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RESUMEN

El estudio de la biodegradacion de la lignina tiene importancia tanto por la
trascendencia del nuevo conocimiento basico que se puede obtener, como por las
aplicaciones biotecnoldgicas que pueden derivar de él. Uno de los aspectos que mads
Ilama Ja atencion en el campo de la ligninolisis es que en la naturaleza los hongos
parecen disponer de sistemas degradativos que difieren en la identidad de sus
componentes, lo que sumado a la carencia de mutantes que afecten especificamente
a la ligninolisis, ha dificultado el establecimiento de un esquema preciso y universal
del proceso. Con el fin de ampliar el conocimiento acerca de uno de los sistemas
degradativos de lignina, en esta tesis se profundiz0 en la caracterizacién
enzimolégica y se inicié el estudio genético de los componentes del sistema
ligninolitico del hongo basidiomicete Ceriporiopsis subvermispora, un hongo que se
distingue por su alta eficiencia ligninolitica y su .especificidad en degradar
selectivamente la lignina por sobre los demas componentes de la madera, siendo el
mejor entre cientos de especies de hongos examinados para biopulpaje.

| C. subvermispora produce dos familias de enzimas ligninoliticas cuando
crece ya sea en cultivos liquidos o sobre madera, las que corresponden a las enzimas
manganeso-peroxidasa (MnP) y lacasa. La bisqueda sistematica de actividad lignina
peroxidasa tanto en medios de composicion definida como sobre madera, dio
resultados negativos. En medios de cultivo que contenian 11 ppm de Mn*2, fueron
resueltas siete isoformas de MnP y cuatro de lacasa mediante isoelectroenfoque, con
valores de pl en el rango de 4,10- 4,60 y 3,45- 3,65, respectivamente. En cultivos
con 25 y 40 ppm de Mn*2, se produjeron principalmente las MnPs con mayores
valores de pl. El petfil de isoenzimas de MnP, detectable mediante IEF a partir del




octavo dia, no se alter6 a través de todo el periodo de crecimiento del hongo en
medio liquido. Por el contrario, el perfil isoenzimatico experimenté notorios
cambios con la edad de los cultivos sobre madera. La masa molecular de las distintas
enzimas de MnP secretadas por el hongo en medio liquido fue de 52,5 kDa, mientras
que la masa de las isoenzimas extraidas desde madera fue incrementando entre 52,5
kDa y 62,5 kDa a medida que aumentaba la edad del cultivo. Se determind las
secuencias amino-terminales de siete isoenzimas de MnP. La secuencia de consenso
de las MnPs de cultivos liquidos fue claramente distinta a la correspondiente a los
cultivos sélidos, aunque ambas muestran homologia a las MnPs de otros hongos de
pudricién blanca.

Con respecto a la lacasa, sus niveles en medio liquido aumentaron dos veces
en presencia de p-anisidina y fueron severamente afectados cuando Mn*2 o Cut2
fueron omitidos de los cultives. En medio rico, la actividad lacasa fue 10 veces
‘superior a la de medio liquido saline, y ésta no fue afectada por la presencia de p-
anisidina 0 Mn*2, En estos cultivos, se detectaron cuatro isoenzimas de lacasa con
pls en el rango de 3,63 a 3,46, similares a las detectadas tempranamente en medio
solido, mas una quinta isoforma de alto pl (4,82). El espectro de absorcion de una
fraccion combinada de cuatro isoformas de lacasa aisladas desde medio rico mostré
un maximo a 600 nm, lo cual es tipico de lacasas con un dtomo de Cu de tipo L. La
masa molecular de la isoenzima de pl 3,60 fue de 79 kDa, determinada mediante
SDS-PAGE. Después de tratamiento con endoglicosidasa F, la masa molecular de
esta isoforma disminuy6 a 63 kDa, sugiriendo un alto grado de glicosilacion. Los pls
de las lacasas parecen variar levemente con la composicion del medio y el tiempo de

cultivo. Los pls de las lacasas secretadas en medio salvado de trigo e YMPG son

mayores a los pls de las isoformas de medio liquido salino. Las secuencias amino-




terminales de tres isoformas aisladas no mostraron grandes diferencias entre ellas y
revelaron una clara homologia con lacasas de otros microorganismos.

Los intentos por clonar algin gen para MnP usando una sonda heteréloga de
MnP de P. chrysosporium fueron infructuosos. Asi también, las estrategias para
amplificar algin mRNA de MnP mediante transcripcion reversa y PCR utilizando
oligonucledtidos degenerados derivados de la secuencia aminoacidica amino-
terminal dieron resultados negativos. ‘

Se construy6 una genoteca de cDNA con el RNA total extraido de un cultivo
de C. subvermispora crecido en medio liquido salino durante 10 dias. De cuatro
clones cDNA de MnP aislados, dos se enconfraron truncados en su extremo amino-
terminal, mientras que los clones denominados MnP13-1 y MnP2-1 correspondieron
al cDNA de todo el largo de los genes. Una primera caracterizacidén de éstos mostrd
que corresponden a dos genes o alelos diferentes, presentando una homologia
cercana al 85% a nivel aminoacidico y de 83% a nivel nucleotidico, solamente en la
region amino-terminal. La secuencia aminoacidica amino-terminal deducida de
MnP2-1 resultd idéntica a la determinada experimentalmente para las enzimas
secretadas en medio solido, en cambio MnP13-1 present6 algunas diferencias. Este
resultado demuestra la presencia de mensajeros de MnP de medio sélido en cultivos
liquidos, a pesar de que en estos ltimos no fueron detectadas isoenzimas tipicas de
los cultivos sobre madera.

El clon MnPI3-1, ‘que fue completamente secuenciado, posee 1.285
nucledtidos excluyendo la cola de poli-(A). La region codificadora tiene un
contenido de G + C de 63,1%, lo que hizo especialmente dificil su secuenciacién. La
proteina madura deducida de MnP13-1 contiene 364 aminoacidos, precedidos por un

péptido lider de 24 residuos. La masa molecular deducida para la proteina madura es
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de 38.126 daltons, es decir, el 73% de la masa molecular experimentalmente
determinada. Esta diferencia puede deberse 'a glicosilaciones, encontrandose seis
sitios para N-glicosilacion que siguen la regla N-Xaa-T/S. Ademas, el 16% del total
de aminoacidos es susceptible de una potencial O-glicosilacién. Consistente con el
mecanismo de otras peroxidasas, en esta secuencia de MnP, tanto las histidinas
proximal como distal, y la arginina distal al grupo hemo se encuentran conservadas.
Asi también, las regiones adyacentes a estos residuos muestran gran homologia con
otras peroxidasas. Tal como en las MnPs aisladas de P. chrysosporium, los sitios de
uni6n del i6n manganeso, E35 y E39, estan perfectamente conservados. Un motivo
de cuatro aminoécidos, L/V/I-P-Xaa-P, designado como el sitio de unién aromatico,
comparte alta homologia con el informado para otras peroxidasas, aunque se muestra
menos hidrofilico. Este resultado sugiere una capacidad de MnP13-1 de unir y
oxidar sustratos aromaéticos en ausencia del ion manganeso, lo que concuerda con
recientes resultados de nuestro grupo. Por altimo, la composicién aminoacidica de
MnP13-1 de C. subvermispora muestra un alto contenido D + E relativo a K + R, lo
que es consistente con un pl acidico, tal como ha sido determinado

experimentalmente para las MnP secretadas por el hongo cultivado sobre madera.
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ABSTRACT

Studies on lignin biodegradation are relevant not only for the basic
knowledge that can be obtained, but also for the potential biotechnological
applications which may derive from it. One (;f the most intriguing aspects in this
area is that the white rot fungi, which are responsible for biodegradation of lignin,
possess degradative systems that differ in the identity of their components. On the
other hand, the lack of mutants affecting ligninolysis makes it difficult to establish
an exact and universal scheme of the process. The aim of this tesis was to gain
- insight into the ligninolytic system of one particular fungus called Ceriporiopsis
subvermispora. This microorganism is a white rot basidiomycete that degrades
lignin both efficiently and selectively when growing on wood.

C. subvermispora produces two families of ligninolytic enzymes, namely
manganese-dependent peroxidases (MnPs) and laccases. In medium containing 11
ppm of Mn(Il), up to seven isoenzymes of MnP and four isoenzymes of laccase were
resolved by isoelectrofocusing (IEF), with pl values in the range of 4.10-4.60 and
3.45 and 3.65, respectively. Occasionally, a fifth laccase isoform of pl 4.70 was also
detected. In cultures with 25 and 40 ppm. of Mn(II), mainly the MnPs with higher pI
values are produced. The isoenzyme pattern of MnP, detected from day eigth, was
not altered throughout the growth period of the fungus. In contrast, the isoenzyme
profile changed upon ageing of cultures on wood chips of Pinus radiata. The
molecular masses of MnP isoenzymes from liquid cultures was 52,5 kDa, whereas
the molecular masses of MnPs extracted from wood varied from 52, 5 kDa in early
cultures to 62,5 kDa in late cultures. The amino-terminal sequences of seven MnP

isoenzymes was determined. The consensus sequences of MnPs from liquid and
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solid cultures were clearly distinct, althouth both showed homology to MnPs from
related white-rot fungi. '

Regarding laccase, the activity levels increased 2-fold in the presence of p-
anisidine and were severely affected when either Mn(iI) or Cu(Il) ions were omitted
from the media. In rich medium, laccase activity was 10-fold higher than in salt
medium, and it was not affected by the e)stemal addition of p-anisidine or Mn(lI).
Four isoenzymes were detected in these cultures, with pls between 3.76 and 3.60. In
a wheat bran medium, four isoenzymes were detected with pls in the range of 3.63-
3.46. A fifth isoenzyme of high pI (4.82), was also identified. The absorption
spectrum of a pool containing the four isoenzymes from rich medium showed a
maximum at 600 nm, typical of laccase possesing a type I copper atom. The
molecular mass of the isoenzyme with pI 3.60 is 79 kDa, as determined by SDS-
PAGE. Upon treatment with endoglycosidase F, the molecular mass of this isoform
decreased to 63 kDa, indicating a high degree of glycosilation. The amino-terminal
sequences (24 residues) of three isoenzymes isolated from rich medium were
determined. Two of them are identical, whereas the third one differs from these in
three amino acid residues. The consensus sequence reveals clear homology with
laccases from other microorganisms.

Attempts to clone a gene coding for MnP using a heterologous probe from
P. chrysosporioum MnP were unsuccessful. Approaches to amplify a mRNA of MnP
by RT/PCR using degenerate oligonucleotides derived from the amino-terminal
sequences also failed.

A cDNA library was constructed using total RNA isolated from a day 10
culture of C. suvermispora in salt medium. Two of the four different cDNA clones

isolated were truncated in the N-terminal, whereas two clones named MnP13-1 and
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MnP2-1 corresponded to full length products. A preliminary characterization of
these two clones showed differences indicating two separated genes or alleles, which
display nucleotide and amino acid homology in the N-terminal region of 83% and
85%, respectively. The N-terminal amino acid sequence deduced for both MnP13-1
and MnP2-1 clones resulted identical to the experimentally-determined sequence of
the isoenzymes secreted by the fungus in solid cultures. These results demostrate the
presence in liquid cultures of mRNA corresponding to MnPs typical of cultures on
wood chips.

The complete sequence of MnP13-1 comprises 1,285 nucleotides, excluding
the poly(A) tail. The coding region has a 63.1% G -+ C content. The deduced mature
MnP protein contains 364 amino acids, which are preceded by a 24 amino acid
leader sequence. The molecular mass of the mature MnP13-1 enzyme deduced from
the cDNA is 38,126, which is 27% lower than the experimentally determined
molecular mass. This difference can be assigned to glycosylation. There are six
potential sites for N-glycosylation with the general sequence N-Xaa-T/S. Moreover,
16% of the total amino acids correspond to T/S, which constitute potential sites for
O-glycosylation. Consistent with the peroxidase mechanism of MnP, the proximal
histidine, distal histidine, and the distal arginine are all conserved, while regions
flanking these residues display homology with other peroxidases. Like in MnPs
isolated from P. chrysosporium, the manganese binding sites E35 and E38 are
conserved. A four amino acid motif, L/V/I-P-Xaa-P, defined as an aromatic binding
site, shares high homology with other peroxidases, although it is less hydrophilic.
This suggests that MnP13-1 from this fungus is able to bind and oxidaze aromatic
compounds in the absence of Mn(Il), which is in agreement with recent observations

in our laboratory. Finally, the amino acid composition of MnP13-1 of C.
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subvermispora exhibits a high content of D + E relative to K + R, which is
consistent with the acidic pI experimentally determined for the MnPs secreted by the

fungus in solid cultures.
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INTRODUCCION

La biomasa de las plantas estd formada principalmente por lignina,
celulosa y hemicelulosa, macromoléculas que por tal motivo constituyen los
principales depésitos del carbono fijado fotosintéticamente, La lignina es el
polimero~renovable mas abundante de la naturaleza, llegando a representar hasta
el 30% en peso de la madera seca. La mayor parte de la lignina se encuentra
intimamente asociada a las hemicelulosas dentro de las paredes celulares,
formando ambas una matriz que rodea las microfibrillas de celulosa. La mas alta
concentracién de lignina se encuentra en la lamela media, estructura que hace las
veces de pegamento entre las células contiguas. Esta disposicién de la lignina
confiere rigidez a las plantas y retarda la despolimerizacién microbiana de Ia
celulosa, por lo que su degradacion se convierte en una etapa limitante del ciclo
global del carbono. Al mismo tiempo, dicha disposicién constituye un obstéculo
para la utilizacién eficiente de la celulosa en un amplic rango de procesos
industriales (Eriksson y cols., 1990).

La lignina es un polimero fenilpropanoide sintetizado directamente en la
pared de la célula vegetal a partir de precursores fenélicos. Los principales
precursores son los alcoholes coniferilico, sinapilico y p-cumarilico. Las
peroxidasas generan radicales libres a partir de estos compuestos, los cuales Iuego
de reaccionar entre si espontineamente y al azar dan origen a una macromolécula
amorfa, muy heterogénea, Opticamente inactiva y de estructura altamente
ramificada. En ella se pueden distinguir a lo menos 12 tipos de enlaces distintos
del tipo aril-aril, aril-eter y aril-alquil que conectan los nucleos aromaticos

(Sarkanen y Ludwig, 1971). Estos enlaces no son susceptibles de hidrolisis




enzimatica, de modo que Ia despolimerizacién de la lignina ocurre a través de
mecanismos oxidativos no especificos que tienen lugar en el medio extracelular
de los microorganismos degradadores (Kirk y Farrell, 1987).

En la naturaleza los principales microorganismos ligninoliticos
pertenecen al grupo de los hongos basidiomicetes. Dentro de éstos, aquellos
denominados de pudricién blanca son los {inicos organismos capaces de degradar
rapida y extensamente la lignina a CO, y H,0, proceso durante el cual
simultaneamente metabolizan los polisacaridos de la madera (Kirk y Farrell,
1987). En la ultima década se han aclarado varios aspectos relacionados con la
bioquimica de la ligninolisis llevada a cabo por hongos, lo que ha permitido ir
conformando un modelo del proceso.

Los primeros trabajos desarrollados con Phanerochaete chrysosporium, el
hongo ligninolitico mejor estudiado, indicaron que la degradacion de lignina es un
proceso oxidativo y no especifico. A la vez, éste es dependiente de la presencia de
un sustrato co-metabolizable tal como la glucosa, ya que Ia lignina no es sustrato
para el crecimiento del hongo. El trabajo realizado con sustratos diméricos como
modelo de lignina permitié aislar las enzimas que componen el sistema
ligninolitico de P. chrysosporium. Estas son una lignina peroxidasa (LiP) (Tien y
Kirk, 1983; Tien y Kirk, 1984; Glenn ycols., 1983; Gold y cols., 1984) y una
peroxidasa dependiente de manganeso o manganeso peroxidasa (MnP)
(Paszcynski y cols., 1985; Glenn y Gold, 1985), ambas presentes en el medio
extracelular. En otros hongos de pudricién blanca se han descrito ademas otras
actividades que presumiblemente participan en Ia degradacién de la lignina, Una
de ellas, que no-est4 presente en el hongo antes mencionado, es una fenol oxidasa

conocida como lacasa (Milteins y cols., 1989; Haars y cols., 1980; Kay v cols.,




'1986; Bourbonnais y cols., 1991). Un componente adicional del sistema consiste

en una glioxal oxidasa, que seria la enzima encargada de generar el H,0,
extracelular necesario para la accién de las peroxidasas (Kersten y Kirk, 1987;
Kersten, 1990).

La LiP nativa de P. chrysosporium es una hemoglicoproteina de masa
~ molecular 42.000, dependiente de H,O,, que es secretada sélo en la fase de
metabolismo secundario del hongo inducido por la limitacién en nitrégeno o
carbono, y menos eficientemente por azufre (Tien y Kirk, 1983; Glenn y cols.,
1983). La enzima contiene un grupo hemo con un atomo de Fe (III) de alto spin,
como es caracteristico de otras peroxidasas (Kuila y cols., 1985). Esta enzima
tiene la particularidad de atacar anillos no fenélicos sustrayendo un electrén de la
nube pi, generando radicales catiénicos que se reordenan de diversas formas
produciendo la ruptura de enlaces intermonoméricos (Kirk y Farrel, 1987). Se ha
propuesto que el alcohol veratrilico, un metabolito secundario secretado por P.
chrysosporium, tendria un rol importante en la actividad de LiP, ya sea
induciéndola (Faison y cols., 1986), protegiéndola de las concentraciones altas de
H;0, (Tonnon y Odier, 1988), o actuando como mediador de la actividad
enzimética (Harvey y cols., 1986; Popp y cols., 1990; Harvey y Palmer, 1990). La
regulacién de la actividad de LiP ocurriria a nivel transcripcional (Tien y Tu,
1987).

La actividad LiP en P. chrysosporium se presenta en la forma de una serie
de isoenzimas con pls en el rango de 3,2 a 4,0. Estas pueden ser resueltas
mediante una combinacién de cromatografia de intercambio aniénico, filtracién
en gel, FPLC e isoelectroenfoque. Las isoenzimas difieren entre si en sus masas

moleculares, contenidos en azilcares, caracteristicas espectrales, afinidad por




diferentes sustratos incluyendo H,O, y en sus secuencias aminoacidicas N-
terminales (Kirk y cols., 1986; Kirk, 1988; Farrel y cols., 1989; Glumoff y cols.,
1990).

El clonamiento y secuenciacion de los cDNA de LiP (Tien y Tu, 1987; de
Boer y cols., 1987) ha reforzado el conocimiento previo que se tenia de esta
enzima. Tres secuencias cDNA de LiP de P. chrysosporium cepa BKM 1767
muestran entre si una homologia que excede el 71%. Las secuencias indican
polipéptidos maduros de 344, 344 y 345 aminoécidos, con masas moleculares de
37.000 daltons y homologias aminoacidicas del 68%. A su vez, los genes
estructurales son precedidos por secuencias sefiales lideres para la secrecidn, de
27 y 28 aminoé4cidos. Se ha demostrado la presencia de Ios residuos de histidina
distal y proximal responsables de quelar el grupo hemo, lo que es caracteristico de
las peroxidasas. Las isoenzimas de LiP de P. chrysosporium son codificadas por
una familia de genes muy relacionados entre si (Zhang y cols., 1986; Brown y
cols., 1988). En la cepa BKM-1767 se han identificado seis genes, ademas de
variantes alélicas (Stewart y cols., 1992). Los genes LiPB, GLG5 y 0282 son
muy semejantes con respecto a secuencia nucleotidica, preferencia codogénica y
localizacién de los intrones. Las secuencias aminoacidicas deducidas exceden un
80% de identidad en cualquiera combinacién. Por el contrario, los genes CLG4
(deBoer y cols., 1987) y V4 (Schalch y cols., 1989) son distintos entre si y a los
anteriores. Cinco genes LiP (LiPA, LiPB, GLGS, 0282 y V4) han sido
localizados en un sélo cromosoma dimérfico, estando tres de ellos (LiPA, LiPB y
GLGS5) en un fragmento de 30 kB (Gaskell y cols., 1991). La medicién de los
transcritos de estos genes en distintas condiciones indica que su regulacién es

compleja, ya que no responden todos del mismo modo a los cambios en el medio
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(Stewart y cols., 1992). Transcritos de LipA, LipB y 0282 muestran niveles
similares en cultivos limitados en nitrégeno o carbono, mientras que los de CLG4
son los mas abundantes en estas condiciones (Stewart y cols., 1992). Se encontrd
también que sélo CLG4 es expresado en carencia de carbono y que tanto CLG4
como CLGS son expresados frente a una carencia de nitrégenc (Holzbaur y cols.,
1988). Mas recientemente se ha publicado la secuencia de dos clones genémicos
de LiP de Trametes versicolor (Black y cols., 1991; Jonsson y Nyman, 1992) y un
clon cDNA de LiP de Phlébia radiata (Saloheimo y cols., 1989).

Ademas de P. chrysosporium, unas 16 especies de hongos ligninoliticos y
otros no relacionados producen LiP (Orth y cols., 1993) e incluso se ha
demostrado su presencia en hongos de pudricién parda (Dey y cols., 1991).
Muchos estudios recientes han acentuado la participacion de LiP en Ia
degradacion de lignina. El rol protagonico asignado a la LiP en la ligninolisis
obedece a diversas evidencias, tales como la capacidad de la LiP purificada de
despolimerizar lignina sintética in vitro (Hammel y Moen, 1991; Pérez y Jeffries,
1990; Boominathan y cols., 1990), la disminucién en la capacidad de mineralizar
lignina de cepas de P. chrysosporium mutantes de LiP (Booninathan y cols.,
1990} y la directa correlacion entre la capacidad del hongo de mineralizar lignina
y la aparicién de esta actividad en los medios de cultivo (Perez y Jeffries, 1990).
A la vez, estudios inmunocitoquimicos de madera degradada por P.
chrysosporium y T. versicolor han mostrado que LiP est asociada con la hifa del
hongo en zonas no. degradadas de la madera (Srebotnik y cols., 1988; Evans y
cols., 1991), lo que podria implicar que la actividad responsable de iniciar Ia
degradacion de lignina in vivo seria otra enzima o algén i6n metalico como Mn™

complejado (Gold y cols., 1991; Tien y Myers, 1990). Por otra parte, hay varios




hongos que exhiben una importante actividad ligninolitica en los cuales no se ha
detectado LiP (Perié y Gold, 1991; Maltseva y cols., 1991; Galliano y cols., 1991;
Riittimann y cols., 1992). En dos de ellos, Phiebia brevispora y Ceriporiopsis
subvermispora, se han detectado sin embargo secuencias tipo LiP mediante
Southern usando una sonda heterSloga de P. chrysosporium (Riittimann y
cols.,1992). De estos antecedentes se deduce que es necesaria evidencia adicional
para determinar el rol preciso de 1a LiP en la ligninolisis.

