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El almidoén es uno de los polisacaridos de reserva de mayor abun-
dancia en las plantas, conformado por mondémeros de glucosa
unidos por enlaces glucosidicos a-1,4 (amilosa) (Figura 1A), con
ramificaciones mediante enlaces a-1,6 (amilopectina) (Pérez y
Bertoft 2010) (Figura 1B). Dada su amplia prevalencia en recursos
agricolas, a su alto valor nutricional y al bajo costo de extraccion
y manufactura, el almidon representa una de las materias primas
clave en la sintesis de productos de alto valor agregado (Lloyd y
Kossmann 2019). A nivel industrial, la forma mas comun de
transformar almidon es a través del uso de catalizadores biolo-
gicos llamados enzimas.

Las a-amilasas, son el grupo mas grandes de enzimas (familia
13 de las Glicosil-Hidrolasas (GH13) relacionadas con la transfor-
macion de almidon (Paul et al. 2021). A grandes rasgos, las a-ami-
lasas tienen la propiedad de romper los enlaces a-1,4 o a-1,6 del
almidén para producir carbohidratos mas simples tales como
glucosa, maltosa (disacarido) o cadenas lineales de tres a 20 uni-
dades de glucosa (oligosacaridos lineales) (Figura 1C). Dentro de
la familia GH13 de las a-amilasas se encuentra la subfamilia 2
formada por un pequefio grupo de enzimas llamadas ciclogluca-
notransferasas (CGTasas, EC 2.4.1.19) aisladas de bacterias y ar-
queas. Las CGTasas tienen la capacidad tinica de transformar el
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Figura 1. Estructura quimica de los polimeros que conforman al almidén de una planta de papa (Solanum tuberosum L.). A. Amilosa
polimero lineal helicoidal y B. amilopectina polimero ramificado conformados por monoémeros de glucosa (negro) unidos por
enlaces a-(1,4) (circulos rojos) y a-(1,6) (circulos azules), respectivamente. C. El almidén puede ser degradado por enzimas a-
amilasas (caricatura de colores) para producir glucosa, maltosa (verde) u oligosacaridos lineales (p. eje. maltotriosa en naranja; n=3).

(Adaptado de Pérez y Bertoft 2010 por Victor-Carballo).

almidon a oligosacéridos ciclicos llamados ciclodex-
trinas (CDs), que son nanomoléculas en forma de
anillo, conformadas por seis (a-CD), siete (B-CD) u
ocho (y-CD) monoémeros de glucosa (Figuras 2A y
2B), a esta capacidad se le llama actividad de ci-
clacién (Leemhuis et al. 2010). Las CDs adoptan una
nanoestructura en forma de cono truncado, con una
cavidad central hidrofébica y una superficie exterior
hidrofilica (A3 174-427, respectivamente) (Figuras
2B y 2C) (Jansook et al. 2018). Gracias a su estruc-
tura tridimensional y su naturaleza anfipatica, las
CDs tienen la propiedad de encapsular de forma
reversible, moléculas huésped no polares (p. €j., mo-
léculas organicas, inorganicas o bioldgicas), forman-
do complejos de inclusion para aumentar la solubili-
dad, estabilidad y biodisponibilidad de la molécula

huésped (Jansook er al. 2018) (Figura 2D). Estas
propiedades han hecho de las CDs moléculas atrac-
tivas para las industrias biotecnologicas (Duchene y
Bochot 2016). Sin embargo, dada la relacion con las
a-amilasas, las CGTasas pueden llevar a cabo otros
tres tipos de reacciones que compiten con la acti-
vidad de ciclacion, estas son: (i) la hidrolisis, (i1) la
desproporcién y (iii) el acoplamiento, durante las
que se producen azucares fermentables (glucosa y
maltosa) u oligosacaridos lineales (Kelly et al. 2009)
(Figura 3). Por lo tanto, las CGTasas con alta espe-
cificidad hacia la actividad de ciclacién son ideales
para la industria. La capacidad excepcional de reali-
zar reacciones de ciclaciéon radica en la conforma-
cion de la estructura tridimensional de las CGTasas.
El arquetipo estructural de las CGTasas consta de
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Figura 2. Estructura de las ciclodextrinas (CDs). A. Residuos de glucopiranosa que conforman a las CDs. B. Representacién de la
estructura de a-CD, B-CD y y-CD con un volumen de 174 a 427 A%. C. Estructura tridimensional de una CD con una superficie
exterior hidrofilica y una cavidad hidrofébica. D. Representacion de la formacion del complejo de inclusién de una molécula
hidrofébica de xileno con un CD en solucién acuosa (esferas azules). (Adaptado de Jansook et al. 2018 por Victor-Carballo).

