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Resumen

La lignocelulosa es el colxponente mayoritario de las plantas y representa rna
gran fuente de materia orginica renovable. Esta colxpuesta de lignina, pectina, celulosa
y hemicelulosas. Las hemicelulosas son el componente mayoritario luego de la celulosa.
Estin constituidas  por  rna serie  de polisacdridos,  entre  los  que  destacan los  xilanos,
galatanos,  mananos  y  arabinanos,  los  cuales  se  definen  en  funci6n  del  azdcar  que
contiene la cadena principal.

La    degradaci6n    de    las    hemicelulosas    es    llevada   a    cabo    por    varios
microorganismos, entre ellos bacterias y hongos, quienes producen rna gran variedad de
enzimas   para   degradar   esos   corxplejos   sL"os   polimdicos.    Sin   embargo,   la
degradaci6n de estos pohiaciridos se ve limitada por la pre§encia de cadenas laterales,
entre otras,  de residuos  de arabinosa.  Las  arabinofuranosidasas  (Abf) son las  enzimas
encargadas de catalizar la hidr6lisis de estos residuos.

La  enorrne  cantidad  de  desechos  lignocelul6sicos  agroindustriales  puede  ser
convertida a productos con valor agregado mediante la utilizaci6n de dichas enzimas,
por lo que §e requiere de un inejor entendimiento de ellas,

El  hongo  Pc#z.cj//J.2tM p#rpr7`oge#wm  produce  rna  gran  variedad  de  enzimas
hemicelulolitic.as.  Se han purificedo y caracterizado un importante ndmero  de enzimas
de este organismo, entre ellas endoxilanasas, acetilxilano esterasas, J}-xilosidasas y rna
arabinofiuanosidasa.

Este trabajo se enfoc6 en el estudio de rna segunda arabinofuranosidasa (Abf2).
Se  identific6  al  L-arabitol  como  el  nejor  inductor  para la producci6n  de  Abf§.  Sin
embargo  otras  fuentes  de  carbono  naturales,  que  presentaron  altos  niveles  de  esta
actividad fueron: coseta de remolacha, coronta de maiz y xilano de avena.

Se purific6 1a Abf 2 en cinco pasos:  ultrafiltraci6n del sobrenadante de cutlivo,
fraccionamiento   con   sulfato   de   amonio,   cromatografia  de   intercambio   cati6nico,
cromatografia de intercanbio ani6nico y cromatografia de interaccidn hidrofobica.  El
rendimiento  de esta purificaci6n  fue  de aproximadanente  3%.  La enzima purificada
posee rna rnasa molecular de 70 KDa, detemrinada por SDS-PAGE y un pl de 5,3. Las
caracteristicas  cin6ticas  mostraron que posee un pH  6ptimo  de 5,0 y  una temperatura
6ptima de 60°C. Ademds, es estal)le a temperaturas inferiores a 50 °C. Presenta rna KM
de 0,1 " para pNPAra.

El  gen  c!b/2  posee  un  marco  de  lectura  al)ierto  de  2.295  pb,  inclnyendo  7
intrones y codifica para rna proteina de 635  aminodeidos con un pdytido serial de   17
aminoacidos, y con una nasa molecular calculada de 67.212 Da, la cual pertenece a la
familia 51 de las glicosil hidrolasas (GH51). Poses seis posibles sitios de glicosilaci6n y
los residuos E357 y E434 constitnyen los posibles residuos cataliticos de esta enzima,

La secuencia de 553 pb rio arriba de dicho gen present6 posibles sitios de uni6n
a factores  de  transcripci6n:  dos  posibles  sitios  de  uni6n  a  CreA,  un posible  sitio  de
union a AlcR, un posible sitio de union a Acel, cuntro posibles sitios de union a AreA y
dos cajas CAAT.

Se observ6  inducci6n  de  las  arabinofuranosidasas  de P, p"rpztroge#c{m  con L-
arabitol  y  L-arabinosa,  un  poliol  y  rna  pentosa  respectivamente,  no  asi  con  otros
intermediarios metab6licos tales como xilitol ni D-xilosa.  Esta inducci6n es suprimida
por represi6n catab6hca mediada por glucosa.
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Abstract

Lignocellulose is the major component of plants and it represents a great source
of  renewable   organic   matter.   It   is   composed   of   lignin,   pectin,   cellulose   and
hemicelluloses.  Hemicelluloses  are  the  major  component,  after  cellulose.  They  are
cousituted by a sot of polisacharides:  xylans, galactans, mannans and arabirmns, which
are named after the sugar that forms the main chain.

The degradation of hemicelluloses  is  performed by  bacteria and  fungi,  which
produce a variety of enzymes capable of degrading those complex polimeric substrates.
However,  this  degradation  is  limited  by  the  presence,  among  others,  Of arabinose
residues  side  chains.   Arabinofuranosidases   (Abfs)  are  the  enaymes  in  charge  of
catalyzing the hydro lisis o fthese residues,

The enormous amount of agroidustrial lignocellulosic wastes can be converted
to  value  added products  by  the  uthation of hemicellulolytic  enaymes,  thus  a better
understanding of them is required.

The    fungus    Pe#jcz.J/j.z{m   piirprroge##m    produces    a    great    variety    of
hemicellulolytic enzymes. Several of them have been purified and characterized, among
them endoxylanases, acetylxylane esterases, P-xylosidases and one arabinofuranosidase.

'Ihis work focused on the study of a second arabinofuranosidase (Abf 2).

L-arabitol was identified as the best inducer for the production of Abft. However, other
carbon sources such as sugar beet pulp,  com cob and oat spelt xylan, produced high
levels of activity.

Abf 2 was purified in five stays:  supematant ultrafiltration, ammohium sulfate
fractionation,  cation  exchange  chromatography,  anion  exhange  chromatography,  and
hydrophobic    interaction    chromatography.    The    yield    of   this    purification    was
approximately 3%. The purified enzyme has a molecular mass of 70 KDa, determined
by  SDS-PAGE,  and  an  isoelectric  point  of 5,3.  The  kinetic  properties  showed  an
optimum pH of 5.0  and an optimum temperature of 60 °C.  Moreover,  it  is  stable at
temperatures below 50 °C. The KM for pNPAra is 0.1 inM

The crb/2 gene has an open reading frame of 2,295 bp, including 7 introus and it
codes for a protein of635 residues, with a signal paptide of 17 residues, and a calculated
molecular mass of 67,212 Da.

Abf 2 is found to belong to the family 51  of the glycosyl hydrolases (GH51). It
has six possible glycosylation sites and residues E357 and E434 have been predicted as
the posible catalytic residues of this enzyme.

A 553 bp upstream sequence of the c!b/2 gene showed possible binding sites for
transcription factors: two possible binding sites to  CreA,  one possible binding site for
AlcR, one possible binding site for Acel, four possible binding sites for AreA and two
CAAT boxes.

Induction of the production of arabinofuranosidases  of P. p#xp!iroge#"in was
observed with L-arabitol and L-arabinose, a pentiol and a pentose respectively, but was
not observed with xylitol or xylose.  This  induction is suppressed ty carbon catabolite
repression exerted ty glucose.

IX



1. Introducci6n.

Los  carbohidratos juegan  un rol  clave  en los  organismos  vivos.  Las  plantas,  algas  y

algunas  bacterias  utilizan  la  fotosintesis  para  convertir  la  energia  solar  en  energia

quimica, la que luego  es almacenada en forma de carbohidratos.  La hidr61isis de estos

carbohidratos provee la energia necesaria para la vida.

Las ccslulas vegetales estin rodeadas por rna pared celular dininica,  compuesta de un

complejo arreglo de carbohidratos, lignina y proteinas, llamada lignocelulosa, la que no

solo  proves  la flexibilidad  necesaria  que  facilita  el  crecimiento  y  el  desarrollo  de  la

planta, sino que tambien le da la fuerza y rigidez que necesita para enfrentar los ataques

fisicos  y  microbianos.  Esta envoltura determina  eventualmente  el tamafio  final  de  la

planta.

La  lignocelulosa  representa  la  mayor  fuente  de  materia  orginica  renovable  de  la

biosfera, y las propiedades quimicas de sus componentes la hacen un sustrato de enorme

valor  biotecnol6gico   (Malherbe  y   Cloete,   2003).   Grandes   cantidades   de  "basura"

lignocelul6sica  son  generadas  por  las  prdeticas  forestales  y  la  agricultura,  industrias

papeleras,  industrias  de  la  madera  y  muchas  agroindustrias,  pricticas  que  provocan

problemas de contaminaci6n ambiental. Lamentchlemente,  la mayor parte de la basura

lignocelul6sica se desecha mediante quemas de biomasa, la cual no esta restringida solo

a los parses en vias de desarrollo, sino que es cousiderada un fen6meno global (Levine,

1996).  Sin embargo,  la gran  cantidad  de  biomasa  vegetal  residual  considerada  como

"desechos" puede ser potencialmente convertida en varios productos de valor agregado

inclnyendo   biocombustibles,    productos   quilnicos,   materias   primas    baratas   para

fermentaci6n  y    alimentos  animales  mejorados,  mediante  la  utinzaci6n  de  enzimas

lignoceluloliticas.



