de material lignoceluldsico
que se genera en la agroindustria, el cual tiende a incrementar a través de los afios. La
investigacion biotecnolégica de diversos mecanismos enzimaticos que contribuyen al
proceso de degradacion de la lignocelulosa es relevante, permitiendo a las empresas
agroindustriales solucionar el problema de la disminucion de costos en la produccion

enzimatica y obtener subproductos, como los biocombustibles.
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Para realizar la investigacion en este campo, existe informacion de una gran cantidad
de enzimas, a las cuales se les conocen sus actividades biologicas (xilanas, mananasas,
etc), y las fuentes de obtencion. En los grupos de investigacion que tienen como objeto el
aprovechamiento de materiales lignocelulésicos, surge la necesidad de determinar el mejor
microorganismo 0 enzima a utilizar en los disefios experimentales de las investigaciones,
con el fin de facilitar la toma de decisiones que finalmente evita una inversion excesiva en
tiempo y dinero. Como se aprecia en estas investigaciones, es critica la fase de seleccion
de la enzima a emplear, de acuerdo con sus caracteristicas y especificaciones.

Las bases de datos bioinformaticas como el NCBI (National Center for Biotechnology
Information), PDB (Protein Data Bank) (Berman et al., 2000), UNIPROT (Universal Protein
Resource) (Apweiler et al., 2004) o CAZy (Carbohydrate Active Enzymes) (Cantarel et al.,
2009) se convierten en una herramienta indispensable al momento de desarrollar las
investigaciones en laboratorio, pero hasta el momento no existe una base de datos de
referencia depurada y consolidada, que permita: (i) la anotacién de datos de enzimas
celuloliticas y hemiceluloliticas de una manera mas facil e intuitiva que el proceso actual,
(ii) la reduccion de la incertidumbre y la comprobacién de los perfiles proteicos de las

enzimas gue se quieran investigar, con el fin de fortalecer las investigaciones en el campo.

Pregunta de investigacion: ¢La informacion de las enzimas celuloliticas y
hemiceluloliticas puede ser organizada a través de un flujo de trabajo que permita su

anotacion?

1.3. Justificacioén

La creciente disminucion de las fuentes petroliferas ha promovido la investigacion en la
busqueda de otras fuentes de energia equivalentes, que cumplan la misma funcién que los
combustibles derivados del petrdleo, y que en un futuro puedan ser el reemplazo renovable
de los mismos. Se ha encontrado una opcion en la lignocelulosa, ya que, al ser un complejo
polisacérido de alto contenido energético, produce en su degradacion mediante hidrolisis
enzimatica moléculas de alcohol, como el etanol y el butanol, que a su vez son
combustibles. Para lograr esto, se han realizado investigaciones en diferentes tipos de

microorganismos que faciliten el proceso de adquisicion de estos derivados.
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En las Ultimas décadas, y con el avance en el conocimiento de los microorganismos y
sus metabolitos, se han utilizado enzimas microbianas para degradar los sustratos de dificil
manejo. Esta metodologia es en consecuencia aplicable a las enzimas lignoceluloliticas.
Recientemente la vinculacibn de herramientas bioinformaticas que ayudan a los
investigadores en el disefio o hallazgo de posibles enzimas degradadoras han contribuido
a optimizar el proceso. La definicion de perfiles proteicos de las diferentes familias y
subfamilias puede dar indicios mucho mas claros de la estructura de las enzimas, y facilitar
el filtrado y seleccién de los materiales de investigacion, debido a que la funcion enzimética
esta estrechamente ligada a la estructura terciaria de las moléculas.

La investigacién sobre este tipo de enzimas que degradan el material lignocelulésico es
importante dado que los productos resultantes de la degradacion son Utiles para la industria,
por ejemplo, los xilo-oligosacaridos y la xilobiosa son de interés para la industria alimenticia
debido a la aplicacién como prebiéticos y endulzantes. Por otra parte, la produccion de
xilosa directamente de estos sustratos se usa en la industria de pulpa de papel o en la
subproduccién de xilitol, un edulcorante alternativo (Alvarez et al., 2013). Finalmente, estas
enzimas son importantes porque los productos resultantes de la degradacién de celulosa y
hemicelulosa como la manosa, glucosa, galactosa, xilosa o arabinosa se pueden convertir
en combustibles renovables tipo etanol (Girio et al., 2010) por medio de un proceso de
fermentacion alcohdlica, siendo considerada como una tecnologia prometedora para
sustituir a los combustibles fésiles y para asistir a la necesidad mundial de energia limpia.
Sin embargo, a pesar del reciente crecimiento en la produccion de biocombustibles a partir
de biomasa vegetal, todavia existen varios cuellos de botella tecnolégicos que hacen que
el proceso de bioconversion aln no sea rentable.

La adquisicion de enzimas degradadores de celulosa y hemicelulosa en laboratorios
comerciales puede ser muy costosa, por lo que la creacion y la busqueda con este tipo de
herramienta presentada para este proyecto puede permitir obtener y ofrecer al mercado
enzimas mas econdmicas de microorganismos diferentes a los comerciales.

Segun Brink et al. (2011), con el aumento de la informacion biogquimica, y del
establecimiento de familias més definidas (como las incluidas en el CAZy), a través de la
division en subfamilias mas pequefias y mejor definidas de acuerdo con su funcién
hidrolitica, permitird un mejor valor predictivo para las anotaciones futuras de secuencias,

que finalmente permitan la consolidacion de mejores herramientas para apoyar los
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propésitos industriales. Los anteriores planteamientos se incluyen en buena medida en la
intencién de este proyecto.

De acuerdo con lo anterior, este trabajo pretende presentar a la comunidad cientifica un
nuevo enfoque para hacer andlisis y busqueda de enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas,
en el cual se destaca la inclusién de las bases de datos disponibles actualmente. Este
andlisis se logra haciendo una division de las secuencias por taxonomia (Eukaria, Bacteria,
Archaea, Virus), y subdividiéndolas ademas con las definiciones de las familias de enzimas
de carbohidratos presentes en CAZy (Cantarel et al., 2009) para con ellas obtener un
conjunto de definiciones de grupos y perfiles proteicos mas detallado que los disponibles
en el PFAM (Protein Families Database) (Finn et al., 2016). Con el resultado de hallar estas
subfamilias se pueden realizar busquedas con diferentes estrategias como lo son el
alineamiento local — Blast (Basic Local Alignment Search Tool) y los modelos ocultos de
Markov HMMer (Hidden Markov Models) (S. R. Eddy, 2009) y hacer hallazgos de manera
mas precisa de enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa, las cuales van a permitir
hacer degradacion de desechos de una manera mas econdémicamente efectiva y agil en
tiempo.

Localmente, los beneficios de realizar esta investigacion para el Grupo GIBI en la linea
de investigacion Aprovechamiento biolégico de residuos agroindustriales, seran el de contar
con una base de un flujo de trabajo que al hacerse publica a través de articulos y servicios
web, fortalecerd la produccién del grupo y su visibilidad, ademas de proyectar las
investigaciones futuras del grupo, derivadas de este desarrollo investigativo para la
ejecucion de una segunda versién y también para otros spin-offs que potencialmente
pueden surgir. Finalmente, otro beneficio es la formacién de un profesional a nivel de

Maestria en el tema de investigacion sobre enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas.

1.4. Objetivos

1.4.1. Objetivo general

Reclasificar las enzimas glicosil hidrolasas presentes en la base de datos CAZy con el

fin de mejorar la anotacion de enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa.
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1.4.2. Objetivos especificos

e |dentificar nuevos grupos de secuencias de enzimas glicosil hidrolasas
correspondientes a familias y subfamilias de acuerdo con su similitud, a partir de la base
de datos publica CAZy.

¢ Validar in silico los nuevos grupos de familias y subfamilias obtenidos, a través de la
generacion de perfiles proteicos, para su uso posterior en la anotacién de secuencias

de enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas.

o Desarrollar una herramienta para la anotacién de secuencias de enzimas degradadoras

de celulosa y hemicelulosa.
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2. Referente tedrico y antecedentes

2.1. Antecedentes

En la necesidad de desarrollar mecanismos que facilitaran la investigacion en enzimas
funcionales en compuestos orgénicos, surgio la clasificacion con los EC numbers (Enzyme
Commission Numbers). Estos corresponden a un identificador de las reacciones que
catalizan cada familia de enzimas, el cual se basa en cuatro nimeros separados por puntos
en donde cada nivel numérico representa una subclasificacion especifica funcionalmente
(Bairoch, 1994). Mas adelante surgi6 CAZy como un mecanismo de clasificacion de
enzimas que se limitaba Unicamente a los carbohidratos activos, también describe las
familias estructural y funcionalmente que degradan, modifican o crean enlaces glicosidicos.
El CAZy establece familias y subfamilias que pueden tener mdltiples EC numbers,
reconociendo 5 macrofamilias principales: (i) glicosil hidrolasas implicadas en la
degradacion de polisacaridos; (ii) glicosil transferasas que tienen funcién de transporte de
metabolitos; (iii) liasas de polisacaridos para la creacién de polisacaridos; (iv) esterasas de
carbohidratos que sirven para romper enlaces alcohdlicos y &cidos y por ultimo (v) las
enzimas de actividades auxiliares, siendo las primeras (glicosil hidrolasas) las que ocupan
nuestra investigacion por su funcién degradadora.

Alrededor de las clasificaciones establecidas en el CAZy se han desarrollado multiples
herramientas que ayudan a hacer basqueda sobre familias utilizando diferentes estrategias,
siendo las principales herramientas CAT, dbCAN y hotPEP, MycoCLAP cada una
abordando el problema de una manera particular. A continuacion, se muestra el desarrollo

evolutivo de estos proyectos.
2.1.1. CAT (CAZymes Analysis Toolkit)

Publicada en el afio 2010 (Park et al., 2010); CAT actualmente en desuso, prestaba un
servicio web que hacia asignacién de familias de CAZy a una secuencia de entrada
haciendo uso de algoritmos de basqueda propios. El modo de uso era mediante una interfaz
web en donde un usuario subia una secuencia o un conjunto de secuencias, en la que se

podian seleccionar algoritmos de anotacion y un threshold o valor umbral para darle la
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sensibilidad al algoritmo. Ademds, el usuario podia hacer comparaciones con las
definiciones de PFAM vy las longitudes de las secuencias que se obtenian en el CAZy. El
usuario podia también ingresar el correo electronico para el envio de resultados, ademas

de que el sistema generaba un identificador para almacenar el resultado durante 2 dias.

CAT tenia dos modos de uso principalmente:

e Bulsqueda de enzimas por grupo taxonomico, tipo de organismo, tipo de enzima y
familias del CAZy.

e Bulsqueda por asociaciones entre familias, de utilidad para esas proteinas que
comparten multiples definiciones de familias de CAZy, dando por resultado una lista de
asociaciones, numero de proteinas encontradas y las reglas que derivan dichas

asociaciones.

2.1.2. dbCAN

La base de datos dbCAN (database for Carbohydrate active enzyme ANnotation) (Yin
et al., 2012), hecha publica en el afio 2012 y adn vigente, proporciona una clasificacion
automatica de las familias del CAZy, pero a diferencia del CAT, solo se enfoca en la
macrofamilia de Glicosil Hidrolasas (en adelante GH, siendo también el principal objetivo
de esta investigacion), donde para cada familia GH de CAZy, dbCAN extrae dominios
principales y crea un modelo HMM para representarlos.

dbCAN no contiene todas las familias de GH, y nunca se ha realizado una evaluacién
general del rendimiento del método HMM en la recuperacién de la clasificacion estandar de
GH implementada en CAZy (Rossi, Mello, & Schrago, 2017).

Para su utilizacion al igual que la mayoria de las bases de datos de proteinas publicas,
como Pfam (Protein families) y CDD (Conserved Domain Database), un usuario de dbCAN
tiene disponible su servicio a través de una pagina web publica (Figura 1) y permite enviar
ejecuciones, también se pueden descargar los archivos HMM vy ejecutar el comando

hmmsearch contra un set de proteinas o genomas de manera local.
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A web sarvsr and database for Carbohydrate-active enzyme ANnotation .

REES ..

Home Browse Genome BLAST Annotate your proteins Download Help About us
You are here: Home > Annotate

Annotate your proteins (must be FASTA format 111) by searching against dbCAN HMMs using HMMERS (hmmscan)

ote: 1, We strongly encourage the users leave your email address ifsubmiting oo many sequenccs, 9. an <nire genome; the resultpage willbe emailed o you when thejob s done
2 If using result of this server for publicaton, please cite: Nucleic s 201
3. If you have DNA/mRNA sequence reads, you should transiate s pm\F n sFl:uean 6 rames fe g u:mg lmmb\: command of the EMBOSS package), and then submit the pratein
sequences
4. dbCAN HIMMs 6.0 released (added CAZy subfamily HMhs, based on CAZyDB 07/20/2017), see read.tit for detalls; the BLAST database was also updated [
5 ifyou have shart pepidcs from preteomis, plezse use the BLAST 10l 1o annofate your pepiades for GAZymes. HIMER is not 8 gosd chace for shor papiiies

Email :
= Just paste some sequences here

Try example sequences

» Or upload a fasta file including many sequences

submit

Figura 1. Servicio web del proyecto dbCAN.

Datos importantes de dbCAN:

e Por resultado muestra informacion de las ubicaciones de los dominios CAZy
identificados y un diagrama de la arquitectura de los dominios (Yin et al., 2012).

e Proporciona alineaciones de secuencias, HMM vy filogenias de los dominios
representativos en todas las familias de CAenZimas

e Tiene otras utilidades como navegacion basada en familias CAenzZimas, exploracion
basada en genoma, palabra clave de blsqueda, busqueda Blast asi como una

anotacion funcional detallada para cada secuencia incluida en dbCAN.

2.1.3. HotPEP

La herramienta Hotpep (abreviatura de Homology to Peptide) (P. K. Busk et al., 2017)
realiza anotaciones automaticas de enzimas activas en carbohidratos con una alta tasa de
éxito. El resultado de la anotacion con Hotpep es comparable a la anotacién automatica con
HMM. Ademés, HotPEP proporciona una prediccion de la funcién directamente a partir de
la secuencia de aminoacidos. HotPEP estéa disponible como un script independiente que se
ejecuta en el sistema operativo Windows.

Al buscar homologia con patrones de péptidos con HotPEP, se puede investigar si una

secuencia de proteina contiene un numero suficiente de péptidos conservados de una
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subfamilia especifica generada por PPR (Peptide Pattern Recognition) para ser
considerada como un miembro de esta subfamilia. Ademés, si se ha caracterizado
experimentalmente un numero suficiente de las proteinas utilizadas para generar la
subfamilia de PPR y tienen la misma funcion, se puede predecir que la nueva proteina tiene
la misma funcion (Peter K. Busk et al., 2014). Este método para predecir la funcién proteica
ha demostrado que predice correctamente la funcion de aproximadamente 80-90% de las
proteinas en familias de glicosil hidrolasa seleccionadas.

2.1.4. MycoCLAP

MycoCLAP es una base de datos que facilita la anotacion funcional de enzimas
degradadoras de biomasa de plantas. Contiene una seleccién de genes caracterizados que
codifican enzimas de glicosil hidrolasas, liasas de polisacaridos, esterasas de carbohidratos
y enzimas con actividades auxiliares para hongos. Se trata de una base de datos que es
manualmente curada y se basa en la evidencia reportada en la literatura. Su principal
objetivo es proveer de un listado de proteinas caracterizadas para facilitar la anotacién
funcional de nuevas proteinas degradadoras de lignocelulosa. Las Ultimas actualizaciones

también incluyen genes de bacterias.

mycoCLAP - Characterized Lignocellulose-Active Proteins of Fungal Origin
Home Search Downloads Data Summary Correction New Entry BLAST Useful Links Internal User (Login) About Us Help Ten
Search results of 'Xylanase on all'

Taxonomic Haost For Recombinant

Entry Name Species Domain Enzyme Name CAZy Family Expression Substrates
ABFS1A_PLEQS | Pleurotus ostreatus Eukarya alpha- GH51 Pichia pastoris X33 1,5-alpha-
arabinofuranosidase arabinotriose
ABF51C_CHRLU  Chrysosporium Eukarya alpha- GH51 native single and double
lucknowense arabinofuranosidase substituted
arabinoxylans.
ABFS4A_AURPU | Aureobasidium pullulans Eukarya alpha- GH54 Saccharomyces cerevisiae Com fiber
arabinofuranesidase Y294 (ATCC 201160) arabinoxylan.
AGUETA_ASPTU  Aspergillus tubingensis Eukarya alpha-glucuronidase GH&T native Aldotriouronic acid-
aldobiuronic acid
AXE1A_ASPOR  Aspergillus oryzae Eukarya acetylxylan esterase CE1 Pichia pastoris SMD1168H alpha-naphthyl
propionate
AXE6A_ORPSP  Orpinomyces sp. PC-2 Eukarya acetylxylan esterase CE6 Escherichia coli XL-1 Blue glucose
pentaacetate
AXH43G_CHRLU | Chrysosporium Eukarya arabinoxylan GH43 native Singly and doubly
lucknowense arabinofuranohydrolase substituted
arabinoxylans
CBHT7A_PENFN Penicillium funiculosum Eukarya cellobiohydrolase GHT native carboxymethyl
cellulose
EGL5D_NEOPA Neocallimastix patriciarum  Eukarya endoglucanase GH3 Escherichia coli XL1-Blue carboxymethyl
cellulose

Figura 2 Busqueda del término Xylanase en la base de datos MycoCLAP.
Fuente: (https://mycoclap.fungalgenomics.ca/mycoCLAP/).
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MycoCLAP usa un algoritmo de inteligencia artificial para hacer blusquedas en bases de
datos de articulos cientificos como Pubmed y Google scholar, y de otros recursos online
como la base de datos del CAZy y Brenda. Tras la recoleccion, los articulos son revisados
por un grupo de curadores (Strasser et al.,, 2015). Cada entrada de MycoCLAP tiene
relacionada el Enzyme Commission Number (EC), la funcién molecular, el proceso biolégico
y la ubicacién subcelular basado en la literatura.

La interfaz web tiene tres funciones principales que incluye la busqueda de enzimas
caracterizadas, la obtencion de datos o secuencias y el uso de Blast para comparar una
secuencia de interés con las secuencias publicadas en MycoCLAP (Strasser et al., 2015).

2.1.5. Macroproyecto “Construccion de un dataset de familias de enzimas
lignoceluloliticas para su anotacion y mineria de datos de proyectos de

las 6micas”

El macroproyecto titulado “Construccion de un dataset de familias de enzimas
lignoceluloliticas para su anotacion y mineria de datos de proyectos de las 6micas” de la
Universidad Catdlica de Manizales al cual pertenece este proyecto, tiene por objetivo
construir un dataset de familias de enzimas involucradas en el proceso de degradacion de
la lignocelulosa para facilitar la anotacién y mineria de datos provenientes de proyectos de
Omicas. Solo se consideraron las enzimas de la clase Glicosil Hidrolasa (GH), donde los
datos de los identificadores de las secuencias fueron recolectados manualmente por
estudiantes de semillero de investigacion. Los datos fueron tomados directamente de la
pagina web del CAZy en archivos individuales segmentados por familia y por grupo
taxondmico segun esta dividido en dicho servicio (por ejemplo: GH1 Bacteria), y
posteriormente se obtuvieron las secuencias correspondientes a estos identificadores
haciendo uso de la herramienta Batch Entrez, puestos luego los archivos en tres carpetas
diferentes para las tres bases de datos a trabajar PDB, Uniprot y Genbank.

Las subclasificaciones descritas por el CAZy no fueron tenidas en cuenta al momento
de descargar los datos, al igual que no todas las familias, ni todos los grupos taxonémicos
para cada base de datos, ni tampoco se recolectaron todas las secuencias por familia.

Las herramientas dbCAN y HotPEP (anteriormente mencionadas y que contindan
funcionando actualmente), realizan el analisis sobre el tipo de enzima GH. La GH como su
nombre lo indica cumple la funcion de hidrolizar enlaces glicosidicos para descomponer
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compuestos en moléculas mas pequefias. Compuestos tales como la celulosa vy
hemicelulosa, son degradados por las GH, siendo las enzimas de mayor interés para esta
investigacion.

Esta tesis comparte similitudes con los cuatro antecedentes mencionados, debido a que
también se basa en la familia GH del CAZy y permite hacer busquedas de enzimas a partir
de ellas. Sin embargo, el enfoque diferencial de este proyecto consiste principalmente en
la inclusion de secuencias de base de datos publicas conjuntamente con las secuencias del
CAZy, el procesamiento segmentado por subfamilia del CAZy - especie, la salida de nuevos
subgrupos basados en clusterizacion del OrthoMCL, y finalmente su uso para busqueda de
enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas.

