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Resumen y Abstract IX

Resumen

La broca del cafélypothenemus hampeais el insecto mas perjudicial para las plantaciatees
café en el mundo. Se reproduce y alimenta excloswée la semilla de café, compuesta por
carbohidratos que se encuentran disponibles enafaden polisacaridos o azucares libres. El
componente polisacérido esta representado portgalananos (25%), arabinogalactanos (17%), y
celulosa (8%). Para poder asimilar estas moléaasplejas la broca requiere de un sistema
hidrolitico que le permite transformarlas en molassimples que le aportan la energia necesaria
para llevar a cabo su ciclo bioldgico. La enzimdcoeh,48-mananasa identificada en el tracto
digestivo del insecto, se encarga de la hidrotiglsgalactomanano. La inhibicion especifica de
esta enzima inhabilita al insecto para degradar pdisacarido y causa importantes efectos en la
nutricion. En este trabajo se propuso la caraeteidn bioquimica de esta enzima y la evaluacion
de cinco compuestos, potencialmente inhibidoreldmzima. Los resultados obtenidos son un

acercamiento importante para el control de esjedieral insecto.

Palabras clave: Broca del café1ypothenemus hampei, endof-mananasa, glicosil hidrolasas.

Abstract

The coffee berry boreklypothenemus hampas the most important pest afflicting coffee op
worldwide. Reproduces and feeds exclusively on rieture endosperm of the coffee seed,
consisting of carbohydrates available in the fofpalysaccharides or sugars. The polysaccharide
component is represented by galactomannans (258@inagalactans (17%) and cellulose (8%).
In order to assimilate these complex moleculedrtbect requires a hydrolytic system that allows
transform them into simple molecules that provide energy necessary to carry out their life
cycle. The enzyme endo-1 pdmannanase identified in the insect's mid gut spoesible for the
hydrolysis of galactomannan. The specific inhilvitmf this enzyme disables the insect to degrade
this polysaccharide and causes a major impact tition. This paper proposed the biochemical
characterization of this enzyme and evaluation ied tompounds, potential inhibitors of the

enzyme. The results are an important approachofaralling the harmful insect.
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Keywords: Coffee berry borer, Hypothenemus hampei, endof-mannanase, glycoside

hydrolase.
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Introduccion

El café Coffea sp.es uno de los productos primarios mas valiososdoente de divisas para los
paises en desarrollo después del petrdleo. Elraujtrocesamiento, transporte y comercializaciéon
del café proporciona empleo a millones de persenatodo el mundo. Este producto tiene una
importancia crucial para la economia y la politeamuchos paises en desarrollo. Para muchos de
los paises menos adelantados, las exportacioneafé@epresentan una parte sustancial de sus

ingresos en divisas, en algunos casos mas del €9 2012).

Colombia es uno de los principales paises prodestde café con exportaciones de alrededor de
siete millones y medio de sacos anuales, seguitirab(reporte generado desde Marzo de 2011 a
Febrero del 2012 por la Organizacion Internaciatell café (ICO, 2012). Adicionalmente, el

cultivo de café proporciona sustento para 450.@ddilfas cafeteras colombianas, representa mas
de un tercio del empleo rural y una quinta partepdmducto agricola (Duque et al., 2003). Por esta
razén, cualquier problema que afecte el cultivo cifé es de especial significancia para la

economia colombiana (Bustillo, 2008).

El cultivo del café en Colombia se habia mantefilte de problemas de insectos a través de toda
su historia como explotacion comercial. Solamemtéhabian registrado ataques esporadicos de
algunos insectos y acaros (Bustillo, 2008) que exdhvan convertido en plagas de importancia,
debido a que el ecosistema cafetero es bastaatdeegtbiodiverso, lo cual favorece el desarrollo
de fauna benéfica, que contribuye al mantenimieieloequilibrio de las plagas presentes. Esta
situacion de equilibrio se ha visto afectada poaparicién de la broca del caffypothenemus
hampei La broca es una plaga exoética originaria de fezxuatorial del Africa probablemente de
Etiopia, e introducida accidentalmente al contiaearhericano (Brasil) en 1913 (Bergamin, 1943).
Este insecto, al llegar a un lugar con condicidagsrables, desarrolla todo su potencial biético
sin ninguna restriccion, alcanzando altos nivekegablacion debido principalmente a la carencia
de agentes de control. El dafio que ocasiona cereisperforaciones a los frutos y a una caida
prematura cuando el ataque se realiza sobre cqtemaes. Cuando ataca frutos de dos meses de

edad, mas del 50 % de los frutos atacados se camrtlyos de ellos toman un color caracteristico
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de madurez; pero si el ataque ocurre después desomeses de edad, la caida de frutos es menor
al 23,5 % (Jaramillo et al., 2006).

La pérdida de peso del café pergamino seco poadirisa broca es de 18,1% en promedio y los
frutos que son atacados tempranamente se madutes @da tiempo, lo cual repercute en un
manchado del pergamino de los granos sanos (By<2li08). Sin embargo, la disminucion del
valor comercial del producto no es debida Unicamaria pérdida de peso del grano, sino también

a la disminucién de su calidad que afecta el sdbda bebida.

El uso de insecticidas para el control e hampei como Unica medida de manejo no es
recomendable. Esta practica ampliamente usada@n mdises de América que sufren de ataques
de este insecto tiene muchos inconvenientes; uralaie consiste en que la broca, una vez en el
interior de los frutos, no es afectada por insekdis; por tanto, estos deben usarse solo cuando los
adultos se encuentren entrando en nuevos frutandbBa2000). El control quimico se dificulta
aun mas, debido a que en Colombia el café preseiitiples floraciones como respuesta a las
condiciones climaticas en zonas como el eje cafeterque implica un incremento considerable
en la frecuencia de las aspersiones con insedicRlar si fuera poco, esta situacion se hace mas
compleja debido a que el caficultor no tiene trigticsobre el uso de insecticidas y a que en las
zonas cafeteras los hogares de alrededor de 50faf0ilas se encuentran entre los cafetales, y

por lo tanto expuestos a estas aspersiones.

Finalmente, se ha demostrado el caso de resistdadi broca a insecticidas organocloradias.

hampeicontiene una mutaciéon en el gBadl que codifica para una subunidad del receptor del
acido y-aminobutirico (neurotransmisor GABA) el cual espensable de activar los canales de
cloro durante la sinapsis. Esta mutacion le coafiesistencia al insecticida endosulfan y se
encuentra en la broca que ha invadido Colombiad@ame se ha descrito parcialmente esta

resistencia (Navarro et al., 2010)

Todo lo anterior hace que el impacto de la broeacsdalogado como el problema fitosanitario
namero uno en Colombia, no sélo por la extensidrade afectada y la importancia del cultivo,
sino por los habitos mismos de la plaga que hadéil du control. Como consecuencia de lo
anterior es necesario utilizar todas las herramgeqtie permitan el control de este insecto y para
ello, en el Centro Nacional de InvestigacionesGifE (Cenicafé), se ha desarrollado un programa
para el manejo integrado de la broca (MIB) que uiyel una serie de medidas de control
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(culturales, biolégicas y quimicas) y practicasoagmicas que tienen como objetivo la reduccién
de las poblaciones de la broca en los cafetaldgedes que no generen un impacto econémico
importante y que permitan la produccion de café txportacion en forma competitiva. Sin

embargo, y a pesar de la disponibilidad de estgranoa, la broca del café continua siendo un
grave problema para la caficultura y por esta ragdiste la necesidad de buscar estrategias
novedosas de control. Una de estas estrategiatas@ona con la identificacion y caracterizacion

de genes involucrados en procesos de importanciagba&iclo de vida del insecto que puedan ser

utilizados como blancos especificos de inhibicion..






1.Marco tedrico

1.1 Generalidades del cultivo del café

El café es un cultivo nativo de Etiopia, que pextena la Clase Angiosperma, Orden
Rubiales, Familia Rubiaceae, Tribu Coffeeae y Ge@mffea Coffeaes el género mas
importante de las Rubiaceas y agrupa 103 espdoass( et al., 2006)Coffea arabica
(Arabica) y Coffea canephor@obustd son las especies de café mas importantes, ya que

representan el 70% y 30% del café comercial resecente.

Todas las variedades deoffea arabicacultivadas en el mundo se derivan de las
variedades introducida€offea arabicavar. Arabica (sinénimo var.Tipica) y Coffea

arabicavar. Bourbon(Mondego et al., 2011).

Ameérica, es la primera region productora mundiakdi. En Sudamérica, se producen
cafés de muchas variedades. Los principales ppiedsictores en esta regién son: Brasil,
el cual es el principal exportador mundial con praduccion deCoffea arabicgArabica)

del 80% yCoffea canephorael 20%, por lo tanto tiene todos los tipos dec@blombia
produce como monocultivo variedades exclusivamdatéa especi€offea arabica que

se caracterizan por ser cafés suaves, con bajertdatde cafeina, con mucho cuerpo,
acidez moderada y ligero sabor a cacahuete (Bdretial., 2008). La primera variedad
cultivada en Colombia hace 170 afos fue la variddpiday a finales de la década de los
20 se introdujo la variedaBourbonpor su alto rendimiento de produccion. Después de
1952 se introdujo la varied&hturra desde Brasil y a mediados de la década de los 80 s
inicié con el cultivo de la variedadolombig desarrollada en Cenicafé, proveniente de la
variedadCaturra y el Hibrido de Timor Este material presenta porte bajo, resistentaa a
roya del cafeto, asi como la variedeabi que es una variedad de porte alto a diferencia de

la variedad Colombia Posteriormente en el afio 2005 Cenicafé liberévdaedad
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Castillo® y las variedade€astillo® regionales, siendo estas una variedad mejoradia de
variedad Colombia (Alvarado et al., 2005). En la tabla 1 se indidas principales

variedades de café introducidas en Colombia y sosipales caracteristicas.

Tabla 1-1: Variedades de Café cultivadas en Colombia

Variedad Caracteristicas

Tipica Es susceptible a la roya. Se siembran hasta 2rb0eé por hectarea.

Bourbon | Es un arbol que produce 30% mas que Uigica, e igualmente e
susceptible a la roya.

2

Tabi Es una variedad de grano grande, de excelenteadakdideal para |
obtencion de cafés especiales. Se siembran h@6@ @antas por hectére:

D

Caturra Es susceptible a la roya.

Colombia | Gracias a su variedad genética, posee una resstiurable al ataque de |la
roya.

1.2 Composicion quimica del grano de café

El café es considerado como uno de los productadsumo mas complejos desde el punto de
vista de su quimica. No solamente por la gran dadtde compuestos quimicos contenidos en los
granos de café, sino también porque estos compuestocionan e interactan en todas las etapas
del procesamiento para la obtencién de una tazafdecon una gran diversidad y complejidad de

estructuras (Bertrand et al., 2008).

El grano de café esta constituido principalmente gavbohidratos, proteinas, lipidos y acidos
organicos (Tabla 2). Los carbohidratos son compsed# gran importancia en el grano, debido no
solo a su alta concentracién sino también porquécipan como precursores del aroma, mejoran
la calidad organoléptica de la bebida de café itmntendo a su viscosidad y espesor, y participan
en la formacion de sedimentos de la viscosida@&xtehicto durante la fabricacion del café soluble;
ademas experimentan complejos cambios en el praestastacion que favorecen la formacion de
las caracteristicas organolépticas de la bebidga(Aral., 2007).