Otro componente fundamental del sistema ligninolitico es una peroxidasa
diferente a la lignina peroxidasa, descubierta por el grupo de M. Gold (Glenn y
Gold, 1984) y més tarde por el grupo de R. Crawford (Paszczynsky y cols.,
1985), en ei medio extracelular de cultivos de P. chrysosporium. Esta enzima fue
purificada y caracterizada como una peroxidasa dependiente de Mn, por Io que
recibe el nombre de manganeso peroxidasa (MnP). Al igual que la LiP, la MnP
requiere de H,0,, contiene un grupo protohémico IX con ién hierro de alto spin, y
es una glicoproteina (Kirk, 1988). La enzima nativa posee una masa molecular de
46.000 y oxida el Mn"> a Mn", el cual difunde desde el sitio activo de la enzima
y oxida a sustratos fenélicos generando radicales fenoxi. La actividad MnP es
estimulada por la presencia de 4cidos carboxilicos como lactato, malonato,
tartrato y oxalato, los cuales quelan y estabilizan al Mn"* (Gold v cols., 199 1). Se
ha observado que Ia mayorfa de los hongos basidiomicetes de pudricién blanca -
secretan oxalato al medio, tanto en cultivos liquidos sintéticos como también en
fase solida, por lo que se presume que este acido carboxilico tendria una
importancia fisiolégica en la degradacién de lignina (Dutton y cols., 1993). Tal es

el caso de P. chrysosporium, el que produce oxalato en paralelo con MnP durante




el metabolismo secundario, aumentando asi la actividad enzimaética y el recambio
de esta enzima (Kuan y Tien, 1993).

La MnP tiene esencialmente el mismo ciclo catalitico que la LiP y la
peroxidasa de rdbano (HRP), involucrando tres estados de oxidacién: estado en
reposo (Fe™), compuesto I (Fe**=0 + catién radical porfirinico p) y compuesto II
(Fe"*=0) (Gold y cols., 1987). Al igual que las ofras peroxidasas, la MnP puede
ser reducida al estado de Fe™ y convertida al compuesto III (Fe™ 0,"). El ciclo
catalitico comprende l1a oxidacién de la enzima en dos equivalentes a compuesto I
mediante H,0,. Luego ocurren dos reducciones secuenciales mediante Mn'?,
primero para dar compuesto I y Iuego la enzima en reposo. El compuesto I puede
también ser reducido a compuesto II mediante fenoles, pero el compuesto II no
puede ser reducido por fenoles para dar la enzima en reposo. Por lo tanto, la
enzima requiere de Mn'? para completar su ciclo catalitico (Gold y cols., 1987).
Cuatro isoformas de MnP han sido detectadas en el fluido extracelular de cuitivos
limitados en nitrégeno de P. chrysosporium, poseyendo todas ellas secuencias
aminoacidicas amino-terminales diferentes, indicando la existencia de una familia
multigénica (Farrel y cols., 1989; Pease y Tien, 1992).

También se ha encontrado MnP en otros hongos ligninoliticos, como
Phlebia radiata (Karhunen y cols., 1990; Vares y cols., 1995), Lentinula edodes
(Forrester y cols., 1990) y Trametes versicolor (Johanson y c‘ols., 1993ay 1993b),
y en todos ellos se da el fendmeno de la multiplicidad de isoformas. Experimentos
de tipo Northern han demostrado que el ién Mn' regula la expresién de la MnP a
nivel franscripcional en cultivos limitados en nitrogeno (Brown y cols., 1991). En
ausencia de este ién metalico no hay actividad ni expresion de MnP (Bonnarme y

Jefities, 1990; Gold y cols., 1991). También se ha demostrado que la




concentracién de Mn'? y la edad del cultivo afectan en forma diferente a las
distintas isoformas de MnP (Pease y Tien, 1992).

Recientemente se ha determinado la estructura cristalina de la MnP
isoenzima 1 de P. chrysosporium (Sundaramoorthy y cols., 1994). En términos
generales, su estructura es similar a la de LiP, teniendo dos iones calcio
estructurales, una histidina proximal (His'”) formando un enlace de hidrégeno
con un residuo Asp>?, la His* distal y Arg* formando el bolsillo de unién para el
H,0;, los que son responsables de la catalisis acido-base en la formacidn del
compuesto I. Adicionalmente, la MaP posee un sitio extra para unién a un catién,
presumiblemente Mn? y que incluye Asp'”, Glu* y Glu®, mas un propionato
hémico y dos moléculas de H,O. Un puente disulfuro adicional presente en Ia

*1.Cys*® cerca del carboxilo terminal de la cadena

MnP, generado entre las Cys™ -Cys
polipeptidica, seria responsable de separar la cola del carboxilo terminal desde el
cuerpo de la enzima formando probablemente el sitio de unién para el Mn.

En 1989 dos grupos clonaron simultdneamente los primeros cDNAs para
la MnP de P. chrysosporium (Pease y cols., 1989; Pribnow y cols., 1989),
correspondientes a la isoenzima 1 de la cepa OCG101 y H4 de la cepa BKM-
1767. Recientemente se caracterizd el cDNA de MnP que codifica para la
isoenzima H3 de P. chrysosporium BKM-F-1767(Orth y cols., 1994). Las
isoenzimas H3 y H4 son sintetizadas con secuencias lideres o péptidos sefiales de
25 y 24 aminoécidos respectivamente, los cuales son posteriormente procesados
para producir una proteina madura con una masa molecular deducida de la
secuencia nucleotidica de 39.050 daltons. Esto es menor que los 45.000 a 46.000
daltons, determinados mediante SDS-PAGE, debido a una modificacién

postranscripcional por glicosilacion de la proteina (Farrel y cols., 1989). Al




comparar las secuencias aminoacidicas de las MnP con las de LiP, se revela un
alto grado de homologia cercano al sitio activo. Ademas de las histidinas distal y
proximal, una arginina cercana a la histidina distal es muy conservada en MnP,
LiP y en otras peroxidasas. Usando los cDNA como sondas en hibridaciones
Northern, también se ha demostrado que la MnP es regulada a nivel
transcripcional mediante iones Mn y por estrés térmico (Brown y cols., 1993).

Los clones genémicos para la isoenzima 1 (Godfrey y cols.,, 1990) e
isoenzima 2 (Mayfield y cols., 1994) de P. chrysosporium cepa BKM-1767 han
sido caracterizados. Las regiones de codificacion de los genes mnp2 y. mnpl
tienen 81% de identidad a nivel nucleotidico y 85% de identidad a nivel
aminoacidico. El gen mnp2 posee siete intrones con tamafios que oscilan entre 50
Y 55 pb, todos los cuales alincan perfectamente con los intrones del gen mnpl. Un
intrén adicional fue encontrado en mnp2, el cual divide el tercer exén de la mnpl
justo en el coddn para la histidina distal. La regién promotora de mmp2 contiene
una probable caja TATAA, un elemento de estrés térmico (HSE), un elemento de
respuesta a metales, cajas CCAAT y un sitio de unién para el factor de
transcripcion SP-1. Todas estas regiones se encuentran también en mnp]1.

Aunque en principio se pensé que la MnP no tendria un rol protagénico
en la degradacion de lignina por no ser capaz de oxidar compuestos no fenélicos,
actualmente se tiene antecedentes que sugieren lo contrario. Entre éstos destaca el
hecho de que esta enzima es capaz de oxidar y romper enlaces en compuestos
modelos de lignina del tipo fenildiarilpropanos y arilglicerol B-aril éteres
fendlicos (Wariishi y cols., 1989; Tuor y cols., 1992), e incluso es capaz de
despolimerizar lignina in vitro (Wariishi y cols., 1991). También resulta

interesante el hecho que al crecer P. chrysosporium sobre pulpa de madera, su
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sustrato natural, la principal actividad que se detecta es la MnP y no la LiP (Datta
y cols,, 1991), produciéndose gran acumulacién de Mn en las zonas de
degradacién de la madera (Blanchette, 1984). Se puede mencionar también que 7.
versicolor produce LiP, MnP y lacasa en cultivos liquidos (.Idhansonn y Nyman,
1993), pero sélo se detecta MnP y lacasa durante el blanqueamiento,
desmetilacién y deslignificacién de pulpa (Paice y cols., 1993), como también en
la fermentacion en estado sélido (Valmaseda y cols., 1991). En otros hongos
ligninoliticos productores de MnP, tales como C. subvermispora (Lobos y cols.,
1994), Pleurotus ostreatus (Valmaseda y cols., 1991), P. eryngii (Martinez y
cols., 1994) y L. edodes (Forrester y cols., 1990), la actividad LiP no ha sido
detectada en cultivos liquidos ni durante la degradacién en estado sélido de
sustratos ligninoceluldsicos: Por lo tanto, resulta de gran interés estudiar la MnP
expresada durante la deslignificacion de sustratos naturales por hongos de
pudricion blanca.

Las enzimas LiP y MnP requieren como se ha dicho de H,0, extracelular.
La enzima productora de este compuesto ya ha sido identificada en P.
chrysosporium (Kersten y Kirk, 1987). Se trata de Ia llamada glioxal oxidasa, la
que oxida a diferentes sustratos de dos 4tomos de carbono en presencia de O,
generando H,0,. La glioxal oxidasa es activada al ser acoplada a las reacciones
catalizadas por LiP (Kersten, 1990). También ha sido sugerida la posibilidad de
que la propia MnP sea responsable de generar H,0,, ya sea oxidando NADH o
NADPH, como también otras moléculas pequefias (Pasazcynsky y cols., 1985;
Kuan y Tien, 1993a; Kuan y Tien, 1993b).

Muchos hongos de pudricion blanca, pero no P. chrysosporium, producen

una actividad extracelular llamada lacasa. Esta enzima es una fenol oxidasa que
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contiene cobre y que cataliza ia oxidacién de los fenoles a radicales fenoxi por
extraccién de un electrén, transfiriendo eventualmente cuatro electrones al O,
(Reinhamer, 1984). La lacasa se encuentra en plantas superiores y en hongos. En
estos ultimos, se encuentra ampliamente distribuida entre los ascomicetes,
deuteromicetes y basidiomicetes (Bollag y Leonowicz, 1984). Miltiples
isoformas de la enzima, todas ellas con pls acidicos, han sido encontradas en
cultivos de Trametes (Coriolus) versicolor (Morohoshi, 1991), Panus tigrinis
(Maltseva y cols., 1991), en el basidiomicete PMI (Coll y cols., 1993) y
Rigidoporus lignosus (Geiger y cols., 1986), entre otros. En contraste, Phlebia -
radiata produce una sola enzima con un pl de 3,5 (Niku-Paavola y cols., 1988).
Las lacasas también son glicoproteinas y han sido detectadas tanto exira
como intracejularmente (Rigling y Van Alfen, 1993). Poseen masas moleculares
entre 55.000 y 65.000 daltons y contienen 1 a 4 atomos de cobre por molécula
(Galliano y cols., 1991; Maltseva y cols., 1991; Vares y cols., 1992) que son
responsables de la actividad enzimatica (Tollin y cols., 1993, Finazzi y Rossi,
1992). El 16n cobre puede presentarse en {res estados, tipo 1, Il o 111, dependiendo
de la naturaleza de los ligandos y su geometria alrededor del metal. El Iamado
cobre azul, de tipo I, presenta una intensa absorcién alrededor de los 600 nm y es
coordinado por dos residuos histidinas, una metionina y wuna cisteina,
conformando una geometria tetrahédrica (Reinhammer, 1984). El cobre tipo II
presenta una baja absorcién en el rango UV-visible y el cobre tipo III consiste en
un par de iomes cobre con spin acoplado magnéticamente anti-hierro. Hay
enzimas que solamente contienen cobre tipo I, otras que solo contienen tipo II,
pero todas las estudiadas contienen cobre del tipo IIl (Finazzi y Rossi, 1992). El

tipo de cobre que contienen influye en el poder oxidativo de la enzima. Es asi
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como las enzimas que contienen un atomo de cobre tipo II pueden reducir O, a
H;0,, mientras que aquellas que contienen cobre tipo I, tipo Il y dos itomos de
cobre del tipo III, como por ¢jemplo la ascorbato oxidasa, son capaces de reducir
el O, a2 H,O (Finazzi y Rossi, 1992). El cobre tiene una participacién directa en
los procesos de oxido-reduccién y hace posible que la enzima sea capaz de
extraer un electron desde grupos hidroxilos fenélicos y grupos aminos de un
amplio rango de sustratos fendlicos y aminas aromaticas, generando
intermediarios  quinoidales (Ericksson y cols, 1990), ftransfiriéndose
eventualmente los electrones al O, para formar H,0, o H,O. Esta reaccién
" generadora de radicales, demostrada con compuestos mmodelo de lignina, puede
conducir a reordenamientos que provocan la ruptura de enlaces alquil-aril, Ia
oxidacién de alcoholes bencilicos y la ruptura de cadenas laterales y de anillos
aromaticos (Kawai y cols., 1988; Kawai y cols., 1988). Recientes estudios han
mostrado que en presencia de mediadores apropiados, la lacasa también es capaz
de oxidar sustratos no fendlicos (Kawai y cols., 1989; Bourbonnais y Paice, 1990;
Muhein y cols., 1992) como también Mn*? (Archibald y Roy, 1992).

Algunos genés de lacasa de hongos han sido clonados y secuenciados
(Saloheimo y cols., 1991; Williamson, 1994; Coll y cols., 1993; Perry y cols.,
1993; Kojima y cols., 1990; limura y cols., 1992). Se puede destacar que en la
mayoria de las secuencias de lacasa se encuentra la sucesién His-X-His, la cual
segan muchos autores seria la responsable de la coordinacién del cobre en sus tres
tipos de estados (Coll y cols., 1993b; Finazzi y Rossi, 1992; Kosman, 1984;
Williamson, 1994; Reinhammer, 1984). Estos aminoacidos son altamente

conservados en la mayoria de las lacasas y oxidasas que contienen cobre, como
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son la citocromo c-oxidasa, superdxido dismutasa y urato oxidasa (Williamson,
1994).

La funcién que desempefia la lacasa durante la degradacién de Ia lignina
ain no ha sido dilucidada con certeza. Algunos estudios sugieren que contribuiria
a la despolimerizacion del sustrato (Galliano y cols., 1991; Bourbonnais y Paice,
1992; Morohoshi y cols., 1989), mientras que otros indican que esta enzima
podria catalizar el acoplamiento de intermediarios de la degradacién que son
toxicos para el hongo (Bollag y cols., 1988): Estudios inmunocitoquimicos han
mostrado que la lacasa se localiza en las paredes celulares de la madera
degradada, lo que sugicre que efectivamente participaria en la ligninolisis (Nicole
y cols., 1992).

Toda la informacién anteriormente comentada acerca de aspectos
especificos del sistema ligninolitico de diversos hongos, no permite aiin formarse
un cuadro arménico del proceso tal como ocurre en ambientes naturales. En
primer lugar, resulta sorprendente la variabilidad en la produccién de enzimas
ligninoliticas entre las distintas especies. Algunos secretan LiP, MnP y lacasa
(Johansson ycols., 1990; Jonsson y cols., 1987). Otros las dos primeras (Kirk y
Farrel, 1987), o bien MnP y lacasa (Perié y Gold, 1991; Maltseva y cols., 1991;
Galliano y cols., 1991; Riittimann y cols., 1992), mientras que hay hongos que
secretan enzimas supuestamente ligninoliticas que son diferentes a las tres -
mencionadas (Vares y cols., 1992; de Jong y cols., 1992). Dada la exclusividad
exhibida por la LiP en atacar residuos no fenélicos, resulta de gran importancia
estudiar en profundidad el sistema ligninolitico de algtin hongo que no produzca

esta enzima, para posteriormente compararlo con el de P, chrysosporium, Para tal
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efecto hemos seleccionado como hongo modelo a Ceriporiopsis subvermispora,
por ser muy selectivo en su ataque a Ia lignina cuando crece sobre madera (Otjen
y Blanchette, 1987). Por tener esta cualidad, esta especie ha sido ampliamente
utilizada por ofros grupos en experimentos de biopulpaje con resultados
preliminares muy auspiciosos (Akhtar y cols., 1992 a y b; Akhtar, 1994).

Los hallazgos ya efectuados por nuestro grupo, demuestran que C.
subvermispora tiene un sistema compuesto por MnP y lacasa. Por lo tanto, parece
del maximo interés en cuanto fendémeno bioldgico, confirmar la existencia de un
sistema alternativo al de P. chrysosporium. Ello constituiria una muestra més de
la versatilidad de la naturaleza, en este caso orientada a asegurar el reciclaje del
carbono presente en un polimero orginico de alta persistencia que solo es
aventajado por la celulosa en cuanto a su abundancia-en la biésfera. En esta tesis
S€ Propuso continuar los estudios enzimoldgicos ¢ iniciar al mismo ‘tiempo
estudios a nivel genético molecular. En concreto, dentro de los primeros se desea
analizar el patron isoenzimatico de MnP y lacasa en medios de diversas
composiciones. También se planteé el desarrollo de los procedimientos
metodologicos necesarios para lograr la purificacion de cada una de Ias
isoenzimas de MnP y lacasa producidas por el hongo creciendo en cultivos
liquidos o sobre madera. Posteriormente, y como una primera aproximacién a
definir el namero de genes de MnP y lacasa, se propone determinar las secuencias
aminoacidicas amino-terminales respectivas. Por diltimo se plantea el clonamiento
de al menos un gen de MnP de C. subvermispora, €l que se espera entregue una
importante informacion acerca de Ia estructura primaria de la proteina precursora
y de la enzima madura, masa molecular deducida y secuencias conservadas en

regiones cercanas al sitio activo, las cuales son esenciales para la actividad
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peroxidésica. La disponibilidad de un cDNA de todo el largo del gen de la MnP

de C. subvermispora permitiré a corto plazo el estudio de la regulacién a nivel

transcripcional de esta actividad.
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MATERIALES Y METODOS

1.- Organismos.

C. subvermispora FP-105752 fue facilitado por el Center for Forest
Mycology Research, CFMR (Forest Products_ Laboratory, Madison, Wisconsin,
USA). Esta cepa, utilizada durante todo el estudio, fue mantenida en tubos
extendidos con medio agar papa-dextrosa (Difco) (39 g/h. ‘

‘También se utilizo la cepa de E. coli DH5aF’ adquirida de Gibco BRL
Life Technologies. Células de E.coli One Shotim competentes fueron obtenidas
de Invitrogen y utilizadas para el clonamiento de algunos productos PCR. La
cepa de E. coli IM109 conteniendo el plasmidio pDK101, también utilizada para
clonamiento de productos PCR, fue donada gentilmente por el laboratorio del Dr.
Daniel Cullen (Forest Products Laboratory, Madison, WI, USA).

2.- Condiciones de cultivo.
2.1.- Crecimiento del hongo en cultivos liquidos. Debido a que el hongo C.
subvermispora no produce conidiosporas fue necesario utilizar siempre micelio
molido para los indculos. Trozos de aproximadamente 1 cm3 de agar papa-
dextrosa que contenian micelio crecido del hongo fueron utilizados para inocular
cultivos estacionarios del hongo para su propagacién. Estos cultivos de
propagacioén se hicieron-en matraces de 500 ml con 14,5 ml de medio liquido que
contenfan 2,0 g/l de KHyPOy, 0,5 g/l de MpgSOy4, 0,1 g/l de CaCly, 10 g/l de
glucosa, 10 mM de 4cido trans-aconitico (TAA) pH 4,5 como amortiguador, 1,0
mg/ml de tiamina-HCI, 1 ml/l de solucién de trazas y 1 o 10 mM de tartrato de

amonio segin se indique. La solucién de trazas contenfa (por litro): 15 g de 4cido
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nitrilotriacético, 1,0 g de FeSO4 « 7H30, 1,8 g de CoCly - 7H70, 1,0 g de ZnSOy
*TH20, 1,0 g de CuSO4 - SH20, 0,07 g de Alp(SO4)3 * 18H20, 0,1 g de H3BO3,
0,1 g de NaMoQy4 - 2H»0, 30 g de MéSO4 * THp0, 10 g de NaCl, 0,82 g de
CaClp y 5 g de MnSO4 - HHO.

Después de crecido el hongo por 7 dias a 30°C y sin agitaci6n, el micelio
fue molido y homogeneizacio en matraces de 125 ml que contenian 15 g de bolitas
de vidrio de 5 mm de diimetro, estériles. Alicuotas de cultivo sirvieron para
cuantificar el peso seco de micelio presente en el indculo. A partir de este
micelio se inocularon medios de cultivo liquido salino o medic YMPG (que
contiene por litro, 10 g de glucosa, 10 g de extracto de malta, 2 g de peptona, 2 g
de extracto de levadura, 1 g de asparagina, 2 g de KHpPOy, 1 g de MgSOy4 -
7H30 y 1 mg de tiamina) con 0,45 mg de micelio por cada ml de cultivo. Los
cultivos liquidos salinos se hicieron en matraces de 125 ml que contenian 30 ml
de medio de igual composicion a los estacionarios, pero con agitacién (180 rpm).
A menos que se indique otra cosa, estos medios tenfan una concentracién final de
11 ppm de Mn*2 (195 mM MnSO4) y 10 mM de tartrato de amonio como fuente
de nitrégeno.

En el medio salvado de trigo, la concentracién de acido trans-aconitico,
pH 4,5, elementos trazas y MnSOy fueron las mismas que las usadas en medio
salino. Ademas, el medio salvado de trigo contiene, por litro, 30 g de capa
exterior del grano de trigo finamente molida, 10 g de extracto de levadura (Difco)
y 1 g de Tween 20.

2.2.- Crecimiento del hongo sobre madéra. Matraces Erlenmayer de 250 ml que
contenian 15 g de astillas de Pinus radiata (astillas de 5 mm2, con una humedad

inicial de 40%) fueron suplementados con 4 ml de un medio de composicién
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definida (Leatham, 1983) que contenia 10 mM de tartrato de amonio y 2,5% () .
de glucosa, ‘mas 6 ml de agua. Los matraces fueron cubiertos con papel de
aluminio y autoclavados por 45 min a 121°C, quedando con una humedad final de
60%. Después de alcanzar la temperatura ambiente, los matraces que contenian
las astillas de pino fueron inoculados con pedazos de agar de 1 cm3 que contenian
el hongo crecido en agar papa-dextrosa y mezclados vigorosamente. Los
matraces fueron incubados a 30°C por hasta 4 semanas, siendo constantemente

suplementados con aire filtrado y humedecido (1,5 L/h).

3.- Determinacién de actividades enzimaticas.
3.1.- Lignina peroxidasa. Se realizaron dos tipos de ensayos:

A) Oxidacion de alcohol veratrilico (Tien y Kirk, 1983). El medio de
ensayo conteria 2. mM alcohol veratrilico, 25 mM amortiguador tartrato de sodio
pH 2.5 y 0,4 mM H30», en un volumen final de 1 ml. La reaccién se inicié
mediante la adicion de HyO5. Se midi6 el aumento de absorbancia a 310 nm
correspondiente a la formacién de veratraldehido (E310 = 9.300 M-1cm-1) a 30°C
en-un espectrofotémetro Shimadzu UV160, Una unidad de LiP fue definida como
la cantidad de enzima necesaria para producir 1,0 mmol de veratraldehido por
minuto.