Como caracteristicas principales del proyecto se tienen:

¢ Busqueda de enzimas por grupo taxonémico, tipo de enzima y familias del CAZy.

e Script de busqueda standalone a partir de alineamientos con blast y modelos ocultos de
Markov con hmmer.

¢ Herramienta de consulta web para investigacion del CAZy y de las nuevas subfamilias
del proyecto.

e Definiciones de cada familia en donde puede encontrar la el arbol filogenético y archivos
de secuencias y busqueda relacionados.

e Muestra las relaciones entre las familias del CAZy y las nuevas subfamilias.

¢ Filtro para busqueda y anotacién de enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa

especificamente.

Del resultado final del proyecto derivaran mas investigaciones que incluyan analisis por
dominios y motifs que mejoraran la caracterizacion de cada familia. Todos estos conceptos
necesarios para el proyecto, se describen a continuacion para su mayor profundizacion.
2.2. Referente teorico

2.2.1. Complejo lignocelulosico

La lignocelulosa es una estructura compleja que contiene celulosa (un polimero

homologo de glucosas conectado por enlaces 3-1,4), hemicelulosa (un polimero heterélogo
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de pentosas y hexosas) y lignina (un polimero aromatico complejo). La composicion varia
en porcentaje segun sea el tipo de vegetal (Tabla 1). Este componente de las plantas sirve
para dar estructura y esta ubicado mayoritariamente en la pared celular. Para su conversion
energeética, estos polisacéridos deben ser degradados a moléculas mucho mas pequenas,
pero las plantas no cuentan con el material enziméatico para esta labor. Existen
microorganismos como bacterias u hongos que poseen enzimas con la capacidad de tomar
la celulosa y degradarla a celobiosa o glucosa, y al mismo tiempo, tomar la hemicelulosa e
hidrolizarla en pentosas como la xilobiosa o xilosa, entre otras (Agustini et al., 2012).

Tabla 1. Porcentaje de composicion de lignocelulosa.

Fuente Celulosa (%) Hemicelulosa (%) Lignina (%)
Madera dura 40-55 24-40 18-25
Madera blanda 45-50 25-35 25-35
Céscaras de nuez 25-30 25-30 30-40
Mazorcas de maiz 45 35 15
Papel 85-99 0 0-15
Paja de trigo 30 50 15
Paja de arroz 321 24 18
Basura clasificada 60 20 20
Hojas 15-20 80-85 0
Pelos de semillas de 80-95 - 0
algodon
Periddico 40-55 25-40 18-30
Papel usado de 60-70 - -
pulpas quimicas
Bagazo fresco 334 30 18.9
Residuos porcinos 6 28 NA
Estiércol de ganado 1.6-4.7 1.4-3.3 2.7-5.7
soélido
Pasto alto 45 31.4 12

Fuente: Cao & Sheng (2016).

Cada uno de los polimeros que componen el complejo lignocelulésico tienen
caracteristicas quimicas y estructurales distintas, por lo que seran tratadas con un mayor

detalle, a continuacion.

2.2.2. Celulosa

La celulosa es el compuesto organico mas abundante en la Tierra. Cada afio, las plantas

producen mas de 10 toneladas meétricas de celulosa (Glaser & Nikaido, 2007).
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Quimicamente se define como una cadena de glucosa unidas por enlaces B-(1-4)-
glicosidicos (Figura 3). Su férmula quimica es (CesH100s)n, donde n es el grado de
polimerizacién, que puede ser de 10.000 para la cadena de celulosa en la naturaleza y de
15.000 para celulosa nativa de algodén (Ummartyotin et al., 2015). La unidad repetitiva
basica es la celobiosa, un disacarido unido por enlaces -(1-4) de glucosa. El grupo
hidroxilo de una cadena puede formar puentes de hidrégeno con el oxigeno de otra cadena,
lo que dota de rigidez a la molécula para formar microfibras (Kubicek et al., 2012). La
cadena del polimero de celulosa tiene una estructura plana tipo cinta estabilizada por
enlaces de hidrégeno internos. Sus propiedades quimicas son hidrofilia, biodegradabilidad,
insolubilidad dado a sus puentes de hidrégeno y es mas resistente a la degradacién que
otros polimeros de glucosa, como el alimidén (Gupta et al., 2016). Se caracteriza porque el
terminal del carbono 1 tiene propiedades reductoras y el grupo hidroxilo del extremo del
carbono 4, tiene muestra propiedades no-reductoras.

oH OH
OH
OH S C
H0 »
OH >
HO 0 HO = OH
Ho '8}
y o o 0 HO
(8]
HO s C 0
)
0
OH

OH
Ol

Figura 3. Estructura quimica de la celulosa, las lineas punteadas son enlaces de hidrogeno.
Fuente: Ummartyotin et al. (2015).

Existen 7 tipos de polimorfos de celulosa (la, b, Il, 11, 1111, 1V1, IV11) donde la celulosa |
es laforma encontrada en la naturaleza, y el resto son modificaciones para el pretratamiento
de la biomasa (Kubicek et al., 2012).

La celulosa presenta dos formas, una que es organizada llamada cristalina que
compone la mayor parte de la celulosa y otra pequefia parte desorganizada llamada amorfa.
La celulosa amorfa es mas susceptible a ser degradada enzimaticamente que la cristalina,
por lo que la celulosa cristalina necesita ser transformada en celulosa amorfa para que

pueda ser hidrolizada efectivamente por celulasas (Cao et al., 2016).
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2.2.3. Hemicelulosa

La hemicelulosa es un complejo parecido a la celulosa, pero con un nivel medio de
complejidad. Esta conformada por diferentes hexosas y pentosas que generalmente estan
acetiladas y en forma de cadenas (Martinez et al., 2005). A diferencia de la celulosa que
presenta una estructura homologa casi simétrica, las hemicelulosas son
heteropolisacéridos altamente ramificados, generalmente no cristalinos, que muestran un
grado menor de polimerizacion (<200 unidades de azucar) (Glaser & Nikaido, 2007). La
hemicelulosa puede tener diferentes tipos de azucares, sean pentosas (D-xilosa, L-
arabinosa), hexosas (D-galactosa, L-galactosa, D-manosa, L-fucosa) o acidos urénicos
(4cido D-glucurénico) (Peng et al., 2011).

Los tipos de hemicelulosa (Tabla 2) varian en su composicion quimica, tipos de enlaces
y configuracién estructural segun sea el tipo de material lignocelulésico, el cual puede ser

de madera blanda, madera dura, pastos, cereales o algas.

Tabla 2 Tipos de hemicelulosa.

Tipo de Origen Cadena Cadenas Enlaces Representacion
polisacéarido principal laterales
Arabinogalactano Madera B-D- B-D- B-(1-6) ( )
blanda galactosa galactosa, a-(1-6) I:
G_L_ B_(l_s) g g %
arabinosa.
' g )
B-D- 2000 @
arabinosa e
Xiloglucano Madera B-D- -D-xilosa, B-(1-4) )
dura, glucosa, B- B-D- a-(1-3)
pastos D-xilosa galactosa, B-(1-2)
a-L- a-(1-2)
arabinosa, a-(1-2)
a-L-fucosa, . |
acetil
Galactoglucomanano Madera B-D- B-D- a-(1-6)
blanda manosa, B-  galactosa,
D-glucosa acetil

Glucomanano Madera B-D- -
duray manosa, [3-
blanda D-glucosa

Glucuronoxilano Madera -D-xilosa 4-O-Metil- a-(1-2)
dura a-D-gluco- YYy
B-acetil a q
Arabinoglucuronoxilano Pastos, B-D-xilosa 4-O-Metil- a-(1-2) @
cereales a-D-gluco- a-(1-3)
y B- '

arabinosa
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madera

blanda
Arabinoxilano Cereales  -D-xilosa a-L- a-(1-2)
arabinosa a-(1-3)
Glucuronoarabinoxilano  Pastosy  B-D-xilosa a-L- a-(1-2)
cereales arabinosa, a-(1-3)
4-O-Metil-
a-D-
glucosa
Homoxilano Algas B-D-xilosa

Modificado de Girio et al. (2010).
Convenciones: © B-D-galactosa, ® B-D-glucosa, ' B-D-manosa, ®. B-D-xilosa, ©: B-L-arabinosa,
O, B-L-arabinosa, “* a-L-fucosa, @ 4-O-Metil- a-D-gluco, ¥. acetil.

Las hemicelulosas se pueden agrupar en tres grandes grupos: mananos, xilanos y

xiloglucanos, los cuales se describen a continuacion.

2.2.3.1. Manano

Los mananos se pueden agrupar en cuatro clases distintas: manano, glucomanano,
galactomanano y galactoglucomanano. Donde manano y galactomanano tienen en la
cadena principal solo enlaces B-1-4 de manosa, mientras que para glucomanano y
galactoglucomanano contienen unidades de manosa y glucosa enlazadas en una
configuracién B-1-4. Para el galactomanano y el galactoglucomanano el residuo de manosa

se cambia por un residuo de galactosa (Pauly et al., 2013).

Galactomannan Galactoglucomannan
S/SLAQ o @ D-Glucose (Glcp)
o -
.B4OB4354£B4.B4.B4. 3B4OB4OB4£B4.B4.B4Q O D-Galactose (Galp)
g g @ D-Mannose (Manp)
f ManS p
GMGT Acetate

Figura 4 Mananos tipo galactomanano y galactoglucomanano.
Fuente: Pauly et al. (2013).

Los galactoglucomananos, son las hemicelulosas principales en madera blanda que
ocupan el 20 al 25% de su masa (Girio et al., 2010). Tiene una columna principal de D-
glucosa y D-manosa unidos por enlaces B-1-4, y residuos laterales de acetil y galactosil
unidos por enlaces a-(1,6) ya sea a la manosa o la glucosa. Algunos pueden ser solubles

en agua dado a que tienen una mayor cantidad de galactosa, unidad hidrofilica (Pauly et
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al., 2013). Tiene una mayor cantidad de manosa que de glucosa. El galactomanano posee
una configuracion similar, pero con la diferencia de que su cadena principal no tiene
glucosa.

Las distribuciones de azlcares para glucomanano, galactoglucomanano cambian
segun sea el tipo de manano, para el glucomanano la proporcion de manosa es mayor a

que en el galactoglucomanano, como se muestra en la Tabla 3.

Tabla 3. Proporcién de azlcares para las hemicelulosas de madera blanda.

Fuente Glucomanano Galactoglucomanano
Galactosa 0,1 1,0
Glucosa 1,0 1,0
Manosa 4,0 3,0

Fuente: Glaser & Nikaido (2007).

2.2.3.2. Xilano
Los xilanos son abundantes en cereales. Consiste en una cadena principal de xilosa
unida por enlaces B-1-4, que puede ser cambiada dependiendo del tipo de material

lignocelulésico (Pauly et al., 2013).

Glucuronoxylan (GX) Glucuronoarabinoxylan (GAX)
GXMT
GUX
S0 o & Gae ® &
o2 2 | o2 P w2 o2
Fepardrpadrpade pardrpade pardepadepant 3 A Quddr Whade padpadeparepadrpadeadt  XAT
a4 [y 02 g o3 o3 g 3
a\ * : > e 3
4
TBL29 e = XAX &
'jftl:l-)(ylnse (Xylp) i L-Arabinose (Araf) + Ferulic Acid A L-Rhamnose (Rhap)
e Methyl ¢ Acetate & D-Glucuronic Acid (GlcAp)

Figura 5. Tlpos de xilano, glucuronoxilano y glucuronoarabinoxilano.
Fuente: Pauly et al. (2013).

La mayor hemicelulosa de madera dura es el glucuronoxilano, el cual puede estar
representado entre el 15% y 30% dependiendo de la especie de planta (Peng et al., 2011),
con una cadena principal de unidades de B-d-xilosa unidas con enlaces 1-4, la mayoria de
las cuales estan acetiladas. Hay residuos de acido glucurénico o su equivalente metilado 4-
O-metil-a-d-acido glucurénico unidos a la base, que estan presente cada 10 unidades de
xilosa (Glazer et al., 2007).
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Los arabinoxilanos son similares a los glucuronoxilanos pero la cantidad de L-arabinosa
es mucho mayor. La a-L-arabinosa se une lateralmente al oxigeno de la posicion 2 o 3 de
la xilosa y el acido glucurdnico también puede estar unido al oxigeno 2 (Girio et al., 2010).

2.2.3.3. Xiloglucano

El xiloglucano es el tipo de hemicelulosa mas tipicamente encontrada en madera dura.
Su cadena principal consiste enlaces 3-1-4 de D-glucosa (Figura 6), donde el 75% de los
residuos laterales que se unen a la glucosa en la posicion del oxigeno 6, de su estructura
hexagonal son xilosa, de donde a su vez, se le pueden afiadir D-galactosa o L-arabinosa

(Peng et al., 2011).

Fucogalactoxyloglucan Arabinogalactoxyloglucan
A MRz A
- A A s
MRz o 0 o)
B2 WT p2 p2
* W w - - * * -
o o o5 o o o o : o : o g
L Jeot Jeal Jeel Jeit Juml JeRt Jel JeRt JeRl JuRl JeRl ) L JeRt Jebt JeRD JeRl JeRt Jent Joob Jeal Jeol Jet jeRl
o oéi T o o o o
X E CSLCe o x g ‘[52
¥LT.
>0 > 0

@ DGlucose Gy O DGakctose (Galp) A L-Fucose(Fucg) ¥ D-Xykse (Xyk) £ Acetate
# L-Arabinose (Ara)

Figura 6. Tipos de xiloglucano, fucogalactoxiloglucano y arabinogalactoxiloglucano.
Fuente: Pauly et al. (2013).

En ocasiones se puede afiadir una unidad de fucosa a una galactosa (o a su equivalente
acetilado) lateral en la posicion de su oxigeno 2 de su estructura hexagonal. A esta
formacion se le llama fucogalactoxiloglucano (Pauly et al., 2013). También existen
formaciones donde la cadena principal tiene combinaciones de D-glucosa y su version
acetilada, y donde lateralmente se adhiere L-arabinosa a los residuos de xilosa, a esta

forma se le llama arabinogalactoxiloglucano.

2.2.4. Lignina
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La lignina se encuentra en las paredes celulares de las plantas espermatocitas
(gimnospermas y angiospermas), helechos y musgos, predominantemente en los tejidos
vasculares especializados para el transporte de liquidos. No se encuentra en los musgos,
liqguenes y algas que no tienen traqueidas (células tubulares largas propias de la xilema).

La lignina peroxidasa y la manganeso peroxidasa, son las enzimas degradadoras de
lignina, que son mas antiguamente conocidas (Kubicek et al., 2012). La Tabla 4 muestra
todos los tipos de enzimas que intervienen en la degradacién de lignina.

Tabla 4. Enzimas que intervienen en la degradacion de lignina.

Fuente EC Number Sustratos
Lignina peroxidasa 1.11.1.14 Aromaticos no-fenélicos
Manganeso peroxidasa 1.11.1.13 lones de manganeso
Coprinopsis cinerea peroxidasa 1.11.1.7 Compuestos fendlicos
Cloroperoxidasa 1.11.1.10 Halogenuros y compuestos

fendlicos

Peroxigenasa aromatica 1.11.- Aromaticos y n-alcanos
Peroxidasa decolorante 1.11.- Colorantes y fenol

Fuente: Kubicek et al., (2012).

2.3. Degradacién de lignocelulosa

La degradacion de lignocelulosa es realizada por diferentes tipos de microorganismos,
principalmente hongos y bacterias. En el reino fungi, este proceso es realizado por los
llamados hongos de la pudricion blanca, que son mayormente de la clase basidiomiceto
caracterizados por su habilidad de degradar lignina, hemicelulosa y celulosa (Martinez et
al., 2005). El nombre de pudricion blanca esta asociado con la forma en que la madera toma
su coloracion tras la degradacion. Es el Gnico mecanismo que puede degradar
completamente la estructura de la madera porque es capaz de romper los enlaces
presentes en la lignina.

La pudricion café es el tipo de degradacién que se da mayormente en madera blanda.
Segun Martinez et al. (2005), solo el 7% de los basidiomicetos de pudricion realizan este
proceso. En este mecanismo de pudricidn se degrada la celulosa y hemicelulosa de la
madera, y minimamente la lignina, cuya acumulacién finalmente les da la coloracién café a

los residuos de madera (Kubicek et al., 2012).
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La ultima es la pudricidn blanda que se da por ascomicetos y basidiomicetos, esta actua
sobre madera de bajo contenido de lignina. Requiere mayor humedad y contacto directo
con el suelo. La Tabla 5 muestra un resumen de las caracteristicas de los tipos de
degradacion por hongos.

Tabla 5. Caracteristicas principales de los tipos de degradacion de la lignocelulosa, mediada por

hongos.

Pudricién blanca

Pudricién café

Pudricién blanda

Apariencia
Tipo de madera

Tipo de
polimero que
ataca
Hongos

Blanqueado, esponjoso
Madera dura

Celulosa, hemicelulosa y
lignina

Basidiomicetos (e.g.
Trametes versicolor, Irpex
lacteus, Phanerochaete
chrysosporium y
Heterobasidium
annosum) y algunos
Ascomicetos (e.g. Xylaria
hypoxylon).

Basidiomicetos (e.g.
Ganoderma australe,
Phlebia tremellosa, C.
subvermispora, Pleurotus
spp. y Phellinus pini).

Café, fragil,
polvoriento.
Madera blanda

Celulosa, hemicelulosa
y en poco grado lignina

Basidiomicetos
exclusivamente (e.g.
C. puteana,
Gloeophyllum trabeum
Laetiporus sulphureus,
Piptoporus betulinus,
Postia placenta y
Serpula lacrimans).

Suave, mojado, café y
desmoronizado
Mayormente madera
dura

Celulosa, hemicelulosa
y en poco grado lignina

Ascomicetos
(Chaetomium globosum,
Ustulina deusta) y
Deuteromicetos
(Alternaria alternata,
Thielavia terrestris,
Paecilomyces spp.), ¥
algunas bacterias.
Algunos basidiomicetos
de pudricion blanca
(Inonotus hispidus) y
pudricion café
(Rigidoporus crocatus)
causan pudricion
blanda.

Fuente: Modificado de Martinez et al. (2005).

En bacterias la degradacion de celulosa cristalina se realiza por bacterias aerébicas y

anaerdbicas. La endoglucanasa y exoglucanasa extracelular en bacterias muestran la
misma estructura de la vista en los hongos Ascomicetos como el Trichoderma reseei
(Glaser & Nikaido, 2007). Las celulasas son secretadas como enzimas solubles
extracelularmente y en bacterias anaerobias son ensambladas en complejos llamados
celulosomas que se afiaden a su superficie celular. Estos celulosomas también contienen
enzimas para degradar hemicelulasas como xilanasas, mananasas, arabinofuranosidasas
(Glaser & Nikaido, 2007).

Estos microorganismos contienen el material enzimatico para la degradaciéon de la

celulosa, hemicelulosa y lignina, la Tabla 6 resume de manera general las funciones
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enzimaticas necesarias que intervienen en la descomposicion de la lignocelulosa. En el

siguiente aparte se tocan cada una de estas en mayor detalle.

Tabla 6. Enzimas implicadas en la degradacion de lignocelulosa.

Enzima Tipo Sustratos sobre los que actla
Endoglucanasas Celuloliticas Carboximetilcelulosa, celobiosa
amorfa y celo-oligosacaridos
Exoglucanasas: Celuloliticas Celulosa

Exocelobiohidrolasas
Celobiohidrolasas

Celobiasas: p-glucosidasas Celuloliticas Celobiosa

Xilanasas: hemiceluloliticas Xilano

Endoxilanasas Xilosidasas

Mananasas hemiceluloliticas Mananos

Ligninperoxidasa (LiP) Ligninoliticas Sustratos aromaticos fenélicos y no
fendlicos

Manganesoperoxidasa (MnP) Ligninoliticas Sustratos aromaticos fendlicos y no
fendlicos

Lacasa Ligninoliticas Sustratos arométicos fendlicos y no
fendlicos

Peroxidasa versatil (PV) Ligninoliticas Compuestos no fendlicos

Peroxidasa manganeso Ligninoliticas

independiente

Fuente: Recolectado de Brink & Vries (2011).

2.3.1. Degradacién de lignocelulosay las glicosil hidrolasas

Las glicosil hidrolasas (GH) son un amplio grupo de enzimas que hidrolizan el enlace
glicosidico entre dos o mas carbohidratos o entre un carbohidrato y una fracciéon no
carbohidratada. Son estudiados extensivamente debido a su papel en la degradacion de
celulosa, hemicelulosa y lignina (Rossi et al., 2017).