EL estudio de estas enzimas se hace por lo tanto rm]y necesario, ya que su utilizaci6n en

la industria requiere de un conocimiento previo  de sue caracteristicas,  su funci6n,  su

especificida4  su eficiencia y las  condiciones 6ptinas necesarias para llevar a cabo la

catalisis. Por lo demis, es el conocimiento de estas caracteristicas el que puede tambich

facilitar el desanollo de rna tecnologha ambientalmente nhs amigable.

I.I Composici6n de las hemicelulosas

La lignocelulosa esfa compuesta principalmente de hemicelulosas,  lignina,  celulosa y

pectinas.  La celulosa y  hemicelulosas  son  los  polisacaridos  mayoritarios  de  la  pared

celular vngetal, y dan cuenta de aproximadanente el 70% de toda la biomasa vegctal,

siendo  las  hemicelulosas  los  poumeros  nds  abundantes  luego  de  la  celulosa  Ellas

representan  cerca  de  20-35%  de  la  biomasa  lignocelul6sica  (Ward  y  Moo-Young,

1989).

Las hemicelulosas son polisaedridos encontrados en asociaci6n con la celulosa mediante

puentes de hidr6geno y fuerzas de Van den Waals, y con la lignina mediante enlaces

covalentes tipo cter y deter (Figura 1).
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Figura I. R€presentaci6n esquonffica simpLificeda de la pared cdular vegctal. En eua se
destaca la disposici6n ds la celulosa y las hemicelulosas.



El t6rmino  `Themicelulosa" fue introducido  en  1891  por Schulze (Schulze,  1891) y se

refiere al componente m&s fhoilmente hidrolizable de la pared celular y que es extralble

por alcali. Este tdrmino inespecifico es freouentemente usado para describir a un diverso

grupo de polisacdridos de pared celular, que exclnye a la celulosa y a las pectinas.

Las hemicelulosas tienen una composici6n heterogchea que depende del tipo de planta e

incluso puede variar entre diferentes partes de la misma planta. Se clasifican de acuerdo

al azdcar que forma la cadena principal del pollmero en: arabinanos, galactanos, xilanos

y mananos, si el azricar es arabinosa, galactosa, xilosa o manosa respectivamente.

Sin  embargo,   en  contraste  con  la  celulosa,  las  hemicelulosas  son  heteropolimeros

ramificados  (mientras  que  la  celulosa  esta  compuesta  exclusivamente  por  cadenas

lineales   de   unidades   de   glucosa),   y  no   forman   estructuras   cristalinas.   Entre  las

ramificaciones destacan residuos de L-arabinosa, acido D-0-metil glucor6nico y grupos

no glucidicos tales como acetato y deidos cininicos.

1.2 Djstribuci6n de la L-aral)inosa en la pared ce[ulal.

La mayoria de las hemicelulosas contienen L-arabinosa. Este azricar se puede encontrar

tanto  como  componente  de la caderm principal  (arabinanos)  asi  como  sustitnyente  de

ella  (arabinoxilanos,  arabinogalactanos,  etc,).  A  pesar  de  que  el  contenido    de  este

azdcar en las plantas es relativamente bajo, su presencia como sustitnyente de la cadena

principal de las hemicelulosas restringe la hidr6lisis por glicanasas.  A continunci6n se

describirin algunas caracteristicas de aquellos polisacaridos que contienen L- arabinosa.



1.2.I I,arabinano.

EI  L-  arabinano  es  un  pollmero  de  residuos  de  a-I.-arabinofuranosa  unidos  por

enlaces a (I+5) formando una cadena lineal,  la cual se encuentra ramificeda por los

mismos   residuos   de   a-I,arabinofuranosa   en   las   posiciones   2   y   3   a7igura   2).

Normalmente este polimero se encuentra unido a material pectinico. Se puede encontrar

en maderas duras, granos de leguminosas, jugos de fruta y coseta de remolacha (Sun y

Hushes,  1999).
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Figtira 2:  Estructura del arabinano. Ios residres de a-L-arabinofirmosa estin unidos por
enlaces  a  (1+5)  formando  la  cedena  lineal  y  rafrificaciones  del  mismo  azdear  se
muestran en la posici6n 3 (adaptado de Buchanan, 2002).

I.2.2 Arabinorilanus

El  xilano  es  el  polisac4rido  henricelul6sico  mfs  comth  de  la pared  celular  de  las

plantas  terrestres,   rapresentando   mis  del  30%  del  peso  seco  de  las  plantas.   Esta

colxpuesto  de rna cadena principal de residuos  de xilosa unidas  entre si por enlaces

glicosidicos del tipo P (I+4) con Lma variedad de sustituyentes en los carbonos de las

posiciones 2 y 3.

Los grupos laterdes que los sustitnyen estal unidos a la cadena principal mediante

enlaces de tipo glicosidicos,  en el caso que el sustitnyente sea arabinosa o deido mctil

glucur6nico,  o  por  enlaces  tipo  ester,  en  el  caso  del  deido  acctico.  Los  residuos  de



arabinosa pueden estar a su vez sustituidos en el carbono 5 por deidos  cinallricos tales

como deido fiutlico o atido p- cumfrico, unidos por enlace deter O]igura 3).

La composici6n y grado de polinrerizaci6n ®P) del xilano varia segivn su origen y

tejido.  Asi, el xilano de maderas duras (abedul, alanio y alerce), se enouentra acetilado

en un 70% de los residuos y presenta un DP de 150 a 200 unidades de xilosa, mientras

que el xilano de maderas blandas (pino), no contiene acetilaciones y presenta un DP de

70 a 130 unidades de xilosa (Kulkami y cols.,  1999).
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Figura 3:  Estructura del  aral)inori[ano.  ha cadena principal  esti formada por residues de
xilosa (azul) unites por enlaces P (I+4).  Se observan ramificaciones de residuos de aebinosa
(naranjo), has cuales a su vez pueden estar sustituidce por acido ferilico (amarillo) (adaptado de
Buchamn, 2002).

1£ Degradaci6n enzinrdtica de hemiee]u[osas.

Muchos  microorganismos  degradan las  hemicelulosas  para utilizarlas  como  fuente  de

carhono.  Para  llevar  a  cabo  esta  degrndaci6n  se  requiere  de  enzimas  capaces  de

hidrolizar los  enlaces glicosidicos y 6steres presentes en ellas.  Pero  la degradaci6n de

las  hemicelulosas   se  ve   limiteda  debido   a  su  composici6n  hcterogchea,   la  gran

complqjidad de los xilanos y su cercana interacci6n con celulosa y otros polimeros de la

pared celular, y requiere de la cooperaci6n de rna gran variedad de enzimas (Figura 4).



Como  se  menciond  anteriormerite,  los  residuos  de  L-arabinosa  estin    ampliamente

distribuidos en los polimeros de la pared celular vegetal como cadenas laterales.  (como

en el caso del arabinano, arabinoxilano y el arabinogalactano @rice y Morrison,  1982).

Ifo  presencia  de  estas  cadenas  laterales  restringe  la  degradaci6n  enzimatica  de  las

hemicelulosas.  Mds  adri,  rapresentan una gran  barrera tecnol6dca que retarda varios

procesos  industriales,   como  por  qjemplo  la  sacarificaci6n  de  residuos  agricolas  y

forestales  a  azticares  monomdicos  para  la fermentaci6n  a quimicos  y  combustibles

(Scha, 20cO).

Desde  un  punto  de  vista  biotecnol6gico,  la  conversi6n  enzimdtica  de  celulosa  y

hemicelulosas   en   §us   respectivos   componentes   azdcares   es   necesaria   para   la

degradaci6n econ6mica y  ambientalmente eficiente de desechos  agricolas y forestales

en compuestos con valor agregado.

Las  a-L-arabinofuranosidasas  a3C   3.2.1.55)  o  Abts  son  enzimas  que  catalizan  la

hidrdlisis  de  los residues arabinofuranosilos presentes en los polisacdridos nombrados

anteriormente (Figura 4).

Acetil xilallo esterasa

idEEE
H,CO

cH-a]-cacrm€ -\ Endo-1,4-a-Xilanasa

F%fyifefarfR`
`    ca                                                              oH

a-L-arabinofuranusidasa
C`maroil o fuiloil esterasa

Figura  4.  Estruct`Ira  simplfficada  del  aral]inori]ano  y  las  enzinas  invo]ucradas  en  su
degradaci6n. Este se compone de una cadena principal de residuos de xilosa unidos por enlaces
P-I,4 y por sustitueiones de ambinosa (unidas a lag posiciones C-2 y/o C-3 de los residros de
xilosa  de  ha  cadem principal),  deido ac6tico  (Lmido a  C-2  o 3),  y  deido  firfulico  o  cumarico
esterificado en la posici6n 0-5 de las cadenas laterales de arabinosa.