B) Oxidacién del colorante Azure B (Archibald, 1992). El medio de
ensayo contenia 0,032 mM Azure B , 50 mM tartrato de sodio pH 2,5y 0,1 mM
H207 , en un volumen final de 1,0 ml. Se midié la disminucién de la absorbancia
a 651 nm a 30°C (Eg51=48.800 M-1 cm-1. Una unidad de LiP es la cantidad de

enzima necesaria para oxidar 1,0 mmol de Azure B por minuto.
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3.2.- Manganeso peroxidasa. El ensayo se realizé midiendo la desaparicién de
vanillifacetona a 336 nm (E336 = 18.300 M-lcml). El medio de ensayo
contenia 0,1 mM vanillilacetona, 100 mM tartrato de sodio pH 5,0, 0,1 mM
MnSOy4 y 50 mM HO7 en un volumen final de 1 ml (Pasczcynsky y cols., 1985).
La reaccion fue iniciada por adicién de HyOp y se midi6 la disminucién de
absorbancia a 336 nm a 30°C en presencia de la enzima. Una unidad de MnP fue
definida como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1,0 mmol de
vanillilacetona por minuto.

3.3.- Lacasa. El ensayo utilizado se basa en la oxidacién de ABTS (Bourbonnais
y Paice, 1990). Para ello se midi6 el aumento de absorbancia a 436 nm (E43¢ =
29.300 M-leme1), a 30°C, debido a la aparicion de un producto oxidado de color
verde. El medio de ensayo contenia 4,33 mM del sustrato ABTS en amortiguador
glicina-HC1 50 mM, pH 3,0. Una unidad de lacasa fue definida como la cantidad

de enzima necesaria para oxidar 1,0 mmol del sustrato en un minuto.

4.- IEF analitico de proteinas.

Los IEF'fuefon realizados en el rango de pH 3-6, usando geles planos de
poliacrilamida Servalyt Precotes 3-6 obtenidos de Serva. Las muestras fueron
dializadas contra 40% de polietilenglicol 8.000 disuelto en 10 mM acetato de
sodio pH 6,0, de manera de reducir Ia concentracién de sal y al mismo tiempo
concentrar el volamen alrededor de 20 veces. Las muestras fueron aplicadas en
los geles utilizando aplicadores especiales de goma (Serva). Entre 0,5y 1,0 ug de
proteina fueron aplicados por carril y el IEF se realiz6 a una temperatura entre 2 y
4°C. Se aplicé 200 volts por 30 min, 400 volts por 15 min, 800 volts por 5 min y

finalmente el voltaje fue elevado a 1200 volts hasta que la corriente en
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disminucion no superé los 2 mA. Las bandas de MnP fueron desarrolladas
sumergiendo el gel en una solucién preparada de la siguiente manera: 15 mg de 4-
cloro-1-naftol fueron disueltos en 5 ml de metanol; 1 ml de esta solucién fue
‘ mezclado con 6,3 ml de una solucién que contenia 20 mM tris-HCI pH 7,5 y 0,5
M NaCl. Posteriormente, 4 ml de la solucidon resultante se mezclaron con 25 ml
de un amortiguador tartrato de sodio 50 mM pH 5,0 que contenia 0,2 mM de
MnSOy. Peréxido de hidrogeno fue utilizado para iniciar la reaccién a una
concentracién final de 50 mM. La solucién utilizada para el desarrollo de las
bandas de lacasa fue preparada de la misma manera, pero careciendo de MnSOy4 y
de peréxido de hidrégeno. Ocasionalmente ambas enzimas fueron analizadas
usando ABTS, guaiacol o rojo de fenol como sustratos a concentraciones de 5
mM, 5,6 mM y 480 mM respectivamente. Cuando se indica, 1 U/ml de catalasa
(Sigma) fue agregada para el desarrollo de las bandas de lacasa. Los estindares de
pI para IEF fueron todos obtenidos de Sigma: amiloglucosidasa de Aspergillus
niger (pl 3,6), glucosa oxidasa de Aspergillus niger (pl 4,2), inhibidor de tripsina
de poroto (pI 4,6), B-lactoglobulina A de leche de bovino (pl 5,1), anhidrasa
carbonica 11 de eritrocito humano (pI 5,4 y 5,9) y anhidrasa carbdnica I de

eritrocito humano (pl 6,6)..

S.- Electroforésis en geles de poliacrilamida-SDS.
La electroforesis fue realizada en mini-geles en placa de poliacrilamida
(7 x 10 x 0,05 cm) que contenia 0,1 % SDS, de acuerdo a un protocolo
modificado de Laemmli (1970). El gel concentrador se hizo al 5% y el de
separacion al 8% o 10%, este 1ltimo contenia una concentracién final de 0,2%

NaCl y 2% glicerol (Lobos y Mora, 1991). Las proteinas se mezclaron con
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amortiguador de muestra (125 mM Tris-HCI pH 6,8, 6% SDS , 20% glicerol ,
10% B-mercaptoetanol y 0,07% azul de bromofenol) y se calentaron por 5 min a
100°C antes de ser cargadas. Se desarrollé la electroforesis por 2a 3 h a 150 V.
Los geles se tifieron con nitrato de plata utilizando un kit "Silver Stain" de Sigma.
Ocasionalmente se uso la tincién con azul de coomasie R-250 en una solucién
que contenia 10% acido acético y 50% metanol, y los geles se destifieron con

10% acido acético.

6.- Fraccionamiento de enzimas producidas en medio liquido.

6.1.- Manganeso peroxidasa: Un litro de medio de cultivo de 15 dias fue
centrifugado por 20'min a 12.000 x g a 4°C, para remover el micelio y el glucano
extracelular. El sobrenadante fue concentrado a 4°C aproximadamente 20 veces
mediante ultrafiltracion a través de una membrana Amicon de corte 10 kDa en
una celda de 185 ml y dializado contra 10 mM acetato de sodio pH‘6,0. El
concentrado proteico (50 mg) fue cargado sobre una columna de intercambio
aniénico (0,6 cm?2 x 27 cm) de Q-Sepharosa (Pharmacia) equilibrada previamente
a 4°C con la misma solucién. Las enzimas fueron eluidas con un gradiente lineal
de 60 ml de 10 a 600 mM de acetato de sodio pH 6,0 a 4°C y se colectaron
fracciones de 1 ml. Para los IEF preparativos se jumtaron las fracciones
enriquecidas en actividad MnP las que fueron procesadas como se indica en el
punto 8. ‘

6.2.- Lacasa: Para el aislamiento de las isoenzimas de lacasa, todas las
operaciones fueron realizadas a 4°C. Un litro de cultivo del hongo, de 15 dias de
crecimiento, ya sea proveniente de medio de composicién definida o de medio

YMPG, fue centrifugado por 30 min a 12.000 x g para remover el micelio y el
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glucano extracelular. El sobrenadante fue precipitado con sulfato de amonio, el
que fue agregado lentamente hasta una concentracién final de 80%. La suspensién
fue centrifugada por 20 min a 40.000 x g y la pella obtenida fue resuspendida en
de acetato de sodio 50 mM pH 4,8. Después de una extensiva diélisis contra este
mismo amortiguador, la proteina fue colocada sobre una columna (0,8 cm? x 16
cm) de Q-Sepharosa (Pharmacia) la que estaba previamente equilibrada con el
mismo amortiguador. La columna fue lavada primero con tres voltmenes de
acetato de sodio 50 mM pH 4,8, para luego ser eluida con otros tres volimenes de
un gradiente lineal de 50 a 500 mM de este amortiguador, colectindose fracciones
de 1 ml. Las fraciones enriquecidas en la actividad lacasa fueron juntadas y
dializadas contra de acetato de sodio 50 mM pH 4,8 previo al IEF preparativo

(véase el punto 8).

7.~ Fraccionamiento parcial de enzimas producidas en medio sélido.

Aproximadamente 15 g de astillas de pino inoculadas con el hongo
fueron lavadas con 30 ml de acetato de sodio 50 mM, pH 4,8 (amortiguador A).
La mezcla se agitd intermitentemente por 1 hora a 4°C. La fase liquida se separd
de las astillas mediante centrifugacion a 28.000 x g por 50 min y el sobrenadante
fue diluido dos veces con agua destilada estéril. La solucion obtenida fue cargada
sobre una columna Q-Sepharosa con 2 ml de resina equilibrada con el
lamortiguador A. La columna fue lavada con 3 vohimenes de amortiguador A y
las enzimas fueron elnidas mediante lavado en etapas con 2 voltmenes del mismo
amortiguador A que contenia 0,1, 0,2, 0,3, 0,4 y 0,5 M de NaCl, obteniéndose
fracciones de 4 ml de cada lavado en las cuales se determind las actividades

lacasa, LiP y MnP. Las actividades lacasa y MnP fueron siempre recuperadas en
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la fraccion 0,2 M NaCl. Durante la primera semana de crecimiento alguna
actividlad MnP también pudo ser detectada en eluidos de NaCl 1M. Este
procedimiento fue posteriormente aumentado incrementado, previo a la

realizacion de IEF preparativos.

8.- Aislamiento de isoenzimas de MnP y lacasa mediante IEF preparativo.

Los geles de IEF preparativos utilizados para el aislamiento de las
isoformas de MnP fueron llevados siempre a cabo con proteinas previamente
fraccionadas por cromatografia de intercambio anidnico en una columna de Q-
Sepharosa. Las fracciones que contenian actividad fueron concentradas mediante
dialisis en bolsas de corte 3.500 kDa contra 40% polietilenglicol 8.000 disuelto en
tampon acetato de sodio 10 mM pH 6,0, hasta una concentracion final de proteina
de aproximadamente 1 mg/ml. Los geles de IEF fueron preparados y desarrollados
como se indica mas abajo.

Para el aislamiento de las bandas de lacasa se utiliz6, ademas de
cromatografia en columna de Q-Sepharosa, un paso de purificacién mediante
isoelect:rpenfoque preparativo en un Rotofor PreparativeTM IEF Cell de Bio-Rad
desde el cual se colecto fracciones enriquecidas en actividad lacasa.

En ambos casos, las enzimas fueron colocadas y desarrolladas en un
sistema de IEF preparativo disefiado en este estudio, el que tenia las siguientes
caracteristicas: 16-20 pg de proteina total fueron aplicados a un gel de
poliacrilamida al 5% (12 x 8 x 0,5 cm) que también contenia 5% glicerol, 2% de
anfolitos Byo-Lyte 3/5 (Bio-Rad), 300 pl de 0,1% riboflavina-5'-fosfato, 180 pl
de 10% persulfato de amonio y 20 pl de TEMED. Para facilitar la polimerizacion

se dispuso la camara que contenia la mezcla bajo una lampara fluorescente a una
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distancia de 5 c¢m. El amortiguador anddico (pH 3,0) contenia, por litro de
solucion, 3,3 g de acido aspartico y 3,7 g de dcido glutdmico, mientras que el
amortiguador catédico contenia, por litro, 4 g de lisina, 4 g de arginina y 120 ml
de etiléndiamina. Después de aplicar la mmestra de proteina en un bolsillo
previamente construido, el gel fue desarrollade a 4°C durante: 180 min a 200 V,
60 min a 400 V y 20 min a 600 V. Las bandas de actividad MnP fueron
detectadas usando 4-cloro-1-naftol como sustrato en presencia de MnSO4 y
H»O9. Las isoformas de lacasa fueron facilmente identificadas en el gel debido a
su intenso color azul. Bandas correspondientes a ambas actividades fueron
cortadas desde el gel usando un bisturi y electroeluidas a 4°C por toda la noche en
una bolsa de diélisis de corte 3.500 kDa, que contenia 2 ml de acetato de sodio 50
mM pH 4,8. La recuperacion de ambas actividades fue analizada mediante IEF
analitico en el rango de pH 3-6, usando tincion para actividad y tincion para

proteina.

9.- Electrotransferencia de proteinas y secuenciacion amino-terminal.

" Para este efecto, luego del IEF preparativo las bandas de MnP fueron
cortadas y homogeneiZadas hasta un volumen final de 0,2 ml con un amortiguador
Tris-HCI 50 mM pH 7,5 que contenia NaCl 200 mM. Las suspensiones que
contenfan aproximadamente 20 pg de proteina, fueron colocadas en un gel de
poliacrilamida-SDS al 8% (p/v), el que fue desarrollado a una corriente constante
de 20 mA. Las isoenzimas fueron electro-transferidas a membranas de

poliviniliden-di-flucruro (PVDF) segiin procedimiento descrito por Matsudaira

(Matsudaira, 1987) y secuenciadas en un secuenciador de proteinas automético
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Applied Biosystem 475, en fase gaseosa, en el Centro de Biotecnologia de la

Universidad de Wisconsin.

10.- Determinacion del punto isoeléctrico y masa molecular de la MnP y lacasa.

10.1.- Determinacion del punto isoeléctrico. Para determinar el punto
isoeléctrico de cada isoforma de MnP y lacasa se utilizd estandares de punto

isoeléctrico (JEF Mix Sigma) en el rango de pl 3,6-6,6 con los siguientes

componentes:

Proteina pl
Amiloglucosidasa de Aspergillus niger 3,6
Glucosa Oxidasa de Aspergillus niger 4,2
Inhibidor de Tripsina de poroto de soya 4,6
B-Lactoglobulina A de leche de bovino 51
Anhidrasa Carbonica II de eritrocitos de bovino 54
Anhidrasa Carbonica II de eritrocitos de bovino 59
Anhidrasa Carbénica I de eritrocitos humanos 6,6

Varios IEF analiticos fueron desarrollados en el rango de pI 3-6, en los
que se incluyeron tanto sobrenadantes concentrados del hongo de diferentes dias
de crecimiento en medio liquido salino, como también los estandares de pl antes
mencionados. Las condiciones de IEF fueron las que se describen en el punto 4 de
esta seccion. Al término del IEF, la linea del gel que contenia la mezcla de
estandares fue tefiida con Azul de Coomasie y se midié la distancia en cm de
migracién de cada banda de proteina desde el dnodo. La porcién del gel que

contenia las muestras a determinar se tifié por actividad, como se describe en el
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punto 4 de esta seccion, y se calculd también su distancia de migracion desde el
anodo, en cm. Con los valores obtenidos a partir de la migracién de los estindares
de pl se contruy$ una curva de calibracién pl v/s distancia de migracién (cm), la
cual fue ajustada utilizando el método de los minimos cuadrados. La curva de
calibracién realizada tuvo un coeficiente de correlacién r = 0,96 con N = 7 y se
ajustd a la ecuacién Y = 0,610 X + 0,32. La ecuacién anterior fue utilizada para
interpolar los valores obtenidos para las distintas isoformas de MnP y lacasa.
Siempre que s€é quiso determinar pls para isoformas secretadas por el hongo
crecido en otros medios de cultivo, se realiz6 una nueva curva de calibracién
como la antes mencionada, obteniéndose correlaciones similares.

.10.2.- Determinacién de masas moleculares. La determinacién de las masas
moleculares se hizo por comparacién de la migracién electroforética de la MnP y
lacasa de C. subvermispora con proteinas de masa molecular conocida. Muestras
de MnP y lacasa purificadas mediante cromatografia de intercambio i6nico en
columna de Q-Sepharosa y posteriormente por isoelectroenfoque preparativo,
como se describio anteriormente, fueron sometidas a electroforesis en condiciones’
desnaturantes (vease €l punto 5 de esta seccién). Las proteinas fueron tefiidas con
azul de Coomasie y la masa molecular se caleulé a partir de un grafico de
logaritmo de los pesos moleculares de proteinas con masa molecular conocida
versus el Rf de cada una de estas proteinas. El Rf se definié como la distancia del
origent del gel a la banda dividido por la distancia del origen a un punto de

referencia.,

11.- Tratamiento con endoglicosidasa. Se realizé segin lo descrito por Pedemonte y

cols., (1990). 50 pg de proteina en 30 pl se mezclaron con: 2 pl de SDS al 10%,
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25 pl de una solucién que contenia 200 mM EDTA (pH 8,0), 4% (v/v) de B-
mercaptoetanol y 50 mM Tris-HCI pH 7,5. Se calenté por 5 minutos a 100°C y
luego de enfriar se adicion6é una unidad (20 pl) de endoglicosidasa F (Sigma
Chem. Co.), y se incubé por 24 hrs a 37°C.

12.- Purificacién de dcidos nucleicos.
12.1.- Aislamiento de DNA genémico de C. subvermispora. Cultivos del hongo
de 500 ml de medio salino o YMPG fueron crecidos por 10 dias a 30°C. El
micelio fue filtrado a través de gasa estéril y congelado inmediatamente en
nitrégeno liquido. Esta biomasa fue utilizada inmediatamente o guardada a ~80°C
hasta su uso. El micelio fue molido en estado congelado, utilizando un molinillo
de café o un mortero que contenia pedazos de hielo seco para evitar su
descongelamiento. El micelio molido fue transferido a un tubo de centrifuga
estéril de 50 ml en el que fue suspendido y homogeneizado con 5 ml de 20%
SDS, para luego elevar el volumen hasta 25 ml con amortiguador TE ( Tris-HC
10 mM pH 8,0, EDTA 1 mM) estéril. La suspension fue incubada por 15 min a
temperatura ambiente con agitacion ocasional. La mezcla de lisis fue separada en
dos tubos estériles de 30 ml y extraida con un igual volitmen de unal mezcla fenol
(saturado en TE) : cloroformo : alcohol isoamilico (24:23:1 en volimen). Después
de centrifugar por 10 min a 12.000 x g, la fase superior acuosa fue transferida a
otro tubo donde se repiti6 el procedimiento de extraccién. Posteriormente, la fase
acuosa fue tratada con 1 mg de proteinasa K por 30 min a 50°C con agitacién
ocasional suave. Luego de desproteinizar la mezcla mediante extraccién fendlica,
el DNA en la fase acuosa fue precipitado por adicién de 2 volimenes de etanol

95% en presencia de acetato de sodio 0,3 M pH 5,2. El DNA se incubé a -20°C
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por 30 min y posteriormente fue sedimentado por centrifugacién a 12.000 x g por
45 min. A continuacién, el DNA fue resuspendido en 2 ml de TE y tratado con 1
mg de RNasa (libre de DNasa) por 30 min a 37°C. La mezcla fue tratada con 0,5
mg de proteinasa K a 50°C por 30 min y nuevamente desproteinizada por
extraccion fendlica, como se indicd anteriormente. Finalmente, el DNA fue
precipitado con 2 volamenes de etanol 95% y acetato de sodio 0,3 M pH 5,2, por
30 min a -20°C, y resuspendido en 500 ul de TE.

12.2.- Aislamiento de RNA total de C. subvermispora. El RNA total fue
preparado a partir de micelio del hongo crecido por 10 dias en medio liquido
salino. El micelio fue aislado pasando los cultivos a través de gasa estéril, seguido
por ripido congelamiento en nitrégeno liquido. En caso de que el RNA no fuera
aislado inmediatamente el micelio fue guardado a -70°C. El micelio congelado fue
molido en una Waring Blender conteniendo pedazos de hielo seco para evitar su
descongelamiento. El micelio molido fue traspasado a tubos de 30 ml y se agregd
" 12,5 ml de solucién de homogenizacién y 12,5 ml de fenol (saturado en H70). La
solucién de homogenizacion, preparada en HoO previamente tratada con 0,1%
DEPC, contenta Tris-HCI 200 mM pH 8,5, EGTA 50 mM, NaCl 250 mM, PAS
6% (p/v) (acido  p-aminosalicilico) vy TNS 1%  (&cido
triisopropilnaftalensulfénico). A esta mezcla se agregd aproximadamente 1g de
vidrio molido de 106 micrones (Glass Beads Sigma), el que habia previamente
lavado con HNO3 concentrado, Iuego lavado con abundante H7O y esterilizado
en horno a 100°C. La mezcla, incubada en hielo por 60 min, se sometié a
agitacién ocasional usando el vortex cada 10 min. Posteriormente se centrifugd
por 15 min a 4°C a 10.000 rpm en una centrifuga Beckman equipada con rotor

JA-20. El sobrenadante recuperado fue extraido dos veces con un volimen de
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fenol (sat. en HpO) : cloroformo (1 : 1) y centrifugado a 12.000 x g. La fase
acuosa fue traspasada a tubos limpios y extraida con 1 volimen de cloroformo.
Después de centrifugacion, la fase acuosa fue precipitada por 2 hrs a -20°C con
dos volimenes de etanol 95% y acetato de sodio 0,3 M pH 5,2. La pella de RNA
fue obtenida por centrifugacién a 12.000 x g por 45 min a 4°C, lavado con 70%
etanol y resuspendido en 4 ml de TE. El RNA en TE fue utilizado
inmediatamente para preparar mRNA poli(A)*, o bien fue almacenado hasta su
uso precipitandolo a -70°C con un volamen de isopropanol y 0,3 M acetato de

sodio pH 5,2.

13.- Analisis de los dcidos nucleicos.

13.1.- DNA. Los 4&cidos desoxiribonucleicos, como el DNA gendmico,
plasmidios, fragmentos de restriccion y productos de PCR, fueron siempre
analizados mediante electroforesis en geles de agarosa, usando como

" amortiguador 0,5x TBE (Tris 44,5 mM, acido borico 44,5 mM y EDTA I mM,
pH 8,0), siguiendo métodos estandarizados (Maniatis y cols.,, 1982). La
visualizacién de los acidos nucleicos fue realizada utilizando tincién con bromuro
de etidio y por exposicion a luz UV. La concentracién del DNA fue determinada
espectrofotométricamente a 260 nm. Su pureza fue determinada por la relacién
260/280 nm.
13.2.- RNA. El RNA también se cuantifico por su absorbancia a 260 nm y su
pureza por la relacién 260/280 nm (Maniatis y cols., 1982). La integridad del
RNA total se evalud mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en
presencia de formaldehido, utilizando MOPS (acido 3-N-morfolino-
propanosulfénico 20 mM, acetato de sodio 50 mM, EDTA 10 mM pH 7,0,
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formaldehido 2,2 M) como amortiguador. Los RNAs fueron visualizados por
tincién con bromuro de etidio y exposicion a la luz UV, apreciandose las bandas

correspondientes de RNA ribosomal 23S y 18S.

14.- Hibridacion de tipo Southern de DNA genémico.

El DNA genémico (10 ug) fue digerido con las enzimas de restriccién
EcoR I y Hind III, por separado y -en combinacién, por 90 min a 37°C, en los
amortignadores adecunados. En cada oportunidad, la especificidad de 1los
fragmentos liberados fue comprobada, para lo cual se incubé el DNA con el
amortiguador pero en ausencia de la enzima. Los fragmentos de DNA fueron
separados por electroforesis en geles de agarosa al 0,6% en amortiguador 0,5x
TBE por toda la noche a 18 volts. El gel fue medido y fotografiado, para ser luego
incubado con solucién desnaturante (NaOH 1,0 M, NaCl 1,5 M) por 20 min.
Luego el gel fue transferido a una solucidn neutralizadora (Tris-HCI 1 M pH 7.5,
NaCl 1,5 M), donde se mantuvo por 20 min adicionales. El gel fue posteriormente
inmerso en solucién 20X SSC (NaCl 3M, citrato de sodio 0,3 M pH 7,0) por 5
min y el DNA del gel fue transferido a una membrana de nylon Nyiran
(previamente humedecida en 20X SSC) por capilaridad por toda la noche. Al otro
dia, el blot fue desensamblado y la membrana fue secada al aire y sometida a luz
UV directamente sobre el transiluminador durante 30 seg, con el fin de lograr la
fijacion del DNA a la membrana.