La funcién enzimatica de las glicosil hidrolasas se basa en su especificidad de sustrato
y ocasionalmente en su mecanismo molecular; dicha clasificacion no refleja las
caracteristicas estructurales de estas enzimas. Se propuso una clasificacién de glucésidos
de hidrolasas en familias, basada en similitudes de secuencias de aminoacidos propuesta
por Henrissat et al., (1991), debido a que existe una relacién directa entre secuencia y
similitudes de plegado, y una relacion evolutiva que la anterior clasificacion no mostraba.

Genes codificantes de GH abundan en la mayoria de genomas, este tipo de enzimas

esta organizado en 113 familias, las cuales son responsables de la hidrélisis y
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transglicosilacién de enlaces glicosidicos (Cantarel et al., 2009). Las descripciones del total
de familias de enzimas glicosil hidrolasas se encuentran en el Anexo I.

Este trabajo incluye la descripcidn de las glicosil hidrolasas por su papel de hidrolizar
enlaces glicosidicos como los presentes en la celulosa y los presentes en la hemicelulosa
donde estas degradan la mayoria de enlaces a excepcion de dos tipos los cuales son
degradados por esterasas en la hemicelulosa de tipo xilano, siempre siendo estas GH las

mas representativas de todas. La Tabla 7 relaciona las funciones enziméticas con los

grupos de GH necesarios en la degradacion de celulosa y hemicelulosa.

Tabla 7. Relacion de enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa con familias GH.

Sustrato Actividad enzimatica Familia
Celulosa B-1,4-endoglucanasa (EC 3.2.1.4) GH5, GH7, GH12,
GH45
Celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91) GH®6, GH7
B-1,4-glucosidasa (EC 3.2.1.21) GH1, GH3
Xiloglucano (Hemicelulosa) Xiloglucano B-1,4-endoglucanasa GH12, GH74
(Xiloglucanasa) (EC 3.2.1.151)
a-arabinofuranosidasa (EC GH51, GH54
3.2.1.55)
a-xilosidasa (EC 3.2.1.177) GH31
a-fucosidasa (EC 3.2.1.51) GH29, GH95
a-1,4-galactosidasa (EC 3.2.1.22) GH27, GH36
Xilano (Hemicelulosa) B-1,4-endoxilanasa (EC 3.2.1.8) GH10, GH11
B-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37) GH3, GH43
a-arabinofuranosidasa (EC GH51, GH54
3.2.1.55)
Arabinoxilano GH62
arabinofuranohidrolasa (EC
3.2.1.55)
a-glucuronidasa (EC 3.2.1.131) GH67, GH115
a-1,4-galactosidasa (EC 3.2.1.22) GH27, GH36
Galactomanano (Hemicelulosa) [B-1,4-endomananasa (EC 3.2.1.78) GH5, GH26
B-1,4-manosidasa (EC 3.2.1.25) GH2
B-1,4-galactosidasa (EC 3.2.1.23) GH2, GH35
a-1,4-galactosidasa (EC 3.2.1.22) GH27, GH36

Fuente: Modificado de Brink & Vries (2011).

Las enzimas fungicas involucradas en la degradacién de lignocelulosa incluyen 35

familias de glicosil hidrolasas, 3 esterasas y 6 liasas de polisacéaridos (Brink & Vries, 2011).
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2.3.2. Degradacion de la celulosa

Los tres tipos de enzimas que degradan celulosa son la endoglucanasa (EGL), la
celobiohidrolasa (CBH) (exoglucanasa) y la B-glucosidasa (BGL) (Ver Figura 7). La
celobiohidrolasa (CBH) efectua la hidrdlisis de las partes cristalinas de la celulosa y la
endoglucanasa (EGL) se dedica a las partes internas mas amorfas, después de que la endo
y exo glucanasa hayan actuado, las B-glucosidasa (BGL) actian sobre los oligosacéaridos

restantes quedando los monoémeros de glucosa (Brink & Vries, 2011).

e

—

<> D-Glucose

Figura 7. Esquema de degradacion de celulosa.
Fuente: Brink & Vries (2011).

2.3.2.1. Exoglucanasa o Celobiohidrolasa (CBH) (EC 3.2.1.91)

La celobiohidrolasa es, en los cultivos de hongos, la responsable de la mayor parte de
la hidrdlisis de celulosa (Yao et al., 2018). La celobiohidrolasa libera celobiosa ya sea por
los terminales reductores o no reductores de la cadena de celulosa (Manavalan et al., 2015),
y degrada la celulosa cristalina, presumiblemente por los extremos de la cadena. La
mayoria de CBH liberan celobiosa y una pequefia cantidad de glucosa a partir de la
celulosa. De acuerdo con su funcion se denominan exo-1,4-B-glucanasa (EC 3.2.1.91).
Existen dos tipos de celobiohidrolasas de tipo fungico, que estan categorizadas en las
familias glicosil hidrolasas GH6 y GH7 (Peter K. Busk et al., 2014).

La primera celobiohidrolasa GH7 caracterizada y con estructura 3D fue la del hongo
Trichoderma reesei. Se han encontrado proteinas ortélogas en todos los ascomicetos y en
los genomas de basidiomicetos en pudricion blanca. ElI dominio catalitico de este tipo de
celobiohidrolasa consiste en una formacion de rollo, en donde dos hojas beta antiparalelas
se empaquetan cara a cara para formar un B-sandwich curveado. Contiene entonces un

tunel donde caben aproximadamente 10 subsitios para degradacion de celulosa (Kubicek
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et al.,, 2012). Una vez insertada, la celulosa es fragmentada, generando celobiosa. Estas
acttan en los extremos reductores de la cadena de celulosa.

Las celobiohidrolasas de la familia GH6 pueden ser encontradas en todos los hongos
(excepto los de pudricion café) y bacterias. Actian removiendo la celobiosa de los
terminales no-reductores e invierte la anomeria quimica. Los enlaces (-1-4-glicosidicos son
rotos por catdlisis acida usando acido aspartico como el donador de proton (Kubicek et al.,
2012). Como la formacion del sitio activo de este tipo de enzima es flexible, la enzima puede
cambiar entre exo y endo, dependiendo de la forma de este.

2.3.2.2. Endoglucanasas (EC 3.2.1.4)

La endoglucanasa separa aleatoriamente los enlaces internos de las regiones amorfas
de la celulasa y las convierte en disacarido celobiosa directamente o en oligosacaridos de
menor tamafo, donde posteriormente la celobiohidrolasa sigue degradando. De acuerdo
con su funcién se denomina endo-1,4-B-glucanasa (EC 3.2.1.4).

Solo una pequefna cantidad de endoglucanasas han sido aisladas y caracterizadas
parcialmente en hongos como el Agaricus bisporus, Agaricus brasilensis, Armillaria gemina,
Dichomitus squalens, Irpex lacteus, Phanerochaete chrysosporium, Polyporus arcularius,
Polyporus arcularius, Polyporus schweinitzii, Trametes versicolor, Volvariella volvacea, y
Schizophyllum commune (Manavalan et al., 2015). Las endo-B-1,4-glucanasas de interés
estan categorizadas en las familias GH5, GH7, GH12, GH45.

La familia GH5 actia sobre mdltiples tipos de sustratos. La mayoria son endo-B-1,4-
glucanasas y endo-B-1,4-mananasas, pero también se incluyen otras actividades. La
estructura 3D de esta celulasa solo ha sido resuelta para bacterias (Clostridium
thermocellum endoglucanase CelC y Bacillus agaradhaerens Cel5A), tienen un plegado tipo
barril TIM (8 hélices alfa y 8 laminas beta intercaladas) (Kubicek et al., 2012). Son enzimas
retenedoras.

Las endo-B-1,4-glucanasas de la familia GH7 son producidas mayormente por hongos.
Son similares a las celobiohidrolasas GH7 en estructura (mostrando una estructura de rollo)
y en que atacan los terminales reductores por un mecanismo de retencion, la mayor
diferencia es que la ultima tiene un hoyo para enlace de sustrato en vez de un tunel, lo que
habilita un ataque desde el medio a la celulosa (Kubicek et al., 2012).

Las endo-B-1,4-glucanasas de la familia GH12 tienen miembros de bacterias y hongos

con proteinas relativamente pequefias que no tienen dominio de unién de celulosa porque
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lo que no son capaces de hacer unién con la celulosa cristalina y solo hidrolizan celulosa
amorfa. Se subdivide en 5 subgrupos. Enzimas de Aspergillus niger y Malbrachea
cinnamomea del subgrupo GH12-2 tienen funcion xiloglucanasa (Rawat et al., 2015).
Exhiben una estructura de B-sandwich que se curva para crear un sitio de enlace de
celulosa (Kubicek et al., 2012).

La primera endoglucanasa GH45 fue de H. insolens y Trichoderma Reesei EGV. Son
las celulasas mas pequefias (242 aminoacidos), a diferencia con la GH12, contiene dominio
de unién de celulosa (CBD). Consisten en un dominio en forma de barril beta (Kubicek et
al., 2012). Las endo-B-1,4-Glucanasas GH45 se conocen en diferentes microorganismos
como bacteria, hongos, insectos y mariscos. Son capaces de hidrolizar enlaces p-1,3/1,4
por el mecanismo de inversién. Su pH optimo se acerca al neutro, y por esto se investigan

por su aplicacion en la industrial textil y de detergentes (Cha et al., 2018).

2.3.2.3. Celobiasas o p-glucosidasas (GH) (EC 3.2.1.21)

Tienen la capacidad de dividir los disacéaridos (celobiosa) o los gluco-oligosacaridos
resultantes de la glucosa. De acuerdo con su funcién se nominan -1,4-glucosidasa (EC
3.2.1.21). Las B-1,4-Glucosidasas, son producidas por todos los hongos y estan presentes
en las familias GH1 y GH3, con menor representacion en familias GH 2, 5, 9, 30, 39y 116
(Salgado et al., 2018).

La familia GH1 (EC 3.2.1.21) consiste de B-glucosidasas bien caracterizadas, que son
usualmente implementadas en los procesos de valorizacion de biomasa (Jin et al., 2018).
La mayoria de B-Glucosidasas GH1 son enzimas intracelulares. Su estructura 3D consiste
en una estructura de barril TIM a/, donde cada pliegue contiene un sitio activo tipo
hendidura (Kubicek et al., 2012). Son enzimas retenedoras y son capaces de romper
enlaces beta de oligosacaridos de cadenas de hasta 9 glucosas. La mayoria tiene funcion
B-Glucosidasa y B-galactosidasa. Se inhiben por la misma glucosa resultante.

Las B-D-glucosidasas GH3 son exo hidrolasas que eliminan residuos de terminales no
reductoras de polisacaridos. Comprenden la mayoria de B-Glucosidasas extracelulares de

tipo fungica.
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2.3.3. Degradaciéon de hemicelulosa

La degradacion de hemicelulosa requiere de una cantidad de enzimas mas amplia que
la degradacién de la celulosa, la Tabla 8 relaciona los tipos de enzimas requeridos con los
grupos de glicosil hidrolasas en los cuales se agrupan y el tipo de hemicelulosa que puede
hidrolizar.

La hemicelulosa de tipo xilano requiere también de acetilxilano esterasa y 4-O-metil-
glucuronol metilesterasa, que se clasifican dentro de las esterasas de carbohidratos, pero

este trabajo se enfoco en las glicosil hidrolasas que son las mas representativas.

Tabla 8. Enzimas requeridas para hidrélisis de hemicelulosa.

Funcion Grupos Xiloglucano Xilano Galactomanano
CAZy
Acetilxilano/feruloil esterasa CEl, CE2, X
CE3, CE5
4-O-metil-glucuronol metilesterasa CE15 X
Xiloglucano B-1,4-endoglucanasa GH12, GH74 X
(EC 3.2.1.151)
a-1,4-galactosidasa (EC 3.2.1.22) GH27,GH36 X X X
a-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55) GH51,GH54
a-glucuronidasa (EC 3.2.1.131) GH67,GH115
a-xilosidasa (EC 3.2.1.177) GH31 X
B-1,4-endomananasa (EC 3.2.1.78) GH5,GH26 X
B-1,4-endoxilanasa (EC 3.2.1.8) GH10,GH11
B-1,4-galactosidasa (EC 3.2.1.23) GH2,GH35 X
B-1,4-manosidasa (EC 3.2.1.25) GH2
B-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37) GH3,GH43 X

Fuente: Kubicek et al. (2012)

2.3.4. Degradaciéon de hemicelulosa tipo xilano

La hidrolisis completa de xilano (Figura 8) involucra la accion colectiva de a-
glucuronidasa (AGU), la 3-1,4-endoxilanasa (XLN), Arabinoxilano a-arabinofuranohidrolasa
(AXH), Ferulol esterasa (FAE), Acetil (xilano) esterasa (AXE) y B-1,4-xilosidasa (BXL). La
B-1,4-endoxilanasa (XLN) actia sobre la cadena principal de xilano liberando xilo-
oligosacaridos de tamafios mas pequefios. Para las ramificaciones laterales actuan la a-
glucuronidasa (AGU) removiendo el &cido glucuronico del xilano, la arabinoxilano a-

arabinofuranohidrolasa (AXH) liberando L-arabinosa de la cadena principal, ferulol esterasa
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(FAE) y acetil (xilano) esterasa (AXE) remueven acido ferudlico de los residuos de arabinosa
y acetil de la cadena de xilano respectivamente, y, por ultimo, la B-1,4-xilosidasa (BXL)
actla sobre los xilo-oligosacaridos libres obteniendo monosacaridos tipo xilosa.

A- xylan

@» D-Xylose
[ L-Arabinose

<> D-Galactose

A D-Glucuronic acid
@@ Acetyl

@ Ferulic acid

Figura 8. Esquema de degradacion de hemicelulosa tipo xilano.
Fuente: Modificado de Brink & Vries (2011).

2.3.4.1. Endo-B-1,4-xilanasa (EC 3.2.1.8)

La endo-1,4-B-xilanasa rompe los enlaces glicosidicos de la cadena principal de xilano
y por eso reduce el grado de polimerizacion en el sustrato, resultando en cadenas cortas
de xilo-oligosacaridos de tamafio variable (Geetha et al., 2017). La mayoria de xilanasas de
tipo fungica han sido identificadas en las familias GH10 y GH11 (Alvarez et al., 2013). Los
grupos GH5, GH7 y GH8 contienen dominios cataliticos para endo-1,4-B-xilanasa.

La primera xilanasa GH10 fue caracterizada para Trichoderma reesei. Su estructura
muestra un barril TIM a/B de triosefosfato isomerasa. La estructura cristalina de GH10 de
P. simplicissimum revela que pequefias cadenas de Xxilo-oligbmeros como xilobiosa y
xilotriosa se unen a la hendidura del sitio activo con un extremo reductor de hidrégeno unido
a la regién catalitica (Brink et al., 2011). Son capaces de atacar versiones minimamente
cambiadas de xilano, pero a diferencia de GH11, solo degradan unidades cortas de 3-1,4-
xilosa y muestran gran afinidad por B-1,4-xilooligosacaridos pequefios (Kubicek et al.,
2012).

Las endoxilanasas GH11 son las xilanasas mas caracterizadas para hongos. Su
estructura 3D consiste en un rollo donde la cadena principal se pliega para formar dos hojas
beta antiparalelas, estas se pliegan para formar una gran hendidura que tiene el sitio activo.

Son enzimas retenedoras.
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2.3.4.2. p-xilosidasas (EC 3.2.1.37)

Las xilosidasas hidrolizan pequefios restos de xilooligosacaridos y el disacéarido
xilobiosa liberando residuos de xilosa por el terminal no reductor (Girio et al., 2010).

La mayoria de hongos no contienen GH30 exo-B-1-4-xilanasa y por eso requiere de otra
enzima exo para la eficiente hidrélisis de xilano, por lo que B-xilosidasas han sido
identificadas en numerosos hongos y estén distribuidas en las familias GH3, GH43 y GH54.
Las B-xilosidasas GH3 muestran una especificidad del sustrato para residuos de
monosacéridos, posicion de enlace, y longitud del sustrato. EI mecanismo de accidén ocurre
al remover residuos glicosidicos de los terminales no reductores de su sustrato.

Las B-xilosidasas GH43 existe en hongos y muestra actividad a-L-arabinofuranosidasa,

endo- a-L-arabinanasa y B-D-xilosidasa (Bastien et al., 2013).

2.3.4.3. a-galactosidasa (EC 3.2.1.22)

La a-galactosidasa estan distribuidas en las familias GH27 y GH36. La familia GH27
hidrolizan enlaces con a-galactosa por un mecanismo de retencion (Brink & Vries, 2011).
La estructura 3D en Trichoderma reseei muestra una configuracién de barril (a/f). En
hongos se pueden encontrar en las especies A. niger, P. purpurogenum, P. simplicissimum,
T. reesei, A. nidulans (Kubicek et al., 2012).

Son parecidas a la GH27 en cuanto a estructura y mecanismo de accion, con la
diferencia de que tienen un dominio B-sandwich que sirve para el anclaje del sustrato con
terminal de aminoéacido al sitio activo. En hongos se ha encontrado en Mycocladus
corymbifera, Penicillium, A. niger, A. nidulans, Gibberella sp., Rhizopus sp. F78, T. reesei
(Kubicek et al., 2012).

2.3.4.4. f-galactosidasa (EC 3.2.1.23)

Las B-galactosidasa de tipo flingica se encuentran en las familias GH2 y GH35, donde
la primera es intracelular y la segunda es secretada.

La GH35 cataliza el extremo no reductor de B-D-galactosa. Son enzimas retenedoras.

Estructuralmente tienen una forma 3D de barril (a/f).

2.3.4.5. a-glucuronidasa (EC 3.2.1.131)
Remueven el acido glucurénico de los residuos laterales de la cadena de xilano, se

encuentran en las familias GH67 y GH115 (Yan et al., 2017).
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Las que son de tipo GH67 remueven el 4cido glucurénico que esta ligado al carbono 2
de la xilosa y acttan por el mecanismo de inversion. Estan presentes en todos los hongos.
Estructuralmente tienen una configuracién de barril (a/B) (Shallom et al., 2003). Las GH115
también cumplen la misma funcion, pero a diferencia de la GH67 que solo rompe enlaces
glucuronicos de xilooligosacaridos laterales, también rompen enlaces internos en

xilooligosacaridos y xilanos (Yan et al., 2017).

2.3.5. Degradacion de hemicelulosa tipo xiloglucano

La degradacién de hemicelulosa tipo xiloglucano (Figura 9) implica que la Xiloglucano
B-1,4-endoglucanase (XEG) degrade los enlaces B-1,4 de glucosa, a-fucosidasa (AFC)
remueva fucosa de las cadenas laterales, a-xilosidasa (AXL) remueva los residuos de xilosa
de la cadena principal de glucano, a-arabinofuranosidasa (ABF) elimine L-arabinosa de los
residuos laterales de xilosa y finalmente -1,4-galactosidasa (LAC) hidrolice el enlace de

galactosa en el residuo lateral.

C - xyloglucan D-Glucose

D-Xylose
L-Arabinose

D-Galactose

L-Fucose

SROL000

Acetyl

Figura 9. Esquema de degradacion de hemicelulosa tipo xiloglucano.
Fuente: Modificado de Brink & Vries (2011).

2.3.5.1. Glucuronoxilano xilanohidrolasas

Escasas en hongos. Las enzimas del grupo GH30 tipicamente contiene enzimas con
actividades B-glucosilceramidasa, 3-1-6-glucanasa y B-xilosidasa, que son encontradas en
procariotas y eucariotas. Recientemente también se han descubierto xilanasas tipo
glucuronoxilano xilanohidrolasas que eran anteriormente del grupo GH5. Las enzimas

GH30 son retenedoras. Posee la tipica estructura de barril TIM ao/p.
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2.3.5.2. @-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55)

Hidrolizan hemicelulosas que contienen arabinofuranosa y se pueden encontrar en las
familias GH3, GH43, GH51, GH54 y GH62 (Murphy et al., 2011). Muestran una amplia
especificidad del sustrato actuando sobre enlaces O5, O2 y O3 de la arabinofuranosidasa.
En los organismos Meripilus giganteus y H. insolens, catalizan la degradacion de residuos
de 0-1,2 y a-1,3- arabinofuranosa de los residuos de xilosa del arabinoxilano (Kubicek et
al., 2012).

La primera estructura 3D para GH43 fue determinada para C. japonicus. Tiene una
estructura de pliegue de hélices B (Shallom et al.,, 2003). La GH51 se encuentran

abundantemente en Aspergillus y Penicillium spp (Kubicek et al., 2012).