cinco dominios estructurales (A-E) (Uitdehaag et al.
1999b) (Figura 4A), donde los dominios A y B,
adoptan una topologia de un barril TIM, cuyo centro
activo incluye nueve subsitios (-7 al +2) que acomo-
dan en forma de anillo parte de la cadena de sustrato
almidon (Figura 4B). Entre los subsitios -1 y +1, se
encuentra la triada catalitica Asp*/Glu’/Asp” que se
encarga de la escision del enlace glucosidico y se
encuentra altamente conservada en todas las enzi-
mas de la familia GH13 (Uitdehaag er al. 1999a)
(Figuras 3 y 4B). Asi mismo, un residuo central aro-
matico y una “pinza” hidrofébica exclusivos de las
CGTasas, son clave para la actividad de ciclacion
(Nakamura et al., 1994) (Figura 4B). Ademas de los
dominios cataliticos, las CGTasas contienen tres
dominios C, D y EcBM20 en la region C-terminal los

cuales adquieren estructura en forma de (3-sandwich
cada uno (Uitdehaag et al. 1999b). De estos tres, los
dominios C y E, incluyen tres sitios de uniéon a mal-
tosa (MBS por sus siglas en inglés) que dirigen la
unidn de la cadena del polisacarido almidon (MBS3
y MBS1-2, respectivamente) (Figura 4A) (Penninga
et al. 1996). No obstante, se han identificado arqui-
tecturas funcionales del tipo ABC-E para CGTasas
de bacterias Gram negativa (G-) (Janecek er al.
2003), asi como algunas CGTasas de Arqueas que
carecen del dominio E el cual es reemplazado por
un dominio de estructura y funcion desconocida de-
nominado Eaq (Rashid ez al. 2002) (Figura 4C).
Dado que el principal interés de las CGTasas es a
nivel industrial, no se ha discutido a fondo el papel
ecologico y el proposito fisiologico de las CDs en los
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Figura 3. Reacciones catalizadas por las CGTasas. El primer paso es el rompimiento del enlace mediante un ataque nucleofilico para
dar paso a la formacion del intermediario glucosilo-enzima, posteriormente el oligosacarido se transfiere hacia el aceptor, lo cual
determinara la especificidad de la enzima: 1) actividad de hidrolisis cuando el aceptor es una molécula de agua, ii) actividad de
desproporcion cuando el aceptor es otro oligosacarido lineal iii) actividad de ciclacién cuando el aceptor es el extremo opuesto del
propio oligosacarido y actividad de acoplamiento cuando el sustrato es la propia ciclodextrina y el aceptor es otro oligosacarido

lineal. Adaptado de Kelly et al. 2009 por Victor-Carballo.

microbiomas. Sin embargo, es posible deducir que su
importancia radica en la capacidad de formar com-
plejos de inclusion y a su termoresistencia, lo que las
hace particularmente utiles para sobrevivir en am-
bientes extremofilos para transportar moléculas anti-
microbianas, mitigar la toxicidad de sustratos, asi
como asegurar la disponibilidad de carbono en co-
munidades microbianas (Bardi et al. 2000, Shishido
et al. 2015). A pesar de que los procesos industriales
exigen CGTasas termoresistentes y que su estudio
representa una oportunidad para ampliar el cono-
cimiento sobre su papel en la supervivencia de mi-
croorganismos extremofilos, poco se ha explorado
sobre la diversidad de estos biocatalizadores. De
hecho, de las 48 CGTasas caracterizadas y recono-
cidas por la base de datos Carbohydrate-Active Enzyme
Database (CAZy), el 75 % pertenecen a bacterias
mesofilas de la clase Bacilli y solo cuatro de ellas
pertenecen al dominio de las Arqueas. A pesar de
que las propiedades reologicas del almidon exigen

CGTasas extremofilas para procesos industriales,
solo 7 son termorresistentes (>80°C) o halofilas.
Con el advenimiento de la metagendémica y la mi-
neria de datos, el grupo de investigacion del Labo-
ratorio de Biologia Sintética, Estructural y Molecu-
lar de la Universidad de Colima, realizé un analisis
en ~130 metagenomas de ambientes extremofilos,
centrando la atencion en nuevas CGTasas. La bus-
queda llevo a detectar 19 CGTasas inéditas relacio-
nadas con bacterias de la clase Thermoanaero-
bacterales, presentes en nichos hipertermofilicos (>
80°C) (Lee et al. 2013, Sant’Anna et al. 2015). La
caracterizacion funcional de una de ellas, denomi-
nada como CIdA, mostré una actividad maxima en
un rango termoacidofilico (pH 4.0 y 80 °C) con una
notable diversificacion de productos que produjo
una mezcla de a:B:y-CD (34:62:4) a partir de almi-
don soluble, asi como dextrinas lineales (G3-G7) y
azucares fermentables como principales productos
(Centeno-Leija et al. 2022). Lo mas interesante, es
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Figura 4. Detalles estructurales de las CGTasas. A. Estructura cristalografica de la CGTasa de B. circulans 251 (Codigo PDB 1CDG )
con 5 dominios estructurales A (verde marino), B (café), C (morado), D (amarillo) y E (verde forest); el color magenta corresponden
a moléculas de maltosa unidos a los sitos de unién a maltosa (MBS1-MBS3); B. Sustrato maltononaosa (azul) unido a los nueve
subsitios (-7 al +2) del sitio activo de la CGTasa de B. circulans 251, se observa el residuo aromatico central Try195 (color verde),
y los 2 sitios que conforman la pinza hidrofébica Phe259 y Phel83 (color rojo carmesi) determinantes en la actividad de ciclacion
(Cédigo PDB 1CXK; adaptada de Leemhuis ez al. (2010) por Victor-Carballo); C. Esquema representativo sobre la diversidad
estructural de las CGTasas. a) Arquitectura tipica de 5 dominios de CGTasas; b) CGTasas de 4 dominios que carecen del dominio
estructural D; ¢) CGTasa con una arquitectura global de 3 dominios encontrada en Thermoanaerobacterales; d) CGTasas de
arqueas de 5 dominios, en el que el dominio C-terminal denominado EArq posee una estructura y funcién desconocidos. (Adaptada

de Centeno-Leija ez al. 2022 por Victor-Carballo).