La membrana fue analizada por hibridacion Southern en condiciones de
baja estrictez con una sonda cDNA MnPI15-2 de todo el largo del gen
correspondiente a la MnP-1(isoenzima H4) (Pease y cols., 1989) de P.
chrysosporium BKM-F-1767 (donada por el Dr. Dan Cullen, Wisconsin) marcada
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con [a-32P]-dCTP por "nick translation" usando un kit de Gibco BRL. Las
condiciones de la prehibridacién e hibridacién fueron: SDS 7%, NayHPO4 0,25
M, EDTA 1 mM, formamida desionizada 35%, a una temperatura de 42°C. Se
lav6 la membrana fres veces con una solucion que contenia SDS 2%, NagHPO4
0,2§ M y EDTA 1mM a 45°C con agitaciéon. La membrana fue secada al aire y
expuesta por algunas horas o durante toda Ia noche a un film Kodak XAR-5. El
film fue revelado y las bandas de hibridacién positiva fueron medidas desde el
comienzo del gel para poder identificar la zona donde se encontraria el fragmento
de DNA de interés en un gel preparativo.

De esta manera, se. decidi6 usar la enzima EcoRI para digerir 20 pg de
DNA genémico y fraccionarlo en un gel como el anterior, donde ademas se
desarrollaron estandares de peso molecular (A/Hind III y $X174/Hae IM). Se
cortaron tres zonas contiguas del gel preparativo, donde supuestamente se
encontraba contenido el gen de MnP, desde las cuales el DNA fue electroeluido.
Luego el DNA fue limpiado mediante columnas Elutips-D (Schleicher&Schuell) y
vuelto a desarrollar en un gel de agarosa al 0,7%, para ser transferido a una
membrana Nytran e hibridado con la sonda heteréloga. El DNA que di6 la mejor
hibridacién en condiciones de baja estrictez fue ligado al vector Bluescript KSII+
(Stratagene Cloning System) (Figura 1A), previamente digerido con EcoRI y
desfosforilado mediante CIAP, con el cual se transformé la cepa E. coli DH5a

como se describe en el punto 16 de esta seccidn.

15.- Clonamiento de DNA genémico.

15.1.- Preparacién de c€lulas competentes. La cepa de E. coli DH5c fue crecida

en 3 ml de LB toda la noche a 37°C con agitacién. Al otro dia, un cultivo de 50
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Figura 1. Mapas y secuencias de la regié sitio de miiltiple clonamiento de los
vectores A) Bluescript KS II (Stratagene Cloning System) y B) PCR II

(Invitrogene).
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mli de medio LB fue inoculado con el preindculo y crecido a.37°C cé)n vigorosa
agitacion hasta alcanzar una ODs5gg de 0,4. El cultivo fue cosechado por
centrifugacion a 3.000 x g por 5 min a 4°C en tubos estériles. La pella bacteriana
correspondiente a los 50 ml fue resuspendida en 20 mi de CaCly 0,1 M estéril y
frio, mediante répida agitacién en vortex. Las células resuspendidas fueron
incubadas en hielo l;or 3 a 4 hrs en camara fria, después de lo cual se
centrifugaron a 1.800 x g por 10 min a 4°C. La pella resultante fue resuspendida
muy suavemente en 2 ml de CaCly 0,1 M estéril que contenia glicerol 15% e
incuballo toda la noche en hielo, en la camara fria. Al otro dia, las células
competentes fueron separadas en alicuotas de a 100 pl en tubos Eppendorf
estériles, para ser usadas de inmediato o almacenadas a -70°C hasta su uso.
15.2.- Transformacion de células competentes. Las reacciones de ligacion de
insertos de- DNA ‘al vector Bluescript KSII+ se realizaron usando 50 a 100 ng de
vector digerido y desfosforilado mediante CIAP. Los insertos de DNA se usaron
en razones molares de 1:1 y 1:3 con respecto al vector. Las reacciones de ligacion
se realizaron a 12°C por toda la noche en un volamen final de 10 pl. Las células
compe;entcs (100 pl) fueron transformadas con toda la mezcla de ligacién. La
mezcla de transformacion fue incubada en hielo por 45 min y posteriormente
sometida a 43°C por 1 min, para finalmente ser incubada sobre hielo por 2 min
adicionales. Las bacterias transformadas fueron sembradas en placas con medio
LB con agar que contenfan 100 pg/ml de ampicilina y 40 pg/mi de X-gal (Sigma
Chem.), e incubadas a 37°C por 24 horas.

Para el analisis de los transformantes, las colonias blancas fueron crecidas
en duplicado en placas de agar LB que contenian 100 pg/ml de ampicilina, por

toda la noche a 37°C. Las colonias que volvieron a dar reaccién positiva con la
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sonda MnP15-2 marcada radiactivamente, fueron sembradas e;1 tubos que
contenian 2 ml de medio LB con 100 pg/ml de ampicilina. Los plasmidios de
. estas transformantes fueron purificados segin la técnica descrita por Holmes
(Holmes, 1984). Los plasmidios fueron digeridos con EcoRI y los productos de la

digestion fueron analizados en geles de agarosa.

16.- Secuenciacidin de DNA

. La secuenciacion del DNA de todos los clones y subclones, tanto de
productos PCR, fragmentos de DNA genémico y cDNAs obtenidos en este
estudio, fueron realizados utilizando el kit Sequenase 2.0 de USB. Entre 5y 10, pg
de DNA plasmidial de doble hebra, fueron disueltos en 20 pul de H3Oq estéril. El
DNA plasmidial_ fue desnaturado pbr 15 min a 37°C con 2 pl de una solucion
fresca de NaOH 2 N y EDTA 2 mM. El DNA desnaturado se traté con 8 ul de
Tris-HCI 1 M pH 4,5 y 3 pl de acetato de sodio 3 M pH 5,2, y fue precipitado por
30 min a -20°C con 80 ul de etanol 95%. Después de centrifugacion por 10 min a
24.000 x g, la pella de DNA fue lavada con 200 ul de etanol 70% frio y
centrifugado por 5 min adicionales. El sobrenadante fue aspirado y el DNA se
secd a 65°C y al vacio por 5 min. El DNA resuspendido en 7 pl de HyO, fue
incubado con 1-2 pmoles del oligonuciedtido complementario (ya sea M13/pUC
reverse sequencing primer. 0 M13/pUC forward sequencing primer) y 2 pl de
amortiguador 5X Sequenase (Tris-HCl 200 mM pH 7,5, MgCly 100 mM y NaCl
250 mM) a 80°C por 2 min, 37°C por 15 min y finalmente a temperatura ambiente

por 10 min, Luego se adiciond 1 pl de DTT 0,1 M, 2 pl de mezcla de dNTPs
Sequenase (mezcla de marcacién dG: 1,5 uM de dCTP, dGTP, y dTTP), 1 pl de
[-33S]-dATP (1.500 Ci/mmol) y 2 pl de DNA polimerasa de fago T7
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(Sequenase) diluida hasta 8 veces en su amortiguador y se le dejé 2 a 5 min a
temperatura ambiente. Paralelamente, fueron agregados 2,5 pl de cada uno de los
4 didesoxinucleétidos terminadores (8 pM final) en 4 tubos Eppendorf
etiquetados y se incubaron a 37°C por al menos 5 min. Desde la solucién de
marcacion inicial se extrajeron 4 alicuotas de 3,5 pl, las que fueron agregadas a
cada uno de los 4 tubos que cé)ntenian los dciNTPs. Después de incubar las
reacciones de terminacion por 5 min a 37°C se agregaron 4 pl de mezcla stop-
Sequenase (formamida 95%, EDTA 20 mM, azul de bromofenol 0,05% y
xilencianol 0,05%). Las reacciones de secuencia fueron almacenadas a -20°C
hasta su uso o analizadas inmediatamente por electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% (acrilamida:bis-acrilamida = 38% : 2%) que contenia urea 8
M. Las muestras fueron calentadas a 82°C por 2 min y 4 pl de ellas fueron
colocadas inmediatamente en el gel precalentado a 50°C. La electroforesis fue
desarrollada en amortiguador 1X TBE (10,8 g/i de Trizma base, 5,5 g/l de acido
bérico y 5 ml de EDTA 0,5-M) a una potencia de entre 50 y 60 watts, procurando
mantener el gel a 50°C durante toda la electroforesis. Cuando el azul de
bromofenol se encontraba en el tercio final del gel, se agrego acetato de sodio (pH
8,8) 1 M final al reservorio anédico de la cémara, con el fin de lograr una
contracorriente de iones y agua hacia el polo negativo, comprimiendo las bandas
cerca de los oligos partidores, logrando bandas menos difusas y extendiendo la

secuencia lejos de los partidores. Los geles fueron secados a 80°C por 15 a 30 min

al vacio y expuestos a temperatura ambiente por toda la noche usando films X

OMAT AR-5 de Kodak.
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17.- Transcripcién reversa y amplificacién por PCR.

Para la deteccion y amplificacion de los mRNAs que codiﬁc'an para MnP
se utilizé el protocolo RACE (amplificacion rapida de los terminales de cDNA)
(Frohman y cols., 1988) y un protocolo de amplificacion en dos etapas descrito
por Barnard (Barnard y cols.,1994). ]

La técnica RACE amplifica cDNAs, 16s que son obtenidos a partir de un
mRNA. En esta técnica se emplean tres partidores. El primero es utilizado como
sustrato para la transcriptasa reversa. Este partidor consiste en un adaptador-
oligo(dT), el cual contiene sitios de corte para enzimas de restriccién y una
cola(dT), lo que permite hibridar con Ia cola poli(A) de los mRNAs. La secuencia

de este partidor es la siguiente:
5“GACTCGAGTCGACATCGATTTTTTTTTTTITTTTT-3'

Un segundo partidor es el adaptador 5', que es homologo a la porcién 5'

del adaptador-oligo(dT). La secuencia de este partidor es la siguiehte:

'“GACTCGAGTCGACATCGA-3'

Por tltimo, el tercer partidor, denominado partidor 3'-amp, es especiﬁco‘
para el cDNA que se desea amplificar. En este estudio, se sintetizaron fres
partidores 3'-amp a partir de la secuencia aminoacidica amino-terminal de
consenso de las diferentes isoenzimas de MnP aisladas en este estudio, por lo que
se traté de partidores con diferentes grados de degeneracion. Para el disefio de

éstos, se consideré la preferencia codogénica para los genes de MnP de P.
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chrysosporium. Dos parfidores fueron sintetizados por el Dr. Dan Cullen del
IMBT, Forest Products Laboratory, Madison, WI, EEUU y un tercero por Isabel
Gomez en este laboratorio.

17.1.- Sintesis del cDNA, La reaccion enzimatica se realizé en un volimen final
de 20 pl. La mezcla de reaccion contenia: 1 pg de RNA total, amortiguador 5X
primera hebra (Tris-HCI 50 mM pH 8,3, KCl 75 mM y MgCly 3 mM), 1mM de
cada uno de los dNTPs, DTT -10 mM, 50-100 pmoles del partidor adaptador-
oligo(dT) y 100 U de transcriptasa reversa M-MLV (Gibco BRL). La mezcla de
reaccion se cubrié con dos gotas de aceite mineral (Sigma) y se utilizaron las
siguientes condiciones: 10 min a 23°C, 60 min a 37°C - 42°C, 5 min a 95°C y
luego enfriado a 5°C. La incubacién fue realizada en un mini termociclador M. J.
Research Inc. |

17.2.- Ampliﬁcaciﬁn del cDNA. La ctapa de amplificacion se realizé agregando
bajo la capa de aceite mineral, los siguientes componentes: 2 pl de MgCly 50
mM, 10 pl de tampén 10X PCR [KCI1 50 mM, Tris-HCI 10 mM pH 9,0 y Tritoén
X-100 0,1% (concentraciones finales)], 0,2 mM final de cada uno de los dNTPs,
entre 25 y 100 pmoles de los partidores 3"-amp y adaptador 5', respectivamente y
5 U de DNA polimerasa de Thermus aquaticus. El volimen final de la reaccién
fue de IOO-uI. Se utilizaron las siguientes condiciones de reaccién: 1 ciclo de 6
min a 94°C, 2 min a temperaturas entre 50;’C y 56°C y 40 min a 72°C, 36 ciclos de
1 min a 94°C, 2 min a 50°C-56°C y 5 min a 72°C; la reaccién se finalizé con un
ciclo de 15 min a 72°C y se enfiid a 20°C. Las temperaturas minimas (tpy,-5°C) de
apareamiento ufilizadas fueron calculadas [ty = 4(G+C) + 2(A+T)] para cada
‘partidor 3-amp degenerado, considerando el contenido G+C como el minimo

posible. La incubacién fue realizada en un termociclador M. J. Research Inc.
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Los productos de PCR fueron analizados por electroforesis en geles de

-agarosa 0,8%-1,5% (alicuotas de 10 pl) en amortiguador 0,5X TBE, utilizando

marcadores de tamafio como A/HindIII o0 DNA Ladder de 1IKb (Gibco BRL).
17.3.- Clonamiento de productos amplificados per PCR. Para ¢l clonamiento de
productos PCR se utiliz6 el vector PCR II de Invitrogen (Figura 1B). Este vector
lineal tiene dos residuos dTMP en los extremos 3'. La estrategia de clonamiento
se basa en el hecho que la DNA polimerasa de 7. aquaticus adiciona
gratuitamente un residuo dAMP de una molécula de DNA generando un terminal
cohesivo, lo que permite la ligacion directa de los productos PCR al vector. Otra
de las caracteristicas de este vector es que tiene el gen lacZ de la B-galactosidasa,
por lo tanto solo las colonias transformantes que contengan el inserto serdn de
color blanco en plécas de agar que contengan el marcador X-gal.

Los productos PCR de interés fueron siempre aislados desde geles de
agarosa preparativos, utilizando el kit para imn'ﬁcaci(m de DNA GlassMax
(Gibco BRL) y ligados al vector. La reaccién de ligacion fue realizada en un
voliimen de 10 pl como recomienda Invitrogene. Siempre se usé una proporcion
1:1y 1:3 de vector con respecto al inserto. La reaccion de ligacién fue realizada a
12°C t:ada la noche.

Las células competentes proporcionadas con el kit One Shot Cells, fuéron

transformadas con 5 pl o toda la mezcla de ligacibn como recomienda

Invitrogene. Las bacterias transformadas fueron sembradas en placas de agar

" Luria conteniendo 100 pig/ml de ampicilina y 40 pg/mi de X-gal.
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18.- Construccién de una genoteca de cDNA y clonamiento en el vector A/ZipLox.

Siempre que se crecieron cultivos del hongo C. subvermispora en medio
liquido salino, el nivel de actividad MnP aparece con un maximo alrededor del
dia 10 de crecimiento. En consecuencia, la genoteca cDNA fue construida con
mRNA aislado el dia 10 de cultivo del hongo. Se aislé 1,74 mg de RNA total
mediante el método descrito en el punto 13.2 de esta seccién, el que se sometid a
cromatografia a través de columnas oligo{dT) para obtener 16,8 ng de mRNA
poli(A)+, lo que representa un rendimiento de 0,92%. Para inactivar las RNasa;s,
todo el material y las soluciones utilizadas fueron pretratadas con DEPC 0,1% y
posteriormente esterilizadas mediante autoclave.

Cuatro pug de mRNA poli(A)+ aislado fueron secados 5 min a 65°C y al
vacio en una Automatic Envirox;lental Speed Vac AES 1000 (Savant) y la sintesis
de cDNA fue realizada usando el Kit Superscript!M Lambda System de Gibco
BRI, de manera de construir una genoteca direccional, es decir, introduciendo
asimetria en los terminales de los cDNAs. El procedimiento que se describira
detalladamente a continuacién, también se puede observar en el diagrama de flujo
de la Figura 2. Para la sintesis de la primera hebra de cDNA a partir de la cola del
mRNA poli(A)+ y mediante transcripcidn réversa, se utilizo un partidor-adaptador

Not I, cuya secuencia se muestra a continuacion:

5'-pGACTAGT TCTAGA TCGCGA GCGGCCGC CC (T)15-3'
Spe I Xbal Nrul Not I

Este partidor-adaptador Not I de 44 pb de largo y que contiene 15

residuos dT posee ademas 4 sitios para endonucleasas de restriccion, los cuales
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son relativamente raros en el genoma de mamiferos, incluyendo el sitio de corte
para Not 1, un sitio de 8 bases extremadamente raro en muchos cDNAs, el que se
puede hallar con una frecuencia de un sitio po} cada 106 pb.

El producto de las reacciones de sintesis de la primera y segunda hebra es
un cDNA con. extremos romos. Después de digestion con la enzima Not I se
expondria este sitio de réstriccion en el terminal 5', pero el terminal 3* del cDNA
permanece con su extremo romo siendo asi un pobre sustrato para la T4 DNA
ligasa. Para maximizar la eficiencia de la ligacién en el vector A/ZipLox (con
brazos Not I-Sal I), el terminal romo del cDNA de doble hebra se coﬁvierte aun
terminal que contenga una protuberancia 5' agregando otro adaptador, el

adaptador Sal I, cuya secuencia se muestra a continuacion:

5" -TCGACCCACGCGTCCG- 3

3 GGGTGCGCAGGCp- 5'
Sall Mlu I

El adaptador Sal I, que contiene un extremo cohesivo con protuberancia
de 4 bases en el 5' corresponde al terminal generado por varias endonucleasas de
restriccion, incluyendo Sal Iy Xho Iy su unién a otro terminal Sal I genera un
nuevo sitio para esta enzima. En la préctica, este oligdmero es ligado al cDNA
antes de la digestién con Not I, de manera que hasta este punto la genoteca podria
ser construida al azar en otros vectores.

Después de la digestién con Not I, la poblacion de cDNAs debe ser

fraccionada en una minicolumna de exclusién molecular provistas en el kit

Superscript Lambda System (Gico BRL), para descartar el exceso molar que
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Figura 2. Esquema simplificado del procedimiento para construir una
genoteca cDNA en el vector VZIPLOX.
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representan los adaptadores, los cuales pueden impedir la ligacién del ¢cDNA al
vector predigerido con Sal I/Not I y contaminar la genoteca con clones vacios.
Ademis, este fraccionamiento reduce la posibilidad de que insertos pequefios,
menores de 500 pb, predominen en la genoteca.
El cDNA fraccionado por tamatfio y con terminales Not I-Sal I fue ligado -
al vector A/ZipLox previamente digerido con las mismas enzimas. El vector
MZipLox, cuyo mapa se muestra en la Figura 3, contiene el plasmidio pZL1,
flanqueado por la secuencia /oxP entre los brazos izquierdo y derecho de Agti0 y
Agtll. Cuando pZL1 se escinde desde A/ZipLox, se convierte en una versic.)n
modificada del plasmidio pSPORT1 (Catalogo de Productos Gibco BRL, 1994),
pero r;lanﬁene un sitio /oxP y. la secuencia incA para un alto rendimiento
plasmidial. Los insertos CDNA en el sitio de miltiple clonamiento de A/ZipLox
residen en el gen lacZ', cuyo promotor puede ser inducido con IPTG, expresando
el gen clonado como una proteina de fusién con el amino-terminal de la jB-
~ galactosidasa. Después del clonamiento y seleccion de los clones usando una
sonda ¢cDNA heteréloga marcada radiactivamente, los clones ¢DNA fueron
recuperados mediante un protocolo de escisién y subclonamiento automatico, en
_el plasmidio de replicacion autonémica pZL1.

Los plasmidios pZLi que contenian los insertos de cDNA seleccionados,
fueron escindidos in vivo, infectando la cepa E. coli DH10B(ZIP) con el fago
AMZipLox, la que contiene el plasmidio pZIP con el gen Cre. Como se muestra en
la Figura 4, cuando el plasmidio 'pZLI (v cualquier cDNA clonado en é]) infecta
la bacteria E. coli DH10B(ZIP) se escinde y circulariza desde el genoma de

A/ZipLox mediante recombinacién Cre-loxP. Un profago de A residente en

DH10B(ZIP) reprime la expresion de las funciones del fago, evitando asi la
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iniciacién de la replicacion litica. A medida que el niimero de copias de pZL1
" aumenta, el locus incA de pZL1 inhibe la replicacion de pZIP mediante
interaccion con su ori P1, causando la ripida pérdida de pZIP y a medida que la
célula se divide disminuye el nivel de la recombinasa Cre enddgena, dando como
, resultado un alto rendimiento en el DNA plasmidial de los clones seleccionados.

18.1.- Sintesis de la primera hebra de c¢DNA. El mRNA poli(A)y+ fue
resuspendido en 'S pl de HpOdepc, mezclado con 2 pl (1pg) del partidor-
adaptador Not I y tratado a 75°C por 10 min, para romper la estructura secundariz
en los mRNAs. Después de enfriar en hielo se adiciond lo siguiente: 4 pl de 5X
amortiguador primera hebra, 2 pl de DTT 0,1 M, 1 de mezcla de dNTPs 10
mM, 1yl [0-32P]-dCTP(10 mCi/ml) en un voldmen total de 16 pl. Después de
mezclar sﬁavemente y colectar por breve centrifugacion, la mezcla fue incubada
por 2 min a 37°C, para luego agregar 4 ul (800U) de transcriptasa reversa
(Superscrip.t II RT). La mezcla fue homogeﬁzada suavemente e incubada a 37°C
por 1 hora. El volimen total de la reaccién fue de 20 pl y su composicién final
" fue la siguiente: Tris-HCI 50 mM pH 8,3, KCl 75 mM, MgCly 3 mM, DTT 10
mM, 500 mM de cada uno de los dNTPs, 50 mg/ml del partidor-adaptador Not I,
4 pug de mRNA poli(A)+ (200 pg/ml) y 40.000 U/ml de transcriptasa reversa
Superscript II RT. Al término de la incubacion, la reaccion se detuvo en hielo y se
tomaron 2 pl de la mezcla con ¢l objeto de calcular el rendimiento en Ia sintesis
tde la primera hebra. Esta alicuota fue diluida a 50 pl con 43 pi de EDTA 20 mM
(pH 7.5) y 5 pl de tRNA (1 mg/ml) de levadura. Dos alicuotas de 10 pl cada una
de Ia dilucion anterior fueron agregadas sobre filtros de fibra de vidrio, secados y

usados para determinar la actividad especifica del dCTP. Los filtros fueron

lavados tres veces con TCA 10% (p/v) que contenia pirofosfato de sodio 1% (p/v)
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Figura 4. Esquema del proceso de subclonamiento automdtico de A/ZIPLOX

en E. coli DH10B(ZIP). Recuperacién del cDNA en el plasmidio pZL1.