2.3.6. Degradacién de hemicelulosa tipo manano

Para la completa degradacion de la cadena principal requiere la accion simultanea de
endo-B-1,4-mananasas (MAN) y B-manosidasas (MND), donde las primeras hidrolizan el
manano hasta llevarlo a oligosacaridos mas pequefios, y los segundos degradan estos
hasta volverlos monosacéridos tipo manosa. Adicionalmente, para remover las cadenas
laterales que se adhieren a los mananos son requeridas las enzimas B-glucosidasas (EC
3.2.1.21), a-galactosidasas (AGL) y acetil manano esterasas.

I I
B — galacto(gluco)mannan <> D-Glucose

Q D-Galactose
7 D-Mannose
@@ Acetyl

Figura 10. Esquema de degradacion de hemicelulosa tipo galactoglucomanano.
Fuente: Modificado de Brink & Vries (2011).

2.3.6.1. p-1,4-endomananasa (EC 3.2.1.78)

Hidrolizan la cadena de manano de las hemicelulosas y liberan (3-1,4-oligomananos. Es
responsable de la degradacién de la cadena principal del manano. Se encuentran presentes
en las familias GH5 y GH26. La primera estructura 3D para GH5 fue determinada para el
organismo Cellvibrio japonicus tiene una estructura de barril (a/B) (Shallom et al., 2003). Se

han encontrado en eucariotas como B. circulans, Clostridium cellulolytic, T. reesei, A.
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aculeatus, y Agaricus bisporus. Para la familia GH26, las mananasas se han encontrado
exclusivamente en hongos como Aspergillus, Humicola, N. crassa, P. chrysogenum, y
Orpinomyces sp (Kubicek et al., 2012).

Las mananasas estan propagadas en multiples tipos de bacterias, pero comercialmente
solo se consiguen en un corto rango, entre ellos los més importantes son: Bacillus sp.,
Streptomyces sp., Caldibacillus cellulovorans, Caldicellulosiruptor Rt8B, Caldocellum
saccharolyticum (Girio et al., 2010).

2.3.6.2. pB-1,4-manosidasa (EC 3.2.1.25)

Hidroliza los enlaces (-1,4 de los oligomananos resultantes de la degradacién efectuada
por la endomananasa en la cadena de manano por su extremo no reductor. Esta presente
en las familias GH1, GH2 y GH5 (Shallom et al., 2003).

2.3.7. Bases de datos en Bioinformatica

Una base de datos bioldgica es una coleccion de informacién sobre ciencias de la vida,
recogida de experimentos cientificos, literatura publicada, tecnologia de experimentacién
de alto rendimiento, y andlisis computacional. Las bases de datos mas relevantes en
biologia incluyen datos de secuencias de nucle6tidos, proteinas, estructura de proteinas,
genomas, expresion genética, bibliografia, taxonomia, metabolismo, factores de
transcripcion, etc. (Baxevanis & Bateman, 2015).

Las principales bases de datos para la investigacion en bioinformatica son:

e GenBank, una base de datos publica de secuencias de ADN, es la mas actualizada,
junto DNA Databank of Japan (DDBJ) y European Nucleotide Archive (ENA), hacen
parte del grupo National Institutes of Health (NIH), que concentra secuencias de mas
de 100.000 organismos, el acceso a datos se puede realizar via FTP (File Transfer
Protocol).

o ENA (Stoesser et al., 2002) (European Nucleotide Archive) Es la base de datos de
secuencias de nucleétidos que pertenece al EMBL (The European Molecular Biology
Laboratory), financiada por la unién europea, contiene datos crudos y anotacién

funcional.
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e Uniprot (Apweiler et al., 2004), (Universal Protein), es una base de datos que
concentra informacion de Swiss-Prot, TTEMBL y PIRt, la que la convierta en el mayor
contenedor de secuencias de proteinas.

e PDB (Berman et al., 2000), (Protein DataBank), es la base de datos hecha
especificamente para proteinas, es la que tiene mas curacion de todas.

Existen grupos de investigacion dedicados a realizar grupos de datos para ramas mas

especificas de la investigacidon como lo son las bases de datos en enzimas.

2.3.8. CAZy

Existen bases de datos mas especificas que abarcan los subespacios de los problemas
biolégicos, tal es el caso de la base de datos CAZy (Carbohydrate Active enZymes)
(Cantarel et al., 2009). CAZy, funciona desde 1998 de manera online, es una base de datos
especializada dedicada a la visualizacion y al andlisis de la informacion gendmica,
estructural y bioquimica de las enzimas activas en carbohidratos (CAZymes).

La informacion funcional y la estructura en 3D es agregada y curada regularmente,
basada en la literatura publicada. Nuevos genomas se afiaden regularmente, poco después
de que aparecen en las versiones diarias del GenBank. Las nuevas familias se crean sobre
la base de la evidencia publicada para la actividad de al menos un miembro de la familia y
todas las familias se actualizan regularmente, tanto en contenido como en la descripcion.
En el servicio en linea de CAZy se describen cinco clases de enzimas de carbohidratos
(Tabla 9). CAZy presenta la clasificacion de glicosil hidrolasas que contiene entre otras las
enzimas que degradan celulosa y hemicelulosa (a excepcién de las enzimas de tipo

esterasa) que se utilizan en esta investigacion.

Tabla 9. Clasificacion de enzimas presentes en CAZy.

Clasificacién Descripcién
Glicosil hidrolasas (GH) Hidrdlisis o reordenamiento de enlaces glicosidicos
Glicosil transferasas (GT) Formacion de enlaces glicosidicos
Liasas de polisacéridos (PL) Divisién no hidrolitica de enlaces glicosidicos

Esterasas de Carbohidratos (CE) Hidrélisis de esteres de carbohidratos
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Actividades Auxiliares (AA) Enzimas de o6xido-reduccién que actdan en conjunto con

enzimas de carbohidratos.

Fuente: cazy.org

En el sitio web de CAZy (Figura 11) la definicién de cada familia estd compuesta por un
encabezado donde estan descritas las actividades, mecanismo de accion, estructura 3D,
entre otros datos, y un cuerpo que contiene todos los identificadores de enzimas asociadas
a la clasificacion de la familia. Estos detalles se componen de ocho pestanas: ‘All’, que
contiene todas los identificadores de secuencias, ‘Archaea’ que contiene solo las enzimas
que pertenecen a la taxonomia arquea, ‘Bacteria’ que contiene todos los de bacterias,
‘Eukaryota’ que contiene todos los identificadores de eucariota, ‘Viruses’ que contiene todos
los identificadores para virus, ‘Unclassified’ que contiene secuencias que han sido
publicadas pero que no se conoce su clasificacion tales como las secuencias de patentes,
‘structure’ que son las secuencias cuya estructura 3D ya ha sido determinada y por ultimo

las ‘characterized’ que ya han sido totalmente caracterizadas.

Glycoside Hydrolases

Glycoside Hydrolase Family 1 [ET - | a Era—) c- |

Activities in Family
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Bacteria
Protein Name EC# Organism
A Acaryochloris marina MBIC11017
Acetob MW2.1153

Uniprot PDB/3D
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Figura 11. Vista de la parte de la familia GH1 publicada en CAZy
Fuente: cazy.org/GH1.html

Para el desarrollo de este proyecto se conté con datos de identificadores extraidos
manualmente en archivos separados de las pestafas ‘Archaea’, ‘Bacteria’, ‘Eukaryota’,
‘Viruses’ y ‘Unclassified’ de cada una de las familias glicosil hidrolasas separadas por familia

y taxonomia asi, GH1_Archaea, GH1_Bacteria, etc. Este proceso fue realizado por
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estudiantes del pregrado en Bacteriologia de la Universidad Catélica de Manizales que

formaron parte del macroproyecto al cual esta adscrito este proyecto.
2.3.9. Homologia de secuencias y OrthoMCL

El rapido crecimiento de los datos gendmicos, ha generado la necesidad de hacer su
anotacion funcional a partir de una gama cada vez mayor de especies. Los métodos
comparativos basados en la identificacion automatizada de secuencias ortélogas parece
ser la solucion, dado a que facilita la anotacién funcional para realizar estudios de gendémica
comparativa y evolutiva, para lo cual se han desarrollado técnicas basadas en homologia
de secuencias.

Un gen es homologo a otro, si ambos descienden de un mismo gen ancestro comun,
pero que por condiciones evolutivas se han desarrollado con diferentes mutaciones. A nivel
de datos el hecho de que dos proteinas sean homdlogas, significa que existe una
correspondencia de aminoacidos entre sus secuencias. Las proteinas homoélogas pueden
ser de dos tipos: ortélogas (formados por especiacién) o paralogas (surgen por la
duplicacion de genes).

Los genes ort6logos normalmente conservan la estructura de dominios similares y
tienen la misma funcionalidad tras la especiacién, mientras que los paralogos son
propensos a divergir con nuevas funciones a través de mutaciones puntuales y
recombinaciones de dominio. La Figura 12, muestra los eventos de duplicacion y

especiacion correspondientes a la paralogia y ortologia, respectivamente.

<+ Duplicacion de un gen

(Generacion de paralogos)

° e — Especiacion
(Generacion de ort6logos)

Figura 12. Homologia de secuencias, ortdlogos y paralogos.

Segun Coutinho et al., (2015), algunos beneficios del uso de métodos de comparacion

basados en homologia de secuencias son:
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e Anotacion de nuevas secuencias basadas en inferencia de ortologias.

e Estimacion de los radios de evolucién de familias de proteinas.

e Busqueda de patrones genémicos comunes

e Andlisis de genomas a partir de mutaciones como deleciones o SNPs.

e Bulsqueda secciones genomicas persistentes durante la evolucion del

organismo.

Las ortélogas son el tipo de homologia requerida para el presente proyecto por su
condiciébn de tener identidad funcional y por ayudar a mantener la homologia por
especiacion de los diferentes grupos taxondémicos. Para distinguir la ortologia de

secuencias se han empleado varias estrategias, dada una secuencia de entrada (Tabla 10).

Tabla 10. Métodos para determinacion de secuencias ortologas.

Por filogenia Por distancia Usan BlastP
RIO (Resampled Inference of RSD (Reciprocal Smallest Reciprocal Best Hit (RBH)
Orthology) Distance)
Orthostrapper/HOPS COG (Cluster of Orthologous

(Hierarchical grouping of Groups)

Orthologous and Paralogous
Sequences)

KOG (euKaryotic Orthologous
Groups)

Inparanoid

OrthoMCL (Chen, Mackey,
Vermunt, & Roos, 2007)

Fuente: Chen et al., (2007).

OrthoMCL provee un método para construir grupos ortélogos usando clusterizado de
Markov para agrupar ortélogos y paralogos. Puede ser usado para agrupar ortélogos de
multiples especies. El algoritmo de clusterizado de Markov (MCL) incluye un parametro
importante el cual es el valor de inflacion que sirve para regular que tan relajado o estrecho
va a quedar cada cluster, al aumentar el valor de inflacion, aumenta la estrechez de los
clusteres (L. Li, et al., 2003).
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2.3.10. Métodos de comparacion entre secuencias de proteinas

La comparacion entre proteinas permite establecer las relaciones funcionales dada la
identidad entre secuencias, entre mas parecidas sean un par de secuencias en cuanto a la
distribucién de sus aminoéacidos, mayor es su parecido funcional, pudiendo asi describir una
secuencia objetivo o subject en términos de la secuencia de busqueda o query. La
existencia de esta relacion estructura-funcién permiten incluso definir los llamados perfiles
proteicos para el caso de las proteinas. Un perfil proteico es de una manera mas clara, una
caracterizacién de un conjunto de proteinas con unas cualidades funcionales y estructurales
especificas que determina la forma en que estas proteinas se configuran en cuanto a su
secuencia de aminoacidos. Esta caracterizacion puede describir dominios especificos para
este conjunto de proteinas, lo cual permite establecer sus funcionalidades dado las
estructuras genémicas que contiene.

Para este trabajo se utilizan para la busqueda y anotacién de secuencias de proteinas
los métodos de alineamiento pareado con el software Blast y modelos ocultos de Markov o
HMM (Hidden Markov Models) con el software HMMer. El primero es una forma rapida de
comparar dos secuencias, en este caso de proteinas, que resalta los aminoacidos en
comun cuando se alinean ambas frente a frente mediante un algoritmo de alineamiento
local, cuando las zonas de coincidencia son muy extensas se puede establecer una relacion
funcional y estructural entre ambas secuencias. El segundo sirve para identificar patrones
estructurales de una familia de secuencias (perfil protéico). Mientras que el primero
compara secuencias una a una, el segundo compara en base a la definicion de una familia
completa, lo que permite caracterizar una secuencia objetivo dentro del perfil de una familia.
Asi, la intencién de involucrar ambas metodologias de busqueda consiste en tener la mayor
cantidad de candidatos que coincidan con las secuencias y familias que se tienen para este
proyecto que son familias de enzimas relacionadas con la degradacién de celulosa y
hemicelulosa, donde con la metodologia de alineamiento se encuentran unos candidatos y
con la de HMM se hallan otros porque usa un modelo estocastico para hallar nuevos
resultados que pueden pertenecer a los grupos de enzimas investigados al tener en cuenta
otras combinaciones que se pueden dar por probabilidad. En ambos algoritmos se calcula
automaticamente un valor de Score que entre mas alto sea, mayor es la coincidencia entre
las secuencias o perfiles proteicos, este es el criterio de aceptacion de las secuencias como

parte de una familia que se utiliza en esta investigacion.
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2.3.11. Modelos Ocultos de Markov (HMM)

Un modelo oculto de Markov es un modelo probabilistico que se usa para describir la
evolucion de eventos observables que dependen de eventos desconocidos. En un HMM los
eventos observables se llaman simbolos y los no conocidos se llaman estados. Tiene dos
procesos estocasticos, un proceso no visible de estados ocultos y otro visible de simbolos
observables. Los estados ocultos forman una cadena de Markov y la distribucion de
probabilidad del simbolo observado depende del estado subyacente (S. Eddy, 1998).

Este enfoque de evaluar procesos donde existen eventos conocidos y desconocidos,
es Util en el modelado de secuencias proteicas. Una proteina consiste en una cantidad de
subestructuras o dominios funcionales diferentes que muestra comportamientos
estadisticamente distintos. Entonces dada una nueva proteina es interesante predecir los
dominios que la constituyen, que en un HMM corresponderia a uno o mas estados, y sus
posiciones en la secuencia de aminoacidos (eventos observables en el HMM). Ademas,
también se puede encontrar la familia a la que pertenece la proteina. Los HMM han
demostrado ser muy efectivos al momento de representar secuencias y han mostrado buen
desempefio en la inferencia de homologia (Rossi et al., 2017).

En un Modelo Oculto de Markov que trata secuencias biolégicas, existe una entrada
controlable (un alineamiento mdaltiple) y una salida no controlable la cual debe ser validada

manualmente.

2.3.11.1. Construccion de un perfil HMM.

Los perfiles HMM se contruyen a partir de un alineamiento multiple de secuencias. En
el ejemplo descrito en Yoon (2009), hay un alineamiento mdltiple de secuencias de 5
aminoacidos como se muestra en la parte A de la Figura 13. Como se observa, las
frecuencias de aminoacidos son diferentes en cada una de las columnas.

El k-ésimo estado Mk en el perfil HMM se denomina estado ‘match’ (ver parte B de la
Figura 13), ya que se usa para representar el caso cuando un simbolo en una nueva
secuencia de observacion coincide con el k-ésimo simbolo en la secuencia de consenso de
la alineacion original. Como resultado, el niumero de estados de coincidencia en el perfil
HMM resultante es idéntico a la longitud de la secuencia de consenso. Al interconectar los
estados de coincidencia My, Mz, ..., Ms, obtenemos un HMM sin gaps (un gap es una
mutacion por insercién o borrado) como se muestra en la parte B de la Figura 13. Este HMM
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sin gaps puede representar secuencias que coinciden con la secuencia consenso del
alineacion sin ningun gap, y funciona como la linea principal del perfi-HMM que esta por
construirse.

Tras la construccion del HMM sin gaps, se agregan los estados de insercion lx y los
estados de delecion Dy al modelo para establecer las inserciones y deleciones en las
nuevas secuencias de observacion. Para el caso en que la secuencia observada es mas
larga que la secuencia de consenso de la alineacion original, si alineamos estas secuencias,
habra una o més letras en la secuencia observada que no estan presentes en la secuencia
consenso, estos simbolos adicionales estdn modelados por los estados de insercién. El
estado de insercion I, se usa para manejar los simbolos que se insertan entre las posiciones
k-ésimay la (k+1)-ésima en la secuencia de consenso.

Ahora, se considerara el caso cuando la nueva secuencia observada es mas corta que
la secuencia de consenso. En este caso, habra una o mas bases en la secuencia consenso
que no estan presentes en la secuencia observada. El k-ésimo estado de delecién Di se
usa para manejar la eliminaciéon del k-ésimo simbolo en la secuencia original de consenso.
Después de agregar los estados de insercion y los estados de delecion al HMM sin gaps,
obtenemos el perfil final-HMM que se muestra en la parte C de la Figura 13.

Para estimar los parametros de un perfil HMM basado en un alineamiento mdltiple de
secuencias primero se tiene que decidir qué columnas deben representarse por estados de
coincidencia (Match) y qué columnas deben modelarse mediante estados de insercion.
Cuando una columna contiene uno o mas gaps, se debe comparar el nimero de simbolos
y el nUmero de gaps. Si la columna tiene mas simbolos que gaps, tratamos los espacios
como eliminaciones de simbolos. Por lo tanto, se modela la columna usando un estado de
coincidencia Mk (para los simbolos en la columna dada) y un estado de eliminacién D« (para
los gaps en la misma columna), y para el caso en que haya mas gaps que simbolos, los
simbolos se convierten inserciones, por lo tanto, se usa un estado de insercion Ik para

representar la columna.
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(a) Sequence Alignment

Seq 1 5 —>—ah C - G A—— 3
Seq 2 5——T Cc A Cc A—— 3
Seq 3 5—=—T G A G T—— 3
Seq 4 55— T C A Cc - —— 3
Seq 5 5—— - Cc A C T—>— 3

(b) Ungapped HMM @

@ M M M @ Ml Match states

() Profile-HMM

IE' Match states

@ <> Insert states

@ Delete states

Figura 13. Ejemplo de funcionamiento de un Hidden Markov Model.
Fuente: Yoon (2009).

Una vez se ha decidido qué columnas deben representarse mediante estados de
coincidencia y cudles deben representarse mediante estados de insercion, se conoce la
secuencia de estado subyacente para cada secuencia de simbolo en la alineacién. Por lo
tanto, se pueden estimar las probabilidades de transicion y las probabilidades de emisién
del perfil HMM al contar el nUmero de cada transicién de estado o emisién de simbolo y
calcular sus frecuencias relativas.

Actualmente paquetes de software como HMMer, que pueden ser usados para construir
perfiles HMM y que ademas tienen herramientas para hacer analisis de secuencias. Dado
a su capacidad para describir familias, ya existen bases de datos como PFAM (Protein
FAMilies) que ya tienen perfiles HMM para familias conocidas de secuencias. Finalmente,
si existe un perfil HMM que representa una familias de secuencias biologicas, se pueden
usar para encontrar homologos adicionales que pertenecen a la misma familia (Yoon,

2009), lo que permite la clasificacion y anotacion de la secuencia dada.
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3. Materiales y métodos

El proceso de construccién de un flujo de trabajo para la anotacibn de enzimas

degradadoras de celulosa y hemicelulosa implicé la realizacion de tres etapas principales:

() La identificacion de nuevos grupos de secuencias de enzimas glicosil hidrolasas

correspondientes a familias y subfamilias de acuerdo con su similitud, a partir de la base de

datos publica CAZy, donde se utilizaron alineamientos pareados, y filtros para determinar

la similitud de las secuencias y ortologia de secuencias. (ii) La validacion in silico de los

nuevos grupos de familias y subfamilias obtenidos, a través de la generacion de perfiles

proteicos, para su uso posterior en la anotaciéon de secuencias de enzimas celuloliticas y

hemiceluloliticas. (iii) Finalmente, se desarroll6 una herramienta para la anotacion de

secuencias de enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa.

La Figura 14 muestra el esquema del flujo metodolégico que se realizé durante el

proyecto.

DB secuencias
curadas

/

Script de
anotacion de
enzimas

PYTHON

Alineamiento Filtro por Id, Identidad z40% Alineamiento
pareado Cobertura y Cobertura 280% pareado
contra NR Tamafio Tamafio 2250aa contra NR
BLAST OrthoMCL
y
DB secuencias
por familias
v Familias
_ Perfiles Enzimas
DB celulosa - Enzimas
Celulosa
v
Y Generacion de
BLASTEPr Validacion perfiles
_\ proteicos
Perfiles HMMer HMM
< Enzimas
DB - B
. hemicelul
hemicelulosa
osa

Figura 14. Flujo de trabajo general para la construccion de la base de datos de los nuevos grupos
de enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa.
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3.1. Identificacion de nuevos grupos de secuencias de enzimas glicosil
hidrolasas correspondientes a familias y subfamilias de acuerdo con su
similitud, a partir de la base de datos publica CAZy

3.1.1. Obtencidn de las secuencias de enzimas del CAZy

Los datos de entrada utilizados en el presente trabajo correspondieron a archivos de
secuencias provenientes del CAZy (Anexo II), que fueron recolectados por los estudiantes
del pregrado de Bacteriologia de la Universidad Catélica de Manizales durante el segundo
semestre de 2015, en el marco del macroproyecto “Construccidon de un dataset de familias
de enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa para su anotacion y mineria de datos
de proyectos de las dmicas”.

En total fueron suministradas las secuencias de 491 grupos de enzimas distribuidos de
acuerdo al grupo taxonémico y las bases de datos donde se encontraban depositadas
(Tabla 11).

Tabla 11. Distribucion de las familias de las secuencias iniciales, por taxonomia y por base de datos.

Taxonomia PDB Uniprot GenBank
Archaea - 52 56
Bacteria - 118 60
Eukaryota 50 27 11
Virus 10 - 28
Unclassified 3 - 76
Total 63 197 231

Posteriormente, se identificaron las caracteristicas generales de los datos como: (i) las
estadisticas de los rangos minimos y maximos de la cantidad de secuencias existentes en
las diferentes familias, por base de datos; (ii) la distribucién de familias por taxonomia y por

base de datos vy (iii) las longitudes de las secuencias.

3.1.2. Alineamientos pareados con el software BLAST del NCBI

Inicialmente se hizo necesario aumentar la cantidad de secuencias de partida

disponibles, con el fin de buscar secuencias funcionalmente similares para cada uno de los
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grupos de enzimas disponibles en el CAZy. Lo anterior se realizd haciendo un alineamiento
pareado con la herramienta BLAST v2.5.0 a partir de cada una de las familias de secuencias
del CAZy contra la base de datos de secuencias no redundante del NCBI (NR), descargada
el dia 1 de enero de 2017.

La base de datos de referencia NR se formate6 para proteinas utilizando el comando
mkblastdb (1):

1 $ makeblastdb -in nr -dbtype prot -parse seqgids (1)

Posteriormente, se ejecutd el blastp v2.5.0 para hacer alineamientos de cada uno de
los archivos contenidos en las respectivas carpetas correspondientes a las tres bases de
datos PDB, Uniprot y GenBank, usando como parametro un e-value de le-5. Este es un
valor de referencia que se usa para garantizar que el alineamiento se dé por evolucién no
un evento aleatorio. La salida de este alineamiento se obtuvo en formato tabular de 20

columnas:

1 $ for blastin in * GenBank.fasta; \

2 $ do blastp -db /BIOS-Share/home/jhsuarezo/proyecto/nr formatted db/nr -
query Sblastin -outfmt "6 gseqgid gacc glen ssegid sacc slen gstart gend
sstart send gseqg sseqg evalue length pident positive staxids sskingdoms
sstrand gcovs" -out $blastin.bp -evalue le-5 -num threads 32; \

3 $ done (2)

Seguidamente, se filtraron los hits resultantes de ejecutar la linea de comandos 2.
Los parametros del filtro se definieron segun lo referenciado por Pearson (2014) donde se
establece que dos secuencias son homaélogas si tienen un 30% de identidad sobre el total
de sus longitudes, en este caso se eligio un valor de 10% mas para un total de 40% de
identidad, esto para que las secuencias filtradas fueran lo mas idénticas posibles. Ademas,
se estableci6 una cobertura del 80% de la secuencia query sobre la secuencia subject para
darle un poco de holgura a la bausqueda (por si la secuencia objetivo era mas pequefia por
la evolucion, o por si no se encontraba la secuencia completa), y no se excluyeron las que
no fueron totalmente iguales en tamaiio. El criterio para elegir la longitud de secuencia que
se filtré se hizo con base en la mediana del histograma de frecuencia de longitudes de las
secuencias de entrada que fue aproximadamente de 250 aminoécidos. El filtro final

empleado incluyod, la cobertura del query (Columna 20, gcovs) mayor o igual a 80%, la
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identidad (columna 15, pident) mayor o igual al 40%, y la longitud de la secuencia query

(columna 3, glen) mayor o igual a 250 aminoacidos (3):

1 $ for blastin in * GenBank.fasta.bp; \

2 $ do python /BIOS-Share/home/jhsuarezo/proyecto/filter tag finder.py -f
S$blastin -c 80 -i 40 -1 250 -o $blastin.filter -e GenBank.fasta.bp -n 4 -
s ASC -u True -t False -p True \

3 $ done (3)

En este punto se recuperaron las secuencias asociadas a los identificadores filtrados, y
se opto por aplicar el comando blastdbcmd (4):

1 $ for blastin in *.filter; \

2 $ do blastdbcmd -db /BIOS-
Share/home/jhsuarezo/proyecto/nr formatted db/nr -entry batch $blastin -
out $blastin.fasta;\

3 $ done (4)

3.1.3. Agrupacion de las subfamilias utilizando OrthoMCL

Con el fin de agrupar las secuencias filtradas y aumentadas por clusters funcionalmente
similares y homélogos como describe Li et al. (2003), se ejecutaron los 13 pasos del
OrthoMCL v2.2. Estos pasos se pueden encontrar en la guia de usuario disponible
directamente en el sitio web del OrthoMCL
(http://orthomcl.org/common/downloads/software/v2.0/UserGuide.txt).

Se inici6 con un alineamiento de todos contra todos con blastp de las secuencias
obtenidas con un valor de umbral de e-value =1e-5. Se unificaron las secuencias en tres
archivos, uno por cada base de datos (PDB, Genbank, Uniprot). Se eliminé la redundancia
a cada archivo de secuencias utilizando el software CD-HIT v4.6.5 (W. Li & Godzik, 2006).

El script completo de la ejecucion se relaciona a continuacion (5):

1 $ for index in *.fasta \

2 $ do cat $index >> mydb combined.db \

3 $ done \

4 $ cd-hit -i mydb combined.db -o mydb unique.db -c 1.00 -n 5 \

5 $ makeblastdb -in mydb unique.db -dbtype prot -parse seqgids (5)

Posteriormente se ejecutd un segundo blastp con el archivo de secuencias no

redundantes contra cada uno de los archivos de secuencias individuales no agrupadas del
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paso previo, los parametros utilizados fueron: e-value de le-5, corriendo en un cluster con
32 hilos (6):

1 $ for blastin in *.fasta; \

2 $ do blastp -db mydb unique.db -query S$blastin -out $blastin.bp2 -evalue
le-5 -num threads 32; \

3 $ done (6)

Se ajustaron los archivos fasta al formato requerido por OrthoMCL en el cual los
identificadores deben tener la estructura >FAMILIA|IDENTIFICADOR, siendo FAMILIA el
nombre de la familia a la cual pertenece la secuencia. Para este paso se cred un script
personalizado en el que el codigo de familia consistio en una cadena de 4 caracteres donde
la primera letra fue el grupo taxonomico (Ejemplo E para eucariota) y los otros tres
caracteres correspondieron a las ultimas 3 letras del nombre de la familia glicosil hidrolasa
por tratar, es decir, para GH1 de taxonomia eucariota, el codigo de familia queddé EGH1.

Se formate6 el resultado de la salida del OrthoMCL con el comando
orthomclBlastParser, luego se crearon las tres bases de datos orthomcl en el motor de base
de datos MySQL, correspondientes a PDB, GenBank y Uniprot. Antes de realizar la carga
de los datos se agreg6 una llave Unica para todos los campos de la tabla similarSequences
del orthomcl para evitar redundancias en los registros de la base de datos y en el
agrupamiento del OrthoMCL (Anexo V).

Con el fin de agrupar las secuencias se usaron dos valores de inflacion (1 y 1.5) para
armar clusteres con el software MCL (Enright et al., 2002), sin limitar el nUmero de
secuencias que pudieran ser incluidas en el grupo. Se pasé el formato MCL a groups de
OrthoMCL (7):

1 $ orthomclMclToGroups PDB 0 < mclOutput 1.5 > groups 1.5.txt (7)

3.1.4. Generacién de subfamilias a partir de los resultados del OrthoMCL

Se generaron las nuevas subfamilias a partir de los resultados de los grupos obtenidos
del archivo groups.txt resultante del OrthoMCL (Figura 15). Este archivo consiste en
multiples lineas donde cada una tiene un identificador de cluster (Ejemplo, PDBO) y los

identificadores que se agruparon en cada uno.
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Familia

Miembros de la familia

PDBO:
PDB1:
PDB2:
PDB3:
PDB4:
PDBS:
PDBE:
PDB7:

Figura 15.

Cada

EH10|WP_052872423.1 EH10|WP_030198505.1 EH10|WP_051105978.1 EH10|wWP_053788188.
EGH1|XP_018899386.1 EGH1|XP_018321393.1 EGH1|3AHZ_A EGHI1|3AIO_A EGH1|3VIJ_A EG
VH34 |ABB88351.1 VH34|ADD64125.1 VH34|AET74376.1 VH34|AGO87041.1 VH34|AHJIS57677.
ESH1|3PTK_A EGH1 |BSAVF0.1 EGH1|BAG1345S1.1 EGH1|BAJ93012.1 EGH1|BAK01899.1 EGHI1
EH10|1B30_A EH10|1GOK_A EH10|1I1W_A EH10|1TUX_A EH10|2BNJ_A EH10|3NYD_A EH10|3
EH28 | AAASS5280.1 EH28|AAF03895.1 EH28|ACS44814.1 EH28|AFH77948.1 EH28|AGV40780.
EH5513ECN_A EHSS|ADX07322.1 EHSS|ADX07323.1 EHSS|AFS68742.1 EHSS|BAE2024S.1 EN
EH31|XP_008529406.1 EH31|XP_010358137.1 EH31|AAC39568.2 EH31|AAI20873.1 EH31|3

Salida del MCL para PDB

uno de estos cllsteres constituye una nueva subfamilia, para formarla se dividio

cada linea del archivo en documentos separados donde el identificador del clister es el

nuevo nombre de la subfamilia, y para cada identificador se obtuvieron las secuencias

asociadas dando por resultado nuevos archivos fasta de secuencias de familias.

Para asociar cada nueva subfamilia a las familias iniciales se generd una estadistica de

cada subfamilia teniendo en cuenta que en los identificadores para el procesamiento por el

OrthoMCL tenia asociado el cédigo de la familia, cada subfamilia se asocié a su familia

padre por medio de esos identificadores en comin determinados. Para el ejemplo de la

Figura 16, la subfamilia PDB1 se asocio a la familia EGH1 (Eucariota GH1).

PDB1 EGH1:488
PDB2 VH34:477
PDB3 EGH1:475
PDBE4 EH10:471

Figura 16. Ejemplo de estadistica de subfamilias para PDB

3.2. Validacién in silico de los nuevos grupos de familias y subfamilias

obtenidos, a través de la generacién de perfiles proteicos, para su uso

posterior en la anotacién de secuencias de enzimas celuloliticas y

hemiceluloliticas.

3.2.1. Construccion de la Base de datos de enzimas celuloliticas y

hemiceluloliticas

Para el filtro final se escogieron Unicamente las familias de glicosil hidrolasas acordes a

las funciones enzimaticas que corresponden a la degradacién de celulosa y hemicelulosa.
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En la Tabla 12 se relacionan las familias que se seleccionaron para realizar los filtros de

enzimas degradadoras que se extrajeron tras la revision bibliografica.

Para cada funcion enzimatica se escogieron las familias que son mas representativas,

por ejemplo, la funcion B-1,4-endoglucanasa (EC 3.2.1.4) segun el CAZy esté en presente
en las familias glicosil hidrolasas con identificadores GH5, GH6, GH7, GH8, GH9, GH10,
GH12, GH26, GH44, GH45, GH48, GH51, GH74, GH124 y GHNC, pero segun la revision
bibliografica para el interés de degradar celulosa y hemicelulosa del proyecto, estas

enzimas estan mayormente representadas en las GH5, GH7, GH12 y GH45, en las demas

su contenido es minimo por lo que su representacion en las subfamilias no es significativa

y los modelos HMM generados para estos grupos no son de ayuda para el objetivo de

encontrar y anotar las enzimas para el proyecto.

Tabla 12. Familias filtradas para el proyecto.

Actividad enzimatica

Familia

B-1,4-endoglucanasa (EC 3.2.1.4)
Celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91)
B-1,4-glucosidasa (EC 3.2.1.21)

Xiloglucano B-1,4-endoglucanasa (Xiloglucanasa) (EC
3.2.1.151)
a-arabinofuranosidasa (EC 3.2.1.55)

a-xilosidasa (EC 3.2.1.177)

a-fucosidasa (EC 3.2.1.51)

a-1,4-galactosidasa (EC 3.2.1.22)
B-1,4-endoxilanasa (EC 3.2.1.8)

B-1,4-xilosidasa (EC 3.2.1.37)

Arabinoxilano arabinofuranohidrolasa (EC 3.2.1.55)
a-glucuronidasa (EC 3.2.1.131)
B-1,4-endomananasa (EC 3.2.1.78)
B-1,4-manosidasa (EC 3.2.1.25)
B-1,4-galactosidasa (EC 3.2.1.23)

GHS5, GH7, GH12, GH45
GH6, GH7

GH1, GH3
GH12, GH74

GH51, GH54
GH31
GH29, GH95
GH27, GH36
GH10, GH11
GH3, GH43
GH62
GH67, GH115
GH5, GH26
GH2
GH2, GH35
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3.2.2. Generacion de perfiles proteicos utilizando modelos ocultos de Markov
con HMMERS3

Con las secuencias obtenidas de cada cluster se realiz6 un alineamiento maltiple con el
software clustal omega (Sievers et al., 2011) en formato stockholm para posteriormente
realizar los perfiles proteicos HMM con HMMer3 (S. Eddy, 1998), utilizando los parametros
por defecto, para cada una de las subfamilias finales. Estos resultados de archivos hmm
formaron parte de lo que son los perfiles de blusqueda para anotacion de enzimas
degradadoras de celulosa y hemicelulosa. Son parte del dataset para hacer busquedas por
medio del script desarrollado para el proyecto.

Estos archivos hmm en conjunto con los archivos de secuencias fasta de cada
subgrupo, hicieron parte de la base de datos final para busqueda de enzimas, los primeros
para hacer busquedas con el comando hmmsearch y los segundos para hacer
comparaciones a modo de alineamientos con el software blastp.

3.2.3. Validacién de los resultados de las nuevas familias

Para realizar el ejercicio de validacion se utilizé la familia GH6, en ella se efectuaron
dos tipos de validaciones, una manual para verificar que los resultados de la blsqueda
hayan coincidido con la definicién del tipo de familia y otra automatica la cual pretendi6
demostrar la efectividad de un perfil creado para una de las subfamilias.

Para el primero se utiliz6 la base de datos de Refseq de secuencias no redundantes
que cuenta con 50.737.205 secuencias. Tras el resultado de la blsqueda, se realizé el
conteo visual de las secuencias que hicieron match a partir de la cual se realiza una matriz
de conjuncion donde se establecen los verdaderos positivos y los falsos positivos en base
al conteo de endoglucanasas (EC 3.2.1.4) y celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91) que estan
descritas para la familia GH6.

Para la validacién de una de las subfamilias resultantes equivalente a la GH6 para
eucariotas del PDB, se cre6 un modelo que se realizé con el 70% de las secuencias de la
subfamilia, el 30% restante sirvi6 para evaluar el modelo planteado siendo estos los
verdaderos positivos y para los verdaderos negativos se tomaron de a 3 secuencias de
todas las familias diferentes a la familia objetivo que son secuencias aleatorias del resto de
subfamilias. Para la realizacion de la prueba se utilizé el script createHMMFromDataSplit
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que crea y genera un reporte automatico de la ejecucion
(https://github.com/diriano/TCDB_HMM/blob/master/scripts/createHMMFromDataSplit.pl),
el cual esta disponible publicamente en internet en github.com. Del resultado grafico de la

prueba se pudo determinar un valor umbral para esta subfamilia.

3.3. Desarrollo de una herramienta para la anotacién de secuencias de
enzimas degradadoras de celulosay hemicelulosa

3.3.1. Programacion de un servicio para anotacion de enzimas degradadoras

de celulosay hemicelulosa

Se desarroll6 un script en el lenguaje de programacién Python el cual usa como insumo
los datasets de archivos fasta y perfiles HMM resultantes del proyecto investigativo para
realizar busqueda y anotacion de enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa. Este
usa opcionalmente dos tipos de software que pueden ser HMMer3, Blast para anotacion
con HMM y busqueda con alineamiento local respectivamente. Ademas, tiene por entrada
un archivo de secuencias que se desea investigar.

Como valor agregado al proyecto se desarroll6 una aplicacion de consulta web que
permite hacer busquedas a los usuarios de las familias del proyecto para facilitar la
investigacion. Se utilizé el lenguaje de programacion PHP v5.4, base de datos MySQL v15.1
y servidor de aplicaciones Apache. Se debe correr en un servidor Linux idealmente Biolinux
v8.
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4. Resultados y discusion

4.1. Identificacion de los nuevos grupos de secuencias de enzimas glicosil
hidrolasas correspondientes a familias y subfamilias de acuerdo con su

similitud a partir de la base de datos publica CAZy

4.1.1. Obtencién de las secuencias de enzimas del CAZy

Con el fin de entender la distribucion de los datos de secuencia de entrada, se
analizaron los archivos iniciales de CAZy tal como se obtuvieron del macroproyecto al cual
pertenece este proyecto.

Tabla 13. Estadisticas generales de las secuencias de acuerdo con la base de datos.

Base de datos Namero de familias  Cantidad Secuencias Cantidad Secuencias
(Rango minimo) (Rango maximo)
PDB 63 1 719
UNIPROT 197 1 5.198
GENBANK 231 1 4.666

La cantidad de secuencias por familia (Tabla 13) fue muy variable. Se identificaron
familias que incluian desde una secuencia (Familia GH25 Archaea de Uniprot) hasta
familias con 5.198 secuencias (Familia GH13 Bacteria de Uniprot). En la identificacion de
la proporcion del numero de familias en las tres bases de datos analizadas, se observé que
PDB fue la que present6 el menor nimero de secuencias publicadas y con la que se obtuvo
menos familias (63 para esta investigacion), seguida por la base de datos UNIPROT con
197 familias y la base de datos del GenBank con 231 familias. Se encontraron secuencias
que variaban segln su taxonomia entre Archaea, Bacteria, Eukariota, Virus y Unclassified
(clasificaciones correspondientes a las presentes en el sitio web de CAZy) (Lombard, et al.,
2014).
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Tabla 14. Distribucion de familias por taxonomia y por base de datos segin CAZy (Fecha de
consulta: octubre 12 de 2017).

Taxonomia PDB Uniprot GenBank
Archaea 9 51 61
Bacteria 105 122 132
Eukaryota 55 82 92
Virus 10 16 32
Unclassified 6 31 74

De acuerdo con los datos suministrados (Tabla 11), se observé que si bien la relacién
en la cantidad de familias se mantuvo segun la base de datos (PDB, GenBank o Uniprot),
esta proporcion no persistié al momento de analizarlas por taxonomia. Por ejemplo, en la
base de datos del GenBank para la clasificacion ‘Bacteria’ solo se relacionaron 60 familias,
mientras que para Uniprot se evidenciaron 118, cuando la proporcion real de familias
reportada directamente del CAZy mostré lo contrario (Tabla 14), debido a que en el
GenBank (132) se tuvo la mayor cantidad de registros en comparacion con Uniprot (122).
Lo mismo ocurrié con la clasificacion Eukaryota donde la proporcion fue totalmente contraria
a la realidad, siendo PDB la base de datos que tuvo la mayor cantidad y GenBank la que
tuvo la menor. Lo anterior implica que un investigador al hacer uso de esta herramienta
debe decidir qué base de datos utilizar dada la necesidad de su trabajo investigativo, es
decir, si requiere hacer la busqueda de enzimas en bacterias, probablemente sea mas
conveniente utilizar la base de datos Uniprot que la de Genbank dada la cantidad de familias
utilizadas, y si desea buscar enzimas en virus, sera mejor buscarlas en el Genbank que en
las otras dos bases de datos. Esto se debié probablemente a un error en la adquisicién de
los datos iniciales del CAZy, que al ser capturados manualmente dada la no existencia de
otro método mas efectivo en el momento, no permitié6 que se obtuvieran correctamente.
Adicionalmente, los datos fueron tomados el afio 2014 lo que implica que los datos estaban
desactualizados con respecto a la fecha de realizacién del proyecto.

Algunos representantes de las familias que se utilizaron como input del proyecto se
pueden observar en la Tabla 15 provenientes de la base de datos PDB. Para efectos de
ilustracién solo se muestran las 10 primeras caracterizaciones de las familias; una vista méas
completa de todos los datos se puede obtener en el Anexo V. Se puede apreciar que los
rangos de los tamafios de las secuencias, variaron entre las mismas familias, buena parte

de ellas con una desviacion estandar considerable.
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Tabla 15. Estadisticas iniciales base de datos PDB.

Especie Familia Base Cantidad de  Minima Maxima Media Desviacién
CAzy de secuencias Longit Longitud Estandar
datos ud
Eukaryota GH105 PDB3D 2 373 373 373 0
Eukaryota GH10 PDB3D 36 274 335 309 11,89
Eukaryota GH11 PDB3D 62 178 381 201 36,46
Eukaryota GH12 PDB3D 36 218 413 233 44,7
Eukaryota GH131 PDB3D 12 245 252 249 3,37
Eukaryota GH13 PDB3D 158 32 905 492 174,59
Eukaryota GH14 PDB3D 34 491 535 501 14,34
Eukaryota GH15 PDB3D 12 470 599 500 47,69
Eukaryota GH16 PDB3D 38 267 298 290 11,05
Eukaryota GH17 PDB3D 20 306 323 315 6,5

Las longitudes de las secuencias también presentaron una variacién diferente en cada
base de datos (ver Tabla 16); éstas se encontraron entre 10 y 4.914 aminoacidos de
longitud para el caso de la base de datos GenBank. La familia GH18 de Eucariotas de la
base de datos PDB tuvo errores en algunas secuencias, con un total de 20 secuencias,
cuyos identificadores no coincidieron correctamente con los datos disponibles en PDB,
dichas secuencias tuvieron una variacion de longitud entre 3 y 5 aminoacidos de longitud.
El Anexo VI muestra una tabla en detalle de algunos casos no corrientes de secuencias

cuya longitud fue menor o igual a 15 o mayor a 1.500 aminoéacidos de longitud.

Tabla 16. Variacion de las longitudes de las secuencias por base de datos.

Taxonomia Longitud minima Longitud méaxima Promedio
PDB 3 1.045 346
Uniprot 10 3.081 548
GenBank 10 4.914 520

La mediana de las longitudes fue de aproximadamente 500 aminoacidos, la Figura 17
muestra el histograma de longitudes versus la cantidad de secuencias para esa longitud,
en la base de datos GenBank. En el Anexo VIl se presenta el documento completo de los

datos en todas las bases de datos (PDB, Uniprot, GenBank).
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Figura 17. Histograma de distribucién de longitudes de las secuencias para la base de datos

GenBank.

4.1.2. Alineamientos pareados con el software BLAST del NCBI
En la ejecucion del alineamiento pareado con blastp, los resultados de los tiempos de
ejecucioén variaron en igual relacién a la cantidad de familias que se procesaron por cada

base de datos; en la Tabla 17 se muestra el detalle de los tiempos de ejecucion.

Tabla 17. Tiempos de ejecucién del alineamiento pareado con Blast.

Base de datos Nodo (Cores) Tiempo
PDB 1 nodo (32 cores) 0 dias, 13 horas, 41 mins
Uniprot 1 nodo (32 cores) 23 dias, 0 horas, 36 mins
GenBank 1 nodo (32 cores) 29 dias, 17 horas, 56 mins

En este punto se efectud el filtrado de los hits de los alineamientos provenientes del
BLAST para lo que se cre6 el script filter_tag_finder.py en el lenguaje de programacion
Python v3.5.2 (Ver Anexo IlIl), cabe anotar que la eleccion de tamafio de 250 como filtro
para todos los alineamientos caus6 un sesgo para las secuencias pequefias como lo son
algunas correspondientes a virus y la categoria unclassified. El resultado de aplicar el filtro
(cobertura >= 80, identidad >= 40 y longitud >= 250) es un listado de identificadores Unicos
de las secuencias en este caso el sequence id de la secuencia objetivo.
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El resultado general de aplicar el filtro a las alineaciones versus los hits originales (3) se

muestra en la Tabla 18.

Tabla 18. Resultado de la ejecucion del filtro (3).

Base de datos Hits Secuencias tras aplicar Porcentaje de
el filtro secuencias filtradas
vs Hits
PDB 1.501.012 57.052 3,8%
Uniprot 22.194.362 951.368 4,28%
GenBank 31.980.872 555.150 1,73%

Los datos de las cantidades de secuencias tras aplicar el filtro no siguen una proporcién
con respecto al tamafio de los hits que se obtuvieron tras el alineamiento como inicialmente
podria esperarse. Para la base de datos del GenBank que desde un inicio fue la que mas
secuencias tenia, termind por tener menos que la base de datos de Uniprot que fue la que
en tamafio le seguia. Como se observa en la Tabla 18 sélo el 1,73% (555.150) de los
alineamientos fueron filtrados. Este comportamiento se justifica por la forma en que estaban
distribuidas las familias para las tres bases de datos, en los archivos que inicialmente se
tenian del CAZy, las familias correspondientes a bacterias del GenBank fueron superadas
casi al 100 por ciento en cantidad de familias disponibles para Uniprot (118 para Uniprot y
60 para GenBank), siendo bacterias la categoria que mas hits produjera; otra razon del
comportamiento es que de las 231 divisiones iniciales de GenBank, 104 son de virus y
unclassified, que por un lado gran parte tienen un tamafio menor a 250 y por otro lado son
categorias que producen la menor cantidad de hits en relacién con el resto de familias.

Algunas muestras del detalle del filtrado para PDB se presentan en la Tabla 19. Para
efectos de visualizacion solo se muestran las 10 primeras lineas por base de datos, una

vista mas completa de todos los datos filtrados se puede obtener en el Anexo VIII.
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Tabla 19. Estadisticas del filtro de los alineamientos para la base de datos PDB.

Especie Familia CAZy Base de datos Hits Filtrados
Eukaryota GH1 PDB3D 81.859 3.362
Eukaryota GH10 PDB3D 18.039 1.645
Eukaryota GH105 PDB3D 1.000

Eukaryota GH11 PDB3D 31.151

Eukaryota GH12 PDB3D 18.000

Eukaryota GH13 PDB3D 78.112 4.538
Eukaryota GH131 PDB3D 4.908

Eukaryota GH14 PDB3D 17.094

Eukaryota GH15 PDB3D 6.005

Eukaryota GH16 PDB3D 19.010 1.939

En la gran mayoria de los casos se logré el objetivo de aumentar la cantidad de

secuencias, algunos detalles de los 10 primeros registros se muestran en la Tabla 20 para

PDB. Las tablas completas de resultados se relacionan en el Anexo IX. Comparativamente

se puede decir que la desviacion estandar mantuvo el mismo comportamiento que los datos

iniciales, observandose familias con secuencias chicas y al mismo tiempo con secuencias

muy grandes.

Tabla 20. Estadisticas de las secuencias filtradas base de datos PDB.

Especie Familia Base Cantidad de Minima Maxima Me Desviacion
CAzy de secuencias Longitud Longitud dia Estandar
datos
Eukaryota GH105 PDB3D 500 337 877 380 32,77
Eukaryota GH10 PDB3D 645 252 3578 395 132,3
Eukaryota GH11 PDB3D 198 256 1674 353 129,32
Eukaryota GH12 PDB3D 491 334 1016 436 31,56
Eukaryota GH131 PDB3D 302 214 810 327 75,68
Eukaryota GH13 PDB3D 4536 332 3365 677 279,74
Eukaryota GH14 PDB3D 582 367 1429 547 76,28
Eukaryota GH15 PDB3D 585 403 1360 617 94,76
Eukaryota GH16 PDB3D 1939 227 2225 349 123,43
Eukaryota GH17 PDB3D 1003 251 2005 353 98,85
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Se determin6é que hubo un sesgo en algunas familias, lo cual se pudo presentar al
aplicar el filtro de longitud de la secuencia de busqueda (columna 3 del formato tabla, query
length o glen), debido a que todos los alineamientos con secuencias menores a 250
amino&cidos fueron automaticamente descartados. Cuando se presentaron familias
completas cuyas secuencias no superaron el umbral, la familia fue consecuentemente
borrada. En la Tabla 21 se muestra el listado completo de las familias que fueron eliminadas
por el filtro.

Tabla 21. Listado de familias descartadas por el filtro.

Taxonomy PDB Uniprot GenBank
Archae
Bacteria GH7
Eukariota GH23, GH25, GH45
Unclassified GH112, GH12, GH?24,
GH25
Virus GH104, GH19 GH13

El valor minimo en la longitud de la secuencia tras el filtro fue de 146 aminoacidos,
mientras que en los datos iniciales la secuencia con el menor tamafio tuvo un valor de
longitud de 3 aminoacidos. El corte en tamafio de 250 amino&cidos y las secuencias de
gran tamafo que pasaron el filtro, causaron un aumento en el promedio de la secuencia

para las tres familias (ver

Tabla 22). El filtro de 250 aminoéacidos fue aplicado sobre la secuencia de busqueda
(query length o glen), y no sobre la secuencia objetivo (subject length o slen) lo cual explica
el filtrado de algunas secuencias menores de 250. El limite inferior funcioné bien con
longitudes de secuencias mAs cercanas a tamafios normales de proteinas
(aproximadamente 180 en adelante) que contrastan con las longitudes de secuencias
iniciales en cuyo limite inferior llegaban a los 10 amino&cidos que solo representan péptidos
de corta longitud. Para el limite superior se pasé de tener una secuencia de 4.914

aminodcidos, a tener una secuencia de 15.080 aminoacidos.
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Tabla 22. Variacién de las longitudes de las secuencias por base de datos.

Longitud Minima Longitud Maxima Promedio
PDB 214 7.023 548
Uniprot 146 15.080 633
GenBank 146 15.080 609

La Figura 18 muestra el histograma de secuencias tras el alineamiento, en el cual se
aprecia un comportamiento de distribucion uniforme incluso mejor que los datos iniciales,

aunque con una cola mucho més pronunciada de 15.080 de longitud.
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Figura 18. Histograma de longitudes de secuencias para la base de datos GenBank después del
alineamiento.

4.1.3. Agrupacion de las subfamilias utilizando OrthoMCL

Se formatearon los identificadores de las secuencias de los archivos individuales a la
forma FAMILIA|IDENTIFICADOR como es requerido para ejecutar la clusterizacion de
nuevas familias. Este ejercicio de recuperar las familias de las secuencias permitié
descubrir que habia ciertas secuencias de enzimas que dieron un hit con mas de una
familia, algunas incluso tenian hasta 4 posibles familias glicosil hidrolasas asociadas. Se

generod un segundo archivo como un reporte de los identificadores que fueron encontrados
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en otros archivos de diferentes familias, del tipo IDENTIFICADOR:
FAMILIA1|FAMILIA2|...|FAMILIANn (Anexo X).

Posteriormente, se corrio mcl (Enright, et al., 2002) con valores de inflacién de 1 y de
1,5. La relacion de cantidades de los nuevos grupos se pueden ver en la Tabla 23, para

informacién mas detallada ver Anexo XlI.

Tabla 23. Resultado general de la ejecucion del MCL.

Base de datos Familias CAZy MCL 1 MCL 1.5
PDB 63 250 497
UNIPROT 197 5.993 10.822
GENBANK 231 4191 6.874

El resultado de la ejecucion del orthomcl fue un archivo de grupos clusterizados, donde
cada linea represent6 un cluster y cada cluster mostro los identificadores de las secuencias
asociadas.

4.1.4. Generacion de subfamilias a partir de los resultados del OrthoMCL

Se construyeron las nuevas subfamilias a partir de la salida del OrthoMCL donde cada
cluster de identificadores fue una nueva subfamilia en un archivo fasta independiente con
secuencias asociadas. Para esto se ejecutaron los comandos del Anexo Xll. Algunas
muestras de las caracteristicas de las familias finales después del proceso de
reagrupamiento se pueden observar en las Tabla 24, para PDB. Para efectos de reduccién
de espacio solo se muestran las 10 primeras caracterizaciones de las familias, una vista

mas completa de todos los datos finales se puede obtener en el Anexo XIlI.

Tabla 24. Estadisticas finales base de datos PDB.

Grupo Cantidad de Minima Méaxima Media Desviacién estandar
secuencias longitud longitud

PDBO 497 298 857 472 137,34

PDB1 488 394 1.870 543 135,75
PDB10 436 721 1.195 771 35,54
PDB100 246 421 1.212 489 66,35
PDB101 246 451 471 470 1,69
PDB102 240 323 1.191 439 125,69
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PDB103
PDB104
PDB105
PDB106

236
235
233
233

303
305
348
373

792
1.033
3.232

380

392
414
610
379

46,97
65,88
345,68
0,58

Se generaron archivos de estadisticas para la base de datos PDB, GenBank, Uniprot

gue contienen la relacion del nimero de secuencias que quedaron para cada familia del

CAZy en cada uno de los clusters, el Anexo XIV contiene la estadistica completa. A partir

de esta informacion se gener6é una base de datos con las asociaciones de subfamilias

finales generadas por el proyecto con las familias CAZy. Un ejemplo de la forma como

queda relacionada la familia GH6 de eucariotas para PDB se puede ver en la Figura 19; alli

la columna “statistics” de la primera fila relaciona a la subfamilia PDB186 con la familia del

CAZy GH6 de eucariotas (EGH6) con 95 secuencias asociadas.

(S|

New Families

=¥

EGH6

PDB

identifiers

eukaryota GH6

family bio database id subfamily statistics

EGH6
EGHE
EGH6
EGH6
EGHE

PDB
PDB
PDB
PDB
PDB

PDB186
PDB196
PDB279
PDB297
PDB37

EGH6:95;
EGH6:86;
EGH6:22;
EGH6:17;
EGH6:335;EGH5:1;

Figura 19. Subfamilias asociadas a la familia GH6 de Eukaryota

4.2. Validacion in silico de los nuevos grupos de familias y subfamilias

obtenidos, a través de la generacién de perfiles proteicos, para su uso

posterior en la anotacion de secuencias de enzimas celuloliticas y

hemiceluloliticas.

4.2.1. Construccién de

hemiceluloliticas
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Se construyé en la base de datos la relacion entre las funciones enzimaticas
relacionadas con la degradacion de celulosa y hemicelulosa con las familias del CAZy tal
como fueron descritas en la Tabla 12. La Figura 20 muestra la forma como se crearon las
asociaciones para la base de datos. De todas las glicosil hidrolasas procesadas en el
proyecto, Unicamente se filtran las subfamilias asociadas con las GH que efectivamente son
celuloliticas y hemiceluloliticas.

enzyme type id

Cellulolityc

4 Records s

i
=, 2 Celobiohydrolase (EC 3.2.1.91) Cellulolityc
=+ 3 B-1,4-glucosidase (EC 3.2.1.21) Cellulolityc
=. 4 Xyloglucan B-1,4-endoglucanase (Xiloglucanasa) (EC 3.2.1.151) Hemicellulolityc
=. 5 a-arabinofuranosidase (EC 3.2.1.55) Hemicellulolityc
=. 6 a-xylosidase (EC 3.2.1.177) Hemicellulolityc

Figura 20. Funciones enzimaticas para degradacion de celulosa y hemicelulosa con familias GH

4.2.2. Generacion de perfiles proteicos utilizando modelos ocultos de Markov
con HMMER3

Se ejecut6 el alineamiento multiple con formato stockholm y se crearon los perfiles de
HMM (Hidden Markov Models) para cada una de las subfamilias finales, que junto con los
archivos fasta de cada una de las subfamilias hacen parte de lo que es el dataset para el
andlisis de enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa, siendo los archivos de
secuencias fasta el insumo para hacer analisis con la herramienta Blastp y los archivos

HMM el insumo para la anotacién de enzimas con la herramienta HMMer3.

71



4.2.3. Validaciéon de los resultados de las nuevas familias

A continuacion, se describen los resultados para la familia GH6. Esta familia tiene
funciones [3-1,4-endoglucanasa (EC 3.2.1.4) y celobiohidrolasa (EC 3.2.1.91) que son
actividades que corresponden en parte a la degradacion de celulosa.

4.2.3.1. Andlisis de resultados para la familia GH6

Se hizo un analisis basico del contenido filogenético de la familia GH6 y de los
subgrupos que quedaron tras el procesamiento de datos. En la Figura 21 se muestra el
arbol filogenético para GH6 disponible en el PFAM. La familia esta constituida en un 50 %
por enzimas de bacterias y el otro 50% por hongos. Los hongos estdn compuestos en su
mayoria, en un 75% aproximadamente por la clase Ascomicetos de la familia
Saccharomicetales y el resto por Basidiomicetos mayormente de la familia de los
Agaromicetos. Se hayan ambas actividades enzimaticas, sobresaliendo la funcién
endoglucanasa sobre la celobiohidrolasa, ésto se debe a la especificidad del sustrato que
tiene la celobiohidrolasa. En cuanto a bacterias la variacion de familias fue mucho mayor,
se hall6 un 90% de Actinobacterias de las familias Streptomices, Micronosporales
(Micromonosporas, Actinoplanos), Frankiales y Celulomonas, entre otras. El 10% restante
se asocid a Proteobacterias tipo Gammabacterias (Xanthomonadales) y Deltabacterias. La
distribucion de las actividades enziméaticas fue similar a la que tienen los hongos, siendo

mayor la actividad endoglucanasa sobre la celobiohidrolasa.
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Figura 21. Arbol filogenético familia GH6 PFam.
Fuente: Modificado de xfam.org

Eucariota

Se analizé también la conformacion de las subfamilias més representativas para
bacterias del Genbank con la familia GH6, que tuvieran relacionadas mas de 150 miembros
de la familia (Tabla 25). Las subfamilias GENBANK847, GENBANK466, GENBANK233,
fueron 100% caracterizadas para anotacion de endoglucanasas, donde la primera y la
Ultima estuvieron compuestas casi en un 100% por la familia streptomices y la segunda
incluyé un 20% de la clasificacion de proteobacteria. Las familias GENBANKS855 y
GENBANK756 fueron subfamilias similares en cuando a variabilidad de los organismos y
contienen clasificacion de celobiohidrolasa y endoglucanasa. Lo anterior se puede explicar
a través de trabajos realizados por Meinke (1995) donde en un experimento con
Thermomonospora fusca, un tipo de actinobacteria de la familia Streptosporangiales, esta
fue capaz de cambiar de actividad exo a endo solo al recortarle el bucle extendido de la
celobiohidrolasa. Estas dos familias son interesantes en cuanto a que muestran ese
comportamiento hibrido, lo que permite hacer anotacién de enzimas en esta doble funcion
catalitica, pero se requiere de mayor investigacion para llegar a esta conclusion.

La GENBANKS321 se traté de una subfamilia formada por hongos Ascomicetos y

Basidiomicetos en vez de subfamilias bacterias como idealmente era previsto, esto ocurrio
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en el segundo paso del proceso metodoldgico donde se realizé el alineamiento de las
secuencias de CAZy contra la base de datos NR de secuencias no redundantes, donde
muchas secuencias correspondientes a Actinobacterias de la familia Streptomices hicieron
match con secuencias de hongos. Lo anterior se pudo presentar debido a que las
actinobacterias o actinomicetos tiene una similaridad con los hongos (de ahi que tengan
sufijo myces que significa hongo). Otra hipétesis conduce a la posibilidad que en algun
punto de la evolucién se haya dado un evento de transferencia horizontal de genes y a
estos hongos se les haya transferido este gen que codifica este tipo de celulasas, y de ahi
su similitud. Esta subfamilia ademas fue la que tuvo mayor cantidad de celobiohidrolasas
sobre endoglucanasas, siendo un buen candidato para anotacién de celobiohidrolasas

especificamente. Sin embargo, estas subfamilias en estas condiciones deben ser reubicada

a la familia correspondiente en eucariotas.

Tabla 25. Andlisis de subfamilias de bacterias GH6 para Genbank.

Familia Subfamilia Genero Funcion
GH6 — Bacteria - GENBANKS855 Actinobacteria variadas entre Celobiohidrolasa (42)
Genbank Frankiqles, Glicomicetales, 23%, Endoglucanasa
Micronosporales (124) 66%, celulasa GH6
(Micromonosporas, Actinoplanos) no definida (20) 10%
Pseudonocardiales,
Streptosporangiales y
Streptomycetales
GENBANK847 98% Actinobacteria —> 100% endoglucanasa
Streptomycetales -> streptomices
GENBANK764 96% Actinobacteria —> Endoglucanasa (178),
Streptomycetales -> streptomices celobiohidrolasa (4),
celulasa GH6 no definida
(10), Streptomices
hipotéticos sin funcion
definida (30)
GENBANK756 Actinobacteria de genero variado Endoglucanasas (26),
Streptomycetales, celobiohidrolasa (5),
Pseudonocardiales,, celulasa GH6 (130),
Micromonosporales, celulomonas celulasa GH5 (6),
entre otras proteinas hipotéticas (57)
GENBANK466 80% actinobacterias de genero 100% endoglucanasa
streptomices, Pseudonocardiales
y Micromonosporales, 20%
proteobacterias Xanthomonadales
y Myxococcales
GENBANK321 80% Ascomicetos, 20% Endoglucanasa (5),

basidiomicetos

celobiohidrolasa 11 (108),
celulasa GH6 no definida

74



(29), proteinas hipotéticas

GENBANK233 99% Actinobacterias -> 100% Endoglucanasa
Streptomycetales -> streptomices

El subgrupo 233 quedd definido para la taxonomia Bacteria, Actinobacteria,

Streptomycetales, Streptomycetaceae, Streptomyces, lo que indica que el subgrupo tiene

una mayor especificidad lo que permite una caracterizacion mas exacta del modelo para

anotaciéon de enzimas con esta caracteristica.
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‘E BGHEWP 030587558 1
BGHEWP 018488812, 1

BGHEWP 020581614 1
BGHEWP DE5T28551.1
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GHEWP 073722578 1

==
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é BGHEWP 030223297, 1
= GNP 0S5R0ETS |
Ba———— L
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———— e
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BGHE(WF 03 TE2808T 1
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L ——————== GGHEWP 025245055 1
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SGHEWF 031080252 1
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Figura 22. Arbol filogenético de la subfamilia GH6 Bacteria Genbank 233.

Para el analisis de hongos se analiz6 la familia GH6 de eucariotas del PDB cuya

subfamilia méas representativa fue la PDB37 (Tabla 26). Los resultados fueron variables
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teniendo un mayor filtro de enzimas con funcién celobiohidrolasa en vez de endoglucanasa.
La PDB279 filtr6 proteobacterias en vez de solo hongos por las mismas razones que en
bacterias se filtraron ascomicetos y basidiomicetos.

Tabla 26. Andlisis de subfamilias de eucariotas GH6 del PDB.

Familia Subfamilia Genero Funcién
GH6 — Eukariota - PDB186 90% ascomicetos, 10% Celobiohidrolasa (25),
PDB basidiomicetos endoglucanasa (13),

celulasa GH6 no definida
(16), proteina hipotética
37

PDB196 90% ascomicetos, 10% Celobiohidrolasa (33),
basidiomicetos celulasa GH6 no definida
(22), proteina hipotética
28

PDB279 60% Chytridiomicota -> Celobiohidrolasa (4),
Neocallimastigomicetes, 40% Celobiosidasa (7),
proteobacteria -> Myxococcales celulasa GH6 no definida
)
PDB297 100% basidiomicetos -> Celobiohidrolasa (2),
agaromicetos celobiosidasa (1), celulasa

GH6 no definida (7),
proteina hipotética (7)

PDB37 70% Ascomicetos, 25% Endoglucanasa (5),
basidiomicetos, 5% otros celobiohidrolasa (133),
celulasa GH6 no definida
(75), proteina hipotética
(75)

4.2.3.2. Afinacién del modelo para la subfamilia PDBO

Se hizo una prueba de afinacion del modelo HMM para la subfamilia PDBO utilizando el
script createHMMFromDataSplit el cual analiz6 la precision del modelo automaticamente
asi: (i) un porcentaje de los datos los utiliz6 para armar el modelo, (ii) el resto del porcentaje
de datos, los empled para analizar los verdaderos positivos y (iii) unas muestras de los
datos no pertenecientes a la familia se usaron para evaluar los verdaderos negativos.

El resultado para este grupo se muestra en la Figura 23. Marcado en rojo estan los
verdaderos negativos, en azul los datos del modelo y los puntos verdes son los datos
pertenecientes al grupo que fueron sometidos a prueba. Se evaluaron los datos con base
al score del HMMSearch, y finalmente se pudo determinar que dada la separacion de la

muestra los datos del modelo fueron correctos.
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Figura 23. Test de falsos positivos para la familia GH6.

En este punto se establecié un valor umbral para clasificar la subfamilia, que para PDBO
el elegido fue de 550, que corresponde a un valor promedio entre el Ultimo score clasificado
de la agrupacion mas grande y el score para el verdadero negativo mas alto. Algunos
verdaderos positivos (1,2%) fueron puestos por debajo del umbral. Asi valores por encima
de 550 del score evaluados por este modelo HMM pueden ser considerado clasificatorios

como candidatos a pertenecer a la subfamilia PDBO con un error de 1,2%.

4.2.3.3. Resultados del test con la familia GH6

Se realizaron los test de los modelos HMM para el grupo GH6, haciendo la comparacion
de los resultados del HMM del PFAM y los HMM del subgrupo GH6 perteneciente a
bacterias. La Tabla 27 muestra las actividades de la familia GH6.

Tabla 27. Actividades familia GH6.
Familia de prueba Actividades

Glicosil Hidrolasa 6 (GH®6) Endoglucanasa (3.2.1.4), Celobiohidrolasa (3.2.1.91)
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La base de datos de prueba estuvo conformada por las secuencias no redundantes de
Refseq la cual contiene un total de 50.737.205 secuencias. La busqueda de prueba se hizo
con la funciébn hmmsearch del software HHMer3, los resultados se ven en la Tabla 28.

Tabla 28. Numero de secuencias filtradas por el HMMSearch.
Secuencias sobre el umbral

Glyco_Hydro_6 (PFAM - HMM) 2471
GH6 — Bacteria (Genbank) 9.560

Del subgrupo GH6 — Bacteria se hizo la revision manualmente. La matriz de conjuncion

creada se aprecia en la Tabla 29.

Tabla 29. Matriz de conjuncién subgrupo GH6 — Bacteria.
Matriz de conjuncién

Verdaderos positivos 6.438

Falsos positivos 627

Los falsos positivos quedaron divididos en tres tipos de enzimas diferentes (Tabla 30),
donde todas tienen relacion por el tipo de actividad con la familia GH5. Se sabe que la
familia GH5 tiene gran relacién con la familia GH6, hay secuencias que son multi-especies
y que estan en ambas familias. Por lo que la determinacion de los falsos positivos necesita
una mayor curacion y los resultados presentados son parcialmente concluyentes con

respecto a la afinacién del modelo.

Tabla 30. Distribucién los falsos positivos.
Nombre enzima Niumero EC CAZy Cantidad

Xiloglucanasa 3.2.1.151 (Hidrolisis de GH5 267
enlaces 1,4-D-glicosidicos
en xiloglucanos)

Arabinofuranosidasa 3.2.1.55 (Hidrolisis de GH2, GH3, GH5, 126
terminales de alfa-L- GH43, GH51
arabinofuranosa)
Beta-manosidasa 3.2.1.25 (Hidrolisis de beta- GH1,GH2, GH5 234

D-mananasa)
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4.3. Desarrollo de una herramienta para la anotaciéon de secuencias de

enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa

4.3.1. Programacion de un servicio para anotacién de enzimas degradadoras

de celulosay hemicelulosa

A partir de todos los datos y archivos recolectados, se relaciono la informacion del CAZy
y de los resultados finales en una misma base de datos estructurada, de donde se creo la
herramienta de consulta que se le dio por nombre LignoSearch (Figura 24). Recibe su
nombre asi por el hecho de que debe ser una herramienta para todos los componentes de
la lignocelulosa, de momento solo los modulos de celulosa y hemicelulosa fueron

realizados, en futuras versiones sera incluida la lignina.

LignoSearch v1.0

Job

CAZy Lignocellulose

CAZy families

cazy EC A mEmly B Q &

Enzyme Type

Enzyme Subtype Name pname Database  please Select * subfamily — YES NO
Stats by family Search v

CONFIGURATION

ADMINISTRATION Page 1 > » of933 Records 1 to 20 of 18657

Logout

Database taxonomy cazy group . fasta phylotree statistics

B =, GENBANK212 GenBank unclassified GH1 GENBANK212. UGH1:313; YES
B =, UNIPROT2853 Uniprot bacteria GH1 UNIPROT2853.fasta UNIPROT2853.fas! m |BGH1:104; YES
B =, UNIPROT3109 Uniprot bacteria GH1 UNIPROT3109.fasta UNIPROT3109.fasta.st.hmm |BGH1:91; YES
B =. GENBANK4565 GenBank unclassified GH1 GENBANK4565.fasta GENBANK4565.fasta.s! nm|UGH1:7; YES
B =, UNIPROT2854 |Uniprot bacteria GH1 UNIPROT2854.fasta UNIPROT2854 BGH1:104; YES
B =. UNIPROT6438 Uniprot eukaryota GH1 UNIPROT6438.fasta UNIPROT6438.fasta,st.hmm |EGH1:13; YES
B =, UNIPROT7462 Uniprot bacteria GH1 UNIPROT7462.fasta UNIPROT7462.fasta.st.hmm |BGH1:8; YES
B =, PDB1 PDB eukaryota GH1 PDB1.fasta PDB1.fasta.st.hmm EGH1:488; YES
@B =, UNIPROT6695 |Uniprot eukaryota GH1 UNIPROT6E695.fasta UNIPROTE6 ta.st.hmm |EGH1:12; YES
B =, UNIPROT7463 Uniprot bacteria GH1 UNIPROT7463.fastz UNIPROT7463.fasta.st.hmm |BGH1:8; YES

Figura 24. Herramienta de consulta visual LignoSearch.

Esta base de datos contiene no solo los resultados de los archivos finales de cémo
guedaron las subfamilias, también esté relacionada la familia de CAZy con la cual esta
relacionada cada subfamilia. Cada detalle de la subfamilia presenta una estadistica de la
cantidad de secuencias que quedaron por cada cluster, incluso se puede ver si este fue
formado por la relacion de una o més familias.

También permite ver cada una de las familias donde se presenta en detalle la

informacion perteneciente a cada grupo, los archivos relacionados, e incluso se obtuvo la
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filogenia de cada una de las secuencias, relacionando la secuencia con el organismo a la
cual pertenece. A partir de la taxonomia de cada secuencia se armé el arbol filogenético
basado en las especies que tenia cada familia (Ver Figura 25).

Lignocellulose

® Family / View B

id 298
Name PDB297
Database PDB
taxonomy eukaryota
cazy group GH6
fasta PDB297.fasta
phylotree
hmm PDB297.fasta.st.hmm

statistics EGH6:17;

Phylogeny
Botryobasidiaceae Botryobasidium-e- Botryobasidium botryosum FD-172 S§1

izocjonia sojani
Cantr —Rnizoctonia 2]

e S 1
120C] 30 2GS Bhsiae

GHERS
Tulasnellaceae e~ Tulasnella-e- Tulasnella calospora MUT 4182

- -— gSFSRH}E}E lfnedr‘ﬁ?vgrg'rﬁnﬂizgaﬁssu
Agaricomycetidae e—Agaricales-ePleurotaceae-e- Pleurotus-e- Pleurotus ostreatus PC15

o+ Eukaryota-e Fungi-e— Dikarya- Basi y -—

Figura 25. Vista de los taxones de una subfamilia especifica en la herramienta LignoSearch.

La construccion del arbol filogenético permitié determinar que la gran mayoria de
subgrupos quedaron constituidos en relacién con subespecies de la familia principal, lo que
permite hacer investigacion mas precisa en relacion a cultivos de enzimas mucho mas
diferenciados.

Se desarroll6 también un script de Python v3.5.2 llamado searcher.py (Anexo XV) que
se encarga de ejecutar los trabajos de busqueda. Acepta cinco parametros que se muestran
en la Tabla 31.

Tabla 31. Pardmetros de ejecucion del script searcher.py.
Nombre Parametros

Carpeta de salida de los resultados -0

Archivo de entrada a analizar -i

Software a ejecutar (HMMer3, Blast) -S
Bases de datos de referencias de las subfamilias -r
Base de datos biolégica (Genbank, PDB, Uniprot) -d
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Una ejecucion normal por medio del script tiene por salida una carpeta que contiene los
resultados de los alineamientos o busquedas HMM, segun el software que se haya elegido
para este proposito, que se ejecutan contra los datasets definidos de subfamilias de
enzimas celuloliticas y hemiceluloliticas, y también un reporte final que contiene los hits de
los alineamientos con las secuencias y resultados de las busquedas con los perfiles
proteicos.

4.4. Resultados extras de aplicaciéon general

Tras la ejecucion de todos los pasos planteados para el proyecto y dados los hallazgos
en los resultados de las secuencias finales, se detectaron algunos problemas relacionados
con la metodologia escogida para la ejecucién del proyecto, a continuacion, se enumeran

todos en orden de aparicion.

4.4.1.1. Familias del CAZy incompletas o sin ninguna secuencia relacionada

Buena parte de los problemas relacionados con los datos incompletos del proyecto en
su etapa inicial se deben a que los identificadores de las secuencias que se tomaron de la
pagina web del CAZy, fueron adquiridos manualmente por estudiantes, lo que inserté un
error humano. Esto causé por ejemplo que una taxonomia para una base de datos quedara
totalmente vacia, o que familias tuvieran secuencias incompletas.

Para el afio 2016, ya cuando los datos habian sido recolectados, se publicod la
herramienta llamada CAZy parser (Honorato, 2016) que permite hacer descarga automatica
de toda la base de datos de identificadores de la pagina web del CAZy. Tomar en cuenta
este tipo de herramientas automaticas hubiera eliminado los problemas mencionados v,
ademas, la recoleccion de datos se haria de una manera mas rapida. Para el final de este
proyecto y con el fin de complementar la aplicacion web LignoSearch con los datos del

CAZy, se utilizé CAZy parser para descargar todos los identificadores del CAZy.

4.4.1.2. Familias con una cantidad muy pequefia de secuencias
Existen familias del CAZy que solo poseen una sola secuencia, tal es el caso de la
familia Glicosil Hidrolasa 27 de archaea que posee el identificador ADB63458.1 para

Genbank. Haber aplicado la metodologia planteada con los alineamientos pudo causar que
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existieran hits de secuencias que realmente no correspondiera a la intencion de mantener
las mismas familias siempre, es més preciso reconstruir familias tras realizar alineamientos
de multiples secuencias de entrada, que hacerlo para una sola secuencia. Realizar modelos
sobre familias de una sola secuencia puede causar un mal modelo que tal vez no describa

bien las caracteristicas fundamentales de la familia inicial.

4.4.1.3. Fragmentos de enzimas y péptidos que fueron obtenidos de CAZy, pero
gue no corresponden a enzimas

En el transcurso de este proyecto y tras realizar mediciones estadisticas basicas, se

descubri6 que ciertas secuencias descargadas del CAZy no son enzimas de carbohidratos,

sino que son péptidos que no se pueden considerar como enzimas propiamente dichas. La

Tabla 32 se muestra algunos casos particulares que presentan esta anormalidad, y la

Figura 26 muestra la prueba de la existencia de estas secuencias en la pagina de CAZy.

Tabla 32. Muestra de secuencias que presentan anormalidades.
Id de la Base de datos Familia CAZy Reino Tamafio

secuencia (Cantidad de

aminoacidos)

P85974.1 Genbank GH50 Bacteria 10
P29261 Uniprot GH1 Eukariota 10
P80072 Uniprot GH13 Bacteria 15
« P85974.1 =

Families : GenBank accession(1 hits)

| Family ” Kingdom H Organism H Protein Name

H50 Bacteria Agarivorans albus YKW-34 | p-agarase (AgaA34) (peptide fragment)

[

Figura 26. Prueba de la existencia de secuencias irregulares en CAZy.

CAZy no solo publica datos de enzimas sino también fragmentos de péptidos lo cual fue

una limitante en la investigacion.
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4.4.1.4. Identificadores del CAZy contenian caracteres especiales

Algunos de los identificadores que fueron descargados para la base de datos PDB,
principalmente, tenian caracteres especiales, como 1ZB5:B, siendo la proteina real solo
1ZB5 sin extensiones, esto ocasiond que para ese identificador se haya descargado unos
caracteres incorrectos correspondientes a secuencias de no mas de cuatro aminoacidos, lo
gue al momento de hacer los alineamientos causaron error al hacer match con las

secuencias objetivo equivocadas.

4.4.1.5. Categoria Unclassified del CAZy inutil para la investigacion

En este trabajo se incluyeron todas las categorias que estaban disponibles en el CAZy,
bacterias, eucariotas, arqueas, virus e incluso la ‘No clasificadas’ o ‘Unclassified’. Esta
tltima recibe este nombre porque se tratan de secuencias que, si bien se han detectado
que cumplen con uno de los patrones de alguna de las familias del CAZy, alin no se saben
de qué organismo pertenecen porque generalmente son secuencias de patentes a las
cuales no se les publicé la especie de donde lo tomaron.

Para efectos del desarrollo de un proyecto como este en que uno de los enfoques
principales era mantener las tres bases de datos separadas por el tipo biolégico (PDB,
Genbank y Uniprot) y por la taxonomia (bacterias, eucariotas, arqueas y virus), esta
clasificacion no fue (til, dado a que ella tiene secuencias de patentes que corresponden a
diversas taxonomias, es decir, puede haber una mezcla de bacterias y eucariotas o arqueas
y virus, o todas juntas, con lo que si un investigador quiere buscar por esta categoria no le

va a dar una informacion correcta y Util para una especie objetivo que desee investigar.

4.4.1.6. Problemas con secuencias multifamilia del CAZy

Otra de las ideas principales del proyecto era mantener bases de datos que
discriminaran de la manera mas precisa si una secuencia pertenecia a una familia o no. La
realidad es que ya por las propias definiciones del CAZy existen secuencias que pueden
pertenecer a multiples familias al mismo tiempo, por ejemplo, puede ser una secuencia que
pertenezca a la familia Glicosil Hidrolasa 5 y también a la familia Glicosil Hidrolasa 6, o
incluso a mas familias. Este tipo de situaciones causan que, en el desarrollo del modelo,
HMM (Hidden Markov Model), pensado para hacer busqueda para la familia GH5, filtre
secuencias que no sean propias de este grupo, y termine filtrando secuencias de la familia
GH6. El problema es mayor en la medida que la familia que se evalle posea una baja
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cantidad de secuencias para crear el modelo, la probabilidad de error aumenta. De acuerdo
con lo anterior era necesario verificar cuéles de estas proteinas son multiespecie, y de serlo
preferiblemente quitarlas para que el modelo filtre bien solo familias especificas, o en el
mejor de los casos, crear clasificaciones intermedias que consideren estos casos como Si

fuera una misma familia.

4.4.1.7. Hits con secuencias hipotéticas y patentes

También en el proyecto se planted la condicion de que los dataset de secuencias y
modelos trabajaran con datos reales y que al momento del script arrojar un reporte de
resultados, las enzimas relacionadas se pudieran adquirir ya sea comercialmente o en
cultivos de laboratorios del grupo investigador.

La base de datos de secuencias no redundantes NR del NCBI la cual se utilizo en la
primera parte el proyecto, contiene todo tipo de secuencias registradas, desde secuencias
curadas hasta secuencias hipotéticas, de manera que, asi como quedo6 el ejercicio
realizado, al momento de hacer los alineamientos pareados de esta base de datos con las
secuencias iniciales del proyecto, algunos hits de secuencias hipotéticas también fueron
filtrados, con lo cual en adelante todo el desarrollo de los modelos son mucho mas afines a
encontrar este tipo de secuencias que si se hubieran quitado desde el principio, y que para

el objetivo del proyecto son totalmente indtiles.

4.4.1.8. Se aplico el filtro de cobertura del query sobre el subject, pero no al
contrario

En el paso de aplicar el filtro de identidad y cobertura de los alineamientos, se utilizé
para la cobertura la columna del formato tabla llamada gcovs (query coverage subject), este
es un valor gue da un porcentaje de cuanto cubre la secuencia query a la secuencia objetivo
gue para el filtro se plante6 una cobertura de 80%.

Para los casos en que ambas longitudes de secuencias poseian un tamafio similar en
cantidad de aminoacidos, haber aplicado este filtro no supone ninguna dificultad en el
proyecto, el problema esta cuando la secuencia de busqueda o query es mucho mayor en
tamafio que la secuencia objetivo 0 subject, porque una secuencia asi puede contener la
gran mayoria de aminoacidos de la secuencia objetivo dado a que su tamafio se lo permite
Yy no necesariamente ser una secuencia similar en funcionalidad, evaluar la cobertura del
subject sobre el query hubiera reducido el problema. La situacion empeord aun mas cuando
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se sabe que se incluyeron péptidos como si fueran enzimas dentro del procesamiento y
cualquier péptido pudiera estar contenido en una enzima mucho més grande en tamafio lo

gue pudo haber incluido muchos falsos positivos innecesarios.

4.4.1.9. Filtro de tamafio fijo eliminé familias CAZy enteras

El filtro de tamafio de 250 aminoacidos que se aplicdé para el proyecto, caus6 que
muchas secuencias fueran descartadas dado a que no cumplian con un tamafio de
secuencia mayor o igual a este valor, incluso hubo familias enteras que fueron descartadas
completamente tras aplicar el filtro, como lo fue la familia GH25 de eucariota del PDB. El
haber aplicado un filtro de secuencia dinamico que se tomé como base la longitud minima
de secuencia por familia habria solucionado el problema, de manera que, si el tamafio
minimo de secuencia para la familia es de 200, el filtro debe manejar este nimero y no un

tamafio fijo como originalmente se hizo.

4.4.1.10. Elfiltro de tamafio se aplico sobre la longitud de la secuencia query y no
sobre la secuencia subject

El filtro de tamafio en el proyecto fue aplicado sobre el pardmetro glen query length y

no sobre el parametro slen subject length el cual mas correcto. El resultado final que se

logré de la manera como se aplico se hubiera podido alcanzar solamente habiendo filtrado

las secuencias con longitud mayor o igual a 250 de las secuencias del CAZy e incluso se

hubiera logrado que el tiempo de procesamiento de los datos hubiera sido menor a como

fue realmente.

4.4.1.11. Elfiltro de identidad como se plante6 no fue totalmente efectivo

Se descubrié tras ejecutar todos los pasos que la forma como se aplico el filtro de
identidad filtraba la mayoria de las secuencias relacionadas con la misma familia dentro de
los dominios de glicosil hidrolasas, pero no servia para aplicarlo como regla general para
hacer filtro de todas las secuencias.

En un caso particular de la familia glicosil hidrolasa 4 la secuencia de identificador
ACX49739.1 (Figura 27) para la proteina siderophore 2,3-dihydroxybenzoate synthesis-like
protein [uncultured marine bacterium 1n22] hizo match con la secuencia de identificador

WP_067593936.1 llamada non-ribosomal peptide synthase/polyketide synthase [Nocardia
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terpenica], pasando el filtro de 80% de cobertura, 40% de identidad y longitud de la

secuencia > 250 aminoacidos.

« ACX49739.1 »

Families : GenBank accession(1 hits)

| Family ” Kingdom ” Oorganism || Protein Name

GH4 Bacteria uncultured marine bacterium 1n22 | ORF

Figura 27. Existencia de la enzima ACX49739.1 en CAZy.

La Figura 28 se muestra un resultado aproximado del alineamiento por consola. En
este alineamiento en la herramienta web de Blastp se muestra la cobertura es de 83% e
identidad de 36% lo cual indica que ambas proteinas hacen match para las reglas
establecidas para el proyecto. La identidad est4 un poco reducida dado a que la version
web no utiliza un algoritmo tan preciso como si lo utiliza el alineamiento por consola de
comandos.

Job title: ACX49739.1 siderophore 2,3-dihydroxybenzoate

RID XRIZYAYM114 (Expires on 10-11 03:20 am)

Query ID Icl|Query_25031 Subject ID Icl|Query_25033
Description ACX49739.1 siderophore 2,3-dihydroxybenzoate Description WP_067593936.1 non-ribosomal peptide synthetase
synthesis-like protein [uncultured marine bacterium [Nocardia terpenica]
1n22] Molecule type amino acid
Molecule type amino acid Subject Length 15080
Query Length 2305 Program BLASTP 2.7.0+ & Citation

Other reports: B Search Summary [Multiple alignment] [MSA viewer]

© Graphic Summary

Disfribution of the top 20 Blast Hits on 1 subject sequences &
Mouse over to see the title, click to show alignments

Color key for alignment scores
H <40 W 40-50 M 50-80 W 30-200 W >=200
| 1 auen | |
1 450 900 1350 1800 2250

(# Dot Matrix View .]

© Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0
i1 Alignments o

Max Total Query E

Description Ident ~ Accession
score score cover value
WP_067593936.1 non-ribosomal peptide synthetase [Nocardia terpenica 935 8923 83% 0.0 36% Query_25033

Figura 28. Alineamiento de la enzima ACX49739.1 contra WP_0675936.1.
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Dada su inusual tamafio de 15.080 aminoacidos comparado al maximo tamafio para
la familia glicosil hidrolasa 4 de 2.305, se decidid hacer un analisis mas detallado de la
composicion de ambas proteinas y como eran relacionadas para lo cual se uso el software
Interpro Scan (Jones et al., 2014).

Para el caso de la secuencia de CAZy ACX49739.1, la herramienta mostro todos los
dominios para la proteina donde ademas del dominio de lactato deshidrogenasa GH4
también es necesario ver que existen los dominios sintetasa de AMP (Adenosin mono
fosfato), dominio de adenilacién de aminoacido y domino de condensacion, estos tres
altimos cubre mas del 50% de los dominios funcionales de esta proteina (Figura 29).

@ Protein
ACX49739.1
Length 2305 amino acids

Protein family membership
@ Glycoside hydrolase, family 4(IPRO01088)

Domains and repeats

= » Domain
= = » Domain
Detailed signature matches
IPRO01088 Glycoside hydrolase, family 4
[ > PEO20S6(Glyco_hyiro_4)
@ IPRO01242 Condensation domain
— ) aeemm—————— B PEDOG6(Condensation)
B IPRO00ET3 AMP-dependent synthetase/ligase
[ P PEOOSOL(AMP-binding)
@ IPRO10071 Amino acid adenylation domain
= » TIGRO1733
@ IPRO25110 AMP-binding enzyme, C-terminal domain
(== B PF13193(ane-binding_C)
B IPRO0S0B1 etheine binding ACP domain
=) » PEO0SS0(
= P SSF47336
= P PS50075( AN
@ IPRO20806 Polyketide synthase etheine-binding domain
(=] > SMO0B23(PKS PPy
@ IPRO16040 NAD(P)-binding domain
= B SSF51735(HAD(P)-bi..)
B IPRO15955 Lactate dehydrogenase/glycoside hydrolase, family 4, C-terminal

CE— P SSF56327(L0H Crter..)

@ IPRO22616 Glycosyl hydrelase, family 4, C-terminal
— > PELL975(Gleo_hyor.)
B I1PRO0E162 Phosphopantetheine attachment site
. B PSO0012(PHOSPHOPAN...]
B 1PRO20845 AMP-binding, conserved site
. B PSOD4SS(AMP_BINDING,

@ no IPR Unintegrated signatures

=} P> GIDSA:1.10.12.
— P GIDSA:2.30.38.10
— P GIDSA:3.30.30,
e = P G3DSA:3.30.55
[ P G3DSA:3.40.50
== e————c—> P G3DSA:3.40.50
a=——————— > G3DSA:390
= ————— s ———
== ——— =
= ———
e
GO Term prediction
jical process Molecular function Cellular component
100597 Scarbohydrate metabolic process 0:0003824catalytic activity Mone predicted,
52metabolic process 601000455 3hydrolase activity, hydrolyzing 0-glycosyl compounds
@0:0055114oxidation-reduction process 0:0016616axidoreductase activity, acting on the CH-OH group of donors, NAD or NADP as acceptor

60:0031177phosphopantetheine binding

Figura 29. Ejecucién de InterPro Scan para ACX49739.1.
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Para el caso de la secuencia objetivo se realiz6 el mismo ejercicio, se detectd que

ninguno de los dominios descritos por el InterProScan correspondian a la familia GH4 que,

si estaba para la secuencia query, pero en cambios los dominios sintetasa de AMP

(Adenosin mono fosfato), dominio de adenilacién de aminoécido y domino de condensacion

si estaban presentes recorriendo casi que toda la proteina (Figura 30).

[ Protein

WP_067593936.1

Length

15080 amino acids

Protein family membership None predicted

Domains and repeats

Detailed signature matches

B [PRO01242

@ IPRO00873

B [PRO10071

B IPRO25110

B IPRO0OS081

B [PRO20806

@ [PRO13321

B IPRO10060

B IPRO20845

IPRO06162

B no IPR

Condensation domain
j o] 1 L]

AMP-dependent synthetase/ligase

Amino acid adenylation domain

AMP-binding enzyme, C-terminal domain

o ] o

Phosphopantetheine binding ACP domain

o 0 o
o =) ]
0 0 0

Polyketide synthase, phosphopantetheine-binding domain
0 0 o

Arc-type ribbon-helix-helix
0

Non-ribosomal peptide synthase

AMP-binding, conserved site
1 1 1

Phosphopantetheine attachment site

Unintegrated signatures

GO Term prediction

Biological process

G0:0006355regulation of transcription, DNA-templated

G0:0008152metabolic process

Figura 30. Ejecucion de InterPro Scan para WP_067593936.1.
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@D P PTHR24095(
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P TIGRO1733

P PF13193(AMP-binding_C)

» SMO0823(Pks_pP)

P G3DSA:1.10.12..
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Se determiné que efectivamente existia la identidad entre ambas secuencias, pero esto

no se debia a una relacién existente de GH4, sino a la relacién de las funciones de sintesis



de AMP de ambas proteinas, con lo cual se concluy6é que, si bien el valor de identidad
podria dar una idea de la probable relacion de dos proteinas como pertenecientes a familias
de glicosil hidrolasas, no era necesariamente una regla aplicable a todos los casos. Para
trabajos futuros se recomienda hacer filtro por identidad de los dominios de glicosil
hidrolasas, no por el valor de identidad de la secuencia alineada.

4.4.1.12. La verificacidbn y depuracion de los subgrupos debe realizarla un
profesional en biologia

La depuracion de los grupos debe realizarla un experto que entienda de enzimas, la
formacion de los grupos como quedaron actualmente todavia contienen algunas secuencias
que no corresponden al grupo, pero esa verificacion si implica saber mucho mas de la
formacion de dominios y propiamente de toda la secuencia. Lo mismo ocurre con la
verificacién del grupo haciendo la matriz de conjuncién en la cual para determinar si
efectivamente hay falsos positivos para la definicion de un grupo especifico, implica también
un conocimiento la forma de cada familia, actualmente con la prueba manual solo se dio
una revision basado en las caracteristicas mas visibles por lo cual los falsos positivos que
fueron puestos realmente requieren analizar mejor las secuencias para confirmar que se

trata efectivamente de un falso positivo.

4.4.1.13. Las enzimas que corresponden a la degradacién de lignina no fueron
totalmente abordadas en el proyecto

Las enzimas mostradas en la Tabla 33 no fueron tenidas en cuenta para el desarrollo

del proyecto y todas son enzimas que acttan en la degradacién de lignina, esto ocurrié

porgue en la investigacion solo fue tenido en cuenta la clasificacién Glicosil Hidrolasas (GH)

del CAZy, y todas esas enzimas pertenecen a la clasificacion Actividades Auxiliares (AA)

gue no hacen degradacion por hidrolizacién de enlaces glicosidicos.

Tabla 33. Enzimas degradadoras de lignina no tenidas en cuenta.

Enzima Clasificacion CAZY

Ligninperoxidasa (LiP) AA (Actividades Auxiliares)
Manganesoperoxidasa (MnP) AA (Actividades Auxiliares)
Peroxidasa versétil (PV) AA (Actividades Auxiliares)
(

Peroxidasa manganeso independiente AA (Actividades Auxiliares)
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5.1.

5. Conclusiones generales

Contribuciones de la Tesis

Con los resultados obtenidos con la tesis se pueden determinar las siguientes

contribuciones del proyecto:

5.2.

Se desarrollé de una aplicacién web de consulta visual sobre las diferentes familias
y subfamilias que quedaron del CAZy.

Una aplicacién web que permite la ejecucion de busquedas de enzimas y que se
puede usar como un servicio publico para beneficio de investigaciones relacionadas
con la degradacion de celulosa y hemicelulosa.

La aplicacion de un nuevo enfoque que amplia la usabilidad en las bases de datos
publicas como lo son PDB, GenBank y Uniprot en la investigacion en celulosa.

Una nueva forma de abordar la busqueda de enzimas partiendo del tipo de funcién,
familia CAZy o tipo de compuesto (Celulosa, hemicelulosa, lignina), que no se habia
contemplado en ninguno de los antecedentes.

Mejoras en el desarrollo de la herramienta CAZy parser (Honorato, 2016) dados
algunos problemas identificados en estos scripts.

Los resultados de los hallazgos de enzimas aumentaron en un 370%, como lo fue
para el ejemplo de la familia GH6.

En los subgrupos que se diagnosticaron visualmente se not6 que los datasets
quedaron divididos por subespecies mejor definidas que las iniciales por el CAZy lo
que permite que se hagan estudios mas especializados para los investigadores de
una especie especifica segun sea la necesidad de cada investigacion.

Un nuevo impulso a esta rama para el grupo de investigacion GIBI de la Universidad

Catolica de Manizales.

Impactos Potenciales de la Tesis

A nivel investigativo en el corto plazo si se sigue mejorando esta version del proyecto y

se logra hacer una depuracion y una caracterizacion mas precisa del contenido de cada
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subfamilia, se pueden realizar busquedas que den mayor certeza de enzimas degradadoras
de celulosa y hemicelulosa.

Hacer investigacion real sobre productos residuales tras la degradacion de lignocelulosa
puede ser algo que beneficie a muchos tipos de industria, como la farmacéutica, industrias
de edulcorantes y las dedicadas a la investigacion sobre biocombustibles entre otras.

El conocimiento hecho publico del presente trabajo puede hacer de la investigacion de
enzimas degradadoras de celulosa y hemicelulosa algo mas democratico por la inclusion
de pequefios grupos de investigacion con pocos recursos para hacer uso de una tecnologia
de facil acceso para hacer busqueda de enzimas requeridas, actualmente es algo que esta
casi que monopolizado por unas cuantas empresas que cobran grandes cantidades de
dinero por la venta de enzimas.

Tal vez en un futuro el problema real de los desechos agroindustriales del material
lignocelulésico pueda resolverse con la facilitacion en la investigacion que promueve esta
herramienta.

Por lo pronto, si se mejora o se desarrolla una segunda version del producto final de
esta investigacion teniendo en cuenta las recomendaciones descritas y haciendo una
curacion mas precisa de cada subgrupo, se podra hacer una oficializaciéon de un producto
que sirva para establecer mejor académicamente al grupo de investigacion GIBI de la
Universidad Catdlica de Manizales, dado a que es un desarrollo que puede alcanzar una
categoria incluso mayor que las herramientas cientificamente populares descritas en los

antecedentes de este proyecto.

5.3. Recomendaciones y trabajos futuros

Basados en la discusién planteada en el capitulo anterior de resultados, se sugiere
tomar en cuenta los siguientes cambios al momento de realizar una segunda version del
pipeline. Se tratan de algunos puntos que a manera de observacion de quien ejecut6 el
proyecto se pueden tomar en cuenta, la decisién final debe estar consensuada con el grupo

de investigacion que lo desarrollara. A continuacion, se describen los mas importantes:

e Utilizar la herramienta CAZy parser (Honorato, 2016) para automatizar la descarga
de los identificadores de cada familia del CAZy para evitar errores de falta de datos.
e Descartar familias del CAZy que contengan una cantidad muy pequefia de

secuencias.
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Eliminar caracteres especiales de los identificadores de las secuencias para evitar
traer secuencias que no correspondan.

Verificar que las secuencias obtenidas a partir de los identificadores del CAZy, se
traten de enzimas propiamente, no fragmentos de enzimas, ni péptidos, si se
encuentran deben ser removidas antes de comenzar a hacer los alineamientos.
Omitir la categoria Unclassified del CAZy dado a que contiene secuencias de
multiples especies, no Gtil para la investigacion.

Verificar cuales de las proteinas del CAZy son multiespecie, y de serlo
preferiblemente quitarlas para que el modelo filtre bien solo familias especificas, o
en el mejor de los casos, crear clasificaciones intermedias que consideren estos
casos como si fuera una misma familia.

Descartar secuencias hipotéticas y patentes de la base de datos NR para los
alineamientos, o directamente de los hits encontrados.

Aplicar un filtro de cobertura que haga la operacion inversa de calcular el porcentaje
de la secuencia objetivo sobre la secuencia query.

Aplicar un filtro de tamafio de secuencia que no sea fijo como el de 250 que se uso,
sino un filtro mas dinamico que se valga de los tamafios minimos de secuencia por
cada familia.

Aplicar el filtro de tamafio no sobre la secuencia query, sino sobre la secuencia
obijetivo.

Tras hacer el alineamiento y haber filtrado las secuencias, se debe realizar un
segundo alineamiento, pero sobre los dominios glicosil hidrolasas correspondientes
a cada familia, esto para validar que la identidad haya sido por tener esta capacidad

degradadora y no por otro motivo.
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7. Anexos

Anexo |. Familia Glicosil Hidrolasas del CAZy.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacion de la Maestria en

Bioinformatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo Il. Archivos iniciales CAZy

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacién de la Maestria en
Bioinforméatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo lll. Script de Python para filtrado de secuencias de alineamientos pareados en
formato tabla.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacién de la Maestria en

Bioinforméatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo IV. Pasos siguientes de OrthoMCL.

orthomclBlastParser salida.tab complaint >> similarSequences.txt

Se crea la base de datos orthocml vacia y se le otorgan los privilegios sobre la base de

datos.

CREATE DATABASE orthomcl;
GRANT ALL PRIVILEGES ON orthomcl.* TO orthouser@localhost;
orthomclinstallSchema orthomcl.conf

Antes de hacer la carga de los datos se debe crear un indice unico para la tabla
SimilarSequences, no es necesario siempre en las ejecuciones de orthomcl, solo en esta.
Es necesario dado a que al hacer el paso anterior de todos contra todos se efectuo el blast
de la base de datos simplificada contra la base de datos en archivos individuales lo que
causo que existieran hits repetidos al no simplificar.

CREATE UNIQUE INDEX unique_similarSequences ON SimilarSequences (QUERY_ID",
*SUBJECT_ID", "QUERY_TAXON_ID", "SUBJECT_TAXON_ID");

Se carga cargan los datos de las secuencias

orthomclLoadBlast orthomcl.conf similarSequences.txt

Se efectua el agrupamiento de las secuencias con orthomcl pairs.

orthomclPairs orthomcl.conf pairs.log cleanup=no

Se descargan los pares

orthomclDumpPairsFiles orthomcl.conf

Se corrio mcl para los valores de 1y 1.5
mcl mclinput --abc -1 1.5 -0 mclOutput

Se pasa el formato MCL a groups de orthoMCL

orthomcIMclToGroups PDB 0 < mclOutput_1.5 > groups_1.5.txt
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Anexo V. Estadistica de las familias iniciales.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacion de la Maestria en

Bioinformatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.

102


mailto:grestrepo@ucm.edu.co
mailto:ngaleano@ucm.edu.co

Anexo VI. Listado de casos anormales de las familias iniciales del CAZy.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacion de la Maestria en

Bioinformatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo VII. Histogramas de longitudes de las secuencias iniciales.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacion de la Maestria en

Bioinformatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo VIII. Estadistica de los alineamientos.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacién de la Maestria en
Bioinforméatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo IX. Estadistica de las secuencias filtradas.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacion de la Maestria en

Bioinformatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo X. Secuencias pertenecientes a multiples familias.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacion de la Maestria en

Bioinformatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo XI. Resultados y estadistica de la ejecucién del MCL.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacion de la Maestria en

Bioinformatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo XIll. Asociacion de las secuencia a los identificadores por cluster.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacion de la Maestria en

Bioinformatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo Xlll. Estadistica de las secuencias finales.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacion de la Maestria en

Bioinformatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo XIV. Estadistica de los clusters del OrthoMCL

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacion de la Maestria en

Bioinformatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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Anexo XV. Script para busqueda de enzimas degradadoras de celulosa y
hemicelulosa.

Solicitar enlace de acceso a los documentos a la coordinacién de la Maestria en

Bioinforméatica y Biologia Computacional escribiendo a los correos:

Gloria Maria Restrepo - grestrepo@ucm.edu.co

Narmer Fernando Galeano - ngaleano@ucm.edu.co

Debe hacer referencia al anexo que requiere.
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