La acci6n de estas enzimas acelera la hidr6lisis de los enlaces glicosidicos en mds  de

lot7 veces, convinichdolas en uno de los catalizadores conocidos nhs eficientes (Rye y

Withers (2000), Shallom y col., 2002). Espeefficamente, 1as Abfs catalizan la hidr6lisis

de  los  residuos  de  arabinosa no  reductores  de  diferentes  oligo  y  polisacdridos.  Estas

enzimas  forman parte  del  grupo  de  las  glicosil  hidrolasas  (GHs),  las  cuales    se  hen

agrupado en farilias,  basindose  en similitudes  de estructura primaria [Carbohydrate-

Active Enzymes Server at http://rfub.enrs-mrs.fr], (Coutinho y Henrissat, 2000).

A la fecha se ham descrito  106 familias de GHs, pero las a-L-arabinofuranosidasas solo

se ham descrito  en las GH3, GH43,  GH51, GH54 y GH62. En general, 1as enzimas en

GH43 y GH62 hidrolizan arabinano  a-1,5 no sustituido y arabinooligosacaldos a-I,5

(Matuso y col., 2000), mientras que las Abft de GH51 y GH54 poseen rna especificidad

de sustrato mds relajada arlipphi y col., 1994).

Las Abfs de hongos han sido aisladas de un amplio ndmero de generos y especies, pero

las mfs estudiadas hasta el momeuto son aquellas pertenecientes a diferentes especies

de .4spergjJ/us, en especial de .4. #J.ger. Estas Abfr tienen masas moleculares entre 32 y

128  KDa y  en su  mayoria se  caracterizan  por tener un punto  isoelectrico  deido.  Las

condiciones 6ptinas  para su acci6n tambi6n se  encuentran en un rango  de pH  deido

a,uonteri, igg8).

A la fecha se conoce la estructura tridimeusional de algunas arabinofuranosidasas  de

GH3, GH43 y GH51, aunque de GH62 existen cristales pero ath no se ha dcterminado

su estructura tridimensional El conocimiento de dichas estnicturas tridimensionales ha

permitido  conocer con detalle el modo  de acci6n y especificidad de  ligandos de estas

enzimas Q16vel y col., 2003; Miyanaga y col., 2004; Taylor y col., 2006).



1.4 Apncaciones biotecno]6gicas de ]as ci-I,arabinofuranosidasas.

La ixportancia de las enzimas que degradrn la lignocelulosa esfa bien definidr debido a su

rot   en   muchos   procesos   bioteonol6gicos   e   industriales.    Esto   ha   resultado   en   el

establecimiento  de  una nueva  era para la  ullizaci6n  eficiente  de  los  residuos  agricolas

baratos.   Las   Abfi;,   con   la   acci6n   sinergica   de   otras   enzimas   degradndoras   de

lignocelulosa,  son herrairientas  prometedoras  en  varios  procesos  agro-industriales.  A

continuaci6n se explican brevemente algunas aplicaciones de estas enzimas.

1.4.1 a-I,arat)inofuranosidasas y la industria del vino.

Una de las caracteristicas mds importantes de la calidad del vino es su aroma. Se sabe

que ciertos monoterpenos  contribnyen  significativamente al sabor del vino  Orateo y

Jim5nez,  2000).   Una  gran  porci6n  de  estos   monoterpenoles  presentes   en  miichos

brebajes, incluido el vino y los jugos de frutas, estin unidos a disacdridos, en los que el

azticar no reductor es a-L-al.abinosa. Esta arabinosa puede ser liberada por acci6n de las

a-L-aral)inofuranosidasas.   Ahora   se   sabe   que   estos   monoterpenoles   pueden   ser

liberados por hidr6lisis enzimatica secuencial (Giinata y col.,1990). En el primer paso,

el enlace glicosidico es hidrolizado por Abfs seguido por la acci6n de otras glicosidasas

que  liberan los  monoterpenoles.  Asi,  el  tratamiento  con Abfs  puede  ser  usado  para

promover las propiedades organolepticas del vino.  Actualmente las enzimas producidas

a   escala  industrial   provienen   del   bongo  4sperg!.J/cts  #/ger   y   son  usadas   en  la

aromatizaci6n de vinos y otras bebidas alcoh6licas (Aryon y col., Bisktxp y col., 1993).

1.4.2 a-I+arabinofuranosidasas y la calidad del pan.

El endurecimiento del pan es probablemente el principal problema que ocurl.e durante

su almacenamiento, lo que lleva a grande§ perdidas eeon6micas en la industria panadera



(Gobbetti  y   col.,   1999).   Los   pentosanos   (nombre  gerferico   que  se   les   da  a  los

arabinoxilanos) son ingredientes importantes en el pan y su rol en la textura y dureza es

bien  conocido.  Los  pentosanos  pueden  ser  moderadamente hidrolizados  por  enzimas

presentes  en la harina de trigo, y especialmente por enzimas ex6genas,  como  aquellas

pertenecientes   al   sistema  de   degradaci6n   del   xilano,   entre   ellas   las   xilanasas   y

arabinofuranosidasas (Fessas y Schiraldi, 1998; Jim6nez y Martinez-Araya,  1999). Estas

enzimas  generan  pentosas  libres  (principalmente xilosa y  arabinosa)    permitiendo  su

disponibilidad para ser fermentadas por la bacteria acidolactica Zflcrobacz`//zfs Aj./garc7i.i.

utilizada  en  la  industria  del  pan,  aumentando  asi  las  tasas  de  producci6n  de  deido

ac6tico y C02, responsables del sabor y la porosidad del pan respectivamente (Gobbetti

y  col.,  1999),  Asi,  las  Abfs,  han  sido  cousideradas  como  estimuladores naturales que

mejoran   la   calidnd   del   pan   y   retrasan   su   endurecimiento,   otorgando   beneficios

econ6micos a la industria panadera (Martinez-Anaya y Devesa, 1999).

1.4.3 Producci6n de azdcares felmentables para ]a industria del bioetano].

El  proceso  utilizado  actualmente  para  la  producci6n  industrial  de  bioetanol  es  la

conversi6n enzimatica de los azdcares de la cafia de azdcar, malz, remolacha entre otros,

llevada a cabo  por la levadura Slcrcchczromj;ces  cerevisJ.cre  (S®rensen y  col.,  2005).  Sin

embargo,  estos sustratos requieren de un prctratamiento para poder ser utilizados para

dicha  producci6n  (Zaldivar  y  col.,  2001;   Scha  y  col.,   2003).     La  complejidad  y

heterogeneidad  de  los  arabinoxilanos  de  las  hemicelulosas,  requiere  de  complejos

sistemas   enzimaticos  que  conviertan  estos  sustratos  en  azdcares  fermentables.   Tal

complejo enzimatico debe incluir enzimas despolimerizadoras y que hidrolicen grupos

laterales  para degradar las hemicelulosas  a monosaciridos pentosas  (Scha,  2003).  La

acci6n  sinergica  de  las  Abfs  con  otras  enzimas  lignoceluloliticas    las  convierte  en



agentes  mds  adecundos  para  la  sacarificaci6n  de  varios  residuos  agricolas  para  la

producci6n de combustibles.

1.4.4 Producci6n de Irarabinosa come agente antig]ic6mico.

Recientemente,  se ha desarrollado  un creeienle interfes por la L-arabinosa como  un

posible  aditivo  en  los  alimentos  debido  a su  sabor  dulce y  su  baja absorci6n  por  el

cuerpo humano.  Mds  ann,  se ha probado  que la L-arabinosa inhibe  selectivamente la

sacarasa intestinal de manera corxpetitiva y pc)r lo tanto reduce la respuesta glic6mica

luego de la ingesta de sacarosa en animales (Seri y col., 1996), por lo que la L-arabinosa

podria ser  useda  como  un  inhibidor  de  la  digestion  de  sacarosa,  lo  que tendria  un

importante uso en la prevenci6n de hiperglicemia en pacientes diabcticos (Sanai y col.,

1997).  Para lograr esta meta,  es necesaria la producci6n de grandes  cantidades  de  L-

arabinosa, proceso en el cual seria de vital importancia el uso de Abfs.