46

y uha vez con etanol 95% a temperatura ambiente. Los filtros fueron secados y se
determing Ia cantidad de 32P incorporado en contador de centelleo, mediante la

siguiente formula:

(cpm) x (502 /1028) x (2041/24d) x (4pmol ANTP / pmol dCTP)

tidad de cDNA =
Cantidad de ¢ (1g) (epm / pmol dCTP) x (3.030pmol dNTP / ug cDNA)

Para este calculo se utilizo la actividad especifica del [a-32P]-dCTP

calculada de la siguiente manera:

’ cpm /104l
Act. fica (cpm/pmol dCIP) =
ct. especifica (cpm/p ) 200pmol dCTP /104l
| - 235-02080/10”1 = 1.177 cpm/ pmol dCTP

Asi; la cantidad de cDNA de una hebra sintetizado fue de 0,46 ug, lo cunal

significa un rendimiento de 11,5% tomando en cuenta que se partié de 4 pg de
mRNA poli(A)+.
18.2.- Sintesis de la segunda hebra de c¢cDNA. Paralelamente al calculo de
rendimiento de la primera hebra, a los 18 pl restantes se les agregd los siguientes
componentes: 93 ui de HyO, 30 pl de 5X anlortiguador segunda hebra, 3 pl de
dNTPs 10 mM (c/u), 1 pl de DNA ligasa de E. coli (10 U), 4 ul de DNA
polimerasa de E. coli (40 U) y 1 ul de RNasa H de E. coli (2 U), en un volimen
total de150 pl.

Después de 2 hrs de incubacion a 16°C, se agregé 2 ul (10 U) de T4 DNA
polimerasa y se continud la incubacién a 16°C por 5 min adicionales. La reaccién

fue detenida por adicién de 10 pl de EDTA 0,5 M pH 8,0. La mezcla fue extraida
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con 1 volimen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (24:23:1) y la fase acuosa
fue precipitada con 2 volimenes de etanol 95% (-20°C) y 1/2 volumen de acetato
de amonio 7,5 M. Después de centrifugacién por 20 min en microcentrifuga, la
pella fue lavada con 0,5 ml de etanol 70% y secado a 43°C cenftrifugando por 10
min al vacio.’

La pella de cDNA fue resuspendido en 25 pl de HpO y se le agrego 10 pl
de 5X amortiguador para T4 DNA Ligasa, 10 pl del adaptador Sal I (10 pg) y 5 ul
(5U) de T4 DNA ligasa. Luego de 20 hrs de incubacion a 16°C se agregd 2,5 U
mas de enzima y se continué la incubacidn a temperatura ambiente por 4 hrs. |
Posteriormente, Ja mezcla fue extraida con fenol:cloroformo:alc. isoamilico,
precipitada con etanol 95% en medio de acetato de amonio 2M, lavada con etanol
70% y secada a 43°C por 10 min. La pella de cDNA fue resuspendido enr41 pl de
HO y se adiciond 5 pl de amortiguador de reaccion para Not Iy 4 i (60 U) de
Not I. La digestion fue incubada 2 hrs a 37°C. Al término de la incubacion el
cDNA fue limpiado, precipitado y secado, como se describi6 anteriormente.

Después de la digestion con Not I, el conjunto de cDNAs fue disuelto en
amortiguador TEN (Tris-HC1 10 mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM, NaCl 25 mM) y
sujeto a cromatografia en columna de exclusion molecular equilibrada en el
mismo amortiguador. Se colectaron 18 fracciones de aproximadamente 36 pl en
tubos eppendorf y se mididé el volimen acumulativo para descartar las fracciones
colectadas despues de 550 pil. Las fracciones restantes se colocaron directamente
en un contador de centelleo, en el canal de tritio, para determinar las cuentas
Cerenkov superiores al background (>100 cpm). Para aquellas fracciones cuyas

cuentas exceden el background se determiné la cantidad de cDNA de doble hebra

contenida utilizando la ecuacion signiente:
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Cerenkov cpm x 2 x (4pmol dNTP / pmol dCTP)x(1.000ng/ tig cDNA)
Act. esp. (cpm/ pmol dCTP) x (1.515pmol dNTP / ug cDNA)

Cantidad cDNA (ng) = .

Los valores calculados fueron divididos por el volumen de cada fraccion
- para obtener la concentracién de cDNA de doble hebra. Aproximadamente 81 ng
de cDNA, contenido en 191 pl, fue precipitado a -20°C con 2 voliimenes de
etanol 95% en presencia de acetato de amonio 2M y de 5 pg de tRNA de
levadura. Después de centrifugacién la pella fue lavada con etanol 70% y secado
" a43°C por 10 min antes de proceder a la ligacion al vector A/ZipLox.

El cDNA seco fue resuspendido directamente en los siguientes
componentes: 1 pl de 5X amortiguador ligasa, 2 pi de vector A/ZipLox (500 ng),
brazos Not I-Sal I, 1 pl de HpO y 2 pl de T4 DNA Ligasa (2U). La mezcla se
incubéd a 22°C por 3 hrs para posteriormente proceder al empaquetamiento de toda
ella usando un kit PackageneR Lambda DNA Packaging System de Promega. Una
alicuota del extracto (50 pul) fue descongelada en hielo, mezclada con toda la
reaccion de ligacion e incubada a 22°C por 3 s, Luego, 445 pl de amortiguador-
fago (Tris-I-iCl 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM y MgSO4 10 mM) y 25 pl de
cloroformo fueron agregados sobre la mezcla y homogenizados por inversién. El
fago empaquetado fue almacenado a 4°C hasta su uso.

18.3.- Infeccién de E. coli Y1090(ZL) con el DNA empaquetado. El dia arnterior
a la ligacién del cDNA al vector, una colonia de la cepa E. coli Y1090(ZL) fue

crecida a 37°C toda la noche en 10 ml de medio LB conteniendo maltosa 0,2%

(p/v) y MgSO4 10 mM. Este precultivo fue utilizado para inocular 50 ml de
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medio LB suplementado con maltosa 0,2% y MgSO4 10 mM, el que fue crecido
hasta una ODgqq de 0,6-0,8, previo a la infeccion.

Con el fin de calcular el titulo de la genoteca, varias diluciones de la
reaccion de empaquetamiento (1/10, 1/100, 1/1.000 y 1/10.000) fueron preparadas
" en amortiguador-fago (Tris-HCI 20 mM pH 7,4, NaCl 100 mM y MgSOy4 10
mM). Alicuotas de 100 pl del fago diluido fueron adsorbidas por 30 min a 37°C
(sin agitacion) sobre 100 ml de células E. coli Y1090(ZL) preparadas
previamente. Luego, 3 ml de agar-blando (45°C) fueron agregados sobre las
reacciones de infeccion, mezcladas por inversion y depositadas sobre placas agar-
base LB precalentadas a 37°C. Una vez endurecido el agar-blando las placas
fueron invertidas e incubadas a 37°C toda la noche. Placas de lisis de alrededor de
2 mm fueron contadas y se calculd el titulo del fago y la eficiencia de

empaquetamiento, de la siguiente manera:

Titulo del fagp ~ N° de placas de lisis x factor de dilucién
(pfu / ml) Voliimen del extracto plaqueado

El titulo resultante de este calculo fue de 0,5 x 103 pfi/ml. La eficiencia

de empaquetamiento fue calculada como sigue:

o pfu/ml recombinantes
Eficiencia = =
conc. del DNA vector empaquetado Hg DNA

A

El titulo calculado para el fago fue de 1 x 109 recombinantes/mg de
DNA,.lo que esta 100 veces bajo el optimo y la eficiencia es alrededor de 10

veces la ideal. Asi, la dilucion 1/10 del fago fue utilizada para infectar la cepa
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Y1090(ZL), obteniéndose alrededor de 25.000 placas de lisis, las cuales fueron
utilizadas para una primera bisqueda de los cDNA. de MnP.
18.4.- Blis;queda de cDNA de MnP en la genoteca preparada en A/ZipLox. Las
placas que contenian halos de lisis fueron incubad_as hasta obtener placas de lisis
de por lo menos 2 mm de diametro, pero no confluentes. Después de almacenar
las placas a 4°C por al menos 30 min, los fagos fueron transferidos a membranas
de nylon Nytran de 82 mm de di4metro por 10 min a temperatﬁra ambiente. Las
membranas de nylon fueron posteriormente dispuestas sobre papel filtro
humedecido en NaOH 0,5 M-NaCl 1,5 M por 10 min, para desnaturar los 4cidos
nucleicos, y luego sobre filtros saturados en Tris-HCI 1 M pH 8,0-NaCl 1,5 M
por 10 min adicionales, para su neutralizacién. Posteriormente, las membranas
fueron puestas sobre papel filtro saturado en 2X SSC por 10 min, para luego ser
secéldas al aire. El DNA fue inmobilizado a las membranas disponiendo estas
directamente sobre un transiluminador UV de onda corta por espacio de 30 seg.
Los acidos nucleicos fueron prehibridados incubando las membranas
Nytran por 1 hora a 42°C, con suave agitacion, en una solucion que contenia
formamida desionizada 35%, SSPE 5%, 3X solucion Denhardt's, SDS 0,1% y 50
mg/ml de DNA de espermio de salmén denaturado. La hibridacién fue llevada a
cabo toda la noche, en las mismas condiciones de estrictez anteriores, pero la
solucién contenia ademas 1 pg de la sonda MnP15-2 marcada por "nick
translation" con [a-32P]-dCTP. Después de la hibridacién las membranas fueron
lavadas dos veces por 15 min con 5X SSC-SDS 0,5%, dos veces por 15 min con
I1X SSC-SDS 0,5% y una vez por 15 min con 0,1X SSC-SDS 1,0%. Todos los

lavados fueron realizados a 42°C-45°C con agitacién. Las membranas fueron
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secadas al aire y expuestas toda la noche a -70°C, usando films XAR-5 de Kodak
y pantalla intensificadora.

18.5.- Escision del cDNA de los clones en el plasmidio pZL1 desde A/ZipLox.
La cepa E. coli DH10B(ZIP) fue crecida a 37°C toda la noche en medio LB que
contenia 10 pg/ml de kanamicina, para ser infectada con los fagos recombinantes.
Las placas de lisis seleccionadas fueron succionadas con una punta de pipeta
automatica de 200 pl cortada y estéril, y luego transferidas a tubos Eppendorf de
1,5 ml estériles que contenian 250 pl de amortiguador de dilucién del fago [Tris-
HCI 50 mM pH 7,9, NaCl 100 mM, MgCly 10 mM, gelatina 0,01% (p/v)]. La
mezcla fue agitada vigorosamente en vortex por 10 seg e incubada a temperatura
ambiente por 5 min. Luego, 25 pl del sobrenadante de lavado fueron mezclados
con 100 pl de la cepa E. coli DHIOB(ZIP) .en un tubo Eppendorf estéril e
incubado por al menos 5 min a temperatura ambiente, luego de lo cual toda la
mezcla fue colocada sobre agar LB que contenia 100 pg/ml de ampicilina y de
MgCl» 10 mM. Las pla;:as fueron incubadas toda la noche a 37°C. En todos los
experimentos la escision fue muy eficiente, rindiendo mas de 200 colonias con la

célula huésped.

r

19.- Métodos miscelineos.

La concentracion de proteinas se determiné por el método colorimétrico
de Bradford (1976), que se basa en la unién del azul de Coomasie G-250 a la
proteina produciéndose un maximo de absorbancia a 595 nm.

La medicién de la conductividad se realiz6 en un conductimetro
Radiometer (Copenhagen), interpolando las lecturas en una curva de calibracién

de NaCl, determinandose asi la concentracién de sal presente en la muestra.
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La concentracidon de oligonucledtidos sintéticos fue determinada a 260
nin. Una unidad de Apgo = 30 pg/ml. Un oligonucleétido de 17 mer corresponde
a 5 ng/pmol.

Las secuencias aminoacidicas N-terminales fueron realizadas en un
Applied Biosystem Gas Phase 475, en el Biotechnology Center de la Universidad
de Wisconsin, USA. Las secuencias fueron alineadas mediante el método de
Lipman y Pearson (1985) utilizando el programa DNAStar.

Los andlisis de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas fueron
realizados mediante los programas PCGENE de Intelligenetics, DNAStar
(DNASTAR, Inc.) y BLAST (NCBI).
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RESULTADOS

I.- Estudios enzimoldgicos.

‘ Investigaciones preliminares de este grupo indicaban que C. subvermispora
secreta al medio MnP y 'lacasa (Riittimann-Johnson y cols., 1993). Estas
actividades se presentan como miiltiples bandas en un isoelectroenfoque analitico
revelado por actividad usando diferentes sustratos que generan color al ser
oxidados por estas enzimas. Por lo tanto, fue necesario desarrollar y establecer un
ensayo general, que permitiera en principio, determinar la presencia o ausencia de
una u otra actividad en diferentes tiempos de cultivo o condiciones de crecimiento
del hongo. Ademas, este ensayo general permitiria aislar y luego caracterizar en
cuanto a su pl, masas moleculares y secuencia aminoacidica amino-terminal, cada
una de éstas bandas de actividad de MnP y lacasa, como también afirmar o
descartar la existencia de otras actividades oxidativas extracelulares del hongo. La
secuenciacién aminoacidica amino-terminal constituiria al mismo tiempo una
primera aproximacion sobre el mimero de genes codificantes para estas enzimas

en este organismo.

1.~ Establécimiento de un ensayo general de actividad en geles analiticos de IEF.
Un extracto extracelular del hongo crecido 15 dias en medio salino liquido
fue sometido a IEF en el rango de pH 3-6 como se indica en Materiales y
Meétodos. El gel fue cortado en cuatro secciones, las cuales fueron reveladas bajo
diferentes condiciones (Fig. 5). Cuando la solucién de revelado contenia
solamente el sustrato, esto es -4-cloro-1-naftol, varias bandas fueron observadas
entre pH 3,45 y 3,65. Estas bandas también fucron observadas cuando la catalasa

estaba presente en la solucidn de revelado, sugiriendo fuertemente que ellas
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Figura 5. Anilisis por IEF de enzimas ligninoliticas producidas por C.
subvermispora en cultives de composicién definida. Cada gel fue desarrollado
en una solucién que contenia 4-cloro-1-naftol como sustrato, en las siguientes
condiciones: en ausencia de HyO7 y Mn*2 (linea 1); con H30> (linea 2); con
Mn*2 (linea 3); y en presencia de H303 y Mn*2 (linea 4).
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corresponden a isoformas de lacasa. La adicién por separado de per6xido de
hidrégeno o de Mn*2 a la solucién de revelado no alteré significativamente el
paﬁén de bandas (Fig. 5, lineas 2 y 3). En este punto es importante hacer notar
* que de existir. bandas con actividad lignina peroxidasa, estas serian detectadas con
solucion de revelado que contiene perdxido de hidrogeno (Fig. 5, linea 2), por lo
que se puede afirmar que C. subvermispora no presenta esta actividad en estas
condicionés de cultivo, Sin embargo, cuando peréxido de hidrégeno y Mn*2
o fueron agregados simultdneamente, varias bandas aparecieron ‘entre pH 4,1 y 4,6,
indicando que corresponden a isoformas de MoP (Fig. 5, linea 4). Cuando este
ensayo de revelado se realizd utilizando rojo de fenol, ABTS o guaiacol como
sustratos, se obtuvo el mismo patron de bandas, pero estas tinciones son
técnicamente dificiles de fijar por lo cual se prefirié siempre utilizar el 4-cloro-1-
naftol como sustrato. Este hecho absolutamente inusual en hongos ligninoliticos,
que por lo general poseen dos o tres isoenzimas de MnP, determiné la necesidad
de estudiar la aparicion de las diferentes isoformas de MnP y lacasa en diversas
condiciones de cultivo del hongo. Asi, se podria determinar si estas actividades
eran diferencialmente expresadas en el tiempo o en una condicién especial de
cultivo del hongb, de manera de encontrar una condicién que simplificara el perfil
risoenzimético Esta multiplicidad podria tener su origen en una paulatina
degradacién por proteélisis o en una distinta modificacién post-traduccional de

una misma proteina, o bien deberse a la aparicion de productos génicos diferentes.

2.- Isoenzimas producidas en cultivos liguidos de composicion definida.
Se hicieron varios infentos por simplificar el patrén observado para obtener

-en lo posible una aparicién preferencial de alguna isoforma particular de cada

-
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actividad. En primer lugar, se estudié el efecto de la concentracion de Mn+*2 en el
medio de cultivo. Los cultivos estandares de C. subvermispora contienen 11 ppm
de Mn*2, debido a que a esta concentracion los titulos de actividad MnP y lacasa
son los mas altos (Riittiman y cols.,, 1992). Por lo tanto, para propoésitos
comparativos, el hongo fue crecido en un medio salino conteniendo 0,3, 11, 25, y
40 ppm de Mn*2 y las isoenzimas fueron analizadas mediante IEF (Fig. 6). Con
11 ppm de Mn*2 en el medio de cultivo se obtuvo el patrén de bandas de MnP
que se esperaba (comparar Fig. 6a, linea 2 con Fig. 5, linea 4). En cambio a
concentraciones de Mn*2 de 25 y 40 ppm, se producen preferencialmente las
isoformas de MnP de mayor pl (Fig. 6, lineas 3, 4 y 5). En el caso de la lacasa,
una isoforma de plI 4,7 se encontrd presente en los cultivos que contenian 0,3, 25
y 40 ppm de Mn*2, pero no en el cultivo con 11 ppm de Mn*Z (Fig. 6a y 6b,
lineas 1, 3, 4 y 5). Esta isoforma de lacasa fue ocasionalmente detectada en varios
cultivos del hongo realizados en este estudio, incluso en aquellos que contenian
11 ppm de Mn*2, Hasta el momento ha sido imposible determinar las condiciones
que determinan la aparicion de esta isoforma de lacasa de alto pl, asi como su
relacion con las isoformas de. bajo pL

Con el objeto de ver si las diferentes isoformas de MnP y lacasa eran
" diferencialmente detectadas con el tiempo de cultivo, extractos extracelulares del
hongo fueron cosechados a diferentes tiempos, concentrados y -analizados
mediante IEF en el rango de pH 3-6. Se pudo apreciar que a partir del octavo dia
de crecimiento del hongo en medio salino, las diferentes isoformas. de MnP
aparecen simulténe@ente, no observindose la presencia de bandas
correspondientes a lacasa. Las bandas correspondientes a esta tltima enzima

fueron recién detectadas a partir del dia 13 de crecimiento. Estos resultados
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Figura 6. Perfil isoenzimético de MnP (a) y lacasa (b) de C. subvermispora en
cultivos liquidos salinos con diferentes concentraciones de Mn*2, Lineas: (1)
0,3 ppm, (2) 11 ppm, (3) 25 ppm, (4 y 5) 40 ppm. Las lineas 1-4 contiene 3 pg
de proteina total. La linea 5 en ambos geles fue cargada con la misma
cantidad en unidades de actividad de MnP y lacasa que la linea 4. Las
actividades de MnP (U/pg de proteina) en las muestras cargadas en las lineas
1-4 fueron 15,5, 24,1, 11,4 y 11,0 respectivamente. Las actividades de lacasa
(U/pg de proteina) fueron 3,4, 31,8, 3,4 y 2,9 respectivamente.
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preliminares (no mostrados en esta tesis) sirvieron para planear los siguientes

experimentos.

3.- Isoenzimas de MnP producidas en otros medios de cultivo.

Cuando C. subvermispora fue crecido en un medio mucho mas rico en
nitrégeno y carbono que el medio salino normal, como io es el medio YMPG, la
“expresion de MnP se vi6 reprimida (Fig. 7a). Sin embargo, una isoforma de MnP
fue inducida en el medio YMPG cuando a éste se le agregd 11 ppm de Mn™2
(Figura ‘7'b). Paralelamente, en este laboratorio se realizé el mismo estudio pero
creciendo el hongo sobre astil%as de madera de pino (Lobos y cols, 1994; Larrain,
1994). El anilisis mediante IEF de extraidos de diferentes periodos de cultivo
mostrd que el patrdn de isoformas de MnP es muy diferente al obtenido desde
cultivos liquidos. Por su parte, ensayos enzimaticos cuantitativos mostraron dos
picos de actividad MnP, los que aparecen en los dias 8 y 25. Hasta el dia 4 se
observaron muy pocas bandas de MnP. Dos de ellas mostraron valores de pl de
4,40 y 4,17, los cuales estan en el mismo rango de las MnPs observadas en medio
liquido. Sin embargo, también fue posible observar dos isoformas de MnP
adicionales cuyos valores de pl de 4,04 y 3,53 no habian sido detectados
anteriormente. A partir del dia 8 en adelante, cuatro isoformas con valores de pl
de 3,53, 3,40, 3,30 y 3,20 fueron observadas. Estos valores de pl estan en el rango
de los determinados para las isoformas de lacasas aisladas desde medio de
cultivos liquidos. Sin embargo, las bandas observadas coiresponden a una

auténtica actividad MnP, ya que la actividad lacasa no fue detectada mediante IEF

después de Ia segunda semana de cultivo (Larrain, 1994),
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Figura 7. IEF analitico en el rango de pH 3-6 de sobrenadantes de cultivo de
C. subvermispora creciendo en YMPG. Los sobrenadantes provenian de
cultivos en medio riceo YMPG en ausencia a) o en presencia b) de 11ppm de
Mn*2, Para cada cultivo se determiné por IEF el perfil de isoformas de MnP
(lineas 1 y 3) y de lacasa (lineas 2 y 4).
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4.- Purificacion de las isoformas de MaP de C. subvermispora crecido en

medio liquido salino.

Para aislar las diferentes isoformas de MnP, el fluido extracelular de
cultivos de C. subvermispora crecido en medio liquido salino fue fraccionado por
cromatografia a través de una columna Q-Sepharosa de intercambio aniénico
como se describe en Materiales y Métodos. La Figura 8 muestra el perfil de
actividad obtenido después de eluir esta columna con un gradiente lineal de 10 a
600 mM de acetato de sodio pH 6,0. Varias fracciones de esta columna fueron
diatizadas contra acetato de sodio 10 mM pH 6,0 para disminuir Ia concentracion
de sal y proceder a su posterior analisis mediante IEF. En la Figura 9 se puede ver
el resultado de este anlisis al revelar los geles con ensayos para MnP (Fig. 9A) y
lacasa (Fig. 9B). Se puede notar que existen fracciones enriquecidas en MnP y
otras en lacasa, las cuales fueron colectadas por separado, concentradas contra
40% PEG en acetato de sodio pI:I 6,0 y ensayadas mediante IEF analitico. En la
Figura 10 se muestra el resultado de este anilisis, el que fue aprovechado para
calcular el pl de cada una de las bandas correspondientes a MnP y lacasa.