En el grano de café, los carbohidratos estan disfgsnen forma de polisacaridos que hacen parte
de la pared celular de la semilla (50%), o comcca®s de bajo peso molecular dentro de los
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cuales se encuentran los trisacaridos, disacasido®nosacaridos. La sacarosa es el principal

carbohidrato de bajo peso molecular (5-10%).

El componente polisacarido esta representado ponamas o galactomananos (25%),
arabinogalactanos (17%) y celulosa (8%); de Ias teefraccion de mananos es la mas insoluble
en agua confiriéndole al grano de café maduro sezdicaracteristica (Redgwell et al., 2006).

El manano se encuentra como polimero de almacenamie carbohidratos en las semillas de
leguminosas y coniferas y desempefia un papel esal¢Fischer et al., 2001; Liepman et al.,
2007).

Tabla 1-2 Composicion del grano de café (Fischer et ab120

Componente % de Materia seca
Carbohidratos simples y comple 50-6C
Proteinas y aminoacid 12-15
Lipidos 13
Acidos 8
Cafeini 1

1.2.1 Los galactomananos de grano de café

Los galactomananos son polisacaridos que estaanessen las paredes celulares de los tejidos de
almacenamiento de las semillas (como el endospesatdedones) y hacen parte del grupo de
polisacaridos de almacenamiento. En el grano deefle, funcionan como un polisacaridos de
almacenamiento, pues su estructura lineal y su g0 molecular, permite cerrar el paquete y
generar la alta densidad de las paredes celulatggaho (Redgwell et al., 2006). Estdn formados
por una cadena principal de manosas unidas e shlace$-(1,4) glicosidicos. En la mayoria

de los casos con ramificaciones de unidades detgataunidas a las manosas por un enlaces
(1,6) glicosidicos (Parvathy et al., 2005) (Figlya.

El contenido de galactosa es variable en los difese galactomananos distribuidos en la
naturaleza. En el grano de café verde y tostathasaeportado relaciones galactosa/manosa entre
1:130 y 1:30 (Fischer et al., 2001), y se ha deradstque el grado de substituciones de galactosa
tiene importantes consecuencias en la solubilighgaimero (McCleary et al., 1981). Muestra de

ello son la goma guar y la goma de algarrobo, erdelse refleja que un mayor contenido de



Caracterizacién bioquimica de una enfle-mananasa de la broca del café
Hypothenemus hamp€terrari) (Coleoptera:Scolytinae)

ramificaciones galactosa en el esqueleto prinaphbalactomanano incrementa la solubilidad de
la goma. De esta manera la goma guar posee ur@drelgalactosa/manosa de 1:2 y es mas
soluble que la goma de algarrobo que posee uradelgalactosa/manosa de 1:4.

1.2.2 Enzimas responsables de la degradacién del galactanano del café

Los mananos son polisacaridos hemicelulésicos migndidos en las paredes celulares de las
plantas, y pueden tener un papel estructural iraptat Las principales enzimas responsables de la
degradacién de los galactomananos presentes eni@pmermo de las plantas son la &-mananasa
(EC 3.2.1.78), la &-manosidasa (EC 3.2.1.25) ydalactosidasa (EC 3.2.1.22). La primera es una
enzima de tipo endo-hidrolasa responsable de IlEd interna y aleatoria de la estructura
principal de los mananos. Por el contrario, la &ws&lasa y la &-galactosidasa son enzimas del
tipo exo-hidrolasa y actlan en los extremos (gémer#e no reducidos) de la cadena de
polisacéaridos sobre los enlaces a-1,4-glicosidycdsl,6-glicosidico respectivamente (van Zyl et
al., 2010).

Con base en la similaridad en su secuencia, lamaszjue degradan estructuras del tipo manano,
se agrupan en las familias Frananasa $-manosidasa) y 27o{galactosidasa) de las glicosil
hidrolasas (GHs) (Cantarel et al., 2009). Son fasitjue comprenden enzimas que catalizan la
hidrélisis de enlaces glicosidicos entre dos o mabohidratos o entre un carbohidrato y una
molécula que no sea carbohidrato. En la Figura &squematiza la accion de dos de estas enzimas

sobre la estructura del galactomanano

En muchas especies de plantas, incluyendo el saféia detectado actividad mananasa en el
endospermo de las semillas durante el proceso duirgeion, debido a que estas semillas

hidrolizan el manano durante la germinacion destaikka, facilitando la emergencia de la radicula

y liberando pequefias cantidades de oligosacaridessegran usados posteriormente como fuente
de energia para el crecimiento de la plantulaegigb-Fernandez et al., 2011). Igualmente enzimas
con actividad mananasa capaces de degradar el mpresente en la naturaleza de se han aislado
a partir de una amplia variedad de microorganisoomso bacterias y hongos. En las bacterias, la

degradacion esté concentrada en las especies @sitivges, que incluyen los génemacillusy
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Clostridium y algunas pocas Gram-negativas tales cfifiwmio, Pseudomonay Bacterioides
También se registra que bacterias actinomicetegrdgb de las estreptomicetes son capaces de
degradar estas estructuras. En los hongos, lasnasasmmas activas se encuentran en los géneros

Aspergillus, Agaricus, Trichoderma, Sclerotifibhawan et al., 2007).

Figura1-1: Esquema de la accién enzimatica de las diferemesnas involucradas en la
hidrdlisis del galactomanano. Las flechas represelds enlaces glicosidicos reconocidos por las

enzimag3- mananasa (GH5) o+ galactosidasa (GH27) (van Zyl et al., 2010)

OH
HO O H a-Galactosidasa
H Galactosa @

OH H o

B-Mananasa H Enlace o (1-6) glicosidico

OH @ OH

Enlace B(1-4) glicosidico
" @ H O oH
o H
OH OH
HO &

H H H H
Manosa Manosa Manosa Manosa

En los dltimos afios se ha incrementado el nimeendenas del tipo mananasa identificadas en
plantas (Lin et al., 2011) y en animales superi¢Xeset al., 2002; Zahura et al., 2011)

El potencial de las mananasas en la industria aadic su capacidad para hidrolizar los
polisacéridos de la biomasa vegetal, brindandostie manera un mecanismo para recuperar los
azlcares solubles de estos biopolimeros (Moreid. e2008). Las mananasas se utilizan en el
tratamiento de frutas y vegetales para su manutagtelarificacion de jugos o para la extraccion
de aceites (Jagrgensen et al., 2010); facilitaegldueamiento en la industria de la pulpa y el pape
(van zyl et al., 2010); y el procesamiento de fibradustriales (Palackal et al., 2007).

En la industria de café soluble, la mananasa tanggéuede utilizar para reducir la viscosidad del
extracto en la produccion de café instantaneo, naejlo la eficacia del proceso de la

concentracion y reduciendo los costos del secadtgédo et al., 2008).
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1.3 Generalidades de la broca del cafélypothenemus hampei

La broca del café es un coledptero negro de tamapfiximado de 2 mm de largo (Jaramillo et al.,
2006). Es la principal plaga de café y se encugmsente en casi todas las regiones cafeteras del
mundo. Su amplia distribucion local, regional efbntinental puede explicarse por medio de una
activa migracion (vuelo de hembras), de una pasitansion (transporte de animales adultos a

través del viento) y desplazamiento a través deiltne.

Es una plaga mondéfaga cuyos Unicos hospederosneeete al géner€offea. Se alimenta y
permanece en el interior del fruto durante un citdovida que puede oscilar entre 24 y 45 dias e
incluye un estado de huevo, varios estadios lasyale estado de pupa y uno de adulto. Estos
hébitos impiden el control del insecto a travésndecticidas o con el uso de enemigos naturales,
causando dafios no solo relacionados con la peddifiatos, sino también con la disminucién del
valor comercial del producto por reduccion de pasiograno y con la disminucion de la calidad
gue afecta el sabor del café (Damon, 2000; Ja@stilal., 2006).

La busqueda de sistemas vulnerables en la fiseoldgl insecto puede ser el centro para el
desarrollo de alternativas tecnoldgicas tendieatesontrol de las poblaciones de broca. En la
actualidad no hay registros acerca de la identificay caracterizacion de genes asociados con los
procesos digestivos de la broca. Las etiquetasedegesncias expresadas (ESTs, por su sigla en
inglés) ha revolucionado el descubrimiento de gemediferentes especies (Adams et al., 1991) y
la secuenciacion de un nimero representativo des ESEl tracto digestivo de la broca, permitié
la identificacion de los principales genes que ficath las enzimas encargadas de la digestion del
grano de café. Siendo esta informacién de vitabimgmcia para el desarrollo de nuevas estrategias
de control de insectos plaga teniendo como blaaspscificos la fisiologia digestiva del insecto
(Haqg et al., 2004).

En un trabajo realizado en Cenicafé (Florez et24lQ5), se identificaron y caracterizaron las
principales enzimas digestivas de la broca del oafdiante librerias de ADN complementario
(ADNCc) de los genes expresados en el tracto digedt! insecto, basados en los sitios cataliticos

enzimaticos predichos y en analisis de similitudag\secuencias con identidad significativa se les
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asigné una funcién putativa, el 44% de las secasnmiesentaron actividad catalitica destacando
de este grupo 124 secuencias que posiblementecipant en los procesos digestivos y de

detoxificaciéon de los componentes del grano de café

Las Glicosidasas de la familia 5, 10, 14, 15, 21,28, 31, 78 y 91 son secuencias predominantes
en el tracto digestivo de la broca y todas se i@iac con la digestion de los carbohidratos

presentes en el grano de café (Florez et al.,, 200&nbién se encontraron proteasas de las
familias cisteina proteasa y serina proteasa, ewigue catalizan la hidrélisis de enlaces

peptidicos. En la semilla de café el contenido deefnas (12%) no es tan alto como en otras
dicotiledoneas, como las leguminosas, pero esustad importante de aminoacidos para la dieta
del insecto. Las otras secuencias se clasificandnsesiguientes grupos: proteinas hipotéticas, de
union al ADN, ribosomales, de transporte, estrabts; de regulacion, con actividad chaperona,

de defensa y de patogenecidad (Figura. 2).

Figura 1-2:  Clasificacion de secuencias por funcion putativéadéreria de tractos digestivos

de larvas L2 délypothenemus hampEndo-1,4B-mananasa de la broca del café
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1.4 Endo-1,4-p -mananasa de la broca de café

Con base en los resultados del analisis de laiide tractos digestivos de broca, se identifmd p
primera vez en el genoma de un insecto un gen @l@&®s de bases que codifica para una enzima

del tipo endo-1,4-mananasa (Numero de patente 7678556).
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Mediante un analisis filogenético se confirmé lecaaia del gen de la mananasaddéampeicon
homoélogos de origen bacteriano, especificamenteetagéneroBacillus y no como se podria
esperarse con genes de este tipo de origen eimarghtperior (Figura. 3). Esta es la primera
mananasa identificada en el genoma de un insaemtcaatividad hidrolitica frente a los principales
polisacéridos del grano de café. Los ancestros tedca debieron tener contacto simbidtico con
una bacteria capaz de digerir el manano del cdf&gsta relacion algunos individuos incorporaron
en su genoma el gen responsable de la degradaeiéesté carbohidrato necesario para su
nutricion. Es el resultado de una transferencid&bnotal de genes entre una bacteria y un insecto,
gue le otorga una ventaja adaptativa que le peratitesecto digerir directamente el manano
presente en su unico hospedero (el grano de daféesesidad de mantener a otro organismo.
(Acufa et al., 2012).