que las 19 CGTasas poseen una arquitectura excep-
cional de solo tres dominios ABC (Figura 4C) y se
agrupan en un nuevo clado monofilético dentro de
las CGTasas, revelando que estas enzimas repre-
sentan a un grupo inédito de CGTasas extremofilas
con una estructura minima funcional sin precedente
(Centeno-Leija et al. 2022).

Adicionalmente, el equipo de trabajo realizé un
analisis de genomica comparativa de la vecindad
génica de los genes que codifican para estas nuevas
CGTasas en los genomas de Thermoanaerobacte-
rales. Con este analisis, fue posible elucidar el papel
de estas nuevas CGTasas termoacidofilicas en el me-
tabolismo de los géneros Caldanaerobacter subterraneus

ssp, Thermoanaerobacter spp. y Thermoanaerobac-
terium spp., en el que la formacion de CDs, cons-
tituye el primer paso de una ruta muy inusual
denominada Metabolismo de Carbohidratos via CDs
(MC-CD). De acuerdo con el analisis, la ruta puede
ser resumida en cuatro pasos: (i) sintesis, (ii) trans-
porte, (iii) degradacioén y (iv) asimilacion metabodlica
de CDs (Figura 5). Inicialmente, las CGTasas extra-
celulares segregadas por el microorganismo, trans-
forman al almidon en CDs, oligosacaridos lineales y
azucares fermentables que sirven a la célula ya sea
como sustrato, o como moléculas funcionales para
sobrevivir en ambientes extremofilos. La etapa de
transporte consiste en la internalizacion de las CDs
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Figura. 5 Ruta MC-CD para bacterias G- (rojo), G+ (azul) y arqueas (naranja). (i) Sintesis, primer paso de la ruta se observan a las
CGTasas representadas en sus diferentes distribuciones multidominio. (ii) Transporte, la internalizacién de las dextrinas al
periplasma mediante un ciclo/dextrin-porina CDP en G -, o un mecanismo desconocido en G+. Los ciclo/dextrinas son
posteriormente transportadas al citoplasma por el transportador ABC MdxEFG-(X/MsmX). (iii) Degradacion de las dextrinas por
accion de la ciclodextrinasa CDasa, glucofosforilasa GP y glucoamilasa GA. (iv) Asimilacién metabdlica: que incluye a las enzimas:
fosfoglucomutasa Pgm, hexoquinasa HK, 6-fosfofructoquinasa PfkA, Piruvato quinasa PykF. (Adaptado de Centeno-Leija ef al.

2022 por Romero-Jiménez).

hacia el periplasma mediada por una porina en
bacterias G- 0 mediante un mecanismo desconocido
en bacterias G+ (Figura 5). Las CDs alojadas en el
periplasma son captadas por una proteina de unién
a carbohidratos (MdxE) que las “entrega” a un
sistema de transporte de cuatro componentes llama-
do MdxFG-Msm? (tranporte ABC tipo I), que se en-
cuentra incrustado en la membrana celular interna y
que gracias al suministro energético de ATP, forma
un canal transmembranal que permite la transloca-

cion de las CDs al citoplasma (Figura 5) (Thomas y
Tampé 2020; Centeno-Leija et al. 2022). Una vez en
el citoplasma, inicia la tercera y cuarta etapa, donde
las CDs son degradadas por enzimas ciclodextri-
nasas y glucoamilasas para dar lugar a azucares
simples, que seran eventualmente incorporados a
rutas de glucolisis para ser asimiladas como nutrien-
tes (Figura 5) (Oslowski et al., 2011, Centeno-Leija et
al. 2022). Este analisis, revel6 por primera vez la ruta
MC-CD en bacterias hipertermofilas, lo que contri-
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buye al entendimiento de los mecanismos que rigen
la supervivencia de bacterias presentes en ambientes
extremofilos.

El analisis anterior, deja claro que aun queda mu-
cho por descubrir en el mundo de las enzimas que
transforman almidon y que la mineria de (meta)-
genomas de ambientes extremofilos, resulta una pla-
taforma idonea para rastrearlas. Lo anterior no solo
es util para ampliar el conocimiento sobre la fisio-
logia de microorganismos presentes en microbiomas
inexplorados, sino que ademas permite obtener bio-
catalizadores atractivos para la industria, y abre la
oportunidad de conocer mas sobre su estructura y
mecanismos funcionales.
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