El grupo de MnP aislado desde medio liquido salino obtenido de la
cromatografia en Q-Sepharosa, fue sometido a un IEF preparativo en el rango de
pH de 3 a 10 en una cimara especialmente disefiada para este proposito, como se
describe en Materiales y Métodos. Las distintas bandas correspondientes a
isoformas de MnP fueron cortadas del gel y electroeluidas separadamente. La
pureza de cada banda de MnP aislada se demostrd por IEF analitico tefiido
mediante oxidacién de 4-cloro-I-naftol y subsecuentemente con tincién para
proteinas, observandose el mismo patrén de bandas con ambé.s tinciones. La

Figura 11A muestra el gel IEF tefiido por actividad.
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Numero de fraccion

Figura 8. Cromatografia en Q-Sepharose del sobrenadante de un cultivo de C,
subvermispora. Se crecié el hongo por 15 dias en medio salino estindar. Se
muestran los perfiles de actividad para MnP (s) y lacasa (o), ademds de los
valores de conductividad para el gradiente de NaOAc.
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Figura 9. Analisis por IEF de MnP y lacasa en fracciones obtenidas mediante
cromatografia Q-Sepharose de un sobrenadante de cultivo de C.
subvermispora. (A ): MnP; (B): lacasa. Los ensayos en geles de IEF fueron
realizados utilizando guaiacol como sustrato. Ademas, los ensayos
correspondientes a las lineas 1 a 5 también contienen HyO3 y Mn*2, Las
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Figura 10. IEF analitico de isoformas de MnP (1) y lacasa (2) de C
subvermispora después de fraccionamiento a través de cromatografia en
columna de Q-Sepharose. La lacasa de pI 4,7 no se observa en esta muestra.
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Figura 11. (A) IEF de MnPs' de C. subvermispora. Linea 1: fraccién
combinada de MnPs producidas en medio de cultivo liquido salino; lineas 2-8:
isoenzimas separadas desde cultivos liquidos (pIs 4,58, 4,52, 4,49, 4,43, 4,31,
4,22, y 4,13, respectivamente); linea 9: fraccion combinada de MnPs
producidas en cultivos sobre madera.
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Figura 11. (B) SDS-PAGE al 12% de las MnPs de cultivo liquido aisladas por
IEF preparativo. Linea 1: fraccion combinada de MnPs; lineas 2-8: MnP; a
MnP, respectivamente. En este experimento, 0,5 pg de proteina fueron
aplicados en cada linea. Los nimeros a la izquierda corresponden a los
marcadores de masas moleculares (Sigma 6-H, Sigma Chem.). Las bandas de
proteina fueron tefiidas con nitrato de plata usando un kit “silver stain” de

Sigma.
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S.- Masas molecnlares de las MnPs de C. subvermispora.

Paralelamente, cada banda fue analizada mediante electroforesis en gel de
_poliacrilamida-SDS al 12% con el objeto de calcular su masa molecular
comparando con estindares. La masa molecular asi determinada resulté ser de
52.000 daltons para todas las isoenzimas analizadas (Fig.11B). A diferencia de las
isoen?,imas de medio liquido, las isoenzimas extraidas desde astillas de pino con
valores de pl de 3,20, 3,30, y 3,40 mostraron una banda principal correspondiente
a una masa molecular de 62,5 kDa, mientras que la isoforma de pI 3,53 mosiré

bandas de 62,5 y 56 kDa (Larrain, 1994; Lobos y cols., 1994).

6.- Determinacién de la secuencia amino-terminal de algunas isoformas
de MnP aisladas desde medio liquido saline.

Aproximadamente 20 pg de cada una de las siete bandas de MnP
obtenidas fueron desarrolladas en un gel de poliacrilamida SDS al 8% para Iuego
ser transferidas a una membrana Inmobilon la que fue teflida con azul de
Coomasie como fue descrito por Matsudaira (1987). La membrana de Inmobilon
fue enviada al Biotechnology Center de la Universidad de Wisconsin con el fin de
secuenciar el extremo amino-terminal de cada isoforma. La Figura 12a muestra la
secuencia N-terminal de las MnPs de pls 4,21, 4,31, 4,43 y 4,58 producidas en
medio de cultivo liquido salino. Estas cuatro secuencias resultaron ser homélogas,
aunque claramente distintas, donde los residuos diferentes muestran tener
propiedades similares (cambios conservativos). La secuencia N-terminal de otras
tres isoformas fue obtenida con alto grado de ambigiiedad, por lo que no fuéron

incluidas en el analisis comparativo.
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Figura 12, Alineamiento de secuencias N-terminales de MnPs. (a, b) Isoenzimas
aisladas desde cultivos liquidos y sdlidos, respectivamente. Los valores de pI
para cada iscenzima fueron: MnP1-Cs., 4,2; MnP2-Cs., 4,3; MnP3-Cs., 4,4;
MnP4-Cs., 4,6; MnP5-C.s., 3,4; MnP6-Cs., 3,3; MoP7-C.s., 3,2. Los residuos
aminoacidicos en letras mindsculas indican menor seguridad en la
determinacion y las X residuos desconocidos. ) Las secuencias de consenso para
C. subvermispora fueron comparadas con las secuencias experimentalmente
determinadas de Phanerochaete -sordida; isoenzimas MnPI-P.s., MnPII-P.s.,
MnPII-P.s. (Riittimann-Johnson y cols., 1994); P. chrysosporium: iseenzima
HS, MnPHS-P.c. (Pease y Tien, 1992); P. chrysosporium: isoenzima purificada
de pulpa de madera, MnPP-P.c. (Datta y cols., 1991); MnP de Lentinus edodes ,
MnP1-L.e. (Forrester y cols., 1990). Las secuencias para las isoenzimas MnPH3-
P.c. (Orth y cols., 1994), MuPH4-P.c. (Pease y cols., 1989) y MnP1-P.c
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Al mismo tiempo, en este laboratorio y utilizando el mismo protocolo
experimental desarrollado en esta tfesis, tres isoformas de MnP aisladas desde
medio sélido con valores de pl de 3,20, 3,30 y 3,40 fueron secuenciadas en su
extremo N-terminal (Larrain, 1994; Lobos y cols., 1994). En contraste a las MnP
aisladas desde medio liquido, las secuencias N-terminales de las MnPs extraidas
desde astillas de pino no mostraron diferencias significativas, aunque la secuencia
de consenso obtenida es claramente diferente a cualquiera de las MnP aisladas
desde medio liquido (Fig. 12b).

Al comparar Jas secuencias N-terminales de las MnP de C. subvermispora
con las secuencias de todas las MnP publicadas hasta el momento, fue posible
determinar que ellas estan relacionadas con aquellas de otros hongos de pudricién
blanca (Figura 12c). La bisqueda en un banco de datos (SwissProt y PIR release
77) tambien permitié6 mostrar que no existe homologia significativa de las MnP de

C. subvermispora con ninguna otra proteina, incluyendo a las lignina peroxidasas.

7.~ Produccién de lacasa en diferentes medios.

Los niveles de actividad lacasa alcanzados en cultivos de C.
subvermispora que crecen en medio salino estAndar estan en el rango de 0,3 a
0,35 U/ml. Para cumplir con el objetivo de purificar esta actividad se exploraron
condiciones que enriquecieran su producciéon. Cuando p-anisidina fue agregada a
los cultivos a los 6 dias despues de la inoculacién, se obtuvo un aumento de dos
veces en la actividad de la enzima (Tabla 1). Los niveles de lacasa también fueron
incrementados cuando el tartrato de amonio fue remplazado por Casaminoacidos
(Difco) como fuente de nitrogeno, mientras que la actividad de la enzima fue muy

baja cuando el medio salino estandar carecié de Mn*2 o de Cu*2 (Tabla 1).
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Tabla 1. Produccién de lacasa extracelular por C. subvermispora en diferentes
medios. Los valores que se muestran corresponden a la actividad a los 15 dias

de cultivo.

Medio Actividad (U/ml)
Medio salino 0,32
+ 1mM p-anisidina 0,68
- tartrato de amonio,
+ 0,3% casaminodcidos 0,67
- Cut2 0,05
- Mn+2 0,03
Medio YMPG 2,12
+ Mn+2 1,90
+ 1 mM p-anisidina 2,11
Medio salvado de trigo 3,85
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Niveles muy altos de lacasa fueron obtenidos al crecer el hongo en medio YMPG,
condicién que como se dijo anteriormente, causa una desaparicion de casi todas
las isoformas.de MnP en IEF. En contraste a los resuitados obtenidos en medio de
composicion definida, la omisién de Mn*2 o la adicién de p-anisidina a los
cultivos en YMPG tiene solo una menor influencia sobre la produccién de lacasa.
Sin embargo, los mayores niveles de lacasa fueron obtenidos al crecer el hongo
sobre medio salvado de trigo (Tablal).

El anélisis mediante IEF de las muestras extraidas desde los cultivos llevd al
hallazgo que los pls de las isoenzimas difieren con la composicion del medio de
crecimiento. A los 15 dias de cultivo en medio de composicion definida,
principalmente dos isoformas con pls de 3,65 y 3,59 fueron observadas (Fig.
13A), mientras que en YMPG fueron identificadas cuatro lacasas con pls de 3,76,
3,71, 3,65, y 3,60 (Fig. 13B). En el medio basado en salvado de trigo, cuatro
isoformas con pls de 3,63, 3,57, 3,52 y 3,46 (Fig. 13C y D), y una quinta
isoforma con un pl mayor de 4,82, de irreproducible aparicion en cultivos de
composicion definida, fue claramente distinguida (Fig. 13D). En medio sdlido, la
lacasa alcanz6 su maxima actividad durante la primera semana de crecimiento,
entre los dias 4 y 5, después de lo cual sus niveles comenzaron a disminuir
alcanzando niveles muy bajos después de la segunda semana de crecimiento

(Lobos y cols., 1994; Larrain, 1994).

8.- Purificacién de las lacasas producidas en medic YMPG.
El procedimiento descrito en Materiales y Métodos permiti6 la purificacion
de las cuatro isoenzimas detectadas en el medio YMPG (Tabla 2). Previo al IEF,

el especiro de absorcion del conjunto de las cuatro isoenzimas fue determinado
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Figura 13. IEF de lacasas secretadas por C. subvermispora en medios de cultivo:
liquido salino (A), YMPG (B) y salvado de trigo de dia 8 (C )y 15 D).
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Tabla 2. Purificacién de lacasas desde cultives de C. subvermispora en

medio YMPG.
Etapa de Voliimen (ml) Protefna total ~ Actividad  Actividad especifica
purificacién (mg) total (U/mg de proteina)
(Unidades)
Filtrado del 830 124,5 1.320 10,6
cultivo
Sulfato de 71 27,7 1.115 40,3
amonio '
Cromatografia 7 17,4 1.547 88,9
Q-Sepharose
IEF
lacasa pI 3,76 2 0,44 48,6 109,0
lacasa pI 3,71 1,8 0,79 55,4 70,0
lacasa pI 3,65 1,5 0,42 64,3 151,0

Iacasa pl 3,60 0,3 0,15 20,4 135,0
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(Fig. 14). Se observé un pico de absorcién a 600 nm, tipico de las proteinas que
contienen cobre, revelando un 4tomo de cobre azul o de tipo 1, mientras que un
hombro cercano a los 300 nm podria indicar un cobre de tipo III (Reinhammar,
1984). Despues del IEF preparativo, la pureza de cada banda de lacasa fue
confirmada en geles de IEF analiticos que fueron desarrollados en duplicado, de
manera que uno de ellos fue revelado por actividad enzimatica y el otro mediante
tincion con azul de Coomasie. En cada par de geles bandas unicas fueron
observadas con los pls esperados (datos no mostrados).

Una de las isoenzimas de lacasa, la de pI 3,60, fue seleccionada para
determinacién del contenido de carbohidratos. Esta isoforma migra en geles de
poliacrilamida-SDS como una sola banda con una masa molecular de 79.000 (Fig.

_ 15, linea A). Después de tratamiento con la endoglicosidasa F, la proteina migrod
en el gel a una posicién correspondiente a una masa molecular de 63.000 (Fig.15,
linea B). También es posible observar una banda menor, correspondiente a ﬁna
masa molecular de 32.000 (Fig.15, linea B), la cual coincide con lo reportado para

la endoglicosidasa F (Tarentino y cols., 1985).

9.- Secuenciacién amino terminal de las tres isoformas de lacasa.
Las secuencias amino terminales de las isoenzimas con valores de pl de
3,71, 3,65 y 3,60 fueron determinadas de igual manera que para las MnP. Estas
secuencias fueron comparadas con las reportadas para lacasas de otros hongos
ligninoliticos (Fig. 16). Como se puede observar, las secuencias lacasa de C.
subvermispora comparten una identidad significativa entre ellas, y también con

las secuencias de lacasas de otros basidiomicetes, existiendo algunas diferencias




74

05 A
04 -
03 -

Absorbancia

02
01

] i | ] i I T

250 300 400 500 600 700 800
Longitud de onda (nm)

Figura 14. Espectro de absorcién de una fraccién combinada de cuatro
isoformas de lacasa secretadas por C. subvermispora creciendo en medio YMPG,
obtenidas como se describe en Materiales y Métodos. El espectro fue registrado
a 30°C, entre 200 y 800 nm, en un_espectrofotéme}ro Shimadzu UV 160.
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Figura 15. SDS-PAGE al 12% de una de las isoformas de lacasa de C
subvermispora (pI 3,6) antes (A) y despues (B) de tratamiento con una mezcla de
endoglicosidasa F y N-endoglicosidasa F. Cada linea contiene 30 ng de proteina.
Los niimeros a la izquierda corresponden a los estindares de masas moleculares
(Sigma 6-H, Sigma Chem). Las bandas de proteina fueron tefiidas con nitrato de
plata usando el kit “silver stain” (Sigma Chem).




76

TDLTITNAFVSPDGFSROQA |

C.s. (pI 3.71) IEITDAFVSPDGPGLLK
C.s. (pI 3.65) IEITDAFVSPDGPGLL

C.s. (pI 3.60) DIEITDAERVSPPHPPLLR
B.r. FEIVNAAVSPDGFSRQA
PM-1 LTISNGAVSPDGFSRQA
c.v. LI TNAEY SPDGLS RQA
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A.Db. FDLVNTRLAPDGFERDTT

Figura 16. Alineamiento de secuencias N-terminales de lacasas de honges
basidiomicetes. Las secuencias aminoacidicas de las isoformas de lacasa de C.-
subvermispora (pIs 3,71, 3, 65 y 3,60) son las dnicas determinadas
experimentalmente. En las otras especies las secuencias aminoacidicas fueron
deducidas de las secuencias nucleotidicas. En la parte superior de la figura se
indica Ia secuencia de consenso. Las abreviaciones usadas y el cadigo de acceso a
GenBank son los siguientes: P.r., P. radiata (X52134); PM-1, clon de un
basidiomicete no identificado (Z12156); C.v., C. versicolor (sin cadigo de acceso
a base de datos, limura y cols., 1992); C.h., Coriolus hirsutus (M60561); P.o.,
Pleurotus ostreatus (222591); A.b., Agaricus bisporus (L10664).
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aminoacidicas con cambios conservativos, como por ejemplo IporL, DporEy G

por A.

IL.- Estudios Genéticos.
La segunda etapa de esta tesis se centrd en el estudio genético del sistema

ligninolitico del hongo. El clonamiento de los genes codificantes para MnP
permitiria confirmar que la multiplicidad enzimatica responde a la presencia de
varios genes, como lo sugiere la secuenciacién aminoacidica N-terminal de las
isoformas de MnP. A la vez, la caracterizacion de al menos un gen de MnP
permitiria en el futuro un estudio sobre la regulacion en la expresién de esta
enzima en diferentes condiciones de crecimiento del hongo, ya que éste podria ser
utilizado como sonda homéloga. De ahi que se destinaran amplios esfuerzos al
aislamiento de un gen de MnP de C. subvermispora. Para lograr lo anterior se
utilizaron diferentes estrategias. En primer lugar se intentd, infructuosamente,
clonar un gen genémico de MnP. Posteriormente se utilizd6 RT/PCR con el objeto
de amplificar algin cDNA de MnP utilizando oligonucleétidos degenerados
construidos a partir de la secuencia aminoacidica N-terminal, Io que también
condujo a resultados negativos. Finalmente, se construyd una genoteca cDNA de

C. subvermispora en el vector A/ZipLox. Las diferentes estrategias y sus

resultados se muestran a continuacion.,
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1.- Analisis mediante Southern blot de DNA genémico aislado de C.

subvermispora usando una sonda heterdloga.

Como primera estrategia para el aislamiento de los genes que codifican para
MnP de C. subvermispora, se intenté el clonamiento de fragmentos de DNA que
hibridaran con la sonda MnP15-2 correspondiente al cDNA completo de la MnP-
1 de P. chrysosporium, en condiciones de baja estrictez. E1 DNA total del hongo
fue aislado y digerido por separado con Hind III y Eco RI y en combinacién,
como se describe en la seccion Materiales y Métodos. El DNA digerido fue
hibridado con la sonda MnP 15-2. Uno de los fragmentos de la digestion con
EcoRI que dio hibridacion positiva contenia un sitio Hind III, raz6én por la cual se
prefiri6 Eco RI para digerir en forma preparativa el DNA del hongo. Después de
la digestion con Eco RI se cortaron tres pedazos del gel de agarosa cubriendo la
regién que debia contener fragmentos de tamafio semejante a los que fueron
positivos en la hibridacion. E1 DNA de tamafio entre 3,5 kpb y 5,5 kpb fue ligado
al vector Bluescript KS Il y clonado en la cepa E. coli DH5c, como se describe en
Materiales y Métodos. 500 colonias transformantes fueron picadas en duplicado
en placas LB conteniendo 100 pg/ml de ampicilina y el indicador Xgal. La
busqueda de clones positivos se realizé en similares condiciones al Southern,
utilizando la misma sonda MnP 15-2. 28 clones que dieron reaccién positiva
fueron analizados mediante minipreparacion de sus DNAs plasmidiales y
posterior digestion con Eco RI. Todos los insertos de DNA liberados por Eco RI
mostraron tamafios aparentemente iguales de aproximadamente 5 kpb. Uno de
estos clones denominado 18-5 fue elegido para su posterior secuenciacion de

DNA.
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Con el fin de determinar la regién del inserto de DNA del clon 18-5 que
podria contener la regién N-terminal de la MnP de C. subvermispora, se realiz
una digestion con la enzima Sau 3AI Los fragmentos obtenidos fueron separados
por electroforesis en gel de agarosa e hibridados en condiciones de baja estriciez,
usando el fragmento Sma I que contiene el N-terminai de la sonda MnP15-2 de P.
chrysosporium. Cuatro fragmentos que dieron reaccién positiva con la sonda
MnP15-2/Smal fueron subclonados en E. coli DHSa usando el mismo vector
Bluescript KSII. Todos los clones con tamafios entre 600 y 900 pb fueron
secuenciados y sus secuencias de DNA fueron alineadas con las existentes para
MnP-1 y MnP-2 de P. chrysosporium, mediante el programa de manejo de
secuencias DNA Star. No se obtuvo ningin valor de homologia significativo. Las
secuencias obtenidas con el clon 18-5 y sus correspondientes subclones abarcaron
cerca de lkpb, no encontrandose homologias significativas a ninguna secuencia
de MnP descrita. Por lo tanto, esta estrategia fue desestimada por considerarse
muy artefactual debido a la baja estrictez en las condiciones de hibridacién y a
que la sonda MnP15-2 posee un contenido de G + C extremadamente alto en su

region codificante, permitiendo asi un alto niimero de hibridaciones inespecificas.

2.- Amplificacién de cDNAs que codifican para MnP de C. subvermispora
mediante el protocolo RACE (Rapid Amplification of cDNA ends).

Después de obtenidas las secuencias aminoacidicas N-terminales para las
diferentes isoenzimas de MnP aisladas desde C. subve!rmispora, se disefiaron
oligonucledtidos sintéticos degenerados para ser usados como partidores para la
amplificacién por PCR de ¢cDNAs que codifican para MnP de C. subvermispora.

Tres diferentes oligonucleotidos partidores 3'amp degenerados fueron disefiados a
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partir de la secuencia aminoacidica N-terminal obtenida para las MnP aisladas. El
disefio se realiz6 utilizando el programa DNA Star y considerando los codones de
mayor uso en ¢l basidiomicete P. chrysosporium. El RNA total del hongo fue
aislado en el dia 10 de cultivo como se describe en Materiales y Métodos. Un ug
de RNA total fue transcrito mediante transcriptasa reversa usando como partidor
un oligo(dT)-adaptador, para obtener los cDNAs de hebra simple. Posteriormente
se utilizaron dos partidores para la amplificacion por PCR, uno de los cuales
siempre fue la secuencia adaptadora, sin oligo(dT), y el segundo correspondi6 al
partidor degenerado disefiado a partir del N-terminal de la proteina (3'amp). Se
variaron las concentraciones de los partidores hasta obtener inmejorables
reacciones RT/PCR, lo que se revelaba por la aparicién de amplificados cDNA
discretos cuando las reacciones RT/PCR eran analizadas por electroforesis en
geles de agarosa. Ademas, siempre se introdujeron controles en cada reaccion
RT/PCR, Ios que consistian en excluir de la reacciéon de amplificacion ya sea al
partidor adaptador o al partidor especifico 3'amp. Si al excluir el partidor
especifico algin determinado fragmento cDNA amplificado desaparecia
comparado con la reaccién completa, se daba por entendido que se trataba de un
fragmento cDNA especifico de interés. Estos c¢DNAs fueron clonados
directamente usando el kit PCR II de Invitrogen y posteriormente secuenciados.
Las secuencias amino terminales obtenidas fueron alineadas con las
correspondientes a MnP de P. chrysosporium mediante el programa DNAStar y
también fueron enviadas a una base de datos de secuencias nucleotidicas usando
el servidor NCBI BLAST. Uno de estos clones mostré homologia con una regién

del gen de la manganeso superdxido dismutasa de Hevea brasiliensis. Ningan otro

cDNA mostré mas de un 40% de homologia con los cDNA completos de las




81

MnPs de P. chrysosporium, en circunstancias de que era esperable una homologia
de al menos un 60% a nivel nucleotidico debido a la similitud entre las secuencias
aminoacidicas N-terminales.

De los resultados anteriores se deduce que el protocolo RACE puede ser una
eficiente herramienta cuando se trata de amplificar usando partidores poco
degenerados. En este caso solo se lograron innumerables fragmentos cDNA sin la
homologia esperable con las secuencias MnP existentes, probablemente debido al

alto grado de degeneracién de los oligonucleotidos disefiados.

3.- Amplificacién de cDNAs de MnP mediante un protocolo PCR de dos
etapas que utiliza oligo(dT) y un partidor especifico.

Debido a que los partidores disefiados a partir de las secuencias amino-
terminales de las MnP aisladas desde C. subvermispora no se aparearon en forma
especifica, se recurrié a la estrategia de llevar a cabo un PCR asimétrico con
nuevos partidores. En una primera etapa el RNA total aislado desde el hongo
crecido hasta el dia 10, fue transcrito utilizando oligo(dT)15-18 como partidor.
Posteriormente, en la primera amplificacion por PCR se agregé solamente el
partidor especifico, y se amplificd por 20 o hasta 35 ciclos. Luego en el segundo
paso del PCR se amplifico utilizando solo oligo(dT) por 35 ciclos extras. Este
protocolo rindié un patrén de amplificados muy discreto con tamafios cercanos al
esperado, considerando la masa molecular de las MnPs. Uno de estos

amplificados fue secuenciado sin lograrse los resultados esperados.
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4.- Construccion de una genoteca cDNA de C. subvermispora en el vector
AZipLox.

Paralelamente a los intentos por amplificar cDNAs correspondientes a MnP
de C. subvermispora a partir de RNA total del hongo, se procedié a Ia
construccidn de una genoteca cDNA. Para ello se purifico el mRNA poli(A)
aislado el dia 10 de cultivo del hongo en medio liquido salino, como se describe
en Materiales y Métodos. El rendimiento obtenido en la sintesis de la primera
hebra fue superior al 11% con respecto a la cantidad de mRNA de partida, lo cual
estd 2 a 3 veces bajo un rendimiento 6ptimo de 25 a 35%. Este menor rendimiento
probablemente refleja algin grado de contaminacion con RNasa en la etapa

anterior a la sintesis de la primera hebra. '

Luego de !a sintesis de la segunda hebra, cuyo rendimiento no fue calculado,
una secuencia adaptadora-Sal I (véase Materiales y Métodos) fue ligada a los
terminales de los ¢cDNA de doble hebra sintetizados previamente. El tiempo de
ligacion del adaptador-Sal I fue de 20 hrs en presencia de un exceso de ligasa, de
manera de asegurar la ligacion de los terminales romos del adaptador Sal I a los
terminales cDNA. Después de la digestion de la poblacion de ¢cDNAs con la
enzima Not I, se realizd un fraccionamiento por tamafio mediante columna de
exclusion molecular, de manera de seleccionar una poblacién de cDNAs de
tamafio adecuado y excluir de ésta a los fragmentos liberados por la digestion con
Not 1. La radiactividad asociada a la primera hebra de los ¢cDNAs fue utilizada
para calcular la cantidad de cDNA en cada fraccion. El cDNA contenido en un

grupo de fracciones fue concentrado por precipitacion en etanol, ligado al vector

A/ZipLox por 3 hrs a temperatura ambiente y toda la reaccion fue empaquetada en

el bacteriofago lambda.
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Diluciones de la reacciéon de empaquetamiento fueron utilizadas para
infectar la cepa E. coli Y(1090)ZL y calcular el titulo de los fagos y la eficiencia
del empaquetamiento. El titulo calculado fue de 5 x 104 pfu/ml de fago
empaquetado, con una eficiencia de 5 x 105 recombinantes/ug de cDNA. El titulo
de la genoteca construida fue considerado aceptable, a pesar que esta alrededor de
10 veces bajo lo ideal. En general se acepta que 1 a 5 ug de RNA poli(A) son
suficientes para construir una genoteca de cDNA que contenga 106 a 107 clones
en E. coli, ya que que en el caso de un cDNA escaso se puede requerir de la

exploracion de hasta 109 clones.

S.- Busqueda de los cDNAs de MnP en la genoteca.

La primera busqueda se efectué sobre aproximadamente 20.000 clones
utilizando la sonda heteréloga MnP 15-2, como se describe en Materiales y
Métodos. 40 clones, es decir un 0,2%, dieron reaccién positiva. El DNA de los
fagos que contienen cDNA que dieron hibridacién positiva fue recuperado en el
plasmidio pZL1 de replicacién auténoma, usando un protocolo de escisién muy
simple que se describe en Materiales y Métodos. El plasmidio pZL1 es idéntico al
plasmidio pSPORT1 (véase Catilogo Productos Gibco BRL, 1994), salvo que
contiene un sitio JoxP y la secuencia incA que permite un alto rendimiento
plasmidial. Los insertos cDNA clonados en el sitio de miiltiple clonamiento de
A/ZipLox residen dentro del gen lacZ'. Los cDNAs escogidos fueron recuperados
mediante un proceso de subclonamiento automatico, usando Ia cepa de E. coli
DHI10B(ZIP) como se describe en Materiales y Métodos.

El DNA plasmidial preparado desde los clones positivos después de la

escision se present6 en forma de dimero y el tamaiio de los insertos fue analizado
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mediante digestion con Sal I y Not L. Cinco de estos tenian insertos con tamafios
superiores a 1Kpb. Solo fueron secuenciados cuatro de ellos que poseian mas de
1,2 Kpb, los que fueron denominados A4-1, A13-1 y A18-1y A2-1. La secuencia
parcial de DNA de los clones mencionados, aproximadamente 200 pb desde cada
extremo del gen, fue enviada a un banco de secuencias nucleotidicas mediante el
servidor BLASTn y todos ellos mostraron homologias superiores a un 60% con
genes que codifican para MnPs de P. chrysosporium. A pesar que los clones A4-1
y Al8-1 mostraron corresponder a genes de MnP de C. subvermispora, sus
¢DNAs se encontraron truncados en su region N-terminal, lo que impidié
determinar de cual isoenzima se trataba. Este resultado se debié probablemente a
un término temprano en la reaccion de transcripcién reversa, lo que sugiere la
presencia de estructuras secundarias en el extremo N-terminal de los mRINAs,

Los clones ¢cDNA Al13-1 y A2-1, en adelante MnP13-1- y MnP2-1
respectivamente, mostraron tener una gran homologia en el extremo amino-
terminal (82,9%) (Fig. 17A). Sin embargo, tienen también claras diferencias, lo
que denota que se trata de productos de alelos o genes diferentes. Ademas, siguen
manteniendo gran homologia en su secuencia aminoacidica amino-terminal
deducida con la determinada experimentalmente para las isoenzimas de MnP
secretadas por el hongo creciendo sobre madera (véanse Fig. 12b y Fig. 17B).

Los clones MnP13-1 y MnP2-1 mostraron poseer un tamafio de
aproximadamente 1,4 Kpb. Sus mapas de restriccién parciales denotan claramente
que se trata de dos cDNAs diferentes de MnP (Fig. 18A y B). El clon cDNA
MnP13-1 fue dividido en cinco subclones en el plasmidio Bluescript KSII (Fig.
18A). En aquellas regiones de abundante estructura secundaria que producian

gran cantidad de compresiones por alto contenido G/C, se disefiaron
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}\ GTCGACCCACSCETCCECTCACTCTCATCTTCTACACTCGTTGTTGGCAC -Z0
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CCETGCGCGGTGCACCEECATCGTCGTCTGTCACTTGCTCAGATGGCACC -128
GTCGTCCCCGACTCGRTGTGCTGCGACTTCRTTCCTCTCGCGCAQGACCT -200
I IIT IILITIYI YXIZIIIEIY IXIIIITII IITIIXII II III I
GCCGTACCCGACECGATGTGCTGTEAL1ILATLLLiLILuLnCAGGAC-T -177
ACAGTCTATGGTTCTGCAAAATGAGTGTGGTSGAGATGCTCACGAGATCA -230 MnP13-1Cs

ITIII {IIII IEIIIITIC 1II
TCAGTCCATEETCCTGCAAAACCAG -202 MnP2-1iCs

NQFTSLLAIVALAATVRGAPRSSSVTCSDGTAVPDAHCCDFIPLAQDLQS 47
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" a8 wmems maaaa R - -

- -
a E I - S 44 S S ecsamzaafNmeoe

HAFASLLALVALAATVRAAPSSSSVTCSDGTVVFDSNCCDFIPLAQDLQS 30

MVLEN s2 MnP2-1Cs

HVLENECEEDAHEIIRLTFHDAIQISUSLPPSAGTGADGSMLLFPLVEPE 100 MnP13-iCs

Figura 17. Alineamiento de secuencias nucleotidicas (A) y aminoacidicas
deducidas (B) en la regién 5’ de los ¢DNAs MnP13-1 y MnP2-1 de C
subvermispora, Las secuencias parciales fueron enviadas al GenBank usando el
servidor NCBI BLAST en busca de homologias con otras MnPs y
posteriormente alineadas entre si usando el programa PCGENE c-le
Intelligenetics. El alineamiento aminoacidico corresponde a la secuencia
deducida desde el primer codén para Met, incluyendo la region del péptido
sefial. Los espacios en las secuencias son introducidos para optimizar los
alineamientos. Los signos I y : indican identidad nucleotidica y aminoacidica,
respectivamente.
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Figura 18. Estrategia de subclonamiento y secuenciacién de los clones cDNA
MnP13-1 (A) y MnP2-1 (B) de C. subvermispora. El fragmento Sal I-Not I de
MnP13-1 (1371-pb) fue mapeado parcialmente y los siguientes fragmentos
fueron subclonados en Bluescript KSII: Sal I-Eco RI (S/R), Eco RI-Sal I (R/S),
Sal I-Sal I (8/S) y Sal I- Not I (S/N). Los clones y subclones fueron secuenciados
por ambas hebras mediante el método del dideoxi (Sanger, 1977), usando el kit
Sequenase 2.0 (U. S. Biochemical) y (358)deoxi-adenosina—S’-(a—tio)trifosfato.
Con el objeto de resolver compresiones se utilizé el anilogo dITP proporcionado
con el kit o geles conteniendo 30% formamida ademis de urea (véase Materiales
y Métodos). Las flechas que contienen cajas representan oligonucledtidos
sintéticos disefiados como partidores. El fragmento Sal I-Not I de MnP2-1 esta
siendo secuenciado mediante “walking primer”.
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oligonucleotidos partidores para secuenciacién, lo que fue especialmente
necesario en la regiones de la histidina proximal y en el extremo 3’ terminal del
cDNA MnPI13-1. La secuenciacién del clon MnP2-1, que atn no se ha
completado, se estd realizando mediante la técnica "walking primer", es decir,
disefiando diferentes oligonucleotidos partidores que permiten avanzar en la

secuencia por ambas hebras del cDNA desde sus extremos (Fig. 18B).

6.- Caracterizacién de los cDNAs MuP13-1 y MnP2-1 de C. subvermispora.

Las secuencias que rodean el primer codén ATG, en los cDNAs MnP13-1 y
MnP2-1, GCAATGG y GAAATGG respectivamente, siguen el consenso
eucariftico (A/G)NNATGG (Fig. 17 y Fig. 19). Los clones cDNA MnP13-1 y
MnP2-1 poseen 51 y 28 pb de secuencias no traducible en el extremo 5° terminal,
respectivamente (Fig. 17A y Fig. 19). La traduccién de ambos ¢cDNAs, que
comienza en el codén ATG, permite apreciar secuencias lideres o péptidos
sefiales diferentes, aunque predominantemente hidrofébicos, de 24 aminoacidos
que terminan en los residuos V-T (Fig. 17B y Fig. 19).

Los clones cDNA MnP13-1 y MnP2-1 poseen 147 y 151 pb de secuencias
no traducibles en el 3’ terminal, respectivamente (Fig. 19). Ninguno de los
cDNAs muestran secuencias de consenso eucariética para poliadenilacion
(AATAAA) (Proudfoot y Brownlee, 1976).

La secuencia completa del clon MnP13-1 tiene 1371pb, predice una
preproteina de 38'8 aminodcidos, con una masa molecular deducida de la
secuencia nucleotidica de 40.414 daltons (Fig. 19). El procesamiento del péptido
lider permite calcular que el tamafio de la proteina madura seria de 38.126

daltons. Esta masa molecular deducida es mucho menor que la determinada
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Figura 19. Secuencia nucleotidica completa del clon ¢DNA MnP13-1 y
secuencia aminoacidica deducida. La secuencia aminoacidica del producto de
traduccién se muestra debajo de la secuencia nucleotidica en el codigo de una
letra. Las regiones 5’ y 3° no traducibles se muestran en letras mintisculas. La
secuencia lider o péptido sefial estd subrayada. La ‘secuencia nucleotidica se
enumera a partir del primer codén (ATG) para Met.
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experimentalmente mediante SDS-PAGE para las isoenzimas de medio sélido,
calculada en 62,5 kDa (Lobos y cols., 1994; Larrain 1994), probablemente debido
a su gran contenido glicosidico. Seis sitios potenciales para N-glicosilacién, que
siguen la regla N-Xaa-T/S (Neuberger y cols., 1972), fueron encontrados en la
secuencia. Ademds, 62 residuos S/T (16% del total de amino4cidos) son
potenciales sitios para O-glicosilacién, Este potencialmente alto contenido
glicosidico de la MnP13-1 puede causar un comportamiento anémalo en
electroforesis SDS-PAGE, debido a una reduccién en la unién del detergente
SDS, lo que sumado a la masa glicosidica efectiva puede dar origen a una
migracién electroforética artefactual. Ademas, el analisis de la estructura primaria
de MnPI3-1 predice un sitio probable de fosforilacién por proteina quinasa C
(VALAA T VRAAP) y cinco sitios potenciales de fosforilacién por caseina
quinasa II (SSSSV T*°CSDGT, EIIRL T®FHDAI, PPSAG T**GADGS, SHPNI
T'*AGDLV y DAGNF S"PFEVV).

En la Figura 20 se compara la secuencia aminoacidica deducida del cDNA
MnP13-1 y secuencia parcial del cDNA MnP2-1 con las de otras MnP de P.
chrysosporium. En primer lugar resalta el hecho que todas las secuencias lideres
son diferentes aunque claramente hidrofobicas. Esta variabilidad ha sido
informada anteriormente al comparar secuencias de ¢cDNAs de isoenzimas de
MnP de P. chrysosporium (Orth y cols., 1994). Se sabe que las secuencias lideres
y los sitios de hidrolisis proteolitica de los péptidos sefiales son altamente
variables entre procariotes y eucariotes (von Heijne, 1985). Los alineamientos y
comparacion de la secuencia aminoacidica de MnP13-1 con las otras MnPs de P.
chrysosporium (cepa BKM-F-1767) mostraron las identidades y porcentajes de
homologias siguientes: 260aa (69,1%) con MnP1, 262aa (68,9%) con MnP
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isoenzima H4, 266aa (70,4%) con la MnPlde la cepa OGC101 y 273aa (72%)
con la MnP isoenzima H3. La Figura 20 también muestra que ambos genes cDNA
de C. subvermispora tienen entre 8 a 12 residuos aminoacidicos extra a las MnPs

de P. chrysosporium.
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Figura 20. Comparacién de las secuencias aminoacidicas deducidas de los cDNA
: MnP1Pc (Bkm-1767) (Godfrey y cols., 1990), MnP1Pc (OGC101) (Pribnow y
cols., 1989), MnPHA4Pc (Pease y cols., 1989) y MnPH3Pc (Orth y cols., 1994) de
P. chrysosporium; MnP13-1Cs y MnP2-1Cs (parcial) de C. subvermispora. El
alineamiento miiltiple se realizé usando el método Clustal Genalign del
programa PCGENE de Intelligenetics. Los aminodcidos idénticos se denotan por
un asterisco. Los espacios son introducidos para optimizar los alineamientos,
excepto para MnP2-1 cuya secuencia es solo parcial.
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DISCUSION

El basidiomicete C. subvermispora secreta varias isoenzimas de MnP y
lacasa cuando crece ya sea en medio liquido o sobre madera. Esta observacién se
convierte en una evidencia adicional de que la multiplicidad de las enzimas
ligninoliticas es una caracteristica comin entre los hongos de pudricién blanca,
aunque el significado fisiologico de este fenémeno no es del todo comprendido.
Las MnPs aisladas desde cultivos del hongo en estado sélido son claramente
diferentes de aquellas producidas en medio liquido salino (Lobos y cols., 1994;
Larrain, 1994; Urzia y cols.,, 1995), aunque es todavia prematuro especular
acerca de cuales isoformas son mas importantes en la degradacién de lignina en
los ambientes naturales.

En el transcurso de esta investigaciéon fue posible observar que la
composicion del medio tiene una influencia sobre la produccién de enzimas por
este hongo. Por ejemplo, variaciones en la concentracién de Mn*2 en el medio
salino o su crecimiento sobre madera producen un perfil diferente en el patrén
isoenzimatico (Lobos y cols., 1994; Larrain, 1994). Ademés, el perfil
isoenzimatico del hongo que crece sobre madera cambia con la edad del cultivo, a
diferencia de los cultivos en medio liquido en los cuales se mantiene inalterable a
partir del octavo dia de crecimiento. En cultivos tempranos del hongo en medio
solido, mientras aun permanecen los nutrientes agregados externamente, las MnPs
que se producen son similares en cuanto a su masa molecular y pl a aquellas
producidas en medio liquido (Lobos y cols.,1994; Larrain, 1994). Mas tarde,
cuando la composicién del sustrato de crecimiento cambia a medida que el hongo
prolifera sobre la madera, se secretan MnPs con valores de pl menores y masas

moleculares mayores a las de las MnPs producidas en medio Hquido.
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Frente a los resultados obtenidos cabe preguntarse si ellos representan lo
que realmente ocurre cuando el hongo degrada la lignina en la madera, o solo
representan aproximaciones validas en las condiciones del laboratorio. En la
naturaleza los hongos crecen como un micelio que se extiende sobre la fase
solida, que para lograr acceder a su fuente energética debe superar la barrera que
corresponde a la lignina. Por el contrario, en un sistema liquido y en presencia de
abundantes fuentes energéticas, de facil acceso, el hongo crece como pellas y
obviamente no requiere degradar lignina. En este sentido, es posibie que los
resultados obtenidos cuando el hongo crece sobre madera en el laboratorio, se
aproximen mas a lo que ocurriria en la naturaleza. En P. chrysosporium, el hongo
ligninolitico mejor estudiado, la expresién de los genes que codifican para LiP y
MnP es finamente regulada. Estas enzimas son producidas solamente durante el
metabolismo secundario. Ademas, diferentes perfiles isoenziméticos son
observados tanto con la edad del cultivo (Pease y Tien, 1992), como con los
cambios en la composicion del medio (Leisola y cols., 1987, Pease y Tien, 1992;
Das y Reddy, 1990), como también a diferentes concentraciones de Mnt2
(Bonnarme y Jeffries, 1990; Pease y Tien, 1992). Ademas, P. chrysosporium
produce una especifica isoforma de MnP durante la degradacion del sustrato
sélido (Datta y cols., 1991). Por lo tanto, es probable que a lo menos algunas de
las caracteristicas de los mecanismos regulatorios del sistema ligninolitico de P.
chrysosporium y C. subvermispora sean similares.

Sin embargo, estd claro que los sistemas ligninoliticos de estos dos
hongos son diferentes, ya que P. chrysosporium produce LiP y MnP, pero no
lacasa. La biisqueda sistematica de la actividad LiP de C. subvermispora,

informada en otras publicaciones de nuestro grupo dio resultados negativos
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(Riittimann y cols., 1992; Riittimann-Johnson y cols., 1993; Larrain, 1994; Lobos
y cols., 1994), incluso utilizando dos tipos de ensayos espectrofotométricos y la
tincion por actividad de geles de IEF desarrollada en este estudio.

Con respecto a la lacasa, cuatro isoformas de esta actividad fueron
aisladas desde cultivos liquidos de C. subvermispora y parecen ser similares a
aquellas extraidas desde madera, aunque esta actividad fue limitada a‘los primeros
dias de crecimiento del hongo en medio sélido. Esta actividad también resultd
dependiente de la presencia de Mn*2 en el medio de cultivo. Esta dependencia ya
fue descrita para los genes que codifican para MnP de P. chrysosporium (Pease y
cols., 1989; Brown ¥ cols., 1991), pero la influencia de este metal sobre la
transcripcion de los genes que codifican para lacasa en C. subvermispora necesita
ser investigada a futuro. Por otra parte, la omisién de Cu™2 en el medio de cultivo
liquido también lleva a una reduccién de Ia actividad de la enzima hasta niveles
apenas detectables, pero concentraciones de este metal 10 veces mayores a las
normales no tienen efecto sobre el mivel de actividad enzimatica. Se podria
especular que la apoproteina de la lacasa puede estar presente en los cultivos en
ausencia de Cut2, aunque en una forma inactiva, de la misma manera como fue
mostrado por Huber y Lerch con Neurospora crassa (Huber y Lerch, 1987). De la
misma forma, experimentos Northern podrian entregar informacion acerca del
modo de accion de la p-anisidina, un inductor que ha resultado muy potente con
otros hongos (Shuttleworth y cols., 1986).

Con respecto a la influencia de la concentracion de Mn y Cu sobre los
niveles de actividad enzimatica, es importante mencionar que los resultados del
analisis del contenido de Mn en madera de pino (Pinus sylvestris) varian

dependiendo de su origen. Los valores para Mn se encuentran entre 51-112 ppm
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en madera seca, en tanto que los de Cu son algo mis variables, llegando a no mas
de 50 ppm en madera seca (Fengel y Wegener, 1989). En otras palabras, ambos
elementos inorganicos no se encuentran en concentraciones limitantes, lo que
puede explicar la dependencia que tienen los niveles de actividad de.MnP y lacasa
de la presencia de estos elementos inorganicos, lo que sin duda merece ser mas
estudiado, tanto a nivel transcripcional como post-transcripcional.

Los pls de las isoenzimas de lacasa parecen variar con la composicién del
medio y con el tiempo del cultivo, aunque siguen estando en el rango informado
en la literatura para las lacasas de otros hongos (Galliano y cols., 1991; Maltseva
y cols., 1991; Vares y cols., 1992). Dos isoformas principales con pls de 3,65 y
3,59 fueron observadas en medio liquido salino. Otras dos isoformas con valores
de pl menores de 3,53 y 3,47 también fueron detectadas en menor nivel. Sin
embargo, las cuatro isoformas de lacasa son igualmente expresadas cuando el
hongo se crece en medio YMPG, aunque con valores de pl ligeramente mayores a
los de medio salino, mientras que en medio salvado de trigo aparecen isoformas
con valores de pl aiin mayores , lo que sugiere un menor grado de glicosilacién.
Una quinta isoforma de lacasa con un valor de pI de 4,82 también ha sido
detectada en cultivos en medio salino (Lobos y cols., 1994). Aunque las
condiciones que favorecen su produccién no son atn reproducibles, no se
descarta que se trate de un producto génico diferente, pero se requiere de mayor
evidencia. Esta se puede obtener ya sea secuenciando el extremo amino-terminal
de Ia proteina purificada, mediante la metodologia disefiada en esta tesis, como
también a partir de estudios a nivel genético molecular. Asi también, a medida
que avanza el tiempo de cultivo en medio salino aparecen bandas de lacasa con

mayores valores de pl a los determinados a partir del dia 13 y que dan una intensa
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reaccion de oxidacién del sustrato utilizado para su deteccion en geles de IEF.
Una hipotesis que se puede barajar es que algunas de estas isoformas que
aparecen a tiempos largos de cultivo, asignadas en principio como lacasas, sean
en realidad mezclas de isoformas de lacasas y MnPs, estas 0ltimas como las
observadas en medio solido, ya que sus valores de pl son muy similares. El
requerimiento de familias de isoenzimas en la biodegradacion de lignina no esta
claro y se requiere de mayor evidencia experimental para responder a esto.

Con respecto a la influencia del grado de glicosilacion sobre el punto
1soeléctrico, resultados preliminares no presentados en esta tesis, demuestran que
el grupo de isoenzimas de MnP aisladas desde medio liquido salino sufre un
aumento importante del pI después de desglicosilacion. Este efecto se podria
deber a cargas negativas extras aportadas por los grupos aziicares o a un cambio
en la conformacion de la cadena polipeptidica. Sin embargo, la naturaleza de Ia
glicosilacién en este hongo es desconocida y la existencia de enlaces N y O-
glicosidicos s6lo es sugerida a partir de la secuencia aminoacidica deducida de la
secuencia nucleotidica. Lamentablemente, no fue posible determinar el papel que
Jjuega la glicosilacion en la actividad enzimatica, debido a que el amortignador de
la endoglicosidasa F utilizada contiene un potente inhibidor de la actividad
peroxidasica, como es la azida de sodio. De esta manera no fue posible relacionar
un cambio en la conformacién de la proteina con alteracién en la actividad
enzimatica,

La gran proximidad en los pls de las distintas isoformas de MnP y lacasa
secretadas por C. subvermispora en distintos medios de cultivo hizo necesario el
disefio de una estrategia de purificacion que combiné principalmente la

cromatografia de intercambio anionico a través de una columna de Q-Sepharosa,
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seguida por IEF preparativo en aparatos especialmente disefiados en este estudio.
Las distintas isoenzimas de MnP con valores muy cercanos de pls, pudieron ser
aisladas tanto desde el medio liquido salino como también desde el medio sélido,
para su posterior estudio y secuenciacion amino-terminal. Asi mismo, las
isoformas individuales de lacasa con valores de pl muy similares pudieron ser
aisladas desde medio YMPG, debido a la gran produccién de lacasa cuando el
hongo crece en este medio. Anteriormente fue descrito que otros métodos de
purificacién, incluyendo FPLC (cromatografia liquida de alta resolucién para
proteinas), no son'capaces de resolver las isoenzimas de MnP ni de lacasa
producidas por este hongo (Riittimann y cols., 1992).

La masa molecular aparente de la isoenzima de lacasa con pl 3,6 fue
estimada en 79 kDa, el que resulta sorprendentemente alto si se compara con las
masas moleculares determinadas para otras lacasas de basidiomicetes de
pudricion blanca, las cuales estan en el rango 55-65 kDa (Galliano y cols., 1991;
Maltseva y cols., 1991; Niku-Paavola y cols., 1988; Vares y cols., 1992). Si
suponemos que el fratamiento con endoglicosidasa F de la lacasa de C.
subvermispora fue cuantitativo, se puede estimar que esta isoenzima contiene
alrededor de un 20% de carbohidrato. Sin embargo, la mobilidad electroforética
no es un criterio muy exacto para estas determinaciones, ya que al menos en SDS-
PAGE no esta claro como estos pardmetros son influenciados por el contenido en
carbohidratos de la proteina. Se debe considerar que la determinacién de masas
moleculares a través de electroforesis en SDS-PAGE requiere Ia unién de
aproximadamente una molécula del detergente por cada dos residuos
aminoacidicos, lo que confiere una carga neta negativa a la cadena polipetidica.

En consecuencia, la razén carga/tamafio en la cadena polipeptidica serd
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virtualmente idéntica para todas las proteinas, y la separacion de diferentes
proteinas sera el resultado del impedimento a la migracién del complejo SDS-
proteina a través del tamiz molecular o porosidad del gel, migrando hacia el
dnodo en forma inversamente proporcional al tamafio de la proteina. De esta
manera se puede esperar que el contenido de carbohidratos de la cadena
polipeptidica afecte severamente 1a migracion de la proteina ya sea impidiendo la
unidn de la cantidad adecuada de SDS, modificando la forma de la proteina o
aumentando su masa molecular.

La masa molecular de las distintas isoenzimas de MnP secretadas por C.
subvermispora en medio liquido fue de alrededor de 52,5 kDa, mientras que las
masas moleculares de las isoenzimas extraidas desde madera fue de 52,5 kDa y
62,5 kDa dependiendo de la edad del cultivo sélido (Lobos y cols., 1994; Larrain,
1994). En un principio, en este estudio se manejaban varias hipétesis que podian
explicar la multiplicidad de isoformas de MnP y lacasa observadas. El fenémeno
se podria deber a un grado diferencial de glicosilacion debido a un procesamiento
post-traduccional diferente, como también a la expresién de diferentes genes o de
alelos del mismo gen. Un ejemplo de esto iltimo es lo reportado para las LiPs de
P. chrysosporium (Cullen y Kersten, 1992). En cuanto a la presencia de variantes
alélicas codificantes para isoenzimas con valores de pl diferentes, esto ya ha sido
mostrado para glioxal oxidasa en P. chrysosporium (Kersten y Cullen,
comunicacion personal). Con respecto a un procesamiento post-traduccional
diferente, ciertamente un grado diferencial de glicosilacion de un mismo producto
génico puede dar enzimas con diferentes valores de pl, aumentando fuertemente
la masa molecular aparente determinada mediante SDS-PAGE. Por ejemplo, la

desglicosilacion de las isoenzimas producidas en medio sélido por C.




el

99

subvermispora produce una disminucién de la masa molecular desde 62,5 kDa
hasta cerca de 52 kDa (Larrain, 1994) lo que representa un porcentaje de
glicosilacion del 16,8 % en funcién de la masa molecular.

Como primera aproximacién a determinar el nimero de los genes
correspondientes, se realiz0 la secuenciacién amino-terminal de las ftres
isoenzimas de medio sélido (Larrain, 1994) y de al menos cuatro isoformas
aisladas desde cultivos liquidos de C. subvermispora. Las secuencias amino-
terminales de cuatro isoenzimas de MnP producidas por C. subvermispora en
cultivos liquidos fueron similares, pero claramente diferentes. Este resultado
sugiere fuertemente que estas isoenzimas pueden representar los productos de
genes separados, aunque no se puede excluir la posibilidad de que ellas
representen variaciones alélicas en un basidiomicete como C. subvermispora. Por
el contrario, las secuencias amino-terminales de las tres isoenzimas de MnP
aisladas desde madera parecieran ser iguales, por lo que sus diferentes valores de
plI podrian reflejar variaciones en sus contenidos en carbohidratos. Por otra parte,
sus mayores masas moleculares comparadas a las MnPs de cultivos liquidos
también sugieren la presencia de mas de un gen. Hasta la fecha, semejante
multiplicidad en genes que codifican para MnP solamente ha sido demostrada en
P. chrysosporium (Pease y Tien, 1992; Pease y cols., 1989; Pribnow y cols.,
1989). Los resultados de este estudio arrojan una pregunta inevitable acerca del
papel que cumplen estos genes en la degradacion de lignina.

En el mismo contexto anterior, este estudio se enfocé posteriormente
hacia las lacasas de C. subvermispora. Los datos proporcionados por la
secuenciacion amino-terminal de las tres isoenzimas de lacasa producidas por el

hongo en medio YMPG, sugieren que las isoformas de pI 3,71 y pI 3,65 son
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productos de un mismo gen y que las diferencias podrian deberse a diferentes
grados de glicosilacion. En cambio, la isoforma -de pl 3,60, que posee una
secuencia amino-terminal diferente, debe corresponder al producto de otro gen.
Para determinar si las diferencias en los valores de pl de las isoformas de pI 3,71
y 3,65 representan solamente modificaciones post-traduccionales de una misma
proteina se requiere de mayor estudio, ya sea realizando un mapeo peptidico o
secuenciando los genes codificantes. Si se comprobara que sélo corresponden a
modificaciones post-traduccionales podriamos estar ante un caso que contrasta
con los numerosos precedentes para familias de genes en basidiomicetes como en
A. bisporus (Perry y cols., 1993), C. hirsutus (Kojima y cols., 1990) y Polyporus
pinsiti (Yaver y cols., 1994).

Para estudiar la regulacion de la expresion génica de las enzimas
involucradas en la degradacion de lignina, se hace indispensable contar con
auténticos clones cDNA de MnP y lacasa, para ser usados como sondas en
experimentos tipo Northern. Ademas, estos clones proporcionarian la informacién
necesaria para deducir su secuencia aminoacidica y estructura primaria, al mismo
tiempo que confirmaria su homologia con genes de MnP y lacasa ya clonados en
P. chrysosporium y en otros hongos ligninoliticos. Por este motivo, el DNA
gendémico de C. subvermispora fue utilizado para un aislamiento directo de
fragmentos con homologia a una sonda correspondiente al cDNA de todo el largo
del gen MnP de P. chrysosporium. Esta primera estrategia fue llevada a cabo en
un par de ocasiones con resultados negativos, y los fragmentos de DNA clonados
mediante este protocolo hasta ahora no han sido identificados, pero después de su

secuenciacion parcial resulta claro que ellos no corresponden a genes de MnP.
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Los intentos por clonar algin miembro de la familia de genes codificantes
de MnP mediante transcripciéon reversa y PCR también dieron resultados
negativos, Varios oligonucleotidos partidores para la amplificacién de cDNAs por
PCR fueron disefiados a partir de las secuencias amino-terminales obtenidas tanto
de las isoenzimas secretadas por C. subvermispora en medio liquido salino con;o
también creciendo sobre madera. Estos partidores poseian diferentes grados de
degeneracion, ain después de seleccionar los codones de mayor uso en P.
chrysosporium. Como no se disponia de informacién respecto a secuencias
internas hacia el carboxilo-terminal de estas isoenzimas de MnP, no se pudo
utilizar partidores antisentido, por lo cual los protocolos siempre incluyeron el
uso de oligo(dT) para la sintesis de los cDNA de una hebra por transcripcién
reversa. Diversos ensayos de transcripcion reversa y PCR arrojaron productos
cDNAs inespecificos, siendo posible pensar que el error estuvo en el disefio de
los oligos partidores o en su alto grado de degeneracién, ya que la transcripcion
del mRNA no parece haber sido el problema. Ha sido descrito anteriormente que
para una amplificacion exitosa de cDNAs no es necesario un perfecto apareo de
los oligonucletidos partidores (Lee y Caskey, 1990; Frohman y cols., 1988),
siendo entonces posible la obtencién de productos de PCR auténticos con hasta
un 20% de apareo imperfecto entre el partidor y el templado. En la puesta en
practica de esta estrategia se consideraron numerosos parametros, tales como las
temperaturas de apareamiento, concentracién de oligonucledtidos y de Mg+2,
etc., invirtiendo una apreciable cantidad de tiempo y esfuerzo hasta la verificacion
final de los productos de PCR mediante secuenciacion del DNA. Habiéndose

obtenido resultados negativos, finalmente se opté por una estrategia diferente

~
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consistente en la preparacion de un banco cDNA del hongo en condiciones donde
los transcriptos de MnP fueran abundantes.

La genoteca de cDNA realizada el dia 10 de cultivo de C. subvermispora
en medio liquido salino tomd dos semanas en ser construida y un mes en ser
analizada, utilizando en primera instancia la sonda de cDNA MnP15-2 de P.
chrysosporium. El DNA plasmidial preparado desde los clones positivos
subclonados en pZL1 se presento en forma de dimero y el tamafio de los insertos
de cDNA fue estimado mediante digestién con Sal I y Not I. Este procedimiento
de andlisis también resultd 1til para caracterizar en forma preliminar los cDNAs,
ya que algunos de ellos contenian sitios internos para Sal I, liberando varios
fragmentos de DNA visualizados por electroforesis en geles de agarosa. Los
clones con tamafios menores a 1 Kb fueron descartados para el andlisis. Cuatro
clones de cDNA de MnP fueron obtenidos con tamafios entre 1,2 Kb y 1,5 Kb.
Estos mostraron gran homologia pero fueron claramente distintos en cuanto a su
mapa de restriccién parcial, ya que liberaron fragmentos de tamafio diferente
después de digestion con Sal I y Not I. Dos de estos clones (A/4-1 y A/18-1)
fueron secuenciados parcialmente y resultaron truncados en diferente extension
en su extremo amino terminal, por lo que no fueron analizados para los objetivos
de esta tesis. Sin embargo, la secuencia de estos clones truncados también mostrd
corresponder a cDNAs de MnP, cuando fueron enviadas a un banco de secuencias
nucleotidicas mediante el servidor BLASTn. Las homologias superiores a un 60%
se obtuvieron en la region de Ia histidina distal al grupo hemo y regiones
flanquentes. Lamentablemente los clones A/4-1 y A/18-1 se encontraban truncados
en diferente extension en la zona anterior a la histidina distal, hacia el amino-

terminal, lo que impidié determinar de cual isoenzima se trataba.

*
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Los clones MnP2-1 y MnP13-1 corresponden a los ¢cDNA de todo el
‘largo del gen de la MnP de C. subvermispora, y presentan una homologia
nucleotidica de 82,9% y aminoacidica de 85,1% en el amino terminal incluyendo
la regién correspondiente al péptido sefial. Estos cDNAs presentan un mapa de
restriccion parcial claramente distinto, por lo que se puede concluir que provienen
de diferentes genes. La secuencia aminoacidica N-terminal deducida de la
secuencia nucleotidica del clon MnP13-1 es muy similar a la determinada
experimentalmente para las MnP aisladas de cultivos sélidos y para el caso de
MnP2-1 su secuencia aminoacidica es idéntica (comparar Fig. 12b con Fig. 17B).
Este resultado demuestra claramente la presencia de mensajeros para la MnP de
medio s6lido cuando el hongo crece en medio liquido salino, lo que podria
significar que éstos 1o son traducidos en una proteina madura o bien que sus
isoenzimas se encuentran en un nivel muy bajo como para ser detectadas el dia 10
de cultivo en medio liquido. Hay que recordar que sélo a partir del dia 13 es
posible apreciar isoformas de bajo pl correspondientes a lacasa, las que podrian
enmascarar alguna isoforma de MnP de medio sélido debido a su similar pl. Si los
mRNAs de MnP de medio s6lido no son traducidos o procesados eficientemente
en el hongo que crece en medio liquido es una cuestién que debe estudiarse a
futuro, ya que podria resultar en un mecanismo de regulacion de la expresion muy
interesante.

El cDNA MnP13-1 tiene 1285 nucleotidos excluyendo la cola poli(A),
con un contenido G+C del 63,1% solamente en la region codificadora. Un alto
contenido G+C ha sido también encontrado en todos los cDNA de MnP de P.
chrysosporium. Esta caracteristica codogénica podria reflejar un rapido recambio

y una alta velocidad de sintesis de 1a enzima. Similar contenido G+C ha sido
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encontrado en genes de levadura altamente expresados (de Boer y Kastelein,
1986) como también en genes de otros hongos filamentosos (Pribnow y cols.,
1989; de Boer y cols., 1987). La proteina MnP13-1 madura deducida tiene 364
aminodcidos, los cuales son precedidos por una secuencia aminoacidica lider de
24 aminoécidos. La masa molecular deducida de la secuencia nucleotidica para
MnP13-1 es de 38.126 daltons, o sea el 72,6% de la masa molecular aparente
determinada por SDS-PAGE. Esta gran diferencia no solo puede ser debida a
modificacién postraduccional por glicosilacion, sino también a una migracién
anémala en SDS-PAGE. Diferencias levemente menores han sido descritas con
las masas moleculares deducidas y observadas de las MnPs de P. chrysosporium,
ya que comparativamente, MnP13-1 de C. subvermispora tiene dos sitios
adicionales para N-glicosilacion potencial y 15 adicionales sitios potenciales para
O-glicosilacion.

Una comparacion de las secuen'céas aminoacidicas de MnP13-1 con las de
LiP y otras peroxidefsas muestra un alto grado de homologia en las regiones
cercanas al sitio activo (Figura 21A). Ademas de las His distal y proximal (H46 y
H' en la MnP13-1 madura), una Arg cercana a la His distal (R*) es bien
conservada en MnP (H3: Orth y cols., 1994; H4: Pease y cols., 1989; MnP1:
Pribnow y cols., 1989), LiP (H2: de Boer y cols., 1987; H6: Andrawis y cols,,
1989; HS8: Tien y Tu, 1987; TvLipl: Black y Reddy, 1991), peroxidasa de rabano
(HRP: Welinder, 1977), citocromo-c-peroxidasa (CCP: Kaput y cols., 1982) y
peroxidasa de nabo (Welinder y Mazza, 1977). En todas las peroxidasas, excepto
citocromo-c, los residuos F y D que se encueniran inmediatamente vecinos a la
His distal estan muy bien conservados. En LiP (Kuila y cols., 1985), MnP (Mino

y cols., 1988) y ofras peroxidasas se ha propuesto que la His proximal, ligando
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Peroxidasa aa His distal His proximal aa

Turnip 3s SILRLFFHDCF RDMVALSGAHTIG 177

HRP 3s SILRLHTHDCF SDLVALSGGHTFG 173

ccp 45 VLVRLAWHTSG REVVALMGAHALE 177

LiP(H2) 41 EALRMVRHDSI IETVHLLSAHSIA 181

LiP (HB) 40 ESIRLYRHDSI LELVWMLSAHSVA 179

LiP(HB) 40 ESIRLVRHDSI LELVWMLSAHSVA 179

LiPH{10) 40 ESIRLVRHDSI LELVWMLSAHSVA 178

TVLiP1 48 ESLRLTFHDAT ILTVWLLTAHTVA 183

MnPH3 3% EVIRLTRHDAIL FEVWSLLASHSVA 176

MnPH4 39 EVIRLTRHDAI FEVVSLLASHTVA 176

MnP1Pc(BKM~1767) 37 EVIRLGFHDAI FEWSLLASHSVA 1735

MRP1Pc(DGC101) 37 EVIRLTFHDAL FEVVSLLASHSVA 174

MnP13CS 39 EIIRLTFHDAI FEVVSLLASHSVA 175
R, O, * . oL.E, .

Peroxidasa

TOPA IPSPFE

HRP LPAPFF

MnP~-Pc 141 I PEPQD 145

LipP VPEPFH

cipP IPGPGEN

MnP13Cs 140 I PVPQQD 145

Figura 21. Comparacién de la secuencia aminoacidica de MnP13-1 de C
subvermispora con otras peroxidasas en las regiones cercanas a la His proximal
y distal (A), y en el sitio de unién aromdtico (B). Los aminodcidos de las
peroxidasas fueron alineados suponiendo localizaciones similares de los residuos
His y del motive L/V/I-P-X-P. Los alineamientos de subsecuencias fueron
realizados mediante el programa PCGENE de intelligenetics.
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axial del grupo hemo, participa en la hidrdlisis del peréxido como un catalizador
cido-base (Poulos y Kraut, 1980). Ademas, en las MnPs es posible apreciar
claramente el sitio de unién del ién Mn, E*® y E¥ (Sundaramoorthy y cols.,
1994).

Otro motivo de cuatro aminoacidos conservados, L/V/I-P-X-P, es
compartido por las peroxidasa de hongos y plantas (Fig. 21B). En HRP, la cual
oxida directamente sustratos fendlicos, los residuos F'> y F'* siguen
inmediatamente este motivo. Se piensa que el segmento peptidico que contiene
estos residuos es la entrada al canal del sitio activo, sobre el lado distal del grupo
hemo. Mediante NMR se evidencia que estos residiios F estan involucrados en la

unién del sustrato (Veitch y Williams, 1990). Modelos de la unién de alcohol

148 de LiP, que alinea con F'% de HRP, estaria en

verafrilico a LiP indican que F
contacto con alcohol veratrilico (Poulos y cols., 1993). La secuencia homoéloga
correspondiente al motivo L/V/I-P-X-P en MnP1l, MnPH3 y MnPH4 de P.
chrysosporium es IPEPQD. En cambio en MnPI3-1 de C. subvermispora la
secuencia homéloga, IPYPQD, es menos hidrofilica habiendo un cambio de Asp
por Val (Fig. 21B). Se ha supuesto que la secuencia hidrofilica QD podria
facilitar la entrada del i6n Mn y al mismo tiempo inhibir la unién de sustancias
aromaticas. De esta manera se podria pensar que la enzima MnP de C
subvermispora tendria la potencialidad de unir y oxidar sustratos aromadticos en
ausencia de Mn. Lo anterior es reafirmado por los resultados obtenidos
recientemente en este grupo con otras isoenzimas de MnP de C. subvermispora
(Urztia y cols., 1995). En el referido trabajo se demuestra que el requerimiento de

2 . )
Mn" varia de acuerdo al sustrato agregado a la mezcla de reaccién y es diferente

para cada una de las isoenzimas, las cuales son capaces incluso de oxidar 4cido
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kojico, un metabolito secundario aromatico, comportindose como oxidasas
{Urza y cols., 1995),

La composicion aminoacidica para MnP13-1 madura se muestra en la
Tabla 3. Particularmente, los residuos A(10,7%), L(9,1%), P(8,8%) y D(8,5%),
son los mas abundantes. Al comparar el contenido D+E (12,4%) con K+R (3,3%)
en la proteina madura se encuentra una diferencia que es consistente con el pl
acidico observado para isoenzimas de medio sélido (pls entre 3,20 a 3,53; véase
Lobos y cols., 1994; pl tedrico calculado para MnP13-1 fue 3,63, esta tesis). Al
igual que las MnP de P. chrysosporium, MnP13-1 posee 10 residuos C por lo que
probablemente forma cinco puentes disulfuro en la proteina madura. Finalmente,

solo residuos Y estan ausentes en la proteina.




Tabla 3

Composicién aminoacidica de MnP13-1

Aminodcido Nimero Porcentaje
A 47 12,0
R 9 2,3
N 15 3,9
D 31 8,0
C 10 2,6
Q 18 4,6
E 14 3,6
G 27 7,0
H 5 1,3
1 16 4,1
L 37 9,5
K 4 1,0
M 8 2,1
F 25 6,4
P 33 8,5
S 34 8,8
T 28 7,2
W 1 0,3
Y 0
A\ 26 6,7

Total 388

108
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PROYECCIONES

Las conclusiones obtenidas en este trabajo de tesis dan lugar a varias
proyecciones a corto plazo. Una que resalta claramente es la biisqueda de nuevos
cDNAs de MnP distintos a los ya analizados, como también cDNAs para lacasa,
utilizando para ello la misma genoteca cDNA ya construida. Especialmente
interesante se torna la busqueda de cDNAs de MnP producidas por el hongo en
medio liquido salino, puesto que probables cDNA para estas MnP se encontraron
truncados en su amino-terminal. Esto permitiria comparar su secuencia
nucleotidica y aminoacidica con las de cDNAs de medio s6lido analizadas en esta
tesis. En segundo lugar, resulta obvio que la disponibilidad de sondas homélogas
para las MnPs de C. subvermispora no solamente facilitard el entendimiento de su
regulacién a nivel transcripcional a través de analisis Northen, sino también la
bisqueda de genes de MnP usando DNA genémico del hongo. En estos iiltimos se
podran identificar regiones reguladoras e identificar el nfimero y disposicién dé
intrones, comparandolos con genes de MnP ya descritos en otros hongos.
También resulta interesante, a Ia luz de los resultados, comprender a cabalidad
cudl es el mecanismo que regula la diferencial expresion de los genes de MnP
producidas en medio solido, porque si bien es cierto en medio liquido no ha
quedado descartada, la presencia de isoenzimas detectadas en medio s6lido, no es
menos cierto que en cultivos en fase solida solo isoenzimas especificas de medio
predominan a tiempos tardios. Basado en este tipo de experimentos se puede
llegar a una importante conclusion en cuanto a correlacionar la presencia de
mRNAs para alguna de las isoenzimas de MnPs con la mineralizacién de lignina

in vitro.




110

Varias estrategias pueden ser concebidas para aproximarse a comprender
el significado de la multiplicidad enzimitica de MnP en C. subvermispora y
extrapolarla a lo que también ocurre en otros hongos ligninoliticos. Una de éstas
es el estudio genético molecular ya mencionado. Sin embargo, una via mas directa

> para este analisis podria consistir en la caracterizacion enzimoldgica de cada una
de las isoformas aisladas, utilizando los métodos de purificaciéon aqui
desarrollados, esperando que posean diferencias de importancia para el proceso
ligninolitico. De hecho, este trabajo ya se ha iniciado en el laboratorio (Urzia y
.cols, 1995).

La identificacion de regiones gendmicas reguladas por manganeso en los
genes de MnP, como ha sido revelado en P. chrysosporium, requiere a futuro Ia
caracterizacion de los factores de transcripcién y genes que estin involucrados.
También se hace muy interesante el tratar de lograr una eficiente expresion de los
genes de MnP en otros hongos filamentosos, lo que permitirfa también aportar a

la generacion de sistemas de expresion heteréloga en hongos filamentosos.
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