1.4.5 a-I+arabinofuranosidasas y alimento aninaL

En la digestion de los rumiantes participan deidos y iricroorganismos presentes en el

rumen.  A pesar de que las hemicelulosas ®rincipalmente xilanos) representan entre el

30 y el 400/o de los carbohidratos totales del forraje, su contribuci6n a la energia dietaria

disponible  para  los  animales  esta  a  menudo  disminuida  debido  a  la  baja  digestion

general (40 a 60°/o)  (Dehority y  col.,  1965).  El incremento  en la digestibilidad de los

alimentos  esta  conelacionado  con  la  disminuci6n  del  grado  de  sustituci6n  de  los

polimeros de hemicelulosa`  Por tanto, la presencia de residuos de L-arabinosa  dificulta
I,

la hidr6lisis total de los xilanos y adends restringe la acci6n de otras glicanasas (Grove

y col.,  1984; Kormelink y col., 1993). Se ha visto que el uso comercial de preparaciones

enzimalicas que contienen Abfs  aumenta la efectividad de las  endoxilanasas  debido  a
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que  estas  thtimas  prefieren  regiones  no  sustituidas  del  xilano  como  sustrato,  lo  que

resulta en la disminuci6n de la viscosidad de los alimentos (Mathlouthi y col., 2002).

Esta estrategia ya esta siendo utilizada en algunos paises (Roche y col., 1995).

1.5 Mode\o de estudio.. ct hon8o Penicillium puapurogenum

Los  hongos  del  g6nero Pe#J.cj//i.zim  son  comtinmente  conocidos  como  moho  verde  o

azul,  y  algunas  especies  ham  §ido  ampliamente  explotadas  para  la  producci6n  de

antibi6ticos  como  la  penieilina.  Generalmente  se  encuentran  contaminando  frutas  o

descomponiendo alimentos, Pero aparte de estas caracteristicas, muchos Pe#7.cz.//i.ztw son

productores de celulasas, hemicelulasas y pectinasas.  El hongo de pudrici6n blanda P.

p#rp"roge#"in,  aislado de suelos  del sun de Chile Orusalerm y col.,  1984) es utilizado

como   modelo   de   estudio   en   nuestro   laboratorio   y   sus   sistemas   celuloliticos   y

xilanoliticos ham  sido  descritos  en  detalle.  Este hongo  aer6bico  produce una serie  de

enzimas  extracelulares  que  degradan  el  xilano,  varias  de  las  cuales  ya  nan  sido

purificadas y caracterizadas en nuestro laboratorio.  Se han encontredo isoenzimas para

la  mayoria  de  estas  enzimas,  las  que  parecen  ser  codificadas  por  genes  distintos

(Aguirre,    1997).    Espectficamente    este   hongo    produce    3    isoenzimas    de    ci-L-

arabinofuranosidasas,   (llamadas   Abf  1,   2   y   3),   las   ouales   fueron   separadas   por

isoelectroenfoque (De Ioannes y col., 2000). De ellas, Abf I y 3 hen sido purificadas y

caracterizadas, y Abf 1 ha sido ademds secuenciada (Carvallo y col., 2003).

1.6 Hip6tesis.

La   Abf  2   del   hongo   Pe„z.cj.J/i.gin3  pzjrp#roge##m   posee   caracteristicas   cindricas,

estructurales y regulatorias que la diferencian de las otras Abfs producidas por el mismo

hongo.
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1.7 0bjetivos.

1.7.1 0bjetivos generates.

1. Purificar y caracterizar la arabinofuranosidasa 2 de P.  p"rpzfrogenww.

2. Secuenciar el gen CZZ)/2 y su CDNA

1.7.2 0bjetivos especificos.

1.  Determinar la inducci6n de la actividad arabinofuranosiddsica en cultivos de

P.  pifrp!troge#ztm en distintas fuentes de carbono.

2.  Realizar  cultivos  de P.    peirpwroge##m  y  purificar  la  Abf 2  a partir  de

sobrenadantes de cultivo.

3. Determinar los par&metros cin6ticos de Abf 2.

4. Extraer DNA gen6mico y RNA total de P.  p#rp#roge#zfm, y realizar sintesis

de CDNA

5. Amplificar y secuenciar el gen ob/2 y su CDNA.

6.Alxplificarysecuenciarelpromotordelgen.a6/2.

7. Realizar analisis de la secuencia aminoacidica de Abf 2.
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2. Materiales y M6todos

2.1 Materiales.

2.1.1 Equipos.

Los   equipos  utilizados   fueron  los   siguientes:   Termociclador  Minicycler"  MJ

Research,  Transiluminador  de  luz  UV  Vilber Lourmat,  Microcentrrfugas  Eppendorf

5415  C y Heraeus Biofuge  13,  Equipo  de electroporaci6n BioRad,  Espectrofot6metro

con  arreglo  de  diodos  Hewlett  Packard  UV-'visible  HP8452A,  Sistema  fotogr5fico

digital Kodck EDAS 290, Estufa de cultivo Memmert, Fuentes de poder EPS 250, C. a.

S.  Scientific  y  EC  500,  E-C  Apparatus,  Bafios  termoregulados  Memmert  e IPROM,

Bomba peristaltica  Gilson Medical Electronics, Colector de fracciones Bio-Rad modelo

2110,   Calnara  de  electroforesis  Labnet,   Centrifuga  Sorvall  RC2-B,  Incubador  con

agitaci6n New Brunswick, Vortex Maxi Mix 11 Thermolyne, Equipo de ultrafiltraci6n

Amicon modelo 52, Centrrfuga "speed vac" Savant, Cinara de isoelectroenfoque Mini

IEF  Cen  Model  111,  Bio-Rad,  Lector  de  microplacas  Universal  Microplate  Reader

ELx800 BioTek Instruments Vinooski VT, homogenizador Potter.

2.1.2 Reactivos quinicos.

De Merck:  acetona,  atido  ac6tico,  deido  clorhidrico,  dsido tricloro  acetico,  EDTA,

etanol, metanol, SDS, Nacl, NaoH, KH2P04, Mgs04 x 7H20, Cac12, Fes04 x 7H20,

hths04 x H20, Zns04 x 7H20,  CoC12 x 6H20,  QH4)2S04,  Citrato de s6dio, Mgs04,

Mgc12,  Cac12,  NH4Cl.  De  DIFCO:  ngar  papa  dextrosa,  Nco-paptona,  Triptona.  De

Sigma:  Azul de bromofenol, DTT, D-glucosa, acrilamida,  bis-acrilamida, bromuro  de

etidio, glic6geno, poHetilenglicol, xilano  de   averm, L-aral)itol, xilitol, D-aral)inosa, L-

arabinosa, PNPAra, PNP, urea, 4-metil umbeliferil u-L-aral]inofurandsido, persulfato de
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amonio , Trit6n X-100, urea, ThlzMAR base, deido desoxic61ico. De Winkler: fructosa,

DEPC, cloroformo, isopropanol. De Arquimed: nitrato de plata. De Bio-Rad, anfolitos.

2.1.3 Reactivos para biolog]'a molecular.

De  Invitrogen:   ngarosa  ¢ajo  pulito   de  fusion),  TRlzolR,   Transcriptasa  reversa

Superscript  11.  De  Fermentas:  GeneRuler  lKb  DNA  ladder,  RNAsa  A,  RNAsa H,

dNTP mix.  De Genecraft:  Pfu polimerasa  De Bioaxis:  Taq polimerasa.  De Promega:

MLV-RT transcriptasa reversa,  X-gal,  IPTG.  De  Sigma:  Proteinasa  K  De  Winkler:

fenol saturado deido, fenol saturado bdsico. De Sigma: Ampicilina.

2.1.4 Sistemas comereiales (kits).

Para la purificaci6n de  DNA plasmidial  se  adquiri6  el  sistema comercial  QIAprep

Spin Miniprap Kit de Qingen.  Para la purificaci6n de fragmentos de DNA desde geles

de  agarosa,  se  utiliz6  el  sistema  QIAquick  Gel  Extraction  Kit  de  Qiagen+  Para  los

clonamientos de productos de PCR se us6 el sistema PGEM-T Easy Vector System de

Promega+ Para la amplificaci6n de secuencias gen6micas desconocidas a partir de zonas

de  DNA  desconocidas  se  adquiri6  el  sistema  Genome  Walker"  Uhiversal  kit  de

Clontech. Para la sintesis de CDNA se utiliz6 parte del kit 3'RACE, de Invitrogen

2.1.S Material cromatogrdfico.

De Bio-Rad:  Bio  Gel  S200; De Pharmacia:  DEAE-  Saphadex A-25.  De Sigma:  SP

Sapharose Fast Flow, fenil ngarosa.
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2.1.6 Material biol6gico.

2.1.6.1 Cepa del bongo.

La cepa del hongo utilizada fue Pe#z.cj.//i.a/" pl/xpz/roge##m, aislada de muestras de

suelo   del   sun   de   Chile   por   la  profesora  Jeannette   Steiner,   del   Laboratorio   de

Microbiologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmac6uticds, Universidad de Chile, y

registrado en ATCC N° MYA-38 (Musalem y cols., 1984).

2.1.6.2 Cepas bacterianas.

Para todas fas transformaciopes se utiliz6 la bacteria Es'cfeer7.ch7.cz co/i. DH5cz.

2.2 M6todos.

2.2.1 Cultivos del hongo.

2.2.1.1 Cultivos s6Iidos.

El hongo P. p#rpctrogenw7„  se creci6  en placas de near papa dextrosa al 3,9% en

rna estufa a 28°C por 1  semana hasta observar abundante esporulaci6n. Posteriormente

se procedi6 a extraer las esporas, raspando la superficie del micelio con un asa est6ril,

para luego ser diluidas en un matraz que contenia rna soluci6n est6ril de Nacl 0,9%

junto con bolitas de vidrio, que al agitarse facilitan la separaci6n de dichas esporas.  EI

contenido  del  matrir  fue  filtrado  en  un  embudo  con  gasa y  algod6n  esteril.  Dicho

filtrado,  que  contenia  las  esporas,  fue  utilizado  para  inocular  los  cultivos  liquidos,

previo conteo en rna cinara  de Pctroff-Hauser.

2.2.1.2 Cultivos liquidos.

Se  prepar6  un  medio  liquido  descrito  por  Mandels  (Mandels  y  Weber,  1969),

compuesto por:
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a)   Sales minerales:  KH2P04 2 g/L; Mgs04 x 7H20 0,3 g/L; Cac12 0,3 g/L; Fes04

x 7H20 5  mg/L; Mns04  1,56 mg/L; Zns04 x 7H20 2,49 nng/L;  CoC12 x 6H20

3,66 mgth.

b)   Fuentes de nitr6geno: Neo-peptona 0,75 g/L; urea 0,3 gth; OJ114)2S04 1,4 g/L.

Se inocularon aproximadamente  107 esporas  en  loo  mL  de medio.  La fuente de

carbono  utilizada  dependi6  del  objetivo  del  experimento.  Asi,  para la producci6n  de

arabinofuranosidasas y ]a posterior purificaci6n de la Abf 2 se utiliz6 xilano de avena al

1%  p/v;  para la extracci6n de  RNA,  se  utiliz6  fructosa al  1%  p/v por dos  dias,  para

luego   filtrar   el   micelio   e   inocular   un   matraz   con   loo   mL   de   medio   Mandels

suplementado con L-anal)itol al 0,1% p/v como fuente de carbono inductora.

Los cultivos se realizaron a 28°C y 200 rpm en un incubador con agitaci6n.

2.2.1.3 Toma de muestras de cultivos liquidos.

Se   retir6   en   forma   est6ril   1   mL   del   sobrenndante   de   cultivo,   el   cual   fue

centrifugado  a 27.000 x g por 2 min para eliminar los restos  de micelio, y luego  fue

congelado a -20°C hasta su utilizaci6n.

2.2.2 Medios de cu]tivo bacterianos.

Las  bacterias se crecieron en medio Luria-Bertani (LB), compuesto por triptona 10

g/L,   extracto   de   levadura  5   g/L  y  Nacl  5   g/L.   Para  la  selecci6n  de   bacterias

transformantes   en   medio   s61ido   se   adicion6   15   g/L   de   agar-agar,   el   cual   fue

suplementado con ampicilina, IPTG y X-gal a concentraciones finales de 1  mg/mL,  100

mM    y    50    mg/mL   respectivamente.    Finalmente    el    crecimiento    de    bacterias

transformantes  se  realiz6  en  medio  LB  liquido  suplementado  con  ampicilina a  una

concentraci6n final de 1 ng/mL.
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2.2.3 Purffi\cact6n de i+ht 2 de Penicillium puxpurogenum

2.2.3.1 Preparaci6n del extracto cmdo.

Se prepar6 un cultivo liquido del hongo P. pwrp#roge7I"in en medio  Mandels con

xilano de avena como fuente de carbono, el cual fue incubado por 8 dias a 28 °C en un

agitador  orbital.  Una  vez  completado  este tiempo,  el  cultivo  completo  fue  filtrado  a

trav6s de gasa y luego centrifugado a 12.000 x g a 4°C por 20 min; el sobrenadante fue

denominado "extracto crudo".  A partir de este paso, todas las etapas siguientes fueron

realizadas a 4oc.

2.2.3.2 Precipitaci6n con su]fato de amonio.

El extracto cmdo se concentrd aproximadanente 43 veces mediante un sistema de

ultrafiltraci6n AmicorL utilizando rna membrana de corte de 10 KDa. Posteriormente, al

concentrado se le agreg6  lentamente, y con agitaci6n suave,  sulfato de amonio s6lido,

hasta llegar a un 40% de saturaci6n, y fue luego centrifugado a 12.000 x g a 4°C por 10

min.   Al  sobrenadante  obtenido  se  le  agreg6  sulfato  de  amonio  hasta  un  90%  de

saturaci6n,  y  se  dej6  precipitar  toda  la  noche,  con  agitaci6n  suave,  para  luego  ser

centrifugado a   12.000 x g a 4°C por 10 min.  El precipitado obtenido se resuspendi6 en

amortigundor Tris-Hcl 50 mM pH 8,0.

2.2.33 Cromatografia de intereambio ani6nico.

Una colurma de DEAE-Sephadex  A 25  (1,6 x 26  cm)  de  20  ml  de  lecho  fue

equilibrada con arnortiguador Tris-Hcl 50 mM pH 8,0 y la muestra antes precipitada

(40,2  g de proteina)  fue cargada en dicha columna.  La colurma fue lavada con tres

voldmenes   del  mismo   amortigundor  a  rna  velocidad  de  7  ml/hora,   colectindose

muestras  de  1,5  mL.  Las  fracciones  que presental)an  actividad  arabinofuranosiddsica
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(`bool" activo)  fueron  analizadas  en un gel de poliacrilamida al  12%.  Posteriormente

fueron concentradas mediante ultrafiltraci6n con rna membrana de corte de 10 KDa y

equilibradas con amortiguador acetate 50 inM pH 4,0.

2.2.3.4 Cromatografia de intereambio cati6nico.

Una  colurma  de  Sulfopropil  Sepharose  (1,6  x  26  cm)  de  15  mL  de  lecho  fue

equilibrada con amortiguador   acetato  50  inM  pH 4,0.  En ella fue  cargado  el  "pool"

activo  de la colurma anterior.  La columna fue   lavada con tres  voltimenes  del mismo

amortiguador a rna velocidad  de 6  nLthora y  eluida  con  140  mL  de  rna gradiente

salina  lineal  de  0  a  0,5  M  de  Nacl  en  amortigundor  acetato  50  mM  pH  4,0.  Las

fracciones  activas se juntaron y fueron analizadas  en un gel de poliacrilamida al  12°/o.

Posteriormente   la   mezcla   fue   concentrada   por   ultrafiltraci6n   y   equilibrada   en

amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,0 y 1,2 M de sulfato de anionio.

2.2.3.5 Cromatografia de interacci6n liidrofiiibica.

Una columna de fenil agarosa (1,6 x 26 cm) de 10 mL de lecho fue equilibrada en

amortiguador fosfato de potasio 50 inM pH 7,0 y 1,2 M de sulfato de anionio. En ella se

cargo el `bool" activo resultante de la columna de Sulfopropil Sepharose, y se lav6 con

3  voliinenes  de  colurma  con  el  mismo  amortiguador  a una  velocidad| de  10  ml./h.

Finalmente la columna fue eluida con una gradiente salina lineal  descendente de 1,2a

:arc):::u:::::asdefu=:n:ale:a=as°erf:8g=dd°erp:°]:::tr:]=:a°.tsas:::0)2|PH7'°Las
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2.2.4 Andlisis de proteinas.

2.2.4.1 Cuantificaci6n de proteinas.

La   concentraci6n   de   proteinas   se   determin6   por   los   siguientes

absorbancia a 280 nm, para el analisis  de los eluidos  cromatograficos y

m6todos:   a)

de

Bradford  (Bradford,   1976),  con  rna  previa  precipitaci6n  de  proteinas loon  TCA  en

presencia de DOC, el que ademds elimina los interferentes presentes en

lignocelul6sicos.

os materiales

2.2.4.2 Ensayos de actividad enzimftica                                                I

LoseusayosdeactividadenzimaticaserealizaronutilizandoelsusiratopNPAra,

el cual al ser hidrolizado por Abfs,  libera como producto PNP.  Este,  a!H
disocia  formando   ion  fenolato,   que  posee  un  intenso   color  amarillo

cuantificado espectrofotomctricamente a 405 nm

2.2.4.2.1 Microensayo de actividad arabinofuranosiddsica.

Este ensayo  se realiz6 en microplacas de  96 pocillos  a

alcalino  se

iy  puede  ser

pocillo 20 prL de anortiguador citrato 50 nM pH 4,0, 25 irfu de sustrato

disuelto  en el  mismo  amortigundor) y 5  |lL  de  la diluci6n enzimatica

placas  se  incubaron  por  15  min  a  35°C  y  la  reacci6n  se  revel6

Por

Ara) 2mM

eusayar.  Las

I  ILL  de  rna

solucidn de Na2C03 0,2 M, para luego medir su absorbancia a 405 nm eh un lector de

microplacas.  Se determin6  la cantidad de PNP formado mediante intexp

curva estindar de PNP. Una unidad de actividad enzimatica se defini6 co

aci6n en rna

la cantidad

de  enzima necesaria  para hidrolizar  1  LLmol  de  sustrato  por minuto.  Bite  ensayo  se

utiliz6paramedirlaactividadenzimaticadeeluldosdecolurmas,ensayo§deinducci6n
I

de la actividad enzimalica.                                                                                          (
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1

2.2.4.2.2 Macroensayo de actividad arabinofuranosiddsica.

Se  emplearon por duplicado tubos  de ensayo  de vidrio  de  10 mL,  a los que se

agregaron 250 [iL de amortiguador citrato 50 nM pH 4,0, 250 [lL de susTato ®NPAra

10 mM disuelto en el mismo amortigundor. Los tubos fueron preincubad?s por 5 min a

35°C. Posteriormente se les agreg6 50 LIL de la diluei6n enzimatica a ensdyar. Los tubos

fueron incubados  por  15  min  a 35°C y  la reacci6n fue  detenida con SOP  prL  de   una

soluci6n  de  Na2C03  0,2  M,  para  luego  determinar  su  absorbancia  a  405  nm  en  el
I

espectrofot6metro. La cantidad de PNP formado se determin6 de la misn}a manera que

en   los   microeusayos.   Estos   ensayos   fueron   utilizados   para  la   determinaci6n   de

parinetros cin6ticos.

2.2.4.3 E]ecfroforesis en ge]es de pdiacrilamida.

2.2.4.3.1 Gdes en condiciones desnaturantes.

Se utilizo el m5todo de Laemmli con geles desnaturantes al 12 % en acrilamida

@ollng y  Edelstein,  1991).  Los  geles  SDS  para la determinaci6n de proteinas  fueron

teffidos con rna soluci6n de nitrato de plata 10 nM (Blum y cols., 1987).

2.2.4.3.2 Geles para isoe]ectroenfoque y zimograma.

Los geles de isoelectreoenfoque aEF) se realizaron al 4% de acrilamida y 2% en

anfolitos con un rango de pH de 3 a 10. Se cargaron 0,5 Llg de proteina en ceda carril y

1 ul de estindar de IEF. La corrida del gel se realiz6 por 15 min a 100 V, seguido de 15

min a 200 V  y finalmente 60 min a 450 V. Una vez terminada la corrida, se realizaron

zimogranias, para lo cual se aplic6 rna mezcla de 8 mL de ngarosa de bajo punto de

fusion  al  1%  conteniendo  0,5  mg de MUAra como  sustrato  (4-metil  umbelifinl  ci-L-

arabinofuran6sido)  disuelto  en 2  mL  de etanol  100%.  Se incubaron estos  geles por  1
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minuto    a   temperatura   ambiente,    para   posteriormente    fotografiarlos    sobre    un

transiluminador UV.  La reacci6n cousiste en que las Abfs son capaces de hidrolizar el

sustrato  MUAra,  transforrfudolo  en  metilumebliferona,  que  se  caracteriza  por  ser

fluorescente al iluminarse con  luz UV, lo que permite rna facil identificaci6n.

2.2.5 Determinaci6n de parimetros cin6ticos.

2.25.1 Medici6n de KM para pNPAra.

Se   determine   la  KM   para  pNPAra,   utilizando   una   curva  de   saturaci6n   en

amortiguador citrato 50 inM pH 4,0, variando la concentraci6n de pNPAra de 0,1  a 1

mM.

2.2.5.2 pH 6ptimo y efecto de la temperatura

La  determinaci6n  de  pH  6ptimo  se  realiz6  utilizando  como  amortiguadores  de

reacci6n soluciones de citrato 50 mM a pHs 3,0, 4,0, 4,5, 5,0, 6,0 y 7,0.

El estudio del efecto de la temperatura se realiz6 de la misma manera que el ensayo

original de actividad, s6lo que en date se vari6 solamente la temperatura de reacci6n.

2.2.6 Extracci6n de fcidos nucl6icos.

2.2.6.1 Erfucci6n de RNA.

Todo el material utilizado para las extracciones fue previamente tratado con DEPC

seg`in los procedimientos  seguidos por Schachter (2000).  A las 4 horas  de cultivo  del

hongo  en  medio  Mandels  con  arabitol,    se  filtr6  el  micelio,  se  lav6  con  PBS  y  se

congel6  en nitr6geno liquido.  Posteriormente se depositaron aproximadanente 2 g de

micelio en un homogenizador Potter de vidrio, se le agreg6 2 mL de TRIzolR y se moli6

el micelio con un vdstago de teflon. La mezcla obtenida se alicuot6 en volinenes de 1

mL en tubos Eppendorf y se inoub6 por 5 min a temperatura ambiente,  Se agreg6 0,2
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mL  de  cloroformo  a cada tubo,  se mezcl6  fuerte a mano y  se incub6  a temperatura

ambiente por 2 mins.  Los tubos posteriomente fueron centrifugados a 12.000 x g por

15 min. Se transfiri6 la fase acuosa de cada tubo a un tubo limpio y se le agreg6 0,5 mL

de isopropanol a cada tubo para luego ser incubados a texperatura anbiente por 10 min.

Se centrifugaron a 12.000 x g por 10 min a 4°C, se removi6 el sobrenadante y se lav6 el

precipitado con 1  mL de etanol por tubo. Luego se mezcl6 por vortex y se centrifug6 a

7.500 x g por 5 min a 4°C.  Finalmente se sec6 el precipitado al aire por 10 min y se lo

disolvi6 en agua libre de RNAsas.

2.2.6.2 Sintesis de CDNA.

Para  realizar  la  sintesis  de  CDNA  se  utiliz6  el  kit  3'RACE  de  Invitrogen.   Se

tomaron  alrededor  de 5  ng  de  RNA total,  y  se  enrasaron  a  11  iiL  con  ague DEPC.

Posteriormente se agreg6  1  ilL del partidor adaptador AP (10 iulo,1a mezcla se calent6

a 70°C durante 10 min, y luego se enfrid en hielo  por 1 min.  Se recolect6 el contenido

por centrifugaci6n suave y se agreg6 2 iiL de amortigundor de PCR lox (Tris-Hcl 200

nd`¢  KC1500 inM} 2  HL de   Mgc12 25  nM,  1  [iL de mezcla de dNTPs  10 inM cada

uno y 2 ul de DTT 0,I M. Se calent6 la muestra a 42°C por 5 min, se agreg6  1  iiL de

transcriptasa reversa ..Superscript RT..  200  U/lil y  se dej6 polimerizar el CDNA a la

misma temperatura durante 50 min Se termin6 la reacci6n calentando la muestra a 70°C

por 15 min. Finalmente se enfri6 la mezcla y se agreg6 1  [iL de RNAsa H 2 U/iiL, y se

dej6 incubar la mezcla por 30 min a 37°C. El CDNA resultante se guard6 a -20°C hasta

Su USO.
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2.2.6.3 Extracci6n de DNA gen6mico.

Se extrajo DNA gen6mico  de micelio congelado del hongo, segdn el mctodo  de

Bainbridge  y  col.   (1990)   con  la  modificaci6n   de  que   el   micelio   congelado   fue

pulverizado  con nitr6geno  lf quido  en mortero.  Aproximadamente  1  g del pulverizado

fue resuspendido en 10 mL de rna soluci6n de lisis ITris-Hcl  10 mM pH 8,0, EDTA

0,25 M pH 8,0, Trit6n X-100 0,5% v/v, proteinasa K 200 Hg/inL, dejando la mezcla por

12 horas a 37 °C.  Luego  se agreg6  I,5  mL de Nacl  1,5  M,  7  mL de fenol saturado

bdsico  y  3  mL  de  cloroformo.  Se  mezcl6  la  soluci6n  por  inversion por  5  min  y  se

centrifug6 a 12.000 x g por una hora a temperatura ambiente. El sobrenadante se trat6

con  0,05  voltimenes  de  RNAsa  A  10  mg/mL  y  se  incub6  por  30  min  a  37  °C.

Posteriomente se agreg6 un volinen de clorofomo y se mezcl6 por inversion por 5

min. Se centrifug6 la mezcla a 5.000 x g por 10 min y el sobrenadante se deposifo en un

tubo Corex, donde se agreg6 0,54 volinenes de isopropanol por goteo.  Se Fezcl6 por

inversi6n y se centrifug6 a 4.100 x g por 30 min. Finalmente se dej6 secar el precpitado

y se resuspendi6 en 1 mL de amortiguador Tris-EDTA pH 7,9.

22.7 T6cnjcas de PCR.

22.7.1 Condiciones generates.

Las condiciones utilizadas para los ensayos de PCR fueron las siguientes: Tris-Hcl

20 mM pH 8,4; Kcl 50 mM; dATP, dcTP, dGIP, dTIP 0,05 nM cada uno, Mgrl2 2,5

mM, 0,3  U de DNA polimerasa Taq y los partidores correspondientes en cada caso, a

rna   concentraci6n  de   15   iiM.   La   cantidad   de   molde  utilizado   vari6   segin   su

procedencia. El programa utilizado para la reacci6n cousisti6 en 30 ciclos de:  1 min de

desnaturaci6n  a  94°C,   1   min  de  hibridaci6n  a  temperatura  varichle  y   1   min  de

elongaci6n a 72°C  con una exteusi6n final de  10 min a 72°C al t6nnino de los  ciclos.
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Los  productos  de estas reacciones  se soinetieron a analisis mediante electroforesis  en

geles de agarosa.

22.7.2 PCR de colonias bacterianas.

Para la identificaci6n de clones que podrian contener el inserto esperado, se realiz6

un PCR directo de colonias bacterianas. Para ello, se pic6 la coloria a analizar con rna

punta esteril,  y  se  aplic6  directamente  a  la mezcla de reacci6n.  Se realiz6  el  mismo

prograna general,  agregando  en  el  primer  ciclo,  1  minuto  edicional  a 94°C,  con  el

objeto de lisar las c6lulas.

2.2.7.3 Disefio de partidores pars PCR.

El disefio de partidores degenerados para la secuenciaci6n del CDNA se realiz6 a

partir de  zonas  conocidas  de  la  secuencia  aminoacidica de  Abf 2,  en  las  cuales  los

partidores  presentaran  el   menor  ndmero   de  degeneraciones   posibles.   Estas   zonas

corresponden al extremo amino terminal de Abf 2 (obtenida por el mctodo de Edman),

de la cual se obtuvo el partidor JE-1A y de un peptido intemo (obtenido por digesti6n

enzimatica con tripsina y secuenciado por espectrometria de masas), de la que se obtuvo

el partidor JE-3A (I`al]la I).  La secuenciaci6n paptidica fue realizada en el laboratorio

del Dr. Josef van BeeumelL Universidad de Gante, 86lgica. Ademds se disefi6 rna serie

de partidores para la secuenciaci6n del  gen y  del  CDNA de Abf 2  a medida que se

avanzaba  en  la  secuencia  (ver  Tabla  I).    Los  partidores  fueron  sintetizados  por  la

empresa Bioaxis,  excepto por los partidores AP ®rovistos por Invitrogen), Apl  y AP2

(provistos por el kit "Genome Walker").
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Tab]a I. Partidores utiLizados en este trabajo.

Partidor                                      Secuencia 5'-3 '                                                           Orientaci6n

JE-1A

JE-2A

JE-3A

JE4A

JE-6A

JE-7A

JE-8A

JE-9A

JE-10A

JE-llA

JE-14A

JE-15A

JE-18A

AP

Apt

AP2

5 9 GT(CIT)CAGAT(c;I)TCTGT(croGc 3 '

5 ' CAGTACGG(croGCTATGGA 3 '

S' GTA (AIG)Arc(AIG)AIC(Ale)TGCCAiGC 3'

5 ' AAAAGGCTTCCAGCTCC 3 '

5' TccTGGCTrccACTATc  3'

5 ' CATCGAGGGCATCTTGG 3 '

5' ATITGCAACACTCITTG 3 '

5' GATCATGGTrGGCGAcc 3'

5 ' GCATAGAGACCACCTTCACCAGCAGT 3 '

5' AAGTTGGATGGGTAGGTGGTGCTTCCC 3 '

5' GCGCCATTCGITGATGAACCTGGACA 3 '

5 ' GCTACGAGTGGTCGCCAACCATGATC 3 '

5' cTAGTrAGTCGTGAGCA 3'

-
->

i
->

>

i
i-
<

i
>-

i
5' GGccACGCGTCGACTAGTACTTrTm+ un TrTrTr 3 '           -

5'GTAATACGACTCACTATAGGGC 3 '

5 ' ACTATAGGGCACGCGTGGT 3 '

2.2.8 Amp[ificaci6n de secuencias desconocidas de DNA gen6mieo quediante

Genome Walking.

La tecnica de  Genome  Walking permite  la amplificaci6n  de  secuencias  de  DNA

gen6mico desconocidas adyacentes a secuencias conocidas. Esta techica se utiliz6 para

obtener parte de la secuencia del extremo 5' del gen ab/2 y para obtener secuencias rio

arriba del gen. Para esto se utiliz6 el sistema comercial -Genome Walker.. de Clontech.
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La  tecnica  implica  la  coustrucci6n  de  rna  sere  de   "librerias"  de  fragmentos

gen6micos,  obtenidos  por  enzimas  de  restricci6n,  ligados  a un  adaptador,  desde  los

cuales se puede amplificar la seeuencia deseada usando partidores de la zona conocida

del   gen   y   partidores   que   aparean   con   regiones   del   adaptador   (Figura   5).   Los

experimentos se hicieron siguiendo las insifrocciones del fabricante.

2.2J}.1 Digestion y purificaci6n del I)NA gen6mico.

En  cuatro  digestiones  paralelas,  2,5  Hg de DNA gen6mico  de P. pz/rpa/roge##m

fueron digeridos con 8 U de las enzinas de restricci6n DrtzJ, EcojzJ: Pv!{tJ o Sur por

dos horas en un volumen final de loo HL. Despues de mezclar suavemente, los tubos se

incubaron entre 16-18 horas a 37°C. Pasado ese lapso de tiempo, se agregaron 95 [iL de

fenol saturado bdsico a cada tubo. Los tubos se agitaron brevemente y se centrifugaron

para separar las fases.  Las fases acuosas se transfirieron a tubos limpios, y a cada tubo

se agregaron 95  ilL de clorofomo. Nuevamente se agitaron brevemente los tubos y se

centrifugaron para separar las fases. Las fases acuosas se transfirieron a tubos limpios, y

a cada tubo se agregaron 190  uL de etanol 95% fflo, 9,5  iiL de acetato  de sodio 3  M

®H 4,5) y 20 pug de tlic6geno.  Se aritaron brevemente y se centrifugaron a 20.000 x g

por 10 min.  Los sobrenadautes se descartaron, los precipitados se lavaron con 100  iiL

de etanol 80% frio y los tubos se volvieron a centrifugar en idchticas condiciones.  Los

sobrenadantes se descartaron y los precipitados se secaron para ser disueltos en 20 [IL

de anortiguador TE modificado aris-Hcl 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 7,5).

2.2j}.2 Ligaci6n de adaptadores.

Se disefiaron cuatro reacciones paralelas en tubos Eppepdorf conteniendo cada uno

deell6s1,9iiLdesoluci6ndeadaptalor25LM,1,6uLdeanortiguadordeligaci6ny3
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U  de  ligasa del  fago  T4.  A  cada tubo  se  le  agregaron 4  uL  de  uno  de  los  cuatro

productos de digesti6n explicados en el punto anterior, y se incubaron por  12 horas  a

16°C.  Las ligaciones se detuvieron incubando los tubos a 70°C por 5 min.  Finalmente

cada tubo se enras6 a 100 [iL con amortiguador TE pH 7,4.

DNA gen6mico

LI
Fragmento de DNA gen6mlco

\,tRE-Csm
Iu'*

aJZZ   I,

• Digesti6n de alicuotas separadas con enzimas de
restn.ccl6n

• Llgaci6n de adaptadores

Amplificaci6n del gen de
!nter6s desde lag  `'libren.as"

SegtJndo PCR (PCR anidado)

Alrilis!s de productos en gel de agarosa

Figura  5.  Esquema  de  la  teonica  de  Genome  Walking.  GSpl  y  GSP2  son  partidores
especificos  de  la  zona  conocida  del  gen.  Apl  y  AP2  son  partidores  qile  hibridan  con  los
adrptadores.  Luego del anansis de los productos de PCR, el mds adecundo es electdo para ser
clonado y secuenciado (Adaptado de ..hfuual del kit Genome Walker, Clontecli).
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22£3 Primera reacci6n de PCR.

Las mezclas de reacciones de PCR, de 50 |iL finales cada una, fueron las mismas

descritas   anteriormente   (secci6n  2.2.7.1).   El   molde  utilizado   fue   1   prL  de  DNA-

adaptador proveniente del punto anterior.  En cada caso, se usaron los partidores Apl y

un partidor especifico  del  gen ¢b/2.  Las  condiciones  de PCR fueron:  desnaturaci6n

inicial  de  1  min a 94°C,  9  ciclos  de 25  seg a 94°C  y 3  nin  a 70°C,  34  ciclos  de 25

segundos a 94°C y 3 min a 65°C, y rna extensi6n final de 7 min a 65°C. La polimerasa

(5U) se ngreg6 en la etapa de desnaturaci6n inicial ("hot start').

22£.4 Segunda reacci6n de PCR Q'CR anidado).

Las  mezclas  de reacciones  de PCR (cada reacci6n fue de 50 iiL volunen final)

fueron las mismas descritas anteriormente (secci6n 2.2.8.3), excepto que como molde se

us6  1  iiL de rna diluci6n I/50 de los productos de PCR obtenidos en el punto anterior.

Para el PCR anidado se usaron los partidores AP2 y un partidor especifico del gen, mds

intemo  (rio  arriba)  que el  usado  en  el primer PCR  Las  condiciones  de PCR fueron:

desnaturaci6n inicial de  1  min a 94°C,  5  ciclos  de 25  seg a 94°C y 3  min a 72°C,  2o

ciclos  de  25  seg  a  94°C  y  3  min  a  67°C,  y  un  alargue  final  de  7  min  a  67°C.  La

polimerasa (5U) se agreg6 en la etapa de desnaturaci6n inicial ("hot start").

2.29 E[ectroforesis de DNA en ge]es de agarosa.

EI  DNA fue separado  en geles horizontales de agarosa al 0,5-I,5% a/v) segin el

tamafio a separar. Los geles se prepararon en anortiguador TAB IX qris-acetato 0,04

M,  EDTA  0,002  M,  pH  7,5).  A las  muestras  se  les  agregd  amortiguedor  de  carga

(glicerol 50% v/v, EDTA 50 rfu4 azul de bromofenol 1,5 mg/inL) y luego se cargaron

en el gel. Las condiciones de electroforesis fueron entre 50 y 100 V en tampon TAE IX
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Una vez terminada la electroforesis,  el gel fue tefiido  con rna soluci6n de bromuro de

etidio    (0,5    Lig/inL)   por   20    min,    para   posteriormente   ser   visualizado    en   un

transiluminador UV y fotografiado.

22.10 Recuperaci6n de fraglnentos de DNA desde ge]es de agarosa.

Los  fragmentos  de  DNA  a purificar,  ya separados mediante  electroforesis,  fueron

cortedos desde el gel, y purificados mediante el kit comercial QIAquick Gel Extraction,

de QIAGEN segdn instrucciones del fal]ricante.

2.2.11 Clonamiento de productos de PCR.

El  clonamiento  de los productos de PCR se realiz6  empleando el sistema comercial

"PGEM-T  Easy  Vector  System"  de  acuerdo  a  las  iustrucciones  del  fabricante.  Este

sistema  proporciona  el  vector  PGEM-T,  el  cual  se  prepara  digiriendo  el  pldsmido

PGEM-5zft+) con la enzima de restricci6n EcoRF'y adicionando (mediante dTIP) urra

timina en anbos extremos 3' del vector, las que incrementan la eficacia de la ligaci6n

de productos de PCR obtenidos con polimerasas termoestables (ej.  Taq) que adicionan

adeninas en los extremos 3' de los amplificados.

La reacci6n  de ligaci6n  se  realiz6  durante  1  hora a temperatura anbiente  o  a 4°C

durante toda la noche, con: 5 prL de amortiguador  de ligaci6n 2X (60 mM Tris-Hcl pH

7,8,  20  mM  Mgc12,  20  mM DTr,  2mM  AFT,  10% polietilenglicol),  1  rfu  de vector

PGEM-T Easy,  1  [IL de DNA ligasa del fago T4 (3U/HL) y 25 ng de producto de PCR.

Finalmente el volumen de reacci6n se llev6 a 10 ilL.
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22.12 Transformaci6n de E co/i..

2.2.12.1 Preparaci6n de c6Iulas e]eetrocom|)etentes.

La preparaci6n de edlulas electrocompetentes cousisti6 en inocular 3 mL de medio

LB con 30  uL de un cultivo fresco y saturado de E.  co/i DH5c£ (A6oo >  I,0) y esperar

hasta que el cultivo alcanzara rna A6oo entre 0,5 y 0,6. Luego se centrifug6 a 17.000 x g

por 5 min y se elimin6 el sobrenadante. Las celulas se mantuvieron en hielo por 1 min y

se resuspendieron en  1  mL de agua tridestilada est6ril enfriada en hielo, para luego ser

centrifugadas  a  17.000 x g por 5  min.  Este  lavado  se  rapiti6  3  veces.  Finalmente  se

resuspendieron las  c6lulas  en  40  uL  de dicerol  100/o  enffiado  en hielo.  Las  c6lulas

fueron utilizadas inmediatamente.

22.122 Transfomaci6n  por e[ectroporaci6n.

Para transfomar c6lulas por electroporaci6n, los productos de ligaci6n deben ser

previamente  desalados  para  prevenir  la  formaci6n  de  un  arco  voltaico  durante  la

aplicaci6n del pulso el6ctrico.  Para ello  en un tubo Eppendorf se gelific6  agarosa  1%

disuelta en agua destilada conteniendo loo mM de glucosa, y se hizo un orificio en el

centro del gel, en el cual se deposit6 la mezcla de ligaci6n.  Se dej6 de§alar la muestra

por difusi6n durante  90  min,  en  hielo.    Se  agregaron  entre  3  y  5  iJL  de la  ligaci6n

desalada  a un  tubo  conteniendo  40  iiL  de  c6lulas  preparedas  de  acuerdo  a Metodos

2.2.12.1.   El contenido fue transferido a rna cubcta de electroporaci6n est6ril de 0,2 cm

de distancia entre electrodos, la cual se dej6  enfriar en hielo por 5 min para luego ser

transfdida a la cinara de electroporaci6n para aplicar el pulso. Las condiciones fueron:

voltaje 2.500 V, resistencia 200 a y capacitancia 24 |lF. Luego de aplicar el pulso, se

redr6  la cubcta de  la cinara,  colocindose inmediatamente  en hielo,  y  la mezcla  se

diluy6 en 960  [iL de medio LB,  incubindose a 37°C  con agitaci6n durante  1  hora.  La
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selecci6n de bacterias transformantes se realiz6 en placas con agar Luria suplementado

con ampicilina, IPTG y X-gal,

22.13 Secuenciaci6n nuc]eotidica.

Para   las   secuenciaciones   realizndas   en   la   Uhiversidad   Cat6lica   se   utiliz6   un

secuenciador automatico DNA ABI PRISM310 (Perkin Elmer) adaptado con un sistema

de detecci6n de fluorescencia inducida por ldser durante una corrida de electroforesis

capilar.  Para  las  secuenciaciones  realizadas  en  Korea,  por  la  empresa  Macrogen  se

utiliz6 un secuencindor 3730xl DNA analyzer. Los espectros fluorescentes fueron luego

traducidos a secuencia nucleotidica utilizando el programa computacional ABIVIEW.

22.14 Analisis de secuencias, disefio de partidores y alinealnientos.

Para el analisis de secuencias nucleotidicas obtenidas por secuenciaci6n automatica y

su ensamblaje se utiliz6 el paqucte de programas DNAstar de Lasergene. Para el disefio

de partidores se utiliz6 el prograna FAST PCR, software disponible en la red. Se utiliz6

tambi6n el servidor BLAST del National Center for Biotechnology Information OTCBI)

(Altschul y col.,1990) para la comparaci6n de secuencias y bdsqueda de ellas en la base

de  dados.  Para realizar  alineanientos  de §eouencias  conocidas  se utiliz6  el  programa

Clustalw. Por ultimo, para realizar alineamientos y generar drboles filogen5ticos se us6

el  programa  Clustalx,  escogiendo  las  opciones  de  excluir  posiciones  con  "gaps"  y

corregir  para  sustituciones  multiples.  Estos  tltimos  se  visualizaron  con  el  programa

SplitsTree.
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3. Resu]ulos.

3.1 Efeeto de la fuente de carbono en la producd6n de aral.inofuranosidasas.

El  efecto  de  las  fuentes  de  carbono  en  la producci6n  de  archinofuranosidasas  en  el

tiempo  se muestra en la Figura  6.  EI  L-anal)itol  resulto  ser el  mejor  inductor para la

producci6n de la actividad Abf. En cuanto a las fuentes de carbono naturales utilizedas

(coseta de remolacha, xilano de avena, y coronta de malz), se observ6 rna producci6n

similar, siendo la coscta de remolacha levemente sxpchor.

En general, la producci6n de Abfi aument6 bruscamente hasta  el cuarto dia de cultivo,

a excapci6n del cultivo en L-arabitol, en el que la actividad aumento hasta