La enzima HhMan, cataliza la hidrélisis de los eat3-(1,4)-glicosidicos de la estructura del
galactomanano, principal polisacérido del granoafé y Unico alimento de la broca. Por medio de
esta hidrélisis se libera manosa, la cual es alulonp utilizada por el insecto en procesos de
crecimiento y desarrollo.

Partiendo de todo lo anterior es valido pensarlgughibicién de la actividad catalitica de esta
enzima podria limitar la nutricion del insecto, yatiomo sucede con la inhibicion de otras enzimas
hidroliticas que degradan polisacéaridos importadte$a pared celular como es el caso dexas
amilasas. Los inhibidores deamilasa interfieren con las enzimas digestivakslénsectos, y por

lo tanto hacen la digestion menos eficiente, puthenterferir de esta manera con el crecimiento y

desarrollo de los insectos (de Azevedo Pereirh,2G06; Viktorinova et al., 2011).

Figura 1-3:  Andlisis filogenético del gen de la enflanananasa de la broca HhMan1 (rojo)
comparada con homélogos de organismos: bacteraga hongos (azul), animales (violeta) y
plantas (verde). Los nimeros de accesion del GénBaencuentran adyacentes a cada gen y los

valores de bootstrap se encuentran en las ramasdlacufia et al., 2012)
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1.5 Alternativas de control de insectos inhibidores enmaticos

Todas las plantas poseen un grado de resistentietos fitbfagos. Esta resistencia inherente se
basa en diferentes mecanismos de defensa que énclug amplio rango de metabolitos
secundarios producidos por la planta y que resulbaivos para los insectos. Cada planta de cada
género e incluso de cada especie posee un nivedsiltencia individual y estas caracteristicas
particulares son utilizadas en el mejoramiento figméde plantas para obtener cultivos con

variedades resistentes a las insectos.

Hoy, los transgenes con resistencia a insectosindeplanta, una bacteria o de cualquier otro
origen pueden introducirse a las plantas para atamehnivel de resistencia. Esta técnica se ha
convertido en una alternativa moderna y atractive gfrece algunas ventajas frente a los
insecticidas quimicos utilizados como estrategiacdetrol de insectos plaga. Los transgenes
introducidos por transformacion genética son bicaldgdos mas facilmente que los insecticidas
quimicos, son mas selectivos frente a insectoc s, reducen la exposicion del operador a las

toxinas y pueden reducir el dafio ecoldgico caupaddos insecticidas.
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Los primeros resultados relevantes obtenidos cgenieria genética de plantas se obtuvieron
empleando una proteina parasporal o cuerpo desibalucristal) producida por la bacteria
Bacillus thuringiensi¢Bt), que a su vez contiene uno o mas tipos de praldtexinas con amplio
espectro de actividad (Coledpteros, Lepidéptefesias toxinas han sido transferidas al menos a

26 especies diferentes de plantas (Héma et a9)200

Una alternativa en aumento diferent8taes la transformacién genética con genes que cadifi
para inhibidores enzimaticos y la mayoria de es&®en como blanco especifico enzimas del
sistema digestivo del insecto (proteinasas e idbileis de amilasa). Por esta razén la bisqueda de
inhibidores enzimaticos con diferentes modos d#&ncg potencia, se convierte en una estrategia
usada por los investigadores para identificar nsiggemes que puedan mejorar las estrategias de
control disponibles (Barbosa et al., 2010).

Los inhibidores enzimaticos son compuestos quase a las enzimas disminuyendo su actividad.
Se denominan analogos del estado de transiciémgdagmayoria de estos compuestos imitan la
configuracion del estado transicional (Ts) de lobstratos naturales y como consecuencia, los
inhibidores se unen al enzima mas fuertemente logigbstrato natural, con afinidades dé ya @
veces superior. El estado de transicion represelts reactivos en su estado activo, cuando se ha

superado una barrera de energia potencial parn@sjoeactivos puedan convertirse en productos.

1.6 Inhibidores de glicosil hidrolasas

Los inhibidores de glicosil hidrolasas (GHs) somimpoestos muy atractivos para la sintesis
guimica, no solo porgue sirven como herramienta pbestudio de las funciones bioldgicas de los
oligosacaridos, sino también por su potencial cdarmacos para el tratamiento de una gran
variedad de enfermedades en las que intervienesatb®hidratos. Principalmente los inhibidores
de las GHs son analogos de sus sustratos natwatesien la capacidad de mimetizar el
comportamiento de dichos sustratos. Este tipo dguaestos fueron denominados glicomiméticos
y se pretende que sean moléculas que no cambiinglad por el centro activo de las enzimas.
En su sintesis la mayoria de las modificacionessidinrealizadas sobre la funcionalidad acetalica
del carbono anomérico de los carbohidratos, dedague se obtiene una mayor estabilidad frente

a la ruptura de este enlace, pero sin modificafisidad por el centro activo de la enzima.
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Asi, podemos encontrar compuestos con una susétitu® los oxigenos endo 6 exo-ciclicos del
azlcar tanto por un atomo de carbono como por terdé&omo, siendo las estructuras mas
habituales los C-glicésidos, los S-glicosidos,darba-azlcares y los aza-azlcares o iminoazUcares
(Figura. 4).

Figura 1-4:  Estructuras mas habituales de los glicomimetiqugstizados

H
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C-Glicosido S-Glicosido Carba-azucar Aza-azlcar

Los C-glicosidos y los S-glicosidos son compuestoslos que el oxigeno exociclico ha sido
reemplazado por un atomo de carbono o azufre ribgpmente. Como consecuencia, estos
compuestos presentan una mayor resistencia aralisisl acida y enzimatica, pero una actividad
biolégica similar, e incluso en algunos casos saper sus oligosacaridos correspondientes. Por
ello se han desarrollado numerosas sintesis déc@siglos y S-glicésidos para su empleo como

inhibidores enzimaticos y agentes terapéuticos.

En los aza-azUcares o iminoazucares el oxigeno-@nptico ha sido reemplazado por un atomo de
nitrégeno, e igualmente actlian como inhibidoregste tipo de enzimas. Se ha desarrollado un
gran numero de sintesis de estos compuestos lgartiade carbohidratos o a partir de sustratos
diferentes.

Por ultimo, los carba-azlcares, también llamadesigis-azlcares, son sustratos en los que se ha
reemplazado el atomo de oxigeno endociclico pgrupo metileno. Son altamente resistentes a la
hidrdlisis acida y enzimatica (Elbein et al., 2010)

El primer iminoazucar aislado y caracterizado, dualcaloide polihidroxilado nojirimicina, cuya
estructura resulta del cambio formal del atomo xiggemo C5 de la glucosa por un atomo de
nitrégeno (Figura. 5). Este nitrégeno heterociclpeede ser mono o biciclico y puede estar

representado por anillos de pirrolidina, piperidipiarolizidina e indolizina.
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Figura 1-5:  Estructura quimica del primer alcaloide polihidtadbd de origen natural.
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En 1968 se sintetizo el compuesto 1-deoxynojiringicicon una remocién del hidroxilo anomérico
de nojirimicina. Este compuesto fue mas establengijieémicina y por esta razén se convirtié en
un modelo de alcaloide inhibidor de glicosidasa. Elcaloide polihidroxilado 1-
deoximanojirimicina, es un andlogo de la D-manosaug por estas caracteristicas puede

postularse como un potencial inhibidorfdmananasa (Figura. 6).

Figura 1-6:  Estructura de 1-deoximanaijirimicina, analogo estmat de D- manosa.
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Adicionalmente a 1-deoximanojirimicina se proponetros compuestos como potenciales
inhibidores def-mananasa. Estos compuestos son andlogos estlestde la D-manosa que
representa el sustrato natural de esta enzimarRagssustituciones en la funcién acetalica de este
monosacdarido por lo que pueden considerarse compuaEstos glicomiméticos que conservan las
caracteristicas ya mencionadas (Figura. 7).

Figura 1-7:  Glicomiméticos postulados como potenciales inhitgdae-mananasa
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RESUMEN

Una endo-1,4-mananasa del tracto digestivo del inseetgpothenemus hampeie clon6 y
expres6 como proteina recombinante en el sistBichia pastoris La enzima exhibe un
porcentaje de identidad del 56% con la secuenciandeend@-mananasa dBacillus circulans
perteneciente a la familia glicosil hidrolasa 5 @&3HLa proteina recombinante purificada

(rHhMan) mostré un banda Gnica con un peso moleda@&5.5 kDa en SDS-PAGE vy su actividad
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se confirmo por el analisis de zimograma. rHhMasenta una actividad optima a pH 5.5y 30°C,
y puede hidrolizar galactomananos con diferentiesicmes manosa:galactosa, lo cual sugiere que
la actividad enzimética es independiente de laepi@a de cadenas laterales como residuos de
galactosa. La enzima no puede hidrolizar los mdigogacaridos manobiosa y manotriosa, sin
embargo, puede degradar manotetraosa a travésadprobable reaccién de transglicosilacion.
Los valores de Ky k. para la enzima sobre goma guar fueron de 2,074niigy 50,875
respectivamente, similar a otras mananasas. Ediajdres el primer estudio de una endoft,4-
mananasa de un insecto en este sistema de exprBgbito a su importancia en los procesos
digestivos en la broca del café, su estudio seiedrwen un acercamiento al disefio de inhibidores

de esta enzima que puedan disminuir las pérdidageticas ocasionadas por esta plaga.

PALABRAS CLAVE : pB-mananasa, Broca del cafBlypothenemus hampeglicosil

hidrolasas.

ABSTRACT

An endo-1,48-mannanase from the digestive tract of the insggtothenemus hampeias cloned
and expressed as a recombinant protein Richia pastorissystem. The enzyme exhibits 56%
sequence identity with an enflemannanase fronBacillus circulansbelonging to glycosyl
hydrolase family 5 (GH5). The purified recombinanbtein (rHhMan) showed a single band with
a molecular weight of 35.5 kDa in SDS-PAGE andatdivity was confirmed by zymogram
analysis. rHhMan showed maximal activity at pH 53md 30°C, and can hydrolyse
galactomannans with different relationships manngséactose, suggesting that the enzymatic
activity is independent of the presence of sideinshas galactose residues. The enzyme was
unable to hydrolyze the manno-oligosaccharides wolzsinse and mannotriose, however it cleave
manotetraosa through a probable transglycosylataction. The values of Kand k, for the
enzyme on guar gum were 2,074 mg‘rahd 50,873, respectively, similar to other mannanases.
This work is the first study of an endo-1f4nannanase from an insect in this expression system
Given its importance in the coffee berry borer dige processes, it study becomes an approach to

the design of inhibitors of this enzyme that condduce economic losses caused by this pest.
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INTRODUCCION

Los mananos son un grupo de polisacaridos quevégedien cuatro tipos: mananos lineales,
galactomananos, glucomananos y galactoglucomar{sfaeira et al., 2008). Estos polisacaridos
son componentes estructurales de las paredesreslylamatrices intracelulares en las plantas
terrestres y marinas. En el grano de c&féffea sp, un cultivo que en Colombia proporciona
sustento para aproximadamente medio millon de ifamilcafeteras, los galactomananos
constituyen el 25% de los polisacaridos totales, @su vez representan el 50% de su peso seco
(Arya et al., 2007).

Esta semilla es el Gnico alimento de la broca dé ¢Hypothenemus hampeiel insecto mas
perjudicial para la caficultura alrededor del muridaramillo et al., 2006). Durante todo su ciclo
de vida la broca permanece en el interior del fritoque dificulta su control con el uso de
insecticidas o de enemigos naturales. La busquedaetanismos que interfieran en la fisiologia
del insecto puede ser la base para el desarrolidtetmativas biotecnoldgicas tendientes al control

de las poblaciones de esta plaga.

Este insecto es capaz de degradar los polisacat@agano utilizando diferentes enzimas glicosil
hidrolasas (GHs) secretadas en su sistema digafgivoo de las que esta la endo{l-#ananasa
(EC 3.2.1.78). Esta enzima juega un papel impaztantla hidrolisis interna y aleatoria de enlaces
B-manosidicos en la estructura principal de los masialiberando pequefios mano-oligosacaridos
(MOS) que son absorbidos y utilizados por la brecdos procesos de desarrollo y crecimiento.
Por esta razén se considera a la mananasa comanao lole inhibicion importante en el disefio de
estrategias de control de la broca del café.

Estudios previos se han enfocado en end@-tywananasas de bacterias (Zhang et al., 2009; Zhang
et al.,, 2008), hongos (Naganagouda et al., 2009g Y& al., 2009; Zhao et al., 2011), plantas
superiores (Lin et al., 2011; Marraccini et al.020Yuan et al., 2007) y moluscos(Zahura et al.,
2011). En este articulo se describe por primeralae#tonacién y caracterizacion bioquimica de
una endo-1,4-mananasa recombinante (rHhMan) del inséttthhampeien el sistema dRichia

pastoris Adicionalmente, el estudio de sus propiedademohiiitas permite inferir caracteristicas
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asociadas al mecanismo de accién de la enzima disafio de inhibidores que puedan ser
utilizados en futuras estrategias de control.

MATERIALES Y METODOS

Andlisis de la secuencia de la end®-1,4-mananasa (HhMan)

La secuencia de aminoacidos de HhMan disponiblel &enBank (No Accesion: ADF22325.1),
se analiz6 por comparacion y alineamiento multgpleavés de las herramientas BLAST (Basic
Local Alignment Search Tool) y CLUSTALW respectivante (Altschul et al., 1990; Thompson
et al., 1997). La prediccién de la estructura sdatia se realizé en el servidor PSIPRED (Buchan
et al., 2010) y la bisqueda de informacién sobffartdlia y dominios de la proteina se realizé en
la base de datos Pfam (Finn et al., 2006).

Clonacion y expresion del gen de la end®-1,4-mananasalihMan)

Se extrajo ADN gendmico de tractos digestivos détasl de la broca con el Kit DNeasy (Qiagen,
Valencia, CA, USA). El getdhMan se amplific6 sin su secuencia sefial nativa corptosers
Pp_Man_Fw 5 -CCGCTCGABAAAGAGTACCCGGAT TCACGGTTTC-3' y Pp_Man_Rv 5'-
TGCTCTAGACCATTGAATATTGAACAGAT TG-3', disefiados a partir deal secuencia
publicada del gen (No. Accesién ADF22325.1). Pp_Mmam incluye el sitio de restricciéghol y
Pp_Man_Ryv el sitXbal (subrayados)La PCR se realizé con el sistema Advantage GC 2 PCR
(Clontech, Mountain View, CA, USA), bajo las siguties condiciones: 94° C por 3 min; 35 ciclos
a 94°C por 30 seg y 68°C por 3 min; y una exterfaaha 68° C por 10 min.

El producto de PCR ligado en el vector pPiBZInvitrogen Corp., USA) se uso para transformar
célulasE. coli DH5a. Uno de los clones recombinantes obtenidos seleadd con Zeocina (25
ug/ml, Invitrogen Corp., USA) se confirmé por aniglide restriccién y secuenciacién (Macrogen
Inc., Korea). El constructo linearizado cBacl se utilizé para transformar por electroporacién la
cepa GS115 d€. pastorissegun indica el fabricante (Invitrogen Carlsbad,, @/SA). Los
transformantes fueron seleccionados en agar YPEBSdE extracto de levadura, 2% de peptona,
2% de dextrosa, 1 M sorbitol, 2% de agar, y 10@'nGl) de zeocina). La integracién del gen
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HhMan en el genoma dP. pastorisse confirmd por PCR de colonias empleando los ggam
5'A0X1 (5"-GACTGGTTCCAATTGACAAGC-3") y AO0X1 (5-
GCAAATGGCATTCTGACATCC-3) los cuales flanquean eticc multiple de clonaje de
pPICZuA. Los transformantes de. pastorisse inocularon en 10 ml de medio BMGY (1% de
extracto de levadura, 2% de peptona, 100mM de bidifato de potasio (pH 6.0), 1.34% de
YNB, 0.0004% de Biotina y 1% (v/v) de glicerol) 8°€ y 250 rpm, hasta alcanzar una gD
entre 3 y 6. Para inducir la produccién de la pnateenP. pastorislos pellets celulares se
resuspendieron en medio BMMY (1% de extracto dadava, 2% de peptona, 100mM de buffer
fosfato de potasio (pH 6.0), 1.34% de YNB, 0.000d&o Biotina y 0.5% de Metanol) hasta
alcanzar una Oy aproximadamente de 1y se incubaron a 30°C yit&raga 250 rpm. Como
inductor de la expresion de la proteina se adicioetanol absoluto a una concentracion final de
0.5%, cada 24 horas durante 5 dias. La cepa nmbécante GS115 de. pastoristransformada

con el vector pPICZA (sin inserto), se traté de forma similar y seli@dacomo control negativo.
Purificacién de la proteina recombinante rHhMan

La cromatografia de afinidad por el ion metaliconavilizado (IMAC) se utiliz6 para la

purificacién de la proteina rHhMan utilizando cdla histidinas N-terminal y la resina Ni-NTA
agarosa de acuerdo al protocolo establecido pofalgiicante (Qiagen, Valencia, CA). El
sobrenadante se cargé en la columna pre-equilimadabuffer HEPES 100 mM e imidazol 10
mM (pH 7.5). Se realizaron tres lavados con el misnffer incluyendo 20 mM de imidazol y
finalmente la enzima se eluy6é con buffer HEPES & e imidazol 500 mM (pH 7.5). Las

fracciones correspondientes a los eluidos se ctiazen por ultrafiltracion empleando un Amicon
ultra-0.5, 3kDa® (Millipore, Bedford, MA).

Electroforesis en gel acrilamida y andlisis de zinggama

Para verificar la calidad y estimar el tamafio esg@runa fraccion de la proteina recombinante
purificada se corrié bajo condiciones desnaturatezs en un gel de poliacrilamida al 12% (w/v)
con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), de acuatdoétodo descrito por Laemmli (Laemmli,
1970). Las bandas se visualizaron por tincion caulAle Coomassie R-250. Se utilizé un
marcador de peso molecular para SDS-PAGE de bajmréBiorad, Hercules, CA).

Otra fraccién proteica se empled en ensayos deidadi en electroforesis no desnaturalizantes o
nativa (PAGE) a la cual se le incorpor6 goma g&gria, St Louis, MO) al 1% (w/v) como

sustrato y se evalué la actividad de 1, 1.5pgadde rHhMan. La electroforesis se llevo a cabo a
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4°C. Para evaluar la actividad de la enzima, ekgahcubd en buffer citrato de sodio 0,1 M (pH

5.5) durante 20 minutos a 30°C. La actividad entitadse visualiz6 por tincién con rojo congo

(0.25% wi/v) durante 15 minutos, seguido de treadas con NaCl 1 M. Para intensificar el color,

el gel se introdujo en acido acético al 5%. Lasdaande actividad se observaron en halos
correspondientes a la degradacién del sustratdapaccién de la enzima (Naganagouda et al.,
20009).

Ensayo enzimatico

La actividad de la enzima rHhMan se determin6é dométodo del acido 3,5-dinitrosalicilico

(DNS) (Peter, 1955). El sustrato, goma guar (1%)elto en 500 ul de buffer citrato de sodio 0.1
M (pH 5.5), se incubd con 0.05 pg de enzima rHhMa30°C por 30 minutos. La cantidad de
azucares reductores liberados en la reaccién,dié mezclando 5 pl de la reaccién enzimatica 'y 5
pl de la solucién DNS, seguido de un calentamiart60°C durante 5 minutos y una dilucién con
50 ul de agua desionizada previa a la lectura derbéncia a 540 nm. Una unidad de actividad
endo-1,4B-mananasa se define como la cantidad de enziméibgua 1pmol de azlcar reductor

por minuto bajo las condiciones experimentalesriiasqempleando D- manosa como estandar).

Efecto del pH y la temperatura en la actividad enmatica

El pH 6ptimo de actividad de rHhMan se determinduarrango de pH comprendido entre 3.5 a
8.0, bajo las condiciones de ensayo estandar yeamgd dos sistemas buffer: citrato de sodio 0.1
M (pH 3.0 — 6.0) y fosfato de potasio 0.1 M (pH-BM).

El efecto de la temperatura en la actividad de reihige midié incubando 0,05 pg de enzima con
sustrato goma guar (1%) en buffer citrato 0.1M Eb) a diferentes temperaturas entre 10 a 60°C.

La actividad enziméatica se evalud bajo las cond&sode ensayo estandar.

Propiedades hidroliticas



Capitulo 2 25

Se adicionaron 0.4 ug de rHhMan a soluciones deaggmar y goma de algarrobo (Sigma, St
Louis, MO) preparadas al 0.5% en buffer citratosdelio 0.1M (pH 5.5). Las reacciones se
incubaron a 30°C durante 24 h. Se tomaron alicuotas tiempos 0, 15 y 30 minutos y 12 y 24
horas, las cuales se calentaron a 100 °C durambén&tos. Los productos de la hidrélisis se
separaron en platos de silica 60F 254 (Merck, DaulhsGermany) por cromatografia en capa fina
(CCF) usando el sistema de solventes cloroformetage de etilo: n-propanol: agua (0.2: 1: 1.5:
0.5 viv) y se detectaron por aspersion de acidéiried en etanol al 5%, seguido con

calentamiento a 100 °C durante 5 minutos.

Para determinar el modo de accién de la enzimgi@®de rHhMan se adicionaron a soluciones de
25 mM de los mano-oligosacaridos manobiosa, mansatyi manotetraosa y manopentosa, en
buffer citrato de sodio 0.1M (pH 5.5). Las reace®se incubaron a 30°C por 24 h y se tomaron
alicuotas a diferentes tiempos, las cuales setaatena 100°C durante 5 minutos. Los productos
de la hidrdlisis se separaron en platos de silmaQCF como se describe anteriormente. Una
mezcla de los mano-oligosacaridos: manosa, marmhiasnotriosa, manotetraosa y manopentosa

(Megazyme, Co. Wicklow, Ireland) se utiliz6 comeéesiar.

Parametros cinéticos

Para determinar los parametros cinéticgsykVma, se empleé el sustrato goma guar en un rango
de concentracién entre 2,5 — 35 mg'rah buffer citrato de sodio 0.1M (pH 5.5) La vettza de

la reaccion fue determinada por triplicado paraace@hcentracion de sustrato. Los datos fueron
ajustados a un modelo de regresion no lineal paeguacion de Michaelis — Menten utilizando el

software Prism (GraphPad Software, San Diego, CA).

RESULTADOS Y DISCUSION
Andlisis de secuencia de HhMan

El analisis Pfam (E-value 1.48-evidencié que la enzima pertenece a la familidadeglicosil
hidrolasas GH5, un amplio grupo de enzimas qudizataenlaces glicosidicos entre dos 0 mas
carbohidratos (Bien-Cuong et al., 2009; Cantaredl€t2009). Estos resultados se comprobaron
mediante el alineamiento mdltiple de la secuene@udida de aminoacidos con otras mananasas

de distintos origenes agrupadas en esta fanBléillus circulans(GenBank: AAX87003.1),
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Paenibacillus polymyxéGenBank: ADO54643.1  ellvibrio japonicus(GenBank: AA031760.1),
Clostridium butyricum(GenBank: EEP53331.1) Yibrio furnissii (GenBank: EEX39836.1), con
las cuales se encontrd una identidad del 56, 57539 39% respectivamente. En la figura 1, se
observa que todas las mananasas incluidas en Idispfiesentan caracteristicas comunes a la
familia GH5, principalmente dos residuos glutamegtrictamente conservados, importantes en la
actividad catalitica (Glu147 y Glu242) que actiamo nucleofilos 6 catalizadores generales
acido/base y seis residuos cataliticos del sitiva¢Arg72, His108 e His212, Asn146, Tyr214 y
Trp272).(Baird et al., 1990; Gilbert et al., 20@jiseppi et al., 1988; Macarron et al., 1993).

Clonacion y expresion del getihMan

El genHhManse amplificé por PCR con los primers disefiadoérsdégy secuencia disponible en el

GenBank (ADF22325.1) y se clond en el vector pBMEA a secuencia codificante corresponde a
un marco de lectura abierto de 900 nucleétidos codifican para una proteina de 300

aminoacidos, que no incluyen la secuencia sefiaianat

La rHhMan se expresé como una proteina extracetundtichia pastoris.El contenido proteico
del sobrenadante se purific6 por cromatografia fieidad en la resina Ni-NTA agarosa,
empleando un protocolo de purificacion de un salsop El andlisis de SDS-PAGE indica que se
obtuvo una proteina con una aparente homogeneidadhgso molecular aproximado de 35.5 kDa
correspondiente a 33 kDa de la secuencia de aniilusade la proteina sin la secuencia sefial
nativa y 2.5 kDa de la cola de histidinas N-term{fégy. 2A). Se han reportado pesos moleculares
para otras mananasas que se encuentran dentrandel obtenido para rHhMan (35 a 40 kDa),
como es el caso de la mananas&alanum lycopersicof89 kDa) (Schréder et al., 2008gacillus
subtilis (39.6 kDa) (Jiang et al., 2006Aplysia kurodai(40 kDa) (Zahura et al., 2010) y
Cryptopygus antarcticu@O kDa) (Song et al., 2008).

En los ensayos de expresién se obtuvieron 6 mgadeipa pura por litro de medio de cultivo con
una actividad especifica sobre goma guar de 10@6,81ig bajo las condiciones estandar del

ensayo.
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En el andlisis de zimograma se evalué la activel@matica de rHhMan frente al sustrato goma
guar al 1%. Se comprobd que la actividad es dineetde proporcional a la concentracién de
enzima. En la Figura 2B se observa que la maydridatl se obtiene cuando se emplean 2 pug de
enzima, correspondiente a la mayor concentracialuaga. Lo contrario sucede cuando se emplea

una menor concentracion equivalente a 1 pg.

Efecto del pH y la temperatura sobre la actividad mzimatica

La actividad 6ptima de rHhMan se da a pH de 5.5 de actividad se observé a pH de 5.0 y el
75% a pHs de 4.5, 6, 6.5 y 7 respectivamente. Ghamlunte la actividad disminuy6 a 50 % en 7.5
y 8 y a pH de 4.0 no se detectd actividad enzimatiig. 3A). Estos resultados indican que
rHhMan es estable a pH acido y coincide con elipldlbgico del tracto digestivo dd. hampei,

el cual se encuentra alrededor de 4.5 y 5.2 (Veestal., 2000). Similarmente el pH del intestino
de otros coledpteros esta entre 4.5 y 5.5 (Sihad £2009). Otras mananasas de diferentes hongos
exhiben Optima actividad a pH acido, asi las mesesaleAspergillus niger, A. fumigatug
A.oryzaeson Optimamente activas a pHs de 5.5, 4.5 y &pertivamente (Naganagouda et al.,
2009; Puchart et al., 2004; Regalado et al., 20R6égalado et al., 2000b).

La maxima actividad de rHhMan se presenté a 30 °@nyre 10 y 20 °C se mantuvo
aproximadamente el 70% de la actividad. Con altasperaturas la actividad disminuye
notablemente. A 40°C se conservo el 60% de laidatvmientras que a 50 °C se observé un 30%
de actividad (Fig. 3B). Coincide con la reportadaaplas enzimas en el tracto digestivo de
insectos, que son activas entre los 30 y 40°C.eRoima de estas condiciones se observa una

rapida disminucién de la actividad maxima (Silvalet2009).

Propiedades hidroliticas

La proteina purificada rHhMan puede hidrolizar gatiaridos de alto peso molecular con enlaces
B-1,4-glicosidicos en su estructura. En la figuraBl&e observa que los principales productos de
la hidrélisis de goma guar y goma de algarroboesponden a mano-oligosacaridos de diferentes
tamafios que se obtienen luego de 15 minutos deideafmanosa, manobiosa, manotriosa y
manotetraosa). Similarmente otras mananas8&adéus sp.hidrolizan diferentes sustratos con las
mismas caracteristicas estructurales de los argsrgalactomananos (Jiang et al., 2006). En estas
reacciones se obtienen productos de hidrélisis pweden ser utilizados como aditivos de
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alimentos debido a los efectos prebiéticos y abéistdad que los MOS presentan en diferentes
regiones del tracto (Smith et al., 2010).

El modo de accién de rHhMan se analiz6 por CCF didesentes mano-oligosacaridos (Fig 4C).
La enzima no puede hidrolizar manobiosa y manarioego de 24 horas de incubacién. Sin
embargo, la hidrélisis de manotetraosa produce szgmoanobiosa y manotriosa. Similarmente la
hidrélisis de manopentosa es completa a los podostos de la reaccién, produciendo mano-
oligosacaridos de una, dos, tres, y cuatro uniddelte proceso puede explicarse a través de una
reaccion de transglicosilacién que le permite a&naima hidrolizar estos mano-oligosacaridos
(Puchart et al., 2004; Xu et al., 2002). Se hambs® que en este tipo de enzimas para lograr una
significativa hidrélisis, se requiere que los masapresenten un cierto grado de polimerizacion de

al menos 4 unidades, como ocurre con manotetragsmgpentosa. (Ademark et al., 1998).

Parametros cinéticos

El sustrato goma guar presentd un comportamientagtiano, como puede observarse en la figura
5. La estructura de este polisacarido presentarelnaion manosa: galactosa de 1,6:1, y por lo
tanto posee mayor contenido de galactosa que ptiesacaridos que presentan sustituciones de
este monosacarido en la cadena lateral, como genatgdrrobo (4:1) y goma carob (3,76:1). Los
resultados indican que la afinidad de rHhMan posusitrato goma guar (& 2,074 mg mil), es
similar a la reportada en otras mananasas pasustsatos goma de algarrobg,@2,0 mg mf) y
goma carob (K= 2,2 mg nif). Estos datos sugieren que la actividad de lavenzio es afectada
por la presencia de cadenas laterales como resideogalactosa. Adicionalmente rHhMan
presenta mayor afinidad por goma guar que la afihide las mananasa Aspergillus nigery
Bacillus subtilisWY34 (K,= 7,7 mg mf' y 27,4 mg mf respectivamente)(Bien-Cuong et al.,
2009; Jiang et al., 2006).

El valor de ky para rHhMan es 50,87"ssuperior al descrito para la mananasaBaeillus
licheniformis que presenta un poder catalitico inferior passslastratos glucomananqk 21,00
s1), goma de algarrobo {& 31,20 8) y D- manano (k= 18,2 §) (Songsiriritthigul et al., 2010).
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CONCLUSION

Este estudio es el primer reporte de una end@-bpnanasa de un insecto expresada en el
sistema déPichia pastoris.Esta enzima sin su secuencia sefial nativa tiergesm molecular de
35.5 kDa. Hace parte de la familia de glicosil bidsas GH5 y contiene ocho residuos
estrictamente conservados en las proteinas ddaesilta. La enzima exhibe actividad 6ptima en
condiciones similares a las presentes fisiolégicaeel tracto digestivo de la broca. rHhMan tiene
la capacidad de hidrolizar diferentes galactomasmapanano-oligosacaridos que pueden ser
utilizados en las industrias farmacéuticas y demetitos, debido a que exhiben efectos benéficos
sobre la salud de los humanos. El rol que desemgstfizenzima en los procesos asimilacion del
principal polisacarido del grano de Café (Galactaan®, Gnico alimento de la broca, hace que los
resultados obtenidos sean una buena aproximaciisedio de inhibidores de rHhMan que puedan
ser utilizados como estrategias biotecnoldgicascaldrol que permitan reducir las pérdidas

econdmicas ocasionadas por esta plaga.
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FIGURAS

Figura 2-1:  Alineamiento de la secuencia deducidaedaminoécidos de la endo-1,8-
mananasa deHypothenemus hampei con otras mananasas GH5.os residuos de aminoacidos
idénticos o similares se sefialan en negro o gsigeivamente. Los residuos acido glutamico y
los residuos del sitio activo altamente conservaslesindican en asterisco (*) debajo del
alineamiento. Las regiones de la proteina HhMan esinuctura secundaria tipphélices o
laminasp-plegadas de muestran sobre del alineamiento.

H. hampei 1 DL TRALLLMLLLE.

B. circulans 1 ILTVI MFVI-LGSAAP—

P. polymyxa 1 —KALLSGL LIMIGLGGFFS—

C. Faponicus 1 ISLFTP LSETNURSHﬂNTS SVFCRRIKTLVAGLTALGLMLALVIES

C. butyricum 1 TFEELL IEGA IVHAQTIAFMMPMPITA 55

V. furnissgii 1 -—-=FC -——-IVTL-LFLF3NTVF

H. hanmpei &0

B. circulans 13

P. polyvmyvxa a7

C. Fapornicus G1

C. bukyricum 73

V. farnissii 55

H. hampei 137

B. circulans 143

P. polymyxa 144

. japonicus 160

C. butvricum 150

V. furnisgii 135

H. hampei 215 B GRIPgT lil:}EFIZ: EEQ IV L

B. circulans 221 vLEL IIGEFGS

P. polyvmyvxa 222 sLPLIIGEF G

¢. japomicus 240 YHSJ\.FNS L P LIRGEF

C. butyricum ZZ8 T TR LEIVEF'

V. farnissii 215 S F WG L LR vEF

H. hampei z95

B. circulans 300

P. polymyxa 301

. japonicus 318 g AGEEEESAGECGTAPNGYPYCCNASS -4 GUETERMNES
C. butyricum 307 d GETGERDOGTIGNEITVEAEDGYLNGVOKS TERS GV GEE TV TEF DM 3D
V. farnissii 293 ] g : TCEDDCIGESTOYPICSSSSLDPDED GUETENE O35




Capitulo 2 31

Figura 2-2:  A) SDS-PAGE de la proteina pura rHhMan.M: Marcador de peso molecular.
C: Control, medio extracelular deichia pastoriscon el vector pPICZA (sin inserto),l: Medio
extracelular dePichia pastoriscon el vector pPICZA-HhMan (con inserto)NR: Fraccién no
retenida en la matrid,1: lavado 1,L2: lavado 2,el Eluido 1 rHhMan purificadaB) Gel no
desnaturalizante o PAGE y zimograma de la rHhMan ptificada. Tres concentraciones de
rHhMan (1, 1.5 y 2ug) se cargaron en geles na(i¥8%o). Panel izquierdo corresponde al gel en
ausencia de sustrato goma guar y tefiido con Az@atenassie R-250 para visualizar la banda
correspondiente a la mananasa (35.5 kDa). Panethizrcorresponde al gel en presencia de
sustrato goma guar al 1%, y tefiido con rojo coraya perificar la actividad de la enzima.
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Figura 2-3:  Efecto del pH y la temperatura en la atividad enzimatica de rHhMan. (A)
Efecto del pH en la actividad rHhMafB) Efecto de la temperatura en la actividad rHhMaas L
evaluaciones se realizaron por triplicado empleacmno sustrato goma guar al 1% en buffer
citrato de sodio 1M, pH 5.5.
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Figura 2-4;  Cromatografia en capa fina (CCF) de logroductos de hidrélisis generados
por accion de la rHhMan sobre mananos y mano-oligasaridos. Las reacciones conteniendo
los respectivos sustratos disueltos en buffertoitda sodio 0.1M (pH 5.5) y 0,4 pg de rHhMan se
incubaron a 30°C durante 24 h y 2 ul de cada réac analizaron en los platos de CCF. Los
sustratos fueron: Alsoma GuarB) Goma de algarrobo y C) Mano-oligosacaridos: Méosn,
manotriosa y manotetraos®) Mano-oligosacarido: Manopentos8e indican los tiempos de
incubacién (minutos o horas). Como estandar sedtilna mezcla de manosa a manopentosa
donde M1 corresponde a manosa, M2, manobiosa; MBiommosa; M4, manotetraosa y M5
manopentosa.
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Figura 2-5:  Gréficas de Michaelis-Menten y Lineweagr-Burk de rHhMan. A) Grafica de
Michaelis-Menten con para el sustrato goma guaGlfica de Lineweaver-Burk para el sustrato
goma guar. Las evaluaciones se realizaron bajoms&ye de actividad enzimatica estandar en
condiciones 6ptimas de pH y temperatura obtenidbexperimento mostrado en la figura 3.
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RESUMEN

La busqueda de inhibidores de la enzima end@-hvénanasa (HhMan) de la broca del café
(Hypothenemus hampetonstituye una alternativa promisoria para contell insecto. En este
trabajo se evalud la actividad inhibitoria de circmmpuestos analogos estructurales al sustrato
natural de la enzima. En la evaluacion cualitativa cromatografia de capa fina se identificd por
primera vez al compuesto 4-nitrofenil-fleB-manopiranosido como inhibidor de la actividad

enzimatica. Este resultado se confirmé en la eea@nacuantitativa por el método del acido 3,5-
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dinitrosalicilico. Una concentracion de 1mM del garasto mostré un efecto inhibitorio del 93%.
La ICsycalculada para este compuesto fue de 0.12 mM. &lisarde modelamiento y docking
reveld la funcién de los residuos cataliticos Glug4s1u242 y sus interacciones hidrofilicas con la
estructura del sustrato en el mecanismo hidrolpimpuesto para HhMan. Se propone que en el
mecanismo de inhibiciébn existe una interaccion irgpue entre el residuo Tyr214 y el
sustituyente nitro del inhibidor. Estas caractedst estructurales revelan las probables
interacciones del inhibidor con los residuos dib sictivo de HhMan, lo cual representa el punto
de partida para el desarrollo de nuevas moléculagpgedan utilizarse en estrategias de control de

la broca del café.

PALABRAS CLAVE : B-mananasa, Broca del calé§ypothenemus hampdmhibidores, docking.

ABSTRACT

Searching for inhibitors of the endo-34nannanase (HhMan) from the coffee berry borer
(Hypothenemus hampes a promising alternative to the insect contholthis study the inhibitory
activity of five structural analogues to the natw#bstrate of HhMan was evaluated. Qualitatively,
thin layer chromatography assay showed, by firaneti that 4-nitrophenyl-thi@-D-
mannopyranoside acted as an inhibitor of the enzgotiity. This result was confirmed in a
guantitative assay using 3,5-dinitrosalicylic methé concentration of 1mM of the compound
showed an inhibitory effect of 93%. The calculat€d, for this compound was 0.12 mM. The
docking and modeling analysis revealed the funatibthe catalytic residues Glu147 and Glu242,
and their hydrophilic interactions with the subtgrastructure in the proposed hydrolytic
mechanism for HhMan. Here it is proposed that Tg#rlinvolved in the inhibition mechanism,
because it apparently interacts with the nitropheng of the compound. These structural features
reveal the probably inhibitory compound interactigith the active site of HhMan, and represent
the starting point for the development of new moles than could be used in coffee berry borer

control strategies.

KEY WORDS: B-mannanase, Coffee berry bordgpothenemus hampéihibitors, docking.

INTRODUCCION
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La broca del caféHypothenemus hampees el insecto plaga mas perjudicial para lastataones

de café alrededor del mundo. En Colombia es laacdesun grave problema fitosanitario que
afecta el patrimonio de mas de medio millon de liamicafeteras, debido a las pérdidas
econdémicas que ocasiona (Bustillo Pardey, 2006;afRapoll et al., 2008). Los métodos
disponibles tendientes a reducir los niveles desiacion del insecto en los cafetales se basan en e
control biolégico, control cultural y predominantemte el control quimico. Se ha extendido el uso
de los insecticidas Endosulfan y Clorpirifos, sinbargo, debido a los problemas ambientales que
ocasionan y a la reciente resistencia del insdcEndosulfan (Jaramillo et al., 2006; Navarro et

al., 2010) es necesario identificar nuevas alterasigue contribuyan al control.

La Biotecnologia ofrece herramientas promisoriaeste sentido, permite el uso de genes que
codifican para toxinas insecticidas, para inhibédorenzimaticos de enzimas digestivas, de

quitinasas y lectinas (Barbosa et al., 2010).

La enzima glicohidrolitica endo-1p+mananasa (EC 3.2.1.78) es responsable de laikidrdél
galactomanano, principal polisacarido del grancafé y permite la liberacion de pequefios mano-
oligosacaridos que son absorbidos por el insectl gacto digestivo. Por esta razén, se considera
un blanco importante de inhibicion debido a quesdg®efia un papel fundamental en los procesos
digestivos de la broca del café. Su inhibicionela ofrece una promisoria alternativa de control

de este insecto, sin embargo la disponibilidachtibidores es limitada.

La cadena lateral de manosas de la estructuraatieltgmano, constituye el sustrato natural de la
enzima. En este trabajo se propone la evaluaci@nde compuestos analogos a este sustrato, que
pueden mimetizar su comportamiento y por lo tartoiaa como inhibidores de la endo-B4-
mananasa de la broca del café. Se describe poenariez al compuesto 4-nitrofenil-fied-
manopiranosido como inhibidor de la enzima, sieatpunto de partida para el desarrollo de
nuevas moléculas que puedan utilizarse en estaatelgi control de la plaga encaminadas a la

disminucion del grave dafio que ocasiona al cullivcafé.

MATERIALES Y METODOS
Reactivos

La proteina endo-1,8-mananasa recombinante de la broca del café (rHhNegviamente
expresada en el sistema @chia pastoris,se obtuvo en el laboratorio de Biotecnologia
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(Disciplina de Mejoramiento genético, del Centrocldaal de Investigaciones de Café-
Cenicafé).Los compuestos 1. 4-nitrofefiD-manopiranosido, 2: 4-metillumberifefiD-
manopiranosido, 3: 4-nitrofenil-tip-D-manopiranosido, 4: 1, 3, 4, 6-tetra-O-acptD-
manopiranosido y 5:1-deoximanoijirimicina hidroclaruempleados en los ensayos de inhibicion
enzimatica fueron obtenidos a través del fabric&@agbomer (Carbomer, Inc., San Diego, CA,
USA). Los mano-oligosacéaridos: manosa, manobiosaoiiosa, manotetraosa y manopentosa, y
el sustrato goma guar se adquirieron en Megazymegdklyme, Co. Wicklow, Ireland) y Sigma
respectivamente ( Sigma, St Louis, MO). En la ea@ifin cuantitativa de inhibicién se emplearon
platos de silica 60F 254 (Merck, Darmstadt, Germany

Ensayo de inhibicion de la actividad enzimatica deHhMan

Evaluacion cualitativaPor cromatografia en capa fina (CCF) se evaluaiesconcentraciones de

cada compuesto (0.25 mM, 0.5 mM y 1 mM), las cuséemcorporaron en reacciones enzimaticas
de 500ul. Cada reaccion incluye 0.05 pg de rHhMan purdmlid de manopentosa disuelto en

buffer citrato de sodio 0.1M (pH 5.5). La reaccigue no incluye compuesto corresponde al
control negativo del ensayo. Cada reaccion se tiheuB0°C durante 30 minutos y posteriormente
los productos de hidrélisis se separaron en pldeosilica, empleando el sistema de solventes
cloroformo: acetato de etilo: n-propanol: agua:(@21.5: 0.5 v/v). La deteccién se realizd por

aspersion de acido sulftrico en etanol al 5%, skgeon calentamiento a 100 °C durante 5
minutos. La ausencia de productos de hidrélisicéndhhibicion de la enzima. Como estandar se
utilizd una mezcla de mano-oligosacaridos: manasanobiosa, manotriosa, manotetraosa y

manopentosa.

Evaluacién cuantitativa:Por el método del acido 3,5-dinitrosalicilico (DN@eter, 1955) se
evalud una concentracion de 1mM de cada compuBstincorporaron a reacciones enzimaticas
igual que en la evaluacién cualitativa sustituyeetsustrato manopentosa por goma guar (1%).
Cada reaccién se incub6 a 30°C durante 30 minfosteriormente se midi6é la cantidad de
azucares reductores liberados en la reaccion, a5 il de la reaccién enzimatica y 5 ul de la
solucion DNS, seguido de un calentamiento a 100@nde 5 minutos y una dilucién con 50 pl de
agua desionizada previa a la lectura de absorbaref nm. Se prepararon blancos individuales
para corregir la linea base de absorbancia, enedtacenzima se remplazé por buffer. El

porcentaje de inhibicién se calculo con la sig@datmula:
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% inhibicion = 100 X AAcontrol —4AReaccién con inhibiddd Acontrol

AAcontroi= Acontrol — Alanco

AAReaccién con inhibidor AReaccién con inhibidorT ABIanco

Determinacion de la 1Gyde los compuestos

La concentracion inhibitoria 50 (IC50 + IC 95%) selculé para los compuestos con mayor
actividad inhibitoria (porcentaje de inhibicion swir al 50%) en condiciones de pH vy
temperaturas descritas en los ensayos de inhibiSg&empleé un modelo de regresion logistica no
lineal y se asumié una curva sigmoidea dosis resspumn pendiente de Hill (pendiente variable)
usando el programa GraphPad (GraphPad SoftwareDi®ggn, CA). Los datos fueron analizados

y graficados usando el mismo software.
Andlisis de la secuencia de la endo-1p4mananasa (HhMan)

La secuencia de aminoacidos de HhMan disponiblel &enBank (No Accesion: ADF22325.1),
se analizdé por comparacion a través de las hemaasiBLAST (Basic Local Alignment Search
Tool). Posteriormente se realiz6 un alineamientdtiphé con HhMan y mananasas de diferentes
origenes con CLUSTALW. (Altschul et al., 1990; Thamsun et al.,, 1997). La blsqueda de
informacion sobre la familia y dominios de la pfotese realizé en la base de datos Pfam (Finn et
al., 2006).

Modelamiento por homologia: generacién estructuraB

Mediante CLUSTALW (Thompson et al., 1997) se re&al@d alineamiento entre HhMan vy la
proteina seleccionada con base al porcentaje déded entre las secuencias y la disponibilidad
de estructuras 3D en la base de datos (ProteinBiatk PDB). Se construy6 la estructura de la
endo-1,48-mananasa ddéd. hampeicon el programa MODELLER 9V8 (Sali et al., 1993),
empleando como molde las coordenadas de la estumistalina de la endo-1ptmananasa de
Bacillussp. (PDB ID: 3JUG, resolucion 1.60 A) (Zhao et2011) .
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Docking

Las estructuras 3D de los ligandos se construyenoal servidor PRODRG (Schuttelkopf et al.,
2004). El docking automatico para todos los comjmsese realiz6 con el programa Autodock v4
(Morris et al., 1998) empleando el modelo compaoatle la estructura completa de la proteina
HhMan. En la simulacion la proteina se mantuvalegi los atomos de los ligandos flexibles. Los
parametros de volumen atémico y solvatacion atérieron asignados por defecto a la proteina.
Se incluyeron todos los hidrogenos en las estrastyrse calculd las cargas Gasteiger. En todos
los dockings se empleo un tamafio de caja de 50x &D puntos en las direcciones x, y, z. La
direccién fue centrada en el carbono alfa del adtido Glu242, presente en el sitio activo de la
proteina. Los corridos se generaron utilizando lgbramo genético Lamarkiano (AGL). Se
utilizaron los parametros por defecto del programsando una poblacién inicial de 200 individuos
dispuestos al azar, 100 corridas por cada complefb x 16 evaluaciones por corrida. La
mutacion y la rata de entrecruzamiento fue de @&Y respectivamente y el maximo nimero de
generaciones fue de 27 x*1(Be seleccionaron los resultados con la energianiin mas
favorable como complejos estructurales finales.

RESULTADOS Y DISCUSION
Ensayos de inhibicién de la enzima rHhMan

Se evalud el probable efecto inhibitorio de cinompuestos sobre la actividad enzimética de
rHhMan (Fig. 1). Se seleccionaron teniendo en @usatanalogia estructural con el monosacarido
manosa, sustrato natural de la enzima. Estos catgaupresentan modificaciones en su estructura
sobre la funcién acetalica del carbono anomériae, lgs permiten ser altamente resistentes a la
hidrélisis acida y enzimatica (Borges de Melo et2006; Hanessian et al., 1994). Se presume que
estos compuestos glicomiméticos podrian imitaroehortamiento del sustrato, favoreciendo su

unién con la enzima y por lo tanto la inhibicionldectividad hidrolitica sobre el sustrato natural
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En la evaluacion cualitativa por cromatografia dpacfina, los compuestos 1, 2, 4 y 5 no se
comportaron como inhibidores de la enzima. Endaréi 2A-D, se observa que los productos de la
hidrdlisis del sustrato manopentosa (manosa, magapmanotriosa y manotetraosa) se producen
tanto en la reaccion enzimética en ausencia dedogpuestos, como en las reacciones que los
incluyen en tres concentraciones: 0.25 mM, 0.5 mMmgM. Por el contrario, el compuesto 3: 4-

nitrofenil-tio-B-D-manopiranosido, inhibié la actividad de la erajmor lo tanto en las reacciones

enzimaticas para las tres concentraciones evaluii@®mpuesto no se observan los productos de

hidrdlisis caracteristicos (Fig.2E).

En la evaluacién cuantitativa por el método dell@d,5-dinitrosalicilico (DNS) se observé que el

compuesto 3 en una concentracion de 1 mM, fueieblque causo un efecto inhibitorio sobre la
actividad de rHhMan. Este resultado se relaciomal@@bservado en la evaluacién cualitativa por
cromatografia en capa fina, en donde el mismo cestpuinhibié la actividad enzimatica de

rHhMan. Este compuesto exhibié un 93% de inhibigiama 1Gyde 0.12 mM.

Analisis de la secuencia de la endo-1p4mananasa (HhMan)

El andlisis realizado en la base de datos Pfanmalievl.4e¥) evidencié que HhMan pertenece a
la familia de las glicosil hidrolasas 5 (GH5). EBstnzimas catalizan la hidrélisis de enlaces
glicosidicos entre dos o mas carbohidratos (Heatriss al., 1997). Se presume que en las
mananasas GH5 el proceso catalitico se lleva a @abavés de un mecanismo de retencion, en
donde se mantiene la configuracion anomérica delosecarido (Hilge et al., 1998). En este
mecanismo participan activamente dos residuosittetal que actian como donador de protones y
como nucledfilo; ambos estan presentes en el aitiivo y son altamente conservados. El
alineamiento de la secuencia de aminoacidos erttiidaH y mananasas dgacillus circulans
(GenBank: AAX87003.1)Paenibacillus polymyxéGenBank: ADO54643.1¥;ellvibrio japonicus
(GenBank: AA031760.1)Clostridium butyricum(GenBank: EEP53331.1) Yibrio furnissii
(GenBank: EEX39836.1) (Datos no mostrados), pedmitientificar que los dos residuos
cataliticos en HhMan corresponden a Glul47 y GluE#2a figura 3 se ilustra la participacion de
estos dos residuos en el mecanismo de retencipugsto para HhMan (Hilge et al., 1998)

La funcion de los residuos glutamato se ha confiorzor mutagénesis dirigida, la sustitucion por
residuos de alanina provocan una notable disminwtiéda actividad catalitica (Dias et al., 2004)

Otros seis residuos cataliticos identificados eselmuencia de HhMan conservados en las GH5 son
Arg72, Asnl46, His212, Trp272, His108. Estos ressdprobablemente participan en la unién al
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azucar 6 estabilizan la posicion o estado de pasiéon de los residuos glutamato cataliticos
(Baird et al., 1990; Gilbert et al., 2008; Macargdral., 1993; Tailford et al., 2009).

Modelamiento por homologia de la estructura 3D de hMan

Debido a que la estructura 3D de HhMan no se em@udisponible en la base de datos Protein
Data Bank, se desarroll6 un modelo por homologéae®@pleé como molde la estructura de la
endo-1,4B-mananasa dBacillus sp (PDBID: 3JUG) que presentd un 53% de identidad 73%

de similitud en el analisis BLASTp. Este porcentdgeidentidad superior al 40% permite obtener
una estructura modelada por homologia que puediaatge en los estudios de docking con
suficiente precision (Baker et al., 2001). Se dalon 10 modelos de estructuras de la proteina y
se seleccioné la que presento el valor de fundijetivo mas bajo en MODELLERv4. El modelo
final fue utilizado en las evaluaciones de dockimglecular. La figura 4, muestra la estructura
obtenida de HhMan, comparada con la estructurtatoggafica de I-mananasa dBacillus sp
empleada como molde. Tanto HhMan como I8Bédeillus sppresentan un plegamiento similar y
una estructura de barril/B)s, correspondiente al motivo estructural mas fretien las proteinas
GH5. Los residuos cataliticos estan situados ercdaenas} cuatro y siete, de las ocho que

constituyen el barrilofB)s que caracteriza su estructura.
Docking

Los estudios de docking molecular se realizarorm mamocer la conformacion de unidon mas
probable del sustrato manopentosa y los andlogomalesa empleados en los ensayos de
inhibicion enzimética. Como se describié anteriottegen el mecanismo hidrolitico de retencion
propuesto para la enzima HhMan, dos residuos tiatalidel sitio activo desempefian un rol
importante. El residuo Glul47 participa en la prianiase de protonacién del enlace O-Glicosidico
y posteriormente el residuo Glu242 realiza el aagucleofilico al carbono anomérico. En la
figura 5A se indica el modo de accion calculado siedtrato en el sitio activo de HhMan vy las
interacciones que se presentan con los dos reshiakticos y otros residuos importantes. Se
presentan interacciones hidrofilicas entre la esira del sustrato, los residuos cataliticos y los
residuos His108 e His212. Se presume que estaadoienes influencian el estado de protonacion

de los residuos glutamato, permitiendo el iniciolaecatalisis enzimatica. La orientacion del
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residuo Asnl46 se estabiliza por puentes de hidmgmn Arg72 y adicionalmente forman
puentes de hidrogeno con los residuos Glul47 y 4zlufavoreciendo la orientacién de los
aminodcidos criticos y la estabilidad del sitionarty de los intermedios de reaccién (estados de
transicion). La estabilizacién de la posicion aésliduo Glu242 se logra a través de la formacion de
puentes de hidrogeno con el NH del anillo pirrélied Trp272. Este residuo se estabiliza a través
de puentes de hidrogeno con los residuos Arg72 21y (Hilge et al., 1998). Interacciones
similares se han observado en complejos estrueturdé diferentes mananasa como la de
Trichoderma ResséDias et al., 2004; Sabini et al., 2000).

En modo de unién calculado para el compuesto 3trdfenil-tio-p-D-manopiranosido en el sitio
activo de la enzima HhMan, se ilustra en la figblta Se observa que el sustituyente nitrofenilo
del inhibidor se orienta hacia el interior delasiictivo de la enzima. Esta orientacién se puede ve
favorecida por interacciones hidrofébicas que ssgmtan con la cadena lateral del residuo Tyr214
y por puentes de hidrogeno formados entre el ghigmxilo del anillo aromatico del residuo
Tyr214 y el grupo nitro presente como sustituye®te.sugiere que estas interacciones podrian
modificar la estabilidad de los residuos catal&i€iul47 y Glu242, impidiendo su accion en el
mecanismo catalitico. Adicionalmente estas intéoaes podrian facilitar la unién enzima-

inhibidor y generar un impedimento estérico emgtéso del sustrato al sitio activo de la enzima.

El modo de union calculado para el compuesto lbserga en la figura 5B. Pese a la similitud

estructural con el compuesto 3 (Fig.5D) se orieletéorma opuesta con respecto al sitio activo de
la enzima. Su porcién hidrofilica podria formar pigs de hidrogeno con el residuo Glul47, sin
embargo esta interaccion no influye en la actividathlitica. Posiblemente existe una relacion
entre la presencia y orientacién del anillo nitnilfiecon el mecanismo de inhibicién. Interacciones
hidrofébicas con el residuo Tyr214 y el anillo aaiimo del residuo Trp272, podrian desempefiar

un rol importante en este mecanismo.

Los compuestos 2 y 4 no presentan interaccionedasoaminoacidos Tyr214 y Trp272 que al
parecer son importantes en el mecanismo de inibié pesar de que los sustituyentes de estos
compuestos presentan una naturaleza quimica déereomparten su gran volumen. Esta
caracteristica se refleja en un mayor impedimestérieo y angulos de rotacion limitados que
impiden el acercamiento a los residuos del sittvaae la enzima y por lo tanto disminuyen las

interacciones necesarias para alterar el entodrmtieactivo (Fig.5C-5E).

El modo de accion calculado para el compuesto Bl esitio activo de HhMan, se indica en la

figura 5F. Este, es el compuesto estructuralmeiai® parecido al monémero del sustrato natural,
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sin embargo la ubicacion en el sitio activo difiaréa del sustrato, impidiendo la interaccién con
los residuos cataliticos Glul47 y Glu242. Adicionaihte la ausencia de hidroxilos en el carbono
anomérico, dificultan la interaccion con el an#éimmatico del residuo Tyr214 y la formacion de
puentes de hidrogeno aparentemente claves en ehispm catalitico de la enzima.

CONCLUSIONES

En este estudio se describe por primera vez al gestp 4-nitrofenil-tioB-D-manopiranosido
como inhibidor de la endo-1+mananasa de la broca del café. En la evaluaciélitativa por
cromatografia en capa fina, el compuesto inhibidladactividad enzimética de HhMan. Este
resultado se confirmé en la evaluacion cuantitgtivael método del acido 3,5-dinitrosalicilico, en
donde una concentracién de 1mM del compuesto itehi un 93% la actividad enzimatica de
HhMan. El compuesto exhibié unasi@le 0.12mM Las caracteristicas estructurales determinadas
en este trabajo relevan las probables interaccidaesompuesto inhibidor con los residuos del
sitio activo de HhMan, lo cual representa el pudw partida para el desarrollo de nuevas
moléculas que puedan utilizarse en estrategiasmteot de la plaga.
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FIGURAS

Figura 3-1:  Estructura quimica de los compuestos epfeados en los ensayos de inhibicion
de rHhMan. Compuesto 1 4-nitrofenil$-D-manopiranosidogcompuesto 2 4-metillumberiferil-
B-D-manopiranosidogompuesto 3 4-nitrofenil-tiof3-D-manopiranosidogompuesto 4:1, 3, 4, 6-
tetra-O-acetilB-D-manopiranosidogompuesto 5:1-deoximanojirimicina hidrocloruro.
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Figura 3-2:  Evaluacion de la inhibicion de rHhMan por cromatografia en capa fina.a)
Compuesto 1 b) Compuesto 2, ¢c) Compuesto 4, d) Gestp 5, €) Compuesto 3. En cada placa se
incluyen una mezcla de mano oligosacaridos (mam@s@epentosa) (st), diferentes
concentraciones de compuesto evaluddd.25 mM 2: 0.5 mM. 3:1 mM. Cada reaccion
enzimatica se realizé en presencia de 0.05 pg d&lad pura y 25 mM de manopentosa disuelto
en buffer citrato de sodio 0.1M (pH 5.5).

st 1 2 3 st12 3 sti12 3 st12 3 sti1 2 3
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Figura 3-3:  Representacion esquematica del mecanisncatalitico propuesto para HhMan
Mecanismo de retencion de la enzima, en la cuakigkeno glicosidico es protonado por Glu147
(donador de protones) y el carbono anomérico esadda por Glu242 (Nucledfilo). El
intermediario resultante manosil-mananasa es ludidd por una molécula de agua, generando un
producto con la misma configuracion anomeérica dsirato. Modificado de (Hilge et al., 1998)
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Figura 3-4;:  Vista comparativa de a) Estructura de HhMan modelada por homologia. b)
Estructura de la endo-1#mananasa dBacillus sp (PDBID:3JUG) obtenida por cristalografia de
rayos X. Se sefialan ocho residuos estrictamentepa@dos en proteinas de la familia GH5.
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Figura 3-5:  Resultado del docking molecularSe presentan las conformaciones de union de:
a) El sustrato manopentosa, b) compuesto 1, c) gestp 2, d) compuesto 3, €) compuest 4
compuesto 5, interactuando con los residuos delagitivo de la estructura modelada de HhMan.
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4.Conclusiones y recomendaciones

4.1 Conclusiones

Este estudio es el primer reporte de una end@-tpnanasa de un insecto expresada en el
sistema dePichia pastoris.Esta enzima tiene un peso molecular de 35.5 k2aehparte de la
familia de glicosil hidrolasas GH5 y contiene odw®siduos estrictamente conservados en las

proteinas de esta familia.

La enzima exhibe actividad éptima en condicionesilaies a las presentes fisioldgicamente el
tracto digestivo de la broca. rHhMan tiene la cast de hidrolizar diferentes galactomananos y
mano-oligosacaridos que pueden ser utilizados erindustrias farmacéuticas y de alimentos,

debido a que exhiben efectos benéficos sobreuad si& los humanos.

El rol que desempefia esta enzima en los procesosaaidon del principal polisacarido del grano
de Café (Galactomanano, Unico alimento de la biiogee que los resultados obtenidos sean una
buena aproximacién al disefio de inhibidores de rhihMjue puedan ser utilizados como
estrategias biotecnoldgicas de control que pernmgdncir las pérdidas econdmicas ocasionadas

por esta plaga.

En este estudio se describe por primera vez al gestp 4-nitrofenil-tig3-D-manopiranosido
como inhibidor de la endo-1@+mananasa de la broca del café. En la evaluacialitativa por
cromatografia en capa fina, el compuesto inhibidladectividad enzimatica de HhMan. Este
resultado se confirmo en la evaluaciéon cuantitgtiwael método del acido 3,5-dinitrosalicilico, en
donde una concentracién de 1mM del compuesto iméhi un 93% la actividad enzimatica de
HhMan. El compuesto exhibié una IC50 de 0.12mM. .
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4.2 Recomendaciones

Se propone estudiar el efecto del compuesto 4fgitiletio-p-D-manopiranosido en bioensayos
con la broca del café, adicionalmente evaluar elpz@sto descrito en estrategias de control de

organismos diferentes a la broca, que utilicen mases como factor de patogenicidad.

Adicionalmente el inhibidor 4-nitrofenil-ti@-D-manopiranosido puede ser utilizado en procesos

industriales en donde se requiera inhibir la acerdzimatica de esta enzima.



A. Anexo: secuencia de nucleotidos del
gen la endo-1,48-mananasa de la broca
del caféhypothenemus hampei
(HhMan).no accesion: gv661326.1

ATGACCGCTGATACATTAACGCGGGCACTGCTGCTGTTGCTGTTGTTGCELTGCTG
CTGCTGTACCCGGATTCACGGTTTCCGGTACTCGAATTTTAGATGCTAACGTCAGGA
ATTTATGATAAGAGGGGTCAGTCACGCACATACCTGGTATAAGGATGATATTAATGGG
GCCATCACATCCATCGCTGCTGCTGGCGCCAACACGGTTCGCATTGTACTCTAATGG
CGGACAGTGGACAAAAGACAACCTGGATTCAGTTCAGAACATTCTGTCCCTTGTGAG
AGCCATAAGCTTATTGCCATGCTGGAAGTTCACGATGCCACCGGCAATGABGCCAAG
AAACACTGGAAAATGCCGTGAATTACTGGAAAGAGCTTCGGGACTTGCTCATGGTAA
GGAAGACAGAGTTATTATCAATATAGCCAATGAGTGGTTCGGTACCTGGGA ACTGCT
GGCTGGGCCGACGGTTATAAAGTTGTCATTCCGGAACTACGTAACGCCGGATGGAAC
ACCTGCTGGTTGTAGACACAGCGGGATACGGACAATATCCTCAAGCTATTTTGAAAA
AGGTAAGGAGGTTTTCCAGACAGACCTTCTTGCCCGCACGGTGTTTTCCAIICACATGT
ATGAATATGCAGCGACGGATGTAACAATGATAAAAGGAAATATTGACTCGGCCTTGA
ATACAGGCATCCCGGTGATTATTGGAGAATTTGGTGACCGAAAACCGGAGTGCAGC
ATGTTGATATCGATACCATCATGAGCTACACTCGCGAGAAATCCGTAGGCTGTTGGC
CTGGTCCTGGTACGGTAACGGTAACGATGAATCAATTCTTGACCTGACGARGGACCT
AGCGGAGATTACAGTCTTACTAACGTGGGGAGTCAAATTGTTGACAGTGARACGGC
ATTCGCAAAACCTCCACAATCTGTTCAATATTCAAT






B. Anexo: secuencia de aminoacidos de
la proteina endo-1,4p-mananasa de la
broca del caféHypothenemus hampei
(HhMan) no accesion/ADF22325.1
producto de amplificacion del gen
HhMan.

MTADTLTRALLLLLLLRAAAAVPGFTVSGTRILDANGQEFMIRGVSHAHTW YKDDINGAI
TSIAAAGANTVRIVLSNGGQWTKDNLDSVONILSLCESHKLIAMLEVHDAT GNDSQETLE
NAVNYWKELRDLLIGKEDRVIINIANEWFGTWDTAGWADGYKVVIPELRNA GLEHLLVV
DTAGYGQYPQAIFEKGKEVFQTDLLARTVFSIHMYEYAATDVTMIKGNIDS ALNTGIPVII
GEFGDRKPESQHVDIDTIMSYTREKSVGWLAWSWYGNGNDESILDLTNGRSDYSLTNV
GSQIVDSENGIRKTSTICSIFN






C. Anexo: Producto de amplificacion del
genHhMan.

Se observa el producto amplificado del dg#imMan 1. Marcador de peso molecular (1Kb Plus
DNA ladder).2. Producto amplificado de 900 ph.Control negativo de la reaccién de PCR
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D. Anexo: PCR de colonias
transformadas con pPicaA- HhMan
empleando los primers aoxl

Se observa un producto esperado de aproximadarhfte pb correspondientes a 900 pb del
inserto y 590 pb de la region que flanquea el tnséry 13.Marcador de peso molecular (1Kb
plus DNA ladderR-11 Colonias evaluadas 1-114-23Colonias evaluadas 11-20.
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E. Anexo: analisis de restriccion de la
construccion Ppicana/Hhman.

1. Marcador de peso molecular (1Kb plus DNA ladd2rpPICZA/HhMan coll7 sin digerir3.
pPICZoA/HhMan coll7 digerido con las enzim&$ol y Xbal. 4. pPICZuA/HhMan col19 sin
digerir. 5. pPICZiA/Hhman col19 digerido con las enziméisol y Xbal. 6. pPICZuA/HhMan col6
sin digerir.7. pPICZuA/HhMan col6 digerido con las enziméiol y Xbal. 8. pPICZuA/HhMan
col15 sin digerir9. pPICZuA/HhMan col15 digerido con las enzim#hkol y Xbal.
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