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RESUMEN 

La búsqueda de nuevas proteínas con características que mejoren procesos 

biotecnológicos como la producción de bioetanol de segunda generación es un área que 

continua en crecimiento. Recientemente, se han descrito proteínas denominadas 

expansinas provenientes de hongos y bacterias que podrían jugar un papel importante en 

la hidrólisis de celulosa y materiales lignocelulósicos. En este trabajo, se clonó una 

expansina designada como ScExlx1 del hongo Schizophyllum commune. Esta proteína se 

expresó en Pichia pastoris y fue capaz de mejorar la hidrólisis de celulosa cristalina en 

un 23% cuando se usó como pretratamiento antes de la adición de una mezcla de 

celulasas. Además, la expansina ScExlx1 presentó actividad sobre quitina, mejorando la 

hidrólisis enzimática de este polímero cuando se usó como pretratamiento antes de la 

adición de una mezcla de quitinasas.  

Aunque la función biológica de ScExlx1 en S. commune es aun desconocida, esta 

proteína es un candidato para estudios posteriores dirigidos a responder esta pregunta y a 

la búsqueda de posibles aplicaciones biotecnológicas en el área de los biocombustibles y 

la bio-conversión de residuos de la industria agrícola. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ABSTRACT 

The search for novel proteins with characteristics that improve biotechnological 

processes such as the production of second generation bioethanol is an area that 

continues to grow. Recently, proteins called expansins from fungi and bacteria have 

been suggested to play an important role in the hydrolysis of crystalline cellulose and 

lignocellulosic materials. In this work, an expansin protein designated as ScExlx1 of the 

fungus Schizophyllum commune was cloned. The protein was expressed in Pichia 

pastoris and was able to improve the hydrolysis of crystalline cellulose by 23% when 

used as pretreatment prior to the addition of a mixture of cellulases. In addition, ScExlx1 

expansin showed activity on chitin, improving the enzymatic hydrolysis of this polymer 

when used as pretreatment prior to addition of a mixture of chitinases. 

Although the biological function of ScExlx1 in S. commune is still unknown, this protein 

is a candidate for further studies aimed at answering this question and the search for 

possible biotechnological applications in the area of biofuels and bio-conversion of 

agroindustrial wastes. 
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INTRODUCCIÓN 

 

El desarrollo de alternativas a los combustibles fósiles como fuente de energía es una 

prioridad de urgencia global. La biomasa lignocelulósica tiene el potencial de contribuir 

a satisfacer la demanda de estos combustibles líquidos, ya que representa la reserva 

renovable de carbohidratos más grande del mundo y tiene el potencial de convertirse en 

la principal fuente de azúcares fermentables para la producción de bioetanol. Se estima 

que sólo en los Estados Unidos, podría recuperarse mas de un billón de toneladas de 

biomasa a partir de la agricultura y el bosque, la cual tiene el potencial de remplazar 

hasta el 30% del consumo total de gasolina en los Estados Unidos (Chen et al., 2012).  

 

El alto contenido energético y la portabilidad de los combustibles de procedencia 

biológica, así como su compatibilidad con la infraestructura de transporte existente 

basada en petróleo, ayuda a explicar su inmenso atractivo como fuente de combustible. 

Además del creciente uso de biocombustibles como biodiesel y etanol derivado de 

azúcares o almidón, la evidencia sugiere que los combustibles de transporte derivados de 

biomasa lignocelulósica representan la fuente alternativa de combustible con el mayor 

potencial de escalamiento (Rubin, 2008). 

 

La celulosa que se encuentra contenida en la biomasa lignocelulósica es el componente 

de mayor valor si se pretende aprovechar esta biomasa para producir biocombustibles. 

Sin embargo, uno de los principales retos para utilizar la celulosa como fuente de 

carbono es la dificultad para romper su estructura cristalina, que le confiere resistencia 

ante posibles ataques enzimáticos por microorganismos como hongos y bacterias 

principalmente, dificultando así su posterior degradación (Martínez et al., 2008). Otra de 

las grandes problemáticas para el aprovechamiento total de la biomasa lignocelulósica, 

es resolver su alta resistencia a la degradación para ser transformados en azúcares 

fermentables. La dificultad para acceder a la celulosa que se encuentra en la pared 

celular de esta biomasa se debe principalmente a la rígida asociación de la lignina con la 

celulosa y la hemicelulosa (Khasa et al., 2011). Por esa razón, el primer paso en la 

utilización de la biomasa lignocelulósica es remover la lignina y/o la hemicelulosa en un 
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proceso llamado pre-tratamiento, de modo que el polímero de celulosa pueda estar 

expuesto al ataque de las enzimas celulolíticas para transformarlo en unidades de 

glucosa (Singh & Chen, 2008). 

 

Un pre-tratamiento apropiado involucra: 1) ruptura de los puentes de hidrógeno en la 

celulosa cristalina, 2) destrucción del entre cruzamiento entre la matriz de hemicelulosa 

y lignina, y 3) lavado de la parte porosa y la superficie de la celulosa para la subsecuente 

hidrólisis enzimática (Mood et al., 2013). 

 

Actualmente, existen diversos métodos para pre-tratar los materiales lignocelulósicos, 

incluyendo pre-tratamientos físicos (molienda, microondas, extrusión), químicos (álcali, 

ácido, solventes orgánicos, ozonólisis y líquidos iónicos) y físico-químicos (explosión 

con vapor, agua caliente, explosión de fibra de amonio, oxidación húmeda y explosión 

con CO2) (Mood et al., 2013). Una alternativa a estas tecnologías, es el uso de pre-

tratamientos biológicos a través de enzimas como celulasas y enzimas lignolíticas, 

producidas por hongos. Las enzimas lignolíticas, tienen la capacidad de producir una 

despolimerización en la estructura de la lignina, generando compuestos de bajo peso 

molecular que pueden ser asimilados por los microorganismos (Elisashvili et al., 2006). 

Las celulasas por su parte, favorecen la desorganización de las fibras de celulosa, así 

como la conversión de la misma en azúcares más simples, que pueden ser incorporados a 

procesos de fermentación, con la consecuente producción de etanol. 

 

Además de los sistemas celulolíticos típicos que se conocen de algunas bacterias y 

hongos (endoglucanasas, celobiohidrolasas, celobiosa deshidrogenasas, β-glucosidasas, 

polisacárido monooxigenasas) existe un grupo de proteínas que aunque no presentan 

actividad hidrolítica ni oxidativa, favorecen la amorfogénesis de la celulosa contenida en 

la biomasa vegetal. Estas proteínas son conocidas como proteínas tipo expansinas o 

proteínas “expansin-like”. Las más estudiadas en los últimos años son las swolleninas de 

los ascomicetos y una loosenina en el basidiomiceto Bjerkandera adusta. 
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Varios autores han descrito los efectos promotores en la hidrólisis cuando se trata a la 

celulosa con dominios de unión a celulosa (CBD, “cellulose binding domain”), 

expansinas de plantas o proteínas tipo-expansinas de Trichoderma reesei, Bacillus 

subtilis, Bjerkandera adusta y Aspergillus fumigatus. Una de estas proteínas es la 

swollenina del hongo T. reesei, sin embargo, en contraste con las celulasas, los niveles 

de expresión de swollenina en T. reesei son relativamente bajos (1mg/L). Por lo tanto, 

esta swollenina ha sido expresada de manera heteróloga en Saccharomyces cerevisiae, 

no obstante, los niveles de expresión también son bajos (25µg/L) y sólo Aaspergillus 

oryzae produce altas concentraciones de esta proteína (50mg/L) (Jäger et al., 2011).  

 

Debido a que los sistemas enzimáticos con los que se cuenta hoy en día, no tienen la 

eficiencia necesaria para que la producción de bioetanol de segunda generación compita 

con la de primera generación, es necesario continuar con la búsqueda de proteínas y 

sistemas celulolíticos que permitan una hidrólisis y bioconversión de celulosa eficiente. 

Así mismo, el conocimiento de nuevas proteínas y sus características continúa siendo un 

área de oportunidad en la biotecnología. Por tal motivo, en este trabajo se pretende 

expresar de manera heteróloga una proteína del basidiomiceto Schizophyllum commune, 

que por su grado de similitud con expansinas bacterianas, pudiera presentar actividad 

amorfogénica en la celulosa, y de este modo, ser considerada como un componente extra 

en las preparaciones enzimáticas usadas para el pretratamiento de residuos agrícolas con 

fines biotecnológicos.  
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ANTECEDENTES 

Componentes de la pared celular de plantas 

 

Cada célula vegetal del planeta se encuentra rodeada de una fuerte pared celular, 

compuesta de polisacáridos, proteínas, y en algunos casos, moléculas de naturaleza 

fenólica. Los compuestos fenólicos, notablemente la lignina, constituyen hasta el 30% 

de algunas paredes celulares secundarias (Glass et al., 2013). En conjunto con las 

enzimas asociadas a la pared celular, proteínas estructurales y proteoglicanos, estos 

componentes forman una red compleja con una asociación intrínseca tan fuerte, que 

provee fuerza y durabilidad a la pared celular de las plantas (Popper et al., 2011), sin 

dejar de mencionar la protección que brinda contra condiciones ambientales adversas y 

microorganismos potencialmente patógenos. Cabe mencionar que la pared celular 

vegetal puede llegar a contener una gran variedad de tipos de carbohidratos, no obstante, 

el arreglo específico de los carbohidratos presentes varía dependiendo de la especie y el 

tipo de tejido vegetal (Glass et al., 2013) 

 

La lignocelulosa de las plantas es el material natural más abundante existente sobre el 

planeta. Se calcula que la producción anual de biomasa vegetal en el mundo es de 200 

billones de toneladas (Zhang et al., 2007). Este material, se compone principalmente de 

3 bloques poliméricos: lignina, que consta de naturaleza polifenólica, celulosa y 

hemicelulosa (Fig. 1). 
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Figura 1. A: Estructura de la pared celular vegetal. Se observan las principales estructuras de los 

componentes de la pared celular vegetal. Tomado de Rubin (2008). B: Composición de la pared celular 

vegetal. Se observan los principales bloques poliméricos de la pared celular vegetal: Pectina, Celulosa, 

Hemicelulosa y Lignina. Tomado de Malinovsky et al., (2014) (http://dx.doi.org/10.3389/fpls.2014.00178) 

 

 

 

A 

B 
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Lignina 

 

La lignina es el segundo componente más abundante de la pared celular vegetal y 

protege a la celulosa contra el ataque hidrolítico de microorganismos saprofitos y 

patógenos (Ruiz-Dueñas & Martínez, 2009). Su remoción representa un paso clave para 

el reciclaje del carbono, así como una coyuntura para la utilización industrial de biomasa 

vegetal (Ruiz-Dueñas & Martínez, 2009). De los microorganismos con capacidad 

lignolítica, los basidiomicetos son los mas potentes, lo que los convierte en un tema de 

investigación actual muy importante en el ambiente biotecnológico. Uno de los 

principales aspectos de interés en cuanto a la remoción/degradación de lignina en la 

biomasa vegetal, es que la lignocelulosa con bajo contenido de lignina o con lignina 

modificada puede tener rendimientos más altos cuando son sometidas a procesos de 

sacarificación, un punto clave durante la producción de biocombustibles.  

 

Hemicelulosa 

 

Las hemicelulosas comprenden los polisacáridos que se encuentran en la pared celular 

vegetal, que no pertenecen a las pectinas ni a la celulosa (Scheller & Ulvskov, 2010). 

Una característica de este grupo de polisacáridos es que pueden ser extraídos con 

tratamiento alcalino (Glass et al., 2013). Estos polisacáridos son muy diferentes unos de 

otros en cuanto a estructura y propiedades fisicoquímicas. Algunos autores como Glass 

et al., (2013), agrupan a la hemicelulosa en xiloglucanos, xilanos, mananos y 

glucomananos, y glucanos β-(1-3, 1-4). Otros polisacáridos como los galactanos, 

arabinanos y arabinogalactanos, son comúnmente incluidos en el grupo de las 

hemicelulosas, sin embargo, el hecho de que estos últimos parecen ser parte de las 

moléculas de pectina, al menos en su síntesis inicial, y no comparten la conformación 

ecuatorial del enlace β-(1-4) en su estructura principal, algunos investigadores 

consideran que no deben ser incluidos en el grupo ya bastante heterogéneo de las 

hemicelulosas (Scheller & Ulvskov, 2010). 
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Como se menciono anteriormente, las hemicelulosas son un grupo heterogéneo de 

polisacáridos, cuyo nombre fue adjudicado en una época en que las estructuras químicas 

no estaban bien comprendidas y su biosíntesis era completamente desconocida (Scheller 

& Ulvskov, 2010). El término hemicelulosa es por lo tanto arcaico, y varios 

investigadores han sugerido que no debe ser usado. Sin embargo, se sigue usando el 

término “hemicelulosa” como un denominador para un grupo de polisacáridos de la 

pared celular vegetal, que son caracterizados por no ser celulosa ni pectina, y por tener 

esqueletos de glucosa, manosa o xilosa, unidos mediante enlaces β-(1-4). Estos glucanos 

tienen la misma configuración ecuatorial en C1 y C4, y por ende, comparten una gran 

similitud estructural (Fig. 2) (Scheller & Ulvskov, 2010).   
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Figura 2. Estructura de la hemicelulosa.	 A) Las hemicelulosas se caracterizan por mantener un 

esqueleto de monómeros ligados mediante enlaces β-(1-4), con una configuración ecuatorial entre C1 y 

C4. B) Los polisacáridos como los galactanos β-(1-4) tienen una configuración axial en C4, y por lo tanto 

no deben ser considerados hemicelulosas. Tomado de Scheller & Ulvskov (2010). 

B 

A 
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Celulosa 

 

La celulosa es el principal componente polimérico de la pared celular de las plantas, el 

polisacárido más abundante sobre el planeta, y una fuente importante de energía 

renovable (Baldrian & Valásková, 2008). Su composición química es simple, ésta 

consiste de residuos de D-glucopiranosa unidos mediante enlaces glucosídicos β-1-4 

para formar un polímero lineal de alto peso molecular con más de 10 000 residuos 

(Chen, 2014). La celulosa contiene regiones altamente cristalinas, donde las cadenas 

individuales están ligadas entre sí, y además, consta de regiones amorfas que se 

encuentran con un bajo grado de organización (Baldrian & Valásková, 2008). 

La unidad repetitiva de la celulosa es la celobiosa. Los grupos hidroxilo presentes en las 

macromoléculas de celulosa están involucradas en un gran número de puentes de 

hidrógeno a nivel intra e intermolecular, lo que resulta en arreglos cristalinos con 

distintos grados de organización (Park et al., 2010).  

Actualmente, se han reportado 4 alomorfos cristalinos, identificados por sus patrones 

característicos de difracción de Rayos X y su espectro de resonancia magnética nuclear 

de estado sólido 13C (RMN): celulosa I, II, III y IV (S. Park et al., 2010). La celulosa I es 

la forma más abundante en la naturaleza. La celulosa II puede ser preparada por dos 

rutas distintas: mercerización (tratamiento alcalino) y regeneración (solubilización y 

recristalinización subsecuente). Las celulosas IIII y IIIII pueden ser formadas a partir de 

celulosa I y II, respectivamente, mediante tratamiento con amonio líquido y la reacción 

es reversible (Hayashi, Sufoka, Ohkita, & Watanabe, 1975). Las celulosas IVI y IVII 

pueden ser obtenidas calentando las celulosas IIII y IIIII, respectivamente (Gardiner & 

Sarko, 1985) 

La estructura cristalina de la celulosa ha sido estudiada desde su descubrimiento en el 

siglo XIX. Actualmente, la celulosa I está recibiendo más atención como objeto de 

investigación, debido a su potencial uso en la producción de bioenergía. Desde entonces, 

han sido propuestos una serie de modelos de celulosa I, sin embargo, su estructura sigue 

sin ser comprendida totalmente debido a su complejidad (Park et al., 2010). 
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Además del grado de susceptibilidad a la hidrólisis enzimática que pueden llegar a 

presentar los distintos tipos de celulosa que existen en la naturaleza debido a su nivel de 

organización, se conoce desde hace más de 100 años un tipo de estructuras 

supramoleculares en la celulosa, llamadas dislocaciones o nódulos. Estas estructuras han 

sido observadas en madera, fibras del floema, en las plantas de cannabis, lino y ortiga 

(Thygesen et al., 2011). Las dislocaciones son regiones irregulares dentro de la pared 

celular que pueden ser inducidas por acción mecánica sobre las fibras después de la 

cosecha o pueden estar presentes desde antes de cosechar (Eder et al., 2008; Terziev et 

al., 2005; Thygesen & Asgharipour, 2008). Algunas pocas fibras naturales como el 

algodón, no contienen dislocaciones al momento de la cosecha. Actualmente, el motivo 

por el cual existen este tipo de estructuras supramoleculares en las plantas vivas continúa 

sin conocerse, aunque se ha propuesto que las dislocaciones pueden ser ocasionadas por 

distintos tipos de acción mecánica, por ejemplo la compresión longitudinal ejercida por 

el viento en las paredes de la planta (Thygesen & Asgharipour, 2008; Thygesen et al., 

2011). De acuerdo con esta teoría, las plantas que son expuestas a condiciones de viento 

presentan mas dislocaciones que las plantas no expuestas (Thygesen & Asgharipour, 

2008; Thygesen et al., 2011). Sin embargo, debido a que la sequía también provoca 

dislocaciones, las condiciones de estrés durante la biosíntesis de microfibrillas son otra 

posible causa (Thygesen & Asgharipour, 2008; Thygesen et al., 2011). 

 

Se han realizado investigaciones (Ander, 2005) en donde se demuestra que las 

dislocaciones han logrado reducir la dureza del papel y lo han hecho más susceptible a la 

hidrólisis ácida. Esta es una de las razones por las que se creyó que las dislocaciones se 

encontraban formando parte de la celulosa amorfa. Recientemente, (Kawakubo et al., 

2010) se han encontrado resultados que parecían fortalecer esta hipótesis. El grupo de 

Kawakubo investigó la unión de dos módulos de unión a celulosa (Cellulose Binding 

Module) en pulpa de madera de cedro. En su investigación, se observó que el CBM28 de 

Clostridium josui, un CBM conocido por unirse a cadenas de sacáridos (considerados 

como celulosa amorfa), se unía a superficies de fibra deslignificada en ciertas regiones. 

Kawakubo y sus colaboradores interpretaron que estas regiones correspondían a celulosa 

amorfa, que se encontró sobre la superficie de la fibra y que estuvo expuesta durante el 
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proceso de deslignificación. Para otros autores (Thygesen et al., 2011), estas regiones 

parecen ser idénticas a las dislocaciones. Por otro lado, el CBM3 de Clostridium josui, 

conocido por unirse a superficies planas en la celulosa cristalina, no mostró dicha 

tendencia. Así mismo, en el año 2007 (Filonova et al., 2007), se detectó un incremento 

en la unión del CMB1 marcado de la celulasa Cel7A (una celobiohidrolasa que actúa 

sobre celulosa cristalina) de Hypocrea jecorina en las dislocaciones de fibras de pulpa 

de Picea, así como en otros sitios donde las fibras estaban dañadas. Según Thygesen et 

al., (2011), los resultados contradictorios antes mencionados ilustran que la 

microestructura de las paredes celulares vegetales es más compleja que lo que puede ser 

revelado usando pruebas cuyas propiedades de unión han sido caracterizadas basándose 

en substratos celulósicos aislados. Así mismo, trabajos recientes de Thygesen y sus 

colaboradores demuestran que las dislocaciones no son precisamente regiones de 

celulosa amorfa, sino regiones irregulares que pueden ser ocasionados o existir de 

manera natural a lo largo de las microfibrillas de celulosa. 

 

Figura 3. Estructura de una microfibrilla de celulosa. Visualización estructural de una cadena de 
celulosa (A) y esquema de una microfibrilla de celulosa Iβ (B). Nótese la simplicidad y homogeneidad de 
la cadena de celulosa. Las cadenas de celulosa se agregan paralelamente para formar estructuras cristalinas 
llamadas microfibrillas. Las flechas indican las dos caras hidrofóbicas de la microfibrilla (Beckham et al., 
2011) , que se cree son puntos de ataque para las celulasas (Y.-S. Liu et al., 2011). Tomado de Horn et al., 
(2012). 
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Desconstrucción de la pared celular 

Desconstrucción de celulosa 

 

La celulosa es el material que representa el mayor reto dentro de los componentes de la 

pared celular de las plantas para ser despolimerizado. Parte de esto, se debe a que cada 

30-36 cadenas de glucanos forman microfibrillas en la lignocelulosa dentro de la pared 

celular vegetal, que se agregan de manera lateral mediante puentes de hidrógeno y 

fuerzas de van der Waals para producir estructuras cristalinas (Fig 3.) (Glass et al., 2013; 

Somerville et al., 2004). La celulosa microcristalina está compuesta de 2 fases 

cristalinas: Iα y Iβ (Ding & Himmel, 2006; Somerville et al., 2004). A pesar de que ha 

ocurrido un gran avance en la elucidación de las estructuras cristalinas de la celulosa en 

las microfibrillas, estás aún no son bien comprendidas y se requiere un conocimiento 

más profundo sobre la estructura de la celulosa con el fin de poder lidiar con la 

recalcitrancia natural de los substratos lignocelulósicos (Arantes & Saddler, 2010). 

Los basidiomicetes, son el grupo de degradadores mas potentes de este polímero, gracias 

a que muchas especies crecen sobre madera muerta o en descomposición, un ambiente 

rico en celulosa. Sin embargo, se ha visto que los sistemas celulolíticos fúngicos difieren 

de los complejos sistemas celulolíticos de las bacterias, mientras que las diferencias 

entre los grupos taxonómicos individuales son menos pronunciadas (Lee et al., 2002). 

El arreglo clásico de enzimas fúngicas degradadoras de celulosa, está compuesto por 

enzimas que realizan cortes dentro (Endoglucanasas) y fuera (Exocelulasas, 

celobiohidrolasas) de la celulosa. La celobiosa o celooligosacáridos resultantes, son 

usualmente procesados por β-glucosidasas intracelulares o extracelulares, o bien 

sometidas a deshidrogenación por la celobiosa deshidrogenasa (Fig. 4) (Baldrian & 

Valásková, 2008). Además de estas 3 enzimas clásicas, recientemente se ha descrito otra 

clase de proteínas conocidas como Polisacárido Monooxygenasas (PMO´s). Estas 

proteínas son considerados como un nuevo grupo de jugadores en la descomposición de 

celulosa, y actúan generando cortes internos de manera oxidativa en la molécula de 

celulosa, trabajando sinérgicamente con la celobiosa deshidrogenasa y otras enzimas que 

degradan celulosa (Žifčáková & Baldrian, 2012) (Fig. 5). 
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Figura 4. Mecanismo propuesto para la amorfogénesis/despolimerización de la celulosa por 

celulasas. La amorfogénesis toma lugar a nivel macromolecular por agentes no hidrolíticos. Tomado de: 

Arantes y Saddler, 2010.  
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Figura 5. Modo de acción de las polisacárido monooxygenasas. Reacciones catalizadas por la 
Polisacárido Monooxygenasa y la cooperación propuesta entre PMO y celobiosa deshidrogenasa. Tomado 
de Žifčáková & Baldrian (2012). 

	

Proteínas amorfogénicas 

	

En años recientes, se han reportado una serie de proteínas que actúan sobre celulosa 

promoviendo un efecto conocido como “amorfogénesis” (Arantes & Saddler, 2010; 

Gourlay et al., 2013). Estas proteínas han sido aisladas de bacterias, hongos y plantas, y 

por lo general no presentan actividad hidrolítica (Baccelli, et al., 2014; Kerff et al., 2008; 

Pazzagli et al., 2014; Quiroz-Castañeda, et al., 2011; Saloheimo et al., 2002; Sampedro 

& Cosgrove, 2005; Tovar-Herrera et al., 2015). A pesar de que actualmente no se 

conoce con exactitud la función biológica de estas proteínas, se cree que pueden ser 

jugadores clave en la desestructuración de la celulosa para fines biotecnológicos, ya que 

se ha demostrado experimentalmente que las proteínas amorfogénicas generan zonas con 

menor grado de organización en la estructura de la celulosa, reducen el tamaño de 

partícula de Avicel y pueden o no actuar de manera sinérgica con celulasas de diversas 

fuentes (Baccelli et al., 2014; Jäger et al., 2011; Quiroz-Castañeda et al., 2011; Tovar-

Herrera et al., 2015). 
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Expansinas 

	

Durante los últimos 20 años, comenzó el estudio de una nueva clase de proteínas 

llamadas expansinas, descritas por primera vez en plantas (McQueen-Mason et al., 

1992). La primera característica señalada de las expansinas, fue la relajación de la 

estructura de la pared celular vegetal y el alargamiento de la célula durante el 

crecimiento ácido (McQueen-Mason et al., 1992).  

Las expansinas son proteínas que están involucradas en el proceso de extensión o 

crecimiento celular, así como en procesos del desarrollo en los que la pared celular 

vegetal sufre modificaciones. Las expansinas cumplen con la función de “aflojar” o 

“relajar” la cohesión que existe entre los componentes de la pared, y de este modo, 

permiten que otras enzimas y moléculas puedan actuar sobre esta estructura para que 

ocurra el crecimiento celular (Sampedro & Cosgrove, 2005). Estas proteínas constan de 

dos dominios y están antecedidas por un péptido señal (Fig 6). Con base en el análisis 

filogenético de sus secuencias, actualmente se agrupan cuatro familias de expansinas: α-

expansinas (EXPA), β-expansinas (EXPB), proteínas tipo expansinas “A” (EXLA) y 

“B” (EXLB) (Sampedro & Cosgrove, 2005). En los últimos años, el interés por 

demostrar la actividad de estas proteínas experimentalmente ha incrementado 

considerablemente. 

 

 
 

Figura 6. Representación esquemática de los genes de expansinas. El dominio 1 es homologo al 
dominio catalítico de las endoglucanasas de la familia GH45, mientras que el dominio 2 es homologo al 
grupo 2 de alérgenos de polen de algunos pastos, cuya función biológica no se conoce. 

 

Una característica de las expansinas es que comparten solamente un 20-40 % de 

identidad entre las diferentes familias de estas proteínas (Sampedro & Cosgrove, 2005). 

El dominio 1 de las expansinas mantiene un alto grado de conservación y además tiene 

homología distante con la familia 45 de las glicosil-hidrolasas (GH45), familia que 

comprende principalmente endoglucanasas fúngicas (Lombard et al., 2014). Según 

investigadores (Sampedro & Cosgrove, 2005) el motivo estructural clásico de las 

Péptido señal Dominio I Dominio IIExpansina
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endoglucanasas de la familia 45 (un barril-β de 6 cadenas presentando un surco de unión 

al substrato en el dominio catalítico) debería estar presente en las expansinas. A pesar de 

la similitud estructural, no se ha detectado actividad hidrolítica en α-expansinas ni β-

expansinas. 

 

Swolleninas 

	

En el año 2002, se identificó por primera vez en hongos una proteína con una similitud 

de secuencia considerable a las expansinas originarias de las plantas. La proteína 

denominada Swollenina, nombrada así por el efecto de “hinchazón” que genera en las 

fibras de algodón, fue descubierta y estudiada inicialmente en el ascomiceto 

Trichoderma reesei (Saloheimo et al., 2002). Esta proteína contiene una secuencia señal 

en el extremo N-terminal, seguido de un CMB típico de hongos (Fig. 7), mientras que 

dos terceras partes de su C-terminal muestran una clara similitud aminoacídica con las 

expansinas de las plantas (Saloheimo et al., 2002). La swollenina de T. reesei fue 

expresada en Saccharomyces cerevisiae y en Aspergillus niger, y aunque no se detectó 

liberación de azúcares reductores en los sobrenadantes del tratamiento en algodón ni 

papel filtro, se observó un ensanchamiento de las fibras de algodón mediante 

microscopía y la fuerza tensil del papel filtro logró disminuir un 15-20 % después del 

tratamiento con swollenina (Saloheimo et al., 2002). 

 

 

 

Figura 7. Dominios presentes en las proteínas tipo expansinas, denominadas “swolleninas”. 

 

Así mismo, Yao et al., (2008), clonaron y expresaron de manera heteróloga una 

swollenina de Trichoderma pseudokoningii. Ellos lograron detectar una ligera actividad 

hidrolítica sobre xilano y los glucanos de la pared celular de levaduras, sin embargo, esta 

swollenina no presentó actividad hidrolítica aparente sobre carboximetil celulosa, papel 

filtro, fibras de algodón ni celulosa CF11 en polvo (Yao, et al., 2008). 
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En el año 2010, un grupo de investigadores clonó y expresó una swollenina de 

Aspergillus oryzae. En su investigación, se determinó que la mejor fuente de carbono 

para expresar la swollenina fue el glicerol, mientras que la mejor fuente de nitrógeno 

para expresar swollenina mediante el sistema de A. oryzae fue harina de cacahuate. Esta 

proteína, como la de T. ressei, no presentó la capacidad de liberar azúcares reductores 

por sí misma, sin embargo, al añadir celulasas adicionadas con el sobrenadante de A. 

oryzae sobre papel filtro, el sobrenadante presentó una actividad sinérgica de 52.9 % 

(Wang et al., 2010).  

 

Además de poder medir la disminución de la fuerza tensíl en el papel filtro, ocasionada 

por el tratamiento con swollenina, el cambio en la estructura de la celulosa, definido 

como “hinchazón” o “ensanchamiento”, puede ser observado mediante diferentes tipos 

de microscopía. En el 2011, en la Universidad de Jilin, China, se clonó y expresó en E. 

coli una swollenina de Trichoderma asperellum. Esta proteína se usó para observar la 

modificación de las partículas de Avicel mediante microscopia de luz visible y para 

evaluar la mejora en la liberación de azúcares reductores al pretratar Avicel con 

swollenina y una endoglucanasa de Fervidobacterium nodosum (Wang et al., 2011). Los 

resultados del experimento demostraron que al someter las partículas de Avicel al 

tratamiento con swollenina, el tamaño de dichas partículas disminuyó considerablemente 

después de 91 h. Asimismo al valorar la mejora en la liberación de azúcares reductores 

después del tratamiento con swollenina, se observó que lo que limitaba la cantidad de 

azúcares reductores detectada no era la cantidad de endoglucanasa usada en el 

experimento, sino la cantidad de swollenina que se usó para pretratar el Avicel (Wang et 

al., 2011).  

 

Aunque son pocos los estudios que se han realizado en el tema de las swolleninas, el 

interés por parte de los investigadores cada vez es mayor. Actualmente, la búsqueda de 

un sistema de expresión eficiente para producir swollenina permanece vigente. En el año 

2011, se clonó y expresó una swollenina de T. ressei expresada en la levadura 

Kluyveromyces lactis, logrando producir hasta 30 mg/L de swollenina, una producción 

comparable con aquella obtenida al expresar la misma proteína en A. oryzae (59 mg/L) 
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(Jäger et al., 2011). En su trabajo, Jäger et al., (2011) demostraron que la swollenina 

clonada lograba reducir la cantidad de aglomerados de celulosa en papel filtro, así como 

disminuir el tamaño de partícula de papel filtro, α-celulosa y Avicel, incrementar la 

adsorción de celulasas y disminuir la cristalinidad sobre los substratos mencionados. 

 

Looseninas 

	

En el año 2011, Quiroz-Castañeda y colaboradores (Quiroz-Castañeda et al., 2011) 

reportaron el hallazgo de un nuevo grupo de proteínas en el basidiomicete Bjerkandera 

adusta. La proteína denominada “loosenina”, fue descrita como una proteína “tipo-

expansina” debido a que parte de su secuencia comparte homología con el dominio 

DPBB presente en las expansinas de plantas y las endoglucanasas β-1,4 de la familia 

GH45. A diferencia de las expansinas, las looseninas no cuentan con un segundo 

dominio, sin embargo, mantienen la capacidad de unirse a polisacáridos como la 

celulosa y la quitina (Quiroz-Castañeda et al., 2011). La principal actividad de la 

loosenina, consiste en “aflojar” las fibras de celulosa cristalina que conforman el 

algodón sin presentar actividad hidrolítica. Asimismo, cuando la loosenina de B. adusta 

se usó para pre-tratar bagazo de agave (un sustrato lignocelulósico recalcitrante), éste 

fue 7.5 veces más susceptible a la acción de celulasas que el bagazo no tratado. 

Tres años mas tarde, Susuki y colaboradores (Suzuki et al., 2014) detectaron y evaluaron 

la expresión de 13 genes clasificados como proteínas “loosenin-like” (LOOLs), 

presentes en el hongo Phaneerochaete carnosa. Al evaluar la relación filogenética entre 

las proteínas loosenin-like, los autores observaron que 12 de las 13 secuencias formaban 

dos clases distintas (A y B), agrupándose de manera distinta dependiendo de la presencia 

o ausencia de 2 inserciones. Por otro lado, las diferentes secuencias de LOOLs 

exhibieron diferencias en los patrones de expresión dependiendo del sustrato en el que se 

cultivó P. carnosa, e incluso diferencias en la expresión de LOOLs pertenecientes al 

mismo grupo (fuera A o B). 
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Cerato-plataninas 

	

Las cerato-plataninas son un grupo de proteínas no catalíticas y fitotóxicas descubiertas 

en el hongo fitopatógeno Ceratocystis platani. Tienen un tamaño de 12.4 kDa y son 

producidas de manera abundante en etapas tempranas de crecimiento de este hongo 

cuando es incubado en agitación (Pazzagli et al., 2006). La estructura cristalina de la 

primer cerato-platanina fúngica reportada, reveló que estas proteínas adoptan una 

conformación de barril β, similar al que se encuentra en las looseninas, expansinas, 

endoglucanasas y las proteínas barwin (De Oliveira et al., 2011; Quiroz-Castañeda et al., 

2011). Actualmente se han reportado diversas funciones para las cerato-plataninas, ya 

que se han visto involucradas en: interacciones hongo-planta, desarrollo del hongo, 

mecanismos de virulencia, como inductores en respuesta de defensa en plantas, 

presentando actividad tipo-expansina, entre otras (Pazzagli et al., 2014). Debido a su 

actividad tipo-expansina, se cree que las cerato-plataninas podrían estar involucradas en 

procesos de remodelación de pared celular (Baccelli et al., 2014).  

 

Expansinas microbianas 

	

El descubrimiento de las expansinas microbianas emergió de estudios sobre el 

mecanismo del crecimiento celular de plantas y las bases moleculares de la 

extensibilidad de la pared celular vegetal (Georgelis, Nikolaidis, & Cosgrove, 2015). Las 

expansinas son proteínas que “aflojan” la pared celular vegetal y están presentes en 

todas las especies de plantas, sin embargo, también están presentes en algunas bacterias, 

hongos y otros organismos filogenéticamente distantes, que por lo general colonizan 

superficies vegetales (Georgelis et al., 2015).  

 

La proteína denominada BsExlx1 de Bacillus subtilis, fue la primer expansina reportada 

proveniente de una fuente no-vegetal (Kerff et al., 2008), la primera expansina 

microbiana cristalizada, y por lo tanto usada como modelo de estudio para comprender 

la función de este grupo de proteínas en microbios. BsExlx1, tiene la capacidad de 

unirse a paredes celulares vegetales, celulosa y peptidoglicano, sin rastros de actividad 
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lítica como es característico de las expansinas. Por otro lado, aunque se demostró que 

BsExlx1 promueve la extensión de la pared celular vegetal, esta actividad fue 10 veces 

menor a la reportada para las β-expansinas (Kerff et al., 2008). Uno de los hallazgos más 

importantes en relación a BsExlx1, es que la deleción del gen Exlx1 disminuye en gran 

medida la capacidad de B. subtilis para colonizar raíces de maíz, lo que podría sugerir 

que las expansinas bacterianas jueguen un papel importante en la interacción bacteria-

planta (Kerff et al., 2008).  

 

PcExl1 y HcExlx2 son otras de las expansinas bacterianas caracterizadas hasta la fecha 

(Lee, et al., 2010; Olarte-Lozano et al., 2014). Una de las principales diferencias entre 

BsExlx1 y el par PcExl1-HcExlx2, es la naturaleza alcalina y ácida de estas proteínas 

(respectivamente), lo que les confiere diferentes propiedades de unión a los 

componentes de la pared celular vegetal (Kerff et al., 2008; Olarte-Lozano et al., 2014). 

Además, estas diferencias han permitido agrupar a las expansinas microbianas en dos 

clases principales: acídicas, cuando su pI es menor a 5; básicas, cuando su pI es mayor a 

8 (Martinez-Anaya, 2016; Pastor, et al., 2014). 

 

Recientemente, se descubrió por primera vez, la presencia de una expansina bacteriana 

formando parte del celulosoma de la bacteria Clostridium clariflavum (Artzi, et al., 

2016). Esta proteína, tuvo la capacidad de mejorar la hidrólisis de celulosa por celulasas 

cuando fue usada como pretratamiento. 

 

El hallazgo de expansinas microbianas no ha sido exclusivo de bacterias. Actualmente, 

se han reportado expansinas de origen fúngico que podrían estar cumpliendo diferentes 

funciones. Por un lado, el análisis transcripcional del hongo Laccaria bicolor, permitió 

detectar que un gen de expansina se expresaba durante el establecimiento de la 

ectomicrorriza, sugiriendo que este hecho podría implicar la participación de la 

expansina en la remodelación de la pared celular fúngica (Veneault-fourrey et al., 2014). 

Un año después, nuestro grupo reportó una expansina del basidiomiceto Schizophyllum 

commune (ScExlx1). Esta proteína, además de presentar la característica de unión a 

celulosa como las otras expansinas reportadas, fue capaz de unirse a quitina y mejorar su 
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hidrólisis cuando se usó como pretratamiento antes de añadir una mezcla de quitinasas   

(Tovar-Herrera et al., 2015). El hecho de que la pared celular fúngica contiene quitina 

como uno de sus principales constituyentes, refuerza la hipótesis de que las expansinas 

fúngicas podrían tener un rol importante durante la remodelación de la pared celular de 

este grupo de organismos. 
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Potencial biotecnológico de Schizophyllum commune en la degradación de 

lignocelulosa 

 

Schizophyllum commune es uno de los hongos de pudrición blanca más comunes que 

existen, puede crecer sobre una amplia variedad de tipos de madera, restos leñosos de 

arboles, residuos de la industria agrícola, etc. y puede hacerlo en cualquier época del 

año. Como es característico de los hongos de pudrición blanca, S. commune degrada en 

su totalidad los componentes de la pared celular vegetal, a diferencia de los hongos de 

pudrición café, que degradan celulosa pero no lignina, dejando un residuo polimérico 

(Ohm et al., 2010). 

En el año 2008 fue creada una base de datos cuya función es clasificar y anotar 

funcionalmente las oxidorreductasas fúngicas que estuvieran potencialmente 

involucradas en la degradación de lignina y compuestos aromáticos relacionados 

(Levasseur et al., 2008). La base de datos recibe el nombre de FOLy (Fungal Oxidative 

Lignin Enzymes) y las enzimas catalogadas dentro de esta plataforma son llamadas 

FOLymas.  

Estas enzimas comprenden a los siguientes grupos: 

• Lignin oxidasas (Familias LO)  

• Enzimas auxiliares degradadoras de lignina que generan H2O2 para las 

peroxidasas (Familias LDA) 

Las familias LO consisten de lacasas (LO1), lignino peroxidasas, manganeso 

peroxidasas, peroxidasas versátiles (LO2) y celobiosa deshidrogenasas (CDHs;LO3) 

(Ohm et al., 2010). 

El genoma de S. commune, fue secuenciado en el año 2010, y tras su publicación se dio 

a conocer el inmenso potencial biotecnológico de este microorganismo. En resumen, S. 

commune contiene más FOLymas que hongos de pudrición café como Postia placenta y 

otros basidiomicetos sin actividad lignolítica (Ustilago maydis y Cryptococcus 

neoformans), y menos FOLymas que Coprinopsis cinérea y Phanerochaete 
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chrysosporium (Ohm et al., 2010).  

Respecto a la degradación de polisacáridos, S. commune tiene una de las maquinarias 

mas grandes y completas para degradar celulosa y hemicelulosa de todos los 

basidiomicetes que han sido secuenciados a la fecha. Este hongo de pudrición blanca 

contiene 240 candidatos de glicosil hidrolasas, 75 candidatos de glicosil transferasas, 16 

candidatos de polisacárido liasas y 30 candidatos de esterasas de carbohidratos 

codificadas en su genoma. Además de poseer un coctel enzimático para degradar 

pectina, hemicelulosa y celulosa, cabe mencionar que S. commune tiene por lo menos un 

gen representante de cada familia de las enzimas involucrada en la degradación de 

polisacáridos de la pared celular vegetal (Ohm et al., 2010), lo que lo convierte en un 

sujeto de estudio con un potencial de explotación singular. 
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DEFINICIÓN DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACIÓN 

 

Actualmente, de todos los sectores de la industria en el planeta, el de transporte es el que 

depende en mayor grado de los combustibles derivados del petróleo. Este sector es 

responsable del 60% del consumo mundial de petróleo (Balat, 2011). Además, el sector 

de transporte aporta más del 70% de las emisiones de monóxido de carbono (CO) y 19% 

de las emisiones de dióxido de carbono (CO2) a nivel global (Goldemberg, 2008). Se 

estima que las emisiones de CO2 que se generan a partir de un galón de gasolina son 

alrededor de 8 Kg (Balat & Balat, 2009). En el año 2007, alrededor del mundo 

transitaron cerca de 806 millones de automóviles y camiones ligeros (Plunkett, 2008). 

Hoy en día, se han realizado proyecciones que estiman que para el año 2030 estos 

números se acercarán a los 1.3 billones de vehículos y para el año 2050 habrá más de 2 

billones de vehículos transitando por el planeta (fuente: (Balat, 2011), quien cita a 

(WBCSD, 2004)). Este crecimiento afectará la estabilidad de los ecosistemas, el clima y 

las reservas de combustibles fósiles a lo largo y ancho de todo el globo terráqueo. El 

incremento dramático en el precio del petróleo, la naturaleza finita de los combustibles 

fósiles, el interés creciente y la conciencia sobre el tema del impacto ambiental, 

especialmente relacionado con las emisiones de gases que generan el efecto invernadero 

(GHG emissions), y una serie de consideraciones sobre seguridad y salud, están 

haciendo necesaria la búsqueda de nuevas formas de energía y rutas alternativas para 

continuar con la capacidad de seguir impulsando los vehículos motorizados del planeta 

(Balat, 2011).  

 

Un combustible alternativo debe ser técnicamente factible, económicamente 

competitivo, ambientalmente aceptable y debe contar una rápida disponibilidad (Meher 

et al., 2006). Con el paso de los años, se han propuesto diferentes combustibles 

alternativos a los combustibles fósiles, como bioetanol, biodiesel, metanol, butanol, 

hidrógeno, boro, gas natural, gas licuado de petróleo (LPG), combustible Fischer–

Tropsch, combustibles de la serie-p, electricidad y combustibles solares (Balat, 2011). 

De estos, los biocombustibles como el bioetanol ofrecen una serie de ventajas sobre las 
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demás alternativas, sin embargo, actualmente se siguen presentando dificultades para 

implementar la producción de bioetanol proveniente de una fuente de biomasa que no 

compita con los alimentos, tal es el caso de la biomasa lignocelulósica.  

Uno de los principales problemas que se presentan durante la producción de bioetanol a 

partir de materiales lignocelulósicos, es la dificultad para acceder a las regiones 

altamente organizadas de la celulosa, de modo que resulta necesario provocar un 

desorden molecular de las regiones cristalinas de este polímero, permitiendo que las 

cadenas glucosídicas que se encuentran en la celulosa queden expuestas, proceso que se 

conoce como amorfogénesis (Arantes & Saddler, 2010).  

  



26	

HIPÓTESIS 

La proteína ScExlx1 de Schizophyllum commune presenta actividad amorfogénica y 

mejora la hidrólisis de celulosa cristalina. 
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OBJETIVO GENERAL 

 

Evaluar el efecto de una expansina de origen fúngica sobre celulosa cristalina  

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1. Clonar y expresar la proteína ScExlx1 en P. pastoris 

2. Evaluar la actividad amorfogénica de la proteína sobre fibras de algodón 

mediante microscopía  

3. Evaluar el perfil de unión de ScExlx1 a polisacáridos 

4. Evaluar el incremento en la liberación de azúcares reductores sobre fibras de 

algodón usando como pretratamiento a la proteína ScExlx1 

5. Evaluar el incremento en la liberación de azúcares reductores sobre fibras de 

algodón usando mezclas de expansina y celulasas 

6. Evaluar la disminución de la cristalinidad sobre la celulosa tratada con ScExlx1 

mediante ATR-FTIR 
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MATERIAL Y MÉTODO 

Cepas y condiciones de cultivo 

	

En este trabajo, se utilizó una cepa del hongo Schizophyllum commune RVAN10 aislado 

de la región noreste del estado de Nuevo León. Para el almacenamiento y propagación 

de la cepa se utilizaron placas de agar con medio YPD (Yeast extract-peptone-dextrose). 

S. commune fue incubado (por 6 días a 28ºC) en medio mínimo mineral (Quiroz-

Castañeda et al., 2011) y suplementado con paja de trigo al 2% como única fuente de 

carbono. 

 

Escherichia coli DH5-α fue usada para la construcción y propagación de plásmidos 

recombinantes, incubando cada transformante en medio LB (Luria-Bertani) 

suplementado con el antibiótico apropiado según fuera el caso (ampicilina 100 µg/ml 

para pJET-ScExlx1; zeocina 25 µg/ml para pPicZαA-ScExlx1) a 37ºC por 24 h. Para la 

expresión heteróloga de ScExlx1 en Pichia pastoris, todos los medios y protocolos se 

describen en el manual de expresión de Pichia (Invitrogen, #Cat. K1740-01). 

Análisis de secuencia: alineamiento, filogenia y modelado 

	

Las secuencias fueron alineadas con MUSCLE, a través del software Geneious (Version 

7.1.5. Biomatters, Ltd.) usando los parámetros por default. Los sitios de glicosilación N 

y O, puentes disulfuro y la presencia de péptido señal, se analizaron con los servidores 

Hirst (Hamby & Hirst, 2008), DiANNA 1.1 (Ferrè & Clote, 2005) y SignalP 4.1 

(Petersen et al., 2011), respectivamente.  

Se prepararon cladogramas de los arboles filogenéticos para describir las relaciones de la 

expansina derivada del análisis genómico de S. commune con otras proteínas expansinas 

y tipo-expansinas. Para la reconstrucción filogenética, se seleccionaron secuencias 

previamente caracterizadas/anotadas en el NCBI como proteínas expansinas o expansin-

like: 5 secuencias de bacterias (Georgelis et al., 2014; Kerff et al., 2008; Lee et al., 2010; 

Olarte-Lozano et al., 2014), cuatro de plantas (Yennawar, et al., 2006) y 5 de hongos (A. 

niger, Asper-EXP (Georgelis et al., 2014)) y otras cuatro secuencias que mostraron los 
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mejores hits durante el análisis por BLAST usando ScExlx1 como anzuelo. De igual 

manera, se construyó una visualización radial de la divergencia filogenética con el fin de 

describir la relación entre las subfamilias EXLX1, EXLX2 y ScExlx1 (en ambas 

subfamilias, sólo se consideraron expansinas que han sido evaluadas 

experimentalmente). Adicionalmente, otras expansinas no caracterizadas y la proteína 

Asper-Exp (Georgelis et al., 2014) fueron consideradas. 

Los arboles filogenéticos fueron preparados usando el servidor Phylogeny.fr 

(http://www.phylogeny.fr/), esta plataforma considera varios algoritmos bioinformáticos 

para construir un árbol filogenético robusto a partir de un set de secuencias (Dereeper et 

al., 2008; Dereeper, et al., 2010); para la generación de arboles filogenéticos, se utilizó 

MUSCLE para los alineamientos, Gblocks para el curado automático de los 

alineamientos (con el fin de eliminar posiciones pobremente alineadas), BioNJ para la 

construcción del árbol y TreeDyn para las representaciones (Dereeper et al., 2008). El 

método de Neighbor-Joining (NJ) fue usado para estimar el árbol filogenético; las 

secuencias alineadas se sometieron a bootstrap con 1000 repeticiones y se utilizó el 

modelo Jones-Thornton-Taylor (JTT) para estimar las distancias de amino ácidos. Los 

parámetros usados durante el alineamiento MUSCLE fueron los recomendados por la 

plataforma Phylogeny.fr (ajustes por default con 16 como numero máximo de 

iteraciones). 

La secuencia de amino ácidos de la expansina ScExlx1 fue sometida al servidor I-

TASSER (Zhang & Skolnick, 2013) sin restricciones, con el fin de obtener un modelo 

tridimensional de la proteína. Una segunda ronda de modelado fue realizada usando el 

PDB 3D30 como templado. La visualización de los alineamientos estructurales fue 

obtenida mediante VMD (Visual Molecular Dynamic). 

La definición del frente y reverso de la proteína ScExlx1, así como la determinación del 

potencial electrostático se establecieron tomando como referencia la delimitación de las 

regiones estructurales definidas para BsExlx1 por Pastor et al. (2014). La visualización 

de los alineamientos estructurales, la definición de frente y reverso, así como las 

representaciones de potencial electrostático fueron preparadas en VMD (Visual 

Molecular Dynamic). 

 



30	

Potencial electrostático de ScExlx1 
 

La definición del frente y el reverso, y la determinación del potencial electrostático de la 

proteína ScExlx1, se realizaron como se describe por Pastor et al. (2014). La cara frontal 

de la proteína, corresponde a la superficie de unión a polisacáridos (PBS, por 

“polysaccharide binding surface”) y contiene además el sitio “activo” de la proteína. El 

cálculo de la carga neta de la proteína, el D1, el D2, el frente y el reverso, se realizaron a 

pH 7. El potencial electrostático de ScExlx1 se calculó en el servidor PDB2PQR 

(Dolinsky, et al., 2004), usando la opción CHARMM para las cargas y un pH 7. La 

representación de la estructura proteica se realizó con el programa VMD, cargando el 

archivo pqr, y seleccionando la superficie molecular. El potencial electrostático en la 

superficie de la proteína se representó con un gradiente de colores que abarcó desde -5e 

(azul) hasta +5e (rojo) (Pastor et al., 2014). 

 

Clonación y expresión heteróloga de ScExlx1 

	

La extracción de RNA total se realizó por el método de Trizol a partir de cultivos de S. 

commune con 6 días de incubación en medio con paja de trigo. La síntesis de cDNA se 

llevó a cabo usando el kit “Revert Aid H Minus First Strand cDNA Synthesis kit” 

(Thermo Scientific), siguiendo las instrucciones del fabricante. La amplificación del 

cDNA de ScExlx1 se realizó usando primers específicos diseñados a partir del genoma 

de S. commune H4-8 (http://genome.jgi.doe.gov; protein ID: 2642684): primer forward 

ScExlx1F (5´-ggtaccgtccaccacaccaccgcgaa-3´) y primer reverse ScExlx1R (5´-

tctagaccgaactgcgacccgccctcg-3´). En ambos primers, se añadieron sitios de restricción 

reconocidos por KpnI (Forward) y XbaI (Reverse) (secuencias subrayadas). El 

fragmento de PCR de 654 pb fue purificado y clonado en el vector pJET (Thermo 

Scientific), resultando en pJET-ScExlx1. El cDNA de ScExlx1 fue secuenciado 

posteriormente, usando los primers del vector pJET. 

El fragmento de cDNA de ScExlx1 clonado en el vector pJET fue digerido con KpnI y 

XbaI, y purificado con el kit de extracción GeneJET (Thermo Scientific). En paralelo, el 

vector pPICZαA fue digerido usando las mismas enzimas de restricción, y ScExlx1 fue 
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ligado en los sitios correspondientes en pPICZαA en marco con las regiones codificantes 

para el factor de secreción-α y la cola de Histidinas en C-terminal. pPicZαA-ScExlx1 

fue linearizado con la enzima de restricción SacI y usado para transformar P. pastoris X-

33 mediante electroporación. La selección de transformantes se realizó en placas de 

YPD con zeocina (100 µg/ml) (Invitrogen). El vector pPICZαA sin inserto también fue 

usado para transformar la cepa X-33 y utilizarla como control negativo. 

De todas las clonas transformantes, se seleccionaron 10 al azar para evaluar la expresión 

de proteína recombinante. La expresión de proteína se llevó a cabo mediante la 

incubación de las clonas en 12.5 ml de BMGY (buffered complex medium containing 

glycerol) a 28ºC en un agitador orbital a 220 rpm por 18 h, y la expresión fue inducida 

transfiriendo las células a 50 ml de BMMY (buffered complex medium containing 

methanol) e incubándolas por 72 h. Cada 24 h el medio de cultivo fue suplementado con 

0.5 % (v/v) de metanol estéril. Los sobrenadantes fueron analizados mediante SDS-

PAGE para determinar las transformantes con los mayores rendimientos de secreción. 

Purificación y cuantificación de proteína. SDS-PAGE y Western Blot 

	

Los sobrenadantes de los cultivos fueron concentrados usando unidades de 

centrifugación concentradoras Vivaspin (Sartorius) con un cut-off de 10 kDa a 7,000 

rpm y 4ºC. Los sobrenadantes concentrados fueron cargados en una columna de Niquel 

HisTrap excel (GE Healtcare) conectada a una bomba peristáltica y previamente 

equilibrada con buffer de fosfatos (20 mM NaH2PO4, 20 mM Imidazol, 0.5 M NaCl pH 

7.4). Las fracciones analizadas por SDS-PAGE y western blot fueron mezcladas y 

dializadas usando unidades de centrifugación Vivaspin acopladas a tazas de diafiltración 

(Sartorius) y buffer de acetatos (50 mM pH 5).  

La concentración de proteína total de los sobrenadantes crudos o las fracciones 

purificadas fue determinada mediante el método de Bradford (Bradford, 1976), usando 

Albumina de suero bovino (BSA) como estándar de calibración. La estimación de masa 

molecular de ScExlx1 fue realizada cargando 5 µg de proteína en un gel de 

poliacrilamida al 12 %. Las bandas de proteínas fueron visualizadas mediante tinción 

con azul de Coomassie Blue R-250. El marcador de peso molecular PageRuler Plus Pre-



32	

stained Protein Ladder (Thermo Scientific) fue usado para la estimación de masa 

molecular. 

Para el análisis por western blot, ScExlx1 fue corrida en un gel de SDS-PAGE al 12 % y 

transferida a una membrana de nitrocelulosa (Bio-Rad) usando un sistema de 

transferencia húmedo (Bio-Rad). Después de la transferencia, la membrana fue lavada 

tres veces con buffer de fosfatos adicionado con Tween 20 al 0.1% (PBST) pH 8. La 

membrana fue bloqueada con PBST y leche descremada (3 %) por 20 min y lavada con 

PBST. Los anticuerpos c-Myc (9E10) (Santa Cruz Biotechnology) y anti-His (Roche) 

fueron usados para la inmunodetección (dilución 1:5000) y la señal fue visualizada 

usando un conjugado de fosfatasa alcalina anti-ratón (Sigma) (dilución 1:10000) 

incubando 30 min en PBST y leche descremada. La membrana fue lavada tres veces con 

PBST y se agregó 1 ml de Fast Red TR/Naphtol AS-MX (Sigma) para la detección de 

fosfatasa alcalina.  

La desglicosilación fue realizada usando PNGasa F (New England BioLabs) con el fin 

de remover los N-glicanos en ScExlx1, siguiendo las instrucciones del fabricante. 

 

Tratamiento de algodón y avicel con ScExlx1 

	

Las fibras de algodón farmacéutico fueron mercerizadas como se describe por 

(Saloheimo et al., 2002); se incubó 1 mg de fibras de algodón en NaOH al 25% por 15 

min a 4ºC y después las fibras fueron lavadas con agua destilada hasta alcanzar un pH 

cercano a la neutralidad. Posteriormente, las fibras de algodón fueron suspendidas en 

buffer de acetato de sodio 50 mM pH 5, con 20 µg de ScExlx1. Después de la 

incubación por 72 h a 25ºC se analizó la cantidad de azúcares reductores en el 

sobrenadante mediante la técnica de DNS (ácido 3,5-dinitrosalisilico), como se describe 

por (Quiroz-Castañeda et al., 2009). Por otro lado, las fibras fueron lavadas con buffer 

de acetatos, sonicadas por 1 min y visualizadas por microscopía de campo claro. El 

avicel PH-101 (Fluka) fue tratado usando 20 µg de ScExlx1 en 1 ml de acetato de sodio 

e incubado como se mencionó anteriormente. Después de la incubación, los microtubos 

fueron centrifugados a 13,000 rpm por 5 min y lavados tres veces con buffer de acetatos. 

Posteriormente, el avicel fue visualizado por microscopía de campo claro. Como 
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tratamientos control para los experimentos con fibras de algodón y avicel, se utilizaron 

buffer de acetatos o proteínas del sobrenadante de la cepa de P. pastoris transformada 

con el vector vacío. Para cada experimento se realizaron triplicados. 

Efecto de sales en la unión de ScExlx1 a polisacáridos 

	

El perfil de unión a polisacáridos de ScExlx1 se determinó como se describe por Chen et 

al. 2010 (Chen et al., 2010) con algunas modificaciones. Se incubaron 2.5 mg de Avicel 

o quitina de camarón con 40 µg de ScExlx1 en buffer de fosfato de sodio 50 mM pH 7.4, 

con un rango de concentración de sal de 0 a 500 mM por 15 minutos en agitación. 

Después de la incubación, las muestras fueron centrifugadas a 13,000 rpm por 5 min a 

temperatura ambiente y la proteína no unida se determinó por densitometría con el 

software Quantity One (Bio-Rad). La cantidad de proteína unida se determinó restando 

la cantidad de proteína usada para los experimentos menos la cantidad detectada en los 

sobrenadantes. Para cada experimento se realizaron tres repeticiones. 

 

Análisis por FTIR de avicel y quitina tratados con ScExlx1 

	

Los tratamientos de celulosa y quitina consistieron en incubar 5 mg de cada sustrato con 

20 µg/mg de ScExlx1 en 1 ml de buffer de acetato de sodio 50 mM pH 5 a 30ºC y 1000 

rpm por 2 h. Después de los tratamientos, las muestras fueron centrifugadas 5 min a 5 

13000 rpm y los sobrenadantes fueron descartados. 

Los espectros ATR-FTIR fueron colectados sobre celulosa y quitina tratadas con 

ScExlx1 usando un espectrofotómetro FT-IR Nicolet iS10 (Thermo Scientific), equipado 

con una unidad “ATR Smart Orbit”. Todos los espectros fueron colectados en la región 

de 600-4000 cm-1, con una resolución de 4 cm-1 y 64 barridos por muestra. El índice de 

orden lateral (LOI) propuesto por O´Connor et al. (1958) (O’Connor, DuPre, & McCall, 

1958), el índice total de cristalinidad (TCI) establecido por Nelson y O´Connor (Nelson 

& O’Connor, 1964), y la intensidad de puentes de hidrógeno (HBI) introducido por 

Nada et al. (2000) (Nada et al., 2000) fueron obtenidos por las relaciones 1429/893 cm-1, 

1372/2900 cm-1 y 3336/1336 cm-1 en el polímero de celulosa. Para la quitina, el índice 

de cristalinidad fue calculado como se describe por Wu et al. (2005) (Wu, Zivanovic, 
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Draughon, Conway, & Sams, 2005), obteniendo la relación de las absorbancias 

1379/2900 cm-1. 

Hidrólisis enzimática 

	

En conjunto con los experimentos de actividad disruptiva de ScExlx1, se realizó un 

experimento llevado a cabo bajo las mismas condiciones experimentales, más la adición 

de una mezcla de celulasas de Trichoderma reesei (Sigma), con el fin de determinar si el 

tratamiento con ScExlx1 incrementaba la cantidad de azúcares reductores durante los 

experimentos. A las fibras de algodón preincubadas con ScExlx1 por 72 h se les 

añadieron 0.25 U de celulasas y la temperatura se incrementó a 50ºC por 3 h. Se tomaron 

alícuotas de 50 µl a los 0, 5, 10, 20, 40, 60 y 180 minutos. Además de los experimentos 

celulolíticos con fibras pretratadas con ScExlx1 y adicionadas con celulasas, se realizó 

un experimento similar, con el objetivo de determinar el efecto de una enzima 

quitinolítica sobre quitina tratada con ScExlx1. Para lo anterior, se incubaron 5 mg de 

quitina con ScExlx1 (50 y 100 µg) en buffer de fosfatos pH 7.4 100 mM por 24 h a 

25ºC. Después de la incubación, se agregó una quitinasa de Streptomyces griseus (0.25 

U; Sigma) en reacciones de 1 ml y se incubaron por 2 h a 37ºC. Las reacciones fueron 

centrifugadas a 13,000 rpm por 5 min a temperatura ambiente y se mezclaron 500 µg del 

sobrenadante con 500 µl de DNS. Las mezclas fueron llevadas a ebullición por 5 min y 

enfriadas en hielo por 5 min. La cantidad de azúcares reductores liberados fue 

determinada por el método de DNS usando N-acetil glucosamina (NAG) como estándar 

de calibración. Como controles se utilizaron buffer de fosfatos pH 7.4 100 mM y 

albumina de suero bovino (50 µg). 

 

Fuerza de rompimiento sobre papel filtro 

	

La fuerza necesaria para romper papel filtro se determinó como se describe a 

continuación: se cortaron tiras de papel filtro Whatman No. 3 (10 x 55 mm) y fueron 

sumergidas en reacciones de 3 ml con 40 µg/ml de ScExlx1 e incubadas a temperatura 

ambiente por 1 h. Las mediciones de fuerza para el rompimiento de papel filtro se 

realizaron en una Máquina Universal (Shimadzu, Modelo AGS-X) con 30 mm de 
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distancia entre mordazas y una velocidad de cruceta de 1 mm/min. Como controles 

negativos se usaron buffer de acetato de sodio y BSA, mientras que como control 

positivo se utilizó urea 8 M. Los experimentos se hicieron por triplicado. 

 

Sinergismo entre celulasas y ScExlx1 sobre avicel 

	

Se determinó si existía sinergismo entre ScExlx1 y una mezcla de celulasas de T. reesei 

en un experimento de 24 h. Un mg de avicel fue incubado con diferentes combinaciones 

de ScExlx1/celulasas (0.5 U celulasa, 1.5 U celulasa, 20 µg ScExlx1+0.5 U celulasa, 20 

µg ScExlx1+1.5 U celulasa, 80 µg ScExlx1+0.5 U celulasa y 80 µg ScExlx1+1.5 U 

celulasa) en buffer de acetato de sodio 50 mM pH 5 a 30 ºC y 1000 rpm. Durante la 

reacción, se tomaron alícuotas de 50 µl a los 0, 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 4 h, 5 h, 6 h, 8 h, 12 

h y 24 h. La cantidad de azúcares reductores fue cuantificada por la técnica de DNS 

usando glucosa como estándar de calibración (0.2-2 mg/ml). 

 

Sinergismo entre quitinasas y ScExlx1 sobre quitina 

	

Se determinó si existía sinergismo entre ScExlx1 y una mezcla de quitinasas de S. 

griseus en un experimento de 72 h. Cinco mg de quitina fueron incubados con 100 µg de 

ScExlx1 (20 µg/mg de quitina) y 0.5 U de quitinasa en buffer de fosfatos 100 mM pH 

7.4 a 30ºC. Se tomaron alícuotas de 50 µl a los 0, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h, 48 h y 

72 h. La cantidad de azúcares reductores se determinó mediante la técnica de DNS 

usando N-acetil glucosamina como estándar. Para este experimento, se utilizó quitinasa 

sin ScExlx1 como control. 

 

Análisis estadístico 

	

Para el tratamiento estadístico de los datos experimentales, se calcularon las medias 

aritméticas y las desviaciones estándar. Se aplicaron pruebas de ANOVA para 

determinar diferencias significativas entre los tratamientos. Primero, se revisaron las 

premisas del ANOVA: análisis de homogeneidad de varianza (Hartley-Cochran-Bartlett 
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test) y distribución normal (Kolmogorov-Smirnov test). Finalmente, se elaboró un 

análisis post hoc para definir el orden de las diferencias encontradas en los ANOVAS. 

Para el análisis post hoc, se consideraron las pruebas de Fisher LSD, Tukey HSD y 

Duncan. 
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RESULTADOS 

Análisis de secuencia de ScExlx1 

	

Se realizó una búsqueda en el genoma de S. commune H4-8 v3.0 

(http://genome.jgi.doe.gov/Schco3/Schco3.home.html) para detectar genes de 

expansinas y proteínas tipo-expansinas usando una secuencia de expansina de 

Clavibacter michiganensis como anzuelo (gi WP_012038166). Solo se encontró una 

proteína (protein ID: 2642684) de 239 amino ácidos que contenía ambos dominios de las 

expansinas canónicas (Dominio 1 de amino ácido 20 a 118; Dominio 2 amino acido 123 

a 239). El análisis de la secuencia de nucleótidos (654 pb) de ScExlx1 de S. commune 

RVAN10 (No. Acceso GenBank: KP698384) presentó un 97.2% de identidad con la 

secuencia correspondiente de ScExlx1 en S. commune H4-8. Las diferencias de amino 

ácidos entre estas dos secuencias resultaron en 6 cambios en las posiciones: 31 

(Ser/Pro), 34 (Asn/Thr), 127 (Val/Ala), 129 (Asp/Tyr), 143 (Asp/Glu) y 225 (Ile/Val). 

Cuatro de esos cambios aminoacídicos (34, 127, 143 y 225) fueron conservativos, 

mientras que los cambios en las posiciones 31 y 129 fueron no conservativos (polar sin 

carga/no polar hidrofóbico; acídico polar/polar sin carga, respectivamente). Cuando se 

compararon los cambios aminoacídicos globales con otras dos versiones del genoma de 

S. commune (S. commune Leonen D v1.0 y Tattone D v1.0, disponibles en 

http://genome.jgi.doe.gov/programs/fungi/index.jsf), se detectaron 10 cambios 

aminoacídicos. Los cambios en las posiciones 30 (Thr/Ser), 44 (His/Arg), 170 (Ile/Val), 

216 (Ser/Thr) y 221 (Thr/Ser) fueron conservativos; mientras que los cambios restantes 

fueron: 25 (Met/Thr), no polar hidrofóbico/polar sin carga, 41 (Lys/Gln), polar 

básico/polar sin carga, 128 y 182 (ambos Asn/Asp) polar sin carga/polar ácido, y 223 

(Pro/Ser) no polar hidrofóbico/polar sin carga. Este análisis comparativo entre ScExlx1 

y las secuencias putativas de expansinas disponibles de S. commune no mostraron 

discrepancias entre los amino ácidos responsables de la unión a polisacáridos ni en el 

sitio “activo” de la proteína sugerido por Pastor et al. (2014). El análisis por SignalP, 

detectó la presencia de un péptido señal (señal de corte de Met-1 a Ala-19, score 0.811) 
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y el análisis por Hirst, detectó un sitio probable de N-glicosilación (Asn-54, score 0.99). 

No se detectaron sitios de O-glicosilación. 

 

Una característica notable de las expansinas de las plantas de la familias EXPA y EXPB, 

es que la formación de tres puentes disulfuro en D1 se encuentra altamente conservada 

(Yennawar et al., 2006). Al igual que en estas proteínas, en ScExlx1 se detectó la 

presencia de tres sitios susceptibles para la formación de puentes disulfuro en las 

posiciones 60-86 (score 0.011), 89-107 (score 0.0104) y 110-144 (score 0.0237). Dos de 

los tres puentes disulfuro se encuentran ubicados en D1, y el tercero entre D1 y D2, 

indicando una gran similitud entre EXPB1 de Zea mays y ScExlx1, que no está presente 

en BsExlx1 (Kerff et al., 2008; Yennawar et al., 2006). 

Por otro lado, un alineamiento que incluyó secuencias de las expansinas: PcExl1 (Olarte-

Lozano et al., 2014) y dos expansinas que ya han sido cristalizadas EXPB1 (Yennawar 

et al., 2006) y BsExlx1 (Kerff et al., 2008) reveló un 29.3/42.6 % de identidad/similitud 

con ScExlx1, y mostró que 9 de los 10 amino ácidos que forman el surco que 

potencialmente sirve como sitio de unión a polisacáridos en D1, están estrictamente 

conservados entre estas proteínas (incluyendo los amino ácidos Thr-12 y Asp-82). Así 

mismo, los tres residuos aromáticos (Trp-125, Trp-126 y Tyr-157) que forman una 

superficie plana en BsExlx1, que asemeja al D2 con un CBM (Carbohydrate binding 

module) tipo A, están sustituidos en ScExlx1 por amino ácidos aromáticos polares/sin 

carga (equivalentes a Tyr-161, Tyr-162 y Tyr-157). Además, los tres motivos clásicos de 

las expansinas vegetales (TWYG, GGACG y HFD) están conservados en ScExlx1, 

presentando ligeras modificaciones (TTYG, GCACS y HLD) (Fig. 8). 
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Figura 8. Alineamiento proteico de BsExlx1, PcExl1, EXPB1 y ScExlx1. Las zonas mas oscuras 

indican alta conservación entre las secuencias. M1, M2 y M3 indican los tres motivos clásicos de las 

expansinas vegetales. Los amino ácidos en cajas son residuos importantes en la unión y en la actividad en 

BsExlx1. Los cuadros blancos indican sitios blanco de N-glicosilación en ScExlx1 y los círculos blancos 

indican residuos que forman puentes disulfuro. 

 

Con respecto al análisis filogenético, se pueden observar dos grupos en el cladograma 

(Fig. 9A); uno que agrupa expansinas de plantas (incluyendo miembros de expansinas 

tipo A, B, expansin-like A y expansin-like B), que fueron usadas para enraizar el árbol, y 

un segundo cluster que agrupa expansinas previamente caracterizadas (Kerff et al., 2008; 

Lee et al., 2013; Lee et al., 2010; Olarte-Lozano et al., 2014) y otras proteínas fúngicas 

anotadas como expansinas en la base de datos del NCBI. El análisis filogenético mostró 

que ScExlx1 se agrupa directamente con otras expansinas fúngicas (Ascomycota y 

Basidiomycota) y forma un nodo con una expansina del basidiomiceto Flammulina 

velutipes (un hongo endófito) que no ha sido evaluada experimentalmente (Fig. 9A). 

Además, se observa una segunda sub-rama con las expansinas bacterianas. Es 

importante notar que la expansina HcExlx2, forma un grupo separado, sin mostrar 

relación filogenética directa con el resto de las expansinas bacterianas.  

Por otra parte, se obtuvo una visualización radial para describir las relaciones entre 

diferentes subfamilias Exlx. Lee et al. (2010) propusieron que las expansinas Exlx se 

dividían en dos diferentes subfamilias cuando encontraron que HcExlx2 no se agrupaba 

con BsExlx1. Con esta observación, ellos definieron una nueva subfamilia de 

expansinas, denominada Exlx2, pero esta propuesta continúa siendo controversial. La 

visualización filogenética radial reveló una marcada divergencia filogenética entre 

ScExlx1 con las familias Exlx1 y Exlx2, lo que no resulta sorpresivo, dado que ScExlx1 
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es una proteína de origen fúngico y Exlx1 y Exlx2 son expansinas bacterianas. Cabe 

mencionar, que la única expansina fúngica reportada se agrupa junto con ScExlx1 (Fig. 

9B). 

A) 

 

 

B) 

 

 

Figura 9. Filogenia de ScExlx1. A) Relación filogenética de ScExlx1 con expansinas y proteínas 
expansin-like de plantas, bacterias y hongos. Las longitudes de las ramas representan la cantidad de 
cambios genéticos entre un nodo y sus descendientes. B) Divergencia filogenética entre subfamilias de 
expansinas. Ac. Acidovorax citruli (gi|120612050); Mx. Myxococcus xanthus (gi|108762346); Rsp. 
Roseiflexus sp. (gi|148655687); Cm. Clavibacter michiganensis (gi|148272660). Hc. Hahella chejuensis 
(Uniprot: K2SG15); Pc. Pectobacterium carotovorum (gi|577859988); Bs. Bacillus subtilis (PDB 3D30). 
Asper-EXP. Aspergillus niger (gi|350632840). 
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En un primer intento por modelar a ScExlx1, I-TASSER seleccionó como moldes a las 

expansinas de la base de datos PDB (Protein Data Bank): 3D30 (BsExlx1 de Bacillus 

subtilis), 2HCZ (EXPA de Zea mays), y 4JCW (Exlx de Clavibacter michiganensis). El 

modelo tridimensional obtenido, comenzando en Arg-20 (el péptido señal fue removido 

antes del modelado) arrojó un TM-score de 0.73±0.10 y un C-score de 0.14. En esta 

primera ronda, el PDB 3D30 fue identificado por I-TASSER como el mejor molde. Con 

el fin de obtener un modelo tridimensional más preciso, sometimos una segunda ronda 

de modelado usando como molde el PDB 3D30 para obtener un modelo definitivo (Fig. 

10A) con TM-score de 0.8±0.10 y C-score de 0.49. Estos valores respaldan la alta 

confidencia en la calidad del modelo obtenido, y además sugieren que ScExlx1 podría 

presentar actividad expansina. 

 

Cuando se comparó el numero de residuos con carga positiva (Arg+Lys) en ScExlx1 con 

BsExlx1, encontramos una diferencia marcada (Fig. 10C). La figura 10B muestra los 

residuos con carga positiva en las expansinas previamente cristalizadas: BsExlx1 (27), 

EXPB (26), Clavibacter Exlx (19). ScExlx1 presentó 13 residuos con carga positiva, 

incluso menos que PcExlx1 (16). Esta característica soporta las propiedades acídicas de 

ScExlx1 (pI 4.6). 

Se realizó un alineamiento estructural entre los modelos de BsExlx1 (PDB 3D30) y 

ScExlx1 (Fig. 10C). El alineamiento reveló una diferencia importante en la región N-

terminal de ambas proteínas, ya que ScExlx1 presentó una inserción de 37 amino ácidos 

que esta ausente en BsExlx1. La función de esta inserción no se conoce aún en las 

expansinas, pero ha sido observada en expansinas de plantas (Yennawar et al., 2006) y 

hongos (Asper-Exp) (Georgelis et al., 2014). Esta extensión en la región N-terminal de 

ScExlx1 y Asper-Exp sugiere una diferencia estructural entre las expansinas bacterianas, 

fúngicas y vegetales.  
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Figura 10. Estructura de ScExlx1 y comparación con expansinas previamente cristalizadas. A) 

Modelo tridimensional de ScExlx1. La mayoría de los amino ácidos conservados entre expansinas 

microbianas y vegetales en D1 se muestran en color magenta (Thr-49 y Asp-116). Los residuos de unión a 

polisacáridos en D2 se muestran en color cian (Tyr-160, Tyr-161 y Tyr-195). B) Modelos tridimensionales 

que muestran los amino ácidos con carga positiva (Arg+Lys) entre diferentes proteínas EXLX reportadas 

previamente y ScExlx1 (Lisina-cian/Arginina-magenta). Esquina superior izquierda, PDB: 3D30. Esquina 

superior derecha, PDB: 2HCZ. Esquina inferior izquierda, PDB: 4JCW. Esquina inferior derecha, ScExlx1 

C) Alineamiento estructural entre ScExlx1 (amarillo) y BsExlx1 (cian) donde se observa una extensión en 

el N-terminal de ScExlx1 que esta ausente en BsExlx1. 
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El análisis de cargas y potencial electrostático de la proteína ScExlx1, se resume en la 

tabla 1 y la figura 11. La carga neta global de la proteína acídica ScExlx1 (pI 4.6) a pH 7 

fue de -15e. Así mismo, el frente (PBS) y el reverso de la proteína presentaron carga 

negativa, manteniendo una polaridad frente-reverso de +1. 

	
Tabla 1. Análisis de distribución de cargas de la proteína ScExlx1. 

 Proteína D1 D2 Frente Atrás 

Total de cargas 33 17 16 19 14 

Cargas positivas 9 3 6 6 3 

Cargas negativas 24 14 10 13 11 

Carga neta -15 -11 -4 -7 -8 
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Figura 11. Definición del frente y reverso de ScExlx1. La imagen superior muestra el modelo 
estructural de la proteína ScExlx1, resaltando a los principales aminoácidos involucrados en la unión a 
polisacáridos en color verde, mientras que el aminoácido “catalítico” equivalente a Asp82 en BsExlx1 está 
representado en color rojo. La treonina equivalente a Thr12 en BsExlx1 esta representada en color 
morado. La imagen inferior muestra la definición del frente y reverso de ScExlx1. La región morada 
corresponde a la cara donde se encuentra el PBS (la cara que interacciona con el sustrato) y el reverso de 
la proteína se representa en color verde. Los aminoácidos que forman parte del frente de la proteína son: 
25-64, 80-99, 102-115, 132-149, 170-182, 207-211. Los aminoácidos que conforman el reverso de la 
proteína son: 24, 65-79, 100, 101, 116-131, 150-169, 183-206, 212-218. 
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Figura 12. Distribución de cargas en ScExlx1. El potencial electrostático está representado en la 
superficie de la proteína  (de rojo a azul, -5 kT/e a + 5kT/e). La región frontal de ScExlx1 (izquierda) 
presentó una carga neta de -7e, mientras que el reverso de la proteína presentó una carga neta de -8e. 
ScExlx1 presentó una polarización de +1, un nivel bajo comparado con otras expansinas microbianas. 

	

Producción de ScExlx1 recombinante 

	

El producto génico de ScExlx1 fue clonado en marco con las secuencias codificantes 

para el factor de secreción alfa de levaduras y una etiqueta de histidinas en el extremo C-

terminal de la proteína. El gen recombinante fue expresado mediante el promotor AOX 

inducible con metanol de P. pastoris. La proteína fue purificada y la detección se realizó 

mediante SDS-PAGE, en donde se observó la presencia de tres bandas proteicas con 

masas moleculares de ~24, ~28 (tamaño esperado) y ~30 kDa (Fig. 13A). La 

confirmación de que las tres bandas correspondían a ScExlx1 se realizó mediante 

western blot, detectando la presencia del epitope myc y la etiqueta de histidinas en la 

proteína recombinante (Fig. 13B). 

 



46	

 
Figura 13. Purificación y análisis por western blot de la proteína ScExlx1 recombinante. A) SDS-

PAGE de las cepas control y recombinantes. Sobrenadantes de la cepa silvestre de P. pastoris X-33 (WT). 

Sobrenadante de la cepa P. pastoris X-33 transformada con el vector pPICZαA vacío (EV). Sobrenadante 

de la cepa P. pastoris transformada con pPICZαA-ScExlx1 (CSN). ScExlx1 Purificada. B) Análisis por 

western blot de ScExlx1. 

 

Efecto de ScExlx1 sobre fibras de algodón y avicel 

	

Se evaluó el efecto de ScExlx1 sobre fibras de algodón mercerizado y avicel, 

considerando que expansinas y proteínas expansin-like de diferentes fuentes han 

demostrado ser activas sobre celulosa (Georgelis et al., 2014; Kerff et al., 2008; Olarte-

Lozano et al., 2014). Las fibras tratadas con buffer o con el sobrenadante de la cepa 

transformada con el vector vacío (“mock”), no mostraron cambios visuales cuando 

fueron observados por microscopía de campo claro, mientras que las fibras incubadas 

con ScExlx1 presentaron un efecto “burbuja” similar al reportado por trabajos previos 

(Saloheimo et al., 2002; Quiroz-Castañeda et al., 2011) cuando se trataron fibras de 

algodón con proteínas expansin-like (Fig. 14A y 14B). Además cuando el avicel se 

incubó con ScExlx1, se observó una reducción en el tamaño de partícula cuando se 
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comparó con los tratamientos control (Fig. 14C y 14D). Estos resultados confirman que 

ScExlx1 es una proteína funcional y es activa sobre celulosa cristalina. 

 
Figura 14. Actividad disruptiva de ScExlx1 sobre fibras de algodón y avicel. Microscopía de campo 

claro (10X) de fibras de algodón y avicel incubadas con ScExlx1 o proteínas del sobrenadante mock por 

72 h a 25ºC. A) Efecto de proteínas del sobrenadante mock actuando sobre fibras de algodón. B) Efecto 

“burbuja” en fibras de algodón generado por ScExlx1. C) Efecto de proteínas del sobrenadante mock 

sobre avicel. D) Reducción en el tamaño de partícula de avicel mediado por ScExlx1. 
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Actividad de ScExlx1 sobre papel filtro 

	

Se ha demostrado que las expansinas de bacterias y hongos son capaces de debilitar 

papel filtro con diferentes grosores (Georgelis et al., 2014; Georgelis, Tabuchi, 

Nikolaidis, & Cosgrove, 2011; Lee et al., 2010; Olarte-Lozano et al., 2014). Esta 

propiedad se basa en la premisa de que las expansinas pueden debilitar la red de puentes 

de hidrógeno intra e intermoleculares que estabilizan a las fibras de celulosa. Como se 

ha reportado para otras expansinas, ScExlx1 fue capaz de disminuir la fuerza necesaria 

para romper papel filtro, incluso cuando se usó a concentraciones de 40 µg/ml, dos veces 

menos la cantidad de expansina usada en otros trabajos (Fig. 15) (Georgelis et al., 2014, 

2011; Olarte-Lozano et al., 2014). La tabla 2, muestra una comparativa de los resultados 

obtenidos para el experimento de rompimiento de papel filtro con expansinas 

microbianas y la cantidad de expansina usada en cada experimento. 

 

 
Figura 15. Prueba de debilitamiento de papel filtro. Como controles negativos se utilizaron BSA y 

buffer de acetato de sodio 50 mM pH 5. Como control positivo se utilizó Urea 8 M. La proteína ScExlx1 

es capaz de disminuir la cantidad de fuerza necesaria para romper las tiras de papel filtro. 
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Tabla 2. Expansinas evaluadas por diferentes autores en la prueba de rompimiento de papel filtro. 

ScExlx1 es una de las expansinas mas activas sobre papel filtro, incluso cuando es usada en 

concentraciones bajas. 

Expansina Organismo 
Reducción en 

la fuerza 

Papel filtro 

No. 

Tiempo de 

incubación 

Cantidad de 

expansina 
Referencia 

PcExlx1 
Pectobacterium 

carotovorum 
20% 1 1 h 120 µg/ml 

Olearte et al., 

2014 

BsExlx1 Bacillus subtilis 20% 3 4 h 120 µg/ml 
Georgelis et 

al., 2011 

Xantho-EXP 
Xanthomonas 

capmpestris 
~24.5% 3 4 h 120 µg/ml 

Georgelis et 

al., 2013 

Ralstonia-EXP 
Ralstonia 

solanacearum 
~21% 3 4 h 120 µg/ml 

Georgelis et 

al., 2013 

Clavi-EXP 
Clavibacter 

michiganensis 
~17% 3 4 h 120 µg/ml 

Georgelis et 

al., 2013 

Asper-EXP 
Aspergillus 

niger 
~34% 3 4 h 120 µg/ml 

Georgelis et 

al., 2013 

CclExlx1 
Clostridium 

clariflavum  
44% 3 1 h 600 µg /ml 

Artzi et al., 

2016 

ScExlx1 
Schizophyllum 

commune 
30.5% 3 1 h 40 µg/ml 

Tovar et al., 

2015 

 

Unión de ScExlx1 a polisacáridos 

	

Recientemente se han evaluado las capacidades de unión y el efecto de sales en la unión 

de expansinas bacterianas a diferentes polisacáridos (avicel, xilano y peptidoglicano) 

(Kerff et al., 2008; Olarte-Lozano et al., 2014). Tras este antecedente, se evaluaron las 

capacidades de unión de ScExlx1 a avicel y xilano usando diferentes concentraciones de 

sal, y además, se incluyó quitina en los experimentos de unión, dado que algunas 

proteínas tipo-expansinas han sido capaces de unirse a este polímero (Chen et al., 2010; 

Quiroz-Castañeda et al., 2011).  

ScExlx1 fue capaz de unirse a avicel, xilano y quitina. Sin embargo, al aumentar la 

concentración de sal usada en los experimentos no se detectaron diferencias en la 

capacidad de unión a celulosa bajo las condiciones usadas en este trabajo (Fig. 16A y 

Tabla 3), un comportamiento distinto al reportado para las expansinas bacterianas de 

Pectobacterium carotovorum (PcExlx1) y Bacillus subtilis (BsExlx1) (Kerff et al., 2008; 
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Olarte-Lozano et al., 2014). De manera similar, la unión de ScExlx1 a quitina no fue 

afectada de manera significativa cuando se usaron mayores concentraciones de sal 

durante los experimentos (Fig. 16B). 

A pesar de la evidencia previa de que la sal puede afectar hasta en un 90% la capacidad 

de BsExlx1 a xilano (Georgelis et al., 2011), no se observó un efecto aparente conforme 

se adicionaron mayores concentraciones de sal cuando se analizó la unión a este 

polisacárido (Fig. 16C). 

 

 
Figura 16. Efecto de la adición de NaCl sobre la unión de ScExlx1 a polisacáridos de la pared 

celular vegetal y quitina. Efecto de NaCl sore la unión a: A) avicel; B) quitina; C) xilano. BF=fracción 

unida; UF=fracción no unida. 

 

 

	



51	

	
Tabla 3. Unión de ScExlx1 a celulosa y quitina a usando diferentes concentraciones de sal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*Diferentes letras indican diferencias significativas. 

 

Análisis de cristalinidad e intensidad de puentes de hidrógeno por ATR-FTIR 

	

La tabla 4, muestra los valores de LOI, TCI y HBI correspondientes a avicel. Aunque los 

valores LOI y TCI no presentaron un cambio sustancial, se detectó una pequeña 

disminución en el valor HBI. Estos resultados indican que ScExlx1 no altera las regiones 

cristalinas ni amorfas del polímero de celulosa; por lo tanto LOI y TCI no presentaron 

modificaciones (Fig. 17A). 

En el caso de la quitina, las bandas a 3480, 3400, 3270 y 3100 cm-1 han sido 

involucradas en la formación de puentes de hidrógeno intra e intermoleculares entre los 

grupos OH-3 y CH2OH (24). Adicionalmente, la banda a 1415 cm-1 ha sido relacionada 

con la simetría local de los polisacáridos y rearreglos en los puentes de hidrógeno en las 

regiones amorfas (24). Nosotros no detectamos ningún cambio en la región 3480-3400 

cm-1, y solo detectamos ligeros cambios en las bandas a 3100 y 1425 cm-1 (Fig. 17B). 

 

 

 

 

Proteína	unida	

NaCl	(mM)	 Avicel	 Quitina	

0	 33.07	±	0.59a	 29.62	±	1.20a	

100	 33.60	±	0.25a	 31.36	±	0.80ª,b	

200	 35.15	±	0.99ª,b	 32.96	±	2.02b	

350	 35.45	±	0.08ª,b	 33.72	±	0.05b,c	

500	 36.78	±	0.76b	 36.41	±	0.76c	
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Tabla 4. Índice de cristalinidad e intensidad de puentes de hidrógeno en celulosa y quitina tratadas 
con ScExlx1. 

 

 

 

 

 

 

A) 

 

B) 

 
Figura 1. Cambios estructurales generados en avicel y quitina de camarón tratados con ScExlx1. 
Los experimentos se realizaron usando 5 mg de cada sustrato con 20 µg/mg de ScExlx1 en 1 ml de buffer 
de acetato de sodio 50 mM pH 5 a 30ºC y 1000 rpm por 2 h. A) Espectro infrarrojo de avicel tratado con 
ScExlx1 (morado) y buffer de acetato de sodio (rojo). B) Espectro infrarrojo de quitina tratada con 
ScExlx1 (morado) y buffer de acetato de sodio (rojo).	

Polímero Tratamiento 
LOI 

(α1429/893) 

TCI 

(α1372/2900) 

HBI 

(α3336/1336) 
CI 

(α1379/2900) 

      

Celulosa Buffer 0.936 0.609 3.030 - 

 
ScExlx1 0.931 0.625 2.803 - 

Quitina Buffer - - - 1.082 

  ScExlx1 - - - 1.388 
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Hidrólisis enzimática 

ScExlx1 y actividad celulasa 

	

Una de las características mas importantes a determinar en este trabajo de ScExlx1 fue 

determinar si ScExlx1 ocasionaba un incremento en la actividad celulolítica cuando se 

usaba en conjunto con una mezcla de celulasas de T. reesei. Se produjeron un total de 

6.9 µmoles de glucosa cuando las reacciones de hidrólisis de celulosa se llevaron a cabo 

con las fibras de algodón pretratadas con ScExlx1, mientras que en los controles no 

pretratados se liberaron 5.6 µmoles en un experimento de 3 h (Fig. 18). Cuando el 

experimento se realizó por 48 h se observó el mismo comportamiento, dado que se 

produjeron 11.1 µmoles de glucosa a partir de las fibras pretratadas con ScExlx1, 

mientras que en el control no pretratado se liberaron solamente 8.9 µmoles (Fig. 19). 

Cuando las fibras de algodón se incubaron solamente con ScExlx1, no se detectaron 

azúcares reductores en el sobrenadante. 

 

 
Figura 2. Efecto de ScExlx1 sobre la hidrólisis enzimática de celulosa. Las fibras de algodón 

mercerizadas (1 mg) fueron incubadas con 20 µg de ScExlx1, 20 µg de BSA o buffer de acetato de sodio 

(pH 5) por 72 h a 25ºC. Después de la incubación, la temperatura fue elevada a 50ºC y a cada reacción se 
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le agregó una mezcla de celulasas de T. reesei (0.25 U) en un experimento de 3 h. Los azúcares reductores 

fueron cuantificados por el método de DNS y se compararon con una curva de glucosa. Los experimentos 

fueron realizados por triplicado y las barras indican desviaciones estándar. Los asteriscos indican 

diferencias estadísticas entre los tratamientos (p<0.05) en cada punto.  

 

 
Figura 3. Efecto de ScExlx1 en la hidrólisis enzimática de celulosa en un experimento de 48 h. Las 

fibras de algodón mercerizado (1 mg) fueron incubadas con 20 µg de ScExlx1, 20 µg de BSA o buffer de 

acetato de sodio (pH 5) por 72 h a 25ºC. Después de la incubación, la temperatura fue elevada a 50ºC y se 

agregó una mezcla de celulasas de T. reesei (0.25 U). Las reacciones fueron incubadas por 48 h y se 

determinaron los azúcares reductores liberados como se describió previamente. 

 

Sinergismo entre celulasas y ScExlx1 

	

Se evaluaron diferentes condiciones experimentales para determinar si la combinación 

de una expansina de origen fúngico y una mezcla de celulasas exhibían un 

comportamiento sinérgico. Antes de las primeras 2 horas del experimento no se 

detectaron diferencias importantes entre los diferentes tratamientos. Sin embargo, a 

partir de la segunda hora, se detectó un incremento significativo (37% más) en la 

cantidad de glucosa liberada a partir de avicel en el tratamiento C0.5+E20, cuando se 
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comparó con el tratamiento C0.5 (Fig. 20). Esta diferencia se mantuvo durante todo el 

experimento. Así mismo, se produjeron cantidades similares de glucosa en los 

tratamientos C1.5 y C0.5+E20 a las 4 y 24 h, lo que sugiere que el uso de ScExlx1 

podría reducir la cantidad de celulasa necesaria cuando se pretende llevar a cabo 

procesos de sacarificación. Por otro lado, no se encontró diferencia estadística entre los 

tratamientos C1.5+E20 y C1.5+E80 en ninguno de los puntos evaluados, indicando que 

el efecto de la expansina podría no ser dosis dependiente.  

 

 
Figura 20. Actividad sinérgica entre ScExlx1 y celulasas a 30ºC. Un miligramo de avicel fue incubado 

con diferentes combinaciones de ScExlx1/celulasas (0.5 U celulasa, 1.5 U celulasa, 20 µg ScExlx1+0.5 U 

celulasa, 20 µg ScExlx1+1.5 U celulasa, 80 µg ScExlx1+0.5 U celulasa y 80 µg ScExlx1+1.5 U celulasa) 

en buffer de acetato de sodio 50 mM pH 5 a 30 ºC y 1000 rpm. 

 

ScExlx1 y actividad quitinasa 

	

Diferentes proteínas expansin-like han mostrado capacidades de unión a quitina (Chen et 

al., 2010; Quiroz-Castañeda et al., 2011). Sin embargo, resulta interesante que no existen 

reportes sobre el efecto de una expansina o una proteína expansin-like sobre el polímero 

de quitina. Por esta razón, se realizó un pretratamiento de quitina con ScExlx1 antes de 

añadir una mezcla de quitinasas de Streptomyces griseus. Este experimento resultó en la 

liberación de dos veces mas NAG cuando se hidrolizó la quitina tratada con ScExlx1 

0 

0.1 

0.2 

0.3 

0.4 

0.5 

0.6 

0.7 

0.8 

0 30 min 1 h 2 h 4 h 24 h 

G
lu

c
o

s
e

 (
m

g
/m

L
) 

Time 

C0.5 C1.5 E20C0.5 E20C1.5 E80C0.5 E80C1.5 



56	

cuando se comparó con los controles tratados con buffer y BSA (Fig. 21). Al duplicar la 

cantidad de ScExlx1 (100 µg) durante el pretratamiento de quitina, la cantidad de NAG 

liberada incrementó 0.2 veces mas cuando se comparó con la concentración usada de 

ScExlx1 en el experimento original (50 µg). 

Estos resultados indican que ScExlx1 es capaz de modificar el polímero de quitina, un 

aspecto interesante dado que la pared celular fúngica está compuesta principalmente por 

este polisacárido. Probablemente, las expansinas de hongos podrían jugar un rol 

importante durante la remodelación de pared celular de estos organismos, aunque se 

necesita más evidencia para verificar la función de las expansinas fúngicas.  

 

 
Figura 21. ScExlx1 es una proteína activa sobre quitina que incrementa la hidrólisis de quitina. La 

quitina de camarón (5 mg) se incubó con 50 y 100 µg de ScExlx1, 50 µg de BSA, o buffer de fosfato de 

sodio 100 mM pH 7 por 24 a 25ºC. Después de la incubación, la temperatura se incrementó a 37ºC y se 

agregó una quitinasa de S. griseus (0.25 U). Después de 2 horas de incubación, se determinó la cantidad de 

N-acetil glucosamina liberada mediante el método de DNS. Los experimentos fueron realizados por 

triplicado. Las barras indican la desviación estándar y cada letra indica diferencia estadística en los 

tratamientos p(>0.05). 
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Sinergismo entre quitinasas y ScExlx1 

	

Se investigó el efecto en la hidrólisis enzimática de quitina al combinar una quitinasa y 

ScExlx1. En general, se observó un comportamiento sinérgico de la mezcla 

ScExlx1/quitinasa después de 48 y 72 h, indicando menores velocidades de reacción que 

en las mezclas de ScExlx1/celulasa (Fig. 22). Sin embargo, la diferencia entre la 

reacción de ScExlx1/quitinasa y el tratamiento control fue similar al observado en las 

reacciones ScExlx1/celulasa (39.4 y 37%, respectivamente). Al final del experimento, se 

liberaron 7.36 mg/ml de NAG por la combinación ScExlx1/quitinasa, mientras que en el 

tratamiento control se produjeron 5.28 mg/ml de NAG. Este resultado demuestra el 

efecto sinérgico de la combinación de una expansina con una quitinasa.  

 

 
Figura 22. Actividad sinérgica entre ScExlx1 y quitinasas de S. griseus. Cinco miligramos de quitina 

fueron incubados con 100 µg de ScExlx1 (20 µg/mg de quitina) y 0.5 U de quitinasa en buffer de fosfatos 

100 mM pH 7.4 a 30ºC. Se tomaron alícuotas de 50 µl a los 0, 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h, 24 h, 48 h y 72 h. 

La cantidad de N-acetil glucosamina liberada se determinó por el método de DNS. Los experimentos 

fueron realizados por triplicado. 
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DISCUSIÓN 

Schizophyllum commune es uno de los hongos más ampliamente distribuidos, y puede 

ser encontrado en casi todos los continentes, a excepción de la Antártida (Ohm et al., 

2010). Aunque S. commune ha sido encontrado causando enfermedades en humanos, 

animales y árboles, su nicho ecológico es adoptar un estilo de vida saprobio causando 

pudrición blanca en la madera (Kano et al., 2002; Ohm et al., 2010; Premamalini et al., 

2011; Tanaka et al., 2008). Después de que el genoma de S. commune fue secuenciado, 

se reveló su enorme potencial como fábrica de proteínas microbianas para la 

desconstrucción de paredes celulares vegetales, y considerando este antecedente, en este 

trabajo se estudió la proteína ScExlx1, descubierta mediante el análisis genómico de S. 

commune. 

Se evaluó el efecto de ScExlx1 sobre fibras de algodón. Reportes previos han descrito el 

efecto de proteínas expansin-like sobre papel filtro, avicel, PASC (Phosphoric acid-

swollen cellulose) y fibras de algodón (Jäger et al., 2011; Quiroz-Castañeda et al., 2011; 

Saloheimo et al., 2002). Como miembro de la superfamilia de las expansinas, ScExlx1 

causó una modificación en la anatomía de la celulosa cristalina, lo que sugiere, que este 

efecto podría servir para incrementar la hidrólisis de celulosa por S. commune cuando 

vive como hongo de pudrición blanca. Del mismo modo, se ha propuesto que el efecto 

“burbuja” generado por la loosenina (Quiroz-Castañeda et al., 2011), swollenina 

(Saloheimo et al., 2002) y ScExlx1, ayuda en la etapa de amorfogenesis durante la 

degradación de lignocelulosa con enzimas hidrolíticas.  

Un descubrimiento interesante fue que el análisis de secuencia reveló un ligero cambio 

en los amino ácidos (no polares a ligeramente polares) responsables de la unión a 

polisacáridos en el dominio 2 (Fig. 8). Este hecho no alteró la capacidad de ScExlx1 

para unirse a celulosa y xilano que se había reportado previamente para expansinas de 

fitopatógenos (PcExlx1), bacterias del suelo (BsExlx1) y la bacteria marina (HcExlx2) 

(Kerff et al., 2008; Lee et al., 2010; Olarte-Lozano et al., 2014). 

En un estudio reciente, Pastor et al. (2014) realizó un análisis sobre el potencial 

electrostático de 44 expansinas bacterianas, cuyas secuencias estaban disponibles en el 

NCBI. El análisis reveló que la mayoría de las expansinas bacterianas evaluadas en ese 
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trabajo presentaban un pI entre 4.5-5.96 (50%; expansinas ácidas) y 8.2-9.8 (44%; 

expansinas alcalinas), mientras que sólo 4 expansinas presentaron un pI neutro (9%) 

(Pastor et al., 2014). Otra característica importante de las expansinas bacterianas, es la 

polaridad que presentan la cara frontal y reversa de estas proteínas, ya que en 94% de las 

expansinas bacterianas, el frente es más negativo que el reverso (Pastor et al., 2014). 

ScExlx1 presentó una carga neta global de -15e, el PBS -7e y el reverso de la proteína 

una carga de -8e, generando una polaridad de +1. Singularmente, ScExlx1 presentó un 

PBS menos negativo que el reverso de la proteína, contrario a lo observado en la 

mayoría de las expansinas bacterianas (Pastor et al., 2014). Se ha propuesto que la 

magnitud de la polaridad podría ser directamente proporcional a la actividad específica 

de las expansinas, sin embargo, esta hipótesis no ha sido comprobada (Pastor et al., 

2014). 

Otro punto importante en relación a las expansinas, es la interacción que pueden 

presentar con algunas sales. Conforme a este punto, algunos investigadores han evaluado 

el efecto de NaCl sobre las interacciones proteína-proteína y proteína-ligando (Dumetz, 

et al., 2007; Kerff et al., 2008; Olarte-Lozano et al., 2014; von Hippel et al., 1969). La 

unión de ScExlx1 a avicel no fue afectada por la adición de NaCl, incluso a 

concentraciones de 0.5 M, como se demostró por densitometría y el análisis estadístico 

(Fig. 16 y Tabla 3), sugiriendo que la interacción de la sal con el complejo ScExlx1-

celulosa es diferente al reportado para otras expansinas microbianas (Kerff et al., 2008; 

Lee et al., 2010; Olarte-Lozano et al., 2014), en donde la adición de sal afecta de manera 

positiva (PcExlx1) y negativa (BsExlx1) la capacidad de unión de las expansinas. Con 

respecto a la capacidad de unión a xilano, se observó un comportamiento similar al 

mostrado cuando se usó avicel. Es probable que las interacciones hidrofóbicas sean mas 

importantes en la unión de ScExlx1 a sus sustratos que las interacciones electrostáticas, 

o quizás, se requieran mayores concentraciones de NaCl para lograr detectar algún 

efecto (>0.5 M). Otra posibilidad es que al usar una menor cantidad de sustrato los 

cambios en la unión puedan ser más fáciles de percibir. Un dato interesante, es el hecho 

de que HcExlx2 tiene la habilidad de unirse en mayor medida a xilano que a celulosa 

(Lee et al., 2013), lo que sugiere que las expansinas bacterianas podrían tener diferentes 

blancos en el arquitectura de la pared celular vegetal, ya que BsExlx1 tiene la capacidad 
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de unirse con mayor afinidad a las paredes celulares completas, mientras que PcExlx1 se 

une mejor a celulosa (Kerff et al., 2008; Kim, et al., 2013; Olarte-Lozano et al., 2014). 

Además de estos dos componentes de la pared celular vegetal, evaluamos la capacidad 

de unión de ScExlx1 a quitina, un polisacárido de la pared celular fúngica, debido a que 

proteínas como la swollenina, una proteína “expansin-like”, loosenina, que contiene sólo 

el D1 de las expansinas canónicas, ZmEXPB (una expansina vegetal), BsExlx1 y 

HcExlx2 han presentado mejores capacidades de unión a quitina que a celulosa. En 

relación a lo anterior, los experimentos de densitometría mostraron un pequeño 

incremento en la cantidad de proteína unida cuando se compararon los valores de 

proteína unida usando 0 y 0.5 M de NaCl. (Fig. 16). En general, estos resultados 

sugieren que las expansinas bacterianas y fúngicas pueden presentar diferentes 

interacciones dependiendo de la matriz de polisacárido con la que interactúan, y también 

podemos sugerir (pero no concluir) que las interacciones entre ScExlx1-polisacárido no 

son de naturaleza iónica. Sin embargo, aunque se pueden presentar diferentes 

comportamientos en la unión de cada expansina a xilano o celulosa cristalina en 

presencia de NaCl, se hubiera esperado una interacción de carácter iónico entre 

ScExlx1-quitina y ScExlx1-xilano, dado que se ha reportado que los aminoácidos Tyr-

161, Tyr-162 y Tyr-195 en D2, participan en la unión a polisacáridos en las expansina 

microbianas (Georgelis et al., 2011), y podrían contribuir en la formación de puentes de 

hidrógeno mediante sus cadenas laterales con ambos polisacáridos. Es probable que se 

requiera analizar diferentes condiciones experimentales para detectar un efecto mas 

pronunciado.  

Es importante destacar que en el campo biotecnológico, esta propiedad de “tolerancia” a 

sales en ScExlx1, pudiera ser útil de diversas formas, por ejemplo: 1) la necesidad de 

nuevas proteínas adaptadas para la tecnología de líquidos iónicos usados para la 

producción de biocombustibles celulósicos avanzados, y 2) la adición de acetato ha 

demostrado incrementar la capacidad hidrolítica de algunas quitin-desacetilasas (Zhao, 

et al., 2010), de modo que ScExlx1 podría ayudar a desacetilar el polímero de quitina en 

la presencia de estas enzimas en un ambiente halófilo, con el fin de producir quitosan, un 

producto biotecnológico de alto valor agregado. Esta característica de tolerancia a sales, 
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convierte a ScExlx1 en un candidato ideal para estudios posteriores con una base de 

estructura-función y posibles aplicaciones industriales. 

En relación a los análisis por FTIR, se sabe que los grupos hidroxilo presentes en la 

estructura de celulosa están involucrados de manera directa en el establecimiento de 

puentes de hidrógeno intra e intermoleculares, generando diferentes estructuras con 

distinto grade cristalinidad y alterando las propiedades vibraciones de la macromolécula 

de celulosa (Park et al., 2010; Taylor & White, 2010). Se ha reportado que las 

expansinas son capaces de actuar sobre las paredes celulares vegetales, presentando una 

actividad disruptiva y actuando como agentes “aflojantes” (Cosgrove, 2000; Sampedro 

& Cosgrove, 2005). Además, estas proteínas son activas sobre redes de celulosa aislada 

(Georgelis et al., 2014, 2011; Kerff et al., 2008; X. Liu, et al., 2014; Martellini et al., 

2013; Olarte-Lozano et al., 2014; Tovar-Herrera et al., 2015) y recientemente se ha 

sugerido que actúan también sobre el polímero de quitina, ya que un estudio demostró la 

expresión específica de una proteína tipo-expansina durante el establecimiento de la 

interacción planta-ectomicorriza (Veneault-Fourrey et al., 2014), y una expansina 

fúngica ha demostrado incrementar la hidrólisis enzimática de quitina cuando se 

preincubó con la expansina (Tovar-Herrera et al., 2015). 

El análisis por FTIR ha sido útil para estudiar de manera cualitativa los patrones de 

puentes de hidrógeno y cristalinidad en celulosa y biomasa lignocelulósica (Sawatari, 

1996; Taylor & White, 2010; Xu, et al., 2013). Además, esta técnica es ampliamente 

usada para la caracterización de quitina y quitosan obtenido de diferentes fuentes (Kaya, 

et al., 2014; Pires, et al., 2014; Wu et al., 2005). En este trabajo, obtuvimos los espectros 

FTIR a partir de celulosa y quitina tratados con la proteína ScExlx1, con el fin de 

determinar cualitativamente si el tratamiento con la expansina fúngica era capaz de 

modificar sus estructuras en términos de cristalinidad e intensidad de puentes de 

hidrógeno, dada la actividad disruptiva de puentes de hidrógeno que presentan las 

expansinas (Fig. 17A y 17B). 

A pesar de que LOI y TCI no presentaron cambios en la estructura de la celulosa, la 

intensidad de puentes de hidrógeno en la molécula de celulosa fue alterada por ScExlx1, 

lo cual es consistente con el primer modo de acción que se reportó para las expansinas 

por McQueen y Cosgrove en 1995 (McQueen-Mason, et al., 1995). En cuanto a la 
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quitina, es probable que se requieran condiciones experimentales distintas para lograr 

detectar cambios mas pronunciados (por ejemplo, tiempos de incubación mas largos) en 

su estructura. Sin embargo, los cambios detectados podrían estar implicados en 

rearreglos en el patrón de puentes de hidrógeno que estén ocurriendo en la estructura de 

quitina. 

Con respecto a la hidrólisis enzimática, existen diversos antecedentes enfocados a la 

mejora de hidrólisis de lignocelulosa usando expansinas y proteínas expansin-like (Chen 

et al., 2010; Georgelis et al., 2014; Gourlay et al., 2013; Jäger et al., 2011; Kang, et al., 

2013;Kim, et al., 2009; Lee et al., 2010; Olarte-Lozano et al., 2014; Quiroz-Castañeda et 

al., 2011; Wang et al., 2010; Yao et al., 2008). En este trabajo se evaluó el efecto de 

ScExlx1 sobre la hidrólisis enzimática de celulosa mediante dos métodos: 1) como 

pretratamiento antes de la adición de una mezcla de celulasas; 2) en conjunto con una 

mezcla de celulasas. Cuando ScExlx1 fue usada como pretratamiento, se observó una 

mejora en la hidrólisis de 23%, mientras que cuando se usó en conjunto con las 

celulasas, la mejora observada fue de 37%. Ambos métodos presentan un efecto positivo 

sobre la hidrólisis de celulosa cristalina, aunque cada uno de ellos puede tener diferentes 

inconvenientes; como tiempo de incubación, en el caso del uso de ScExlx1 como 

pretratamiento (72 h de incubación antes de añadir celulasas) o competencia entre 

ScExlx1 y celulasas por los sitios de unión en la celulosa (no se observaron mejoras en 

la hidrólisis al incrementar la cantidad de expansina usada), en el caso del uso de 

ScExlx1 en conjunto con la mezcla de celulasas, como ha sido reportado por otros 

autores para BsExlx1 (Kim et al., 2013).  

Un dato interesante, es el hecho de que no se detectó actividad sinérgica cuando los 

experimentos se realizaron a 50ºC (datos no mostrados), indicando que la proteína 

ScExlx1 no presenta características de termotolerancia, como es común para las 

expansinas. Contrastando con estos resultados, Liu et al (2014) reportó que una 

expansina de tomate, denominada LeEXP2 tiene la capacidad de actuar de manera 

sinérgica con una endoglucanasa a 50ºC, generando entre 1.4-9.8 veces mas glucosa 

liberada cuando se comparó con el tratamiento control. Por otro lado, hay trabajos en 

donde la combinación de expansina/celulasas da lugar a una reducción en la cantidad de 

azúcares reductores, particularmente cuando se usan altas dosis de expansina o celulasa 
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(Kim et al., 2009; Liu et al., 2014). En gran medida, esta es una de las razones por las 

que la combinación de expansinas y proteínas tipo-expansina con celulasas para fines de 

sacarificación, continua siendo una cuestión controversial. 

Además de determinar el efecto de ScExlx1 sobre celulosa, se determinó la actividad de 

la expansina de S. commune sobre quitina. El uso de ScExlx1 logró mejorar la hidrólisis 

de quitina así fuera usada como pretratamiento o en conjunto con quitinasas. Es posible 

que la alteración de los puentes de hidrógeno que las expansinas fúngicas generan en la 

celulosa, también ocurra en la estructura de quitina, debilitando las cadenas paralelas y 

antiparalelas que la conforman. Sin embargo, aunque en el caso de la celulosa, se ha 

demostrado que las interacciones entre D2-celulosa y D1-celulosa, son hidrofóbicas y 

electrostáticas (respectivamente) (Silveira & Skaf, 2016), no existen trabajos que 

sugieran el papel que juega la carga positiva del polímero de quitina en la interacción 

expansina-quitina. Es probable, que al menos en el caso de ScExlx1, la interacción entre 

D1-quitina se vea favorecida (con respecto a la interacción D1-celulosa), ya que la 

quitina presenta una carga global positiva y la región frontal del D1 (la cara que 

interacciona con el sustrato) de la mayoría de las expansinas bacterianas (Pastor et al., 

2014) y ScExlx1 presenta una carga negativa.  

Finalmente, este es el primer reporte que muestra el efecto de una expansina sobre el 

polímero de quitina. Este hecho es muy interesante por dos principales razones: 1) El 

efecto en la mejora de hidrólisis de quitina puede ser explotado de diversas maneras, ya 

que este polímero ha ganado gran interés por parte de la comunidad científica debido a 

sus numerosas aplicaciones médicas y biotecnológicas (Dutta, et al., 2004; Park & Kim, 

2010); 2) existe la posibilidad de que ScExlx1 este actuando como un factor de 

remodelación de pared celular fúngica, permitiendo que las células de S. commune 

crezcan en un modo similar a como trabajan las expansinas vegetales. Sin embargo, aun 

no se conoce el efecto que ScExlx1 genera sobre la quitina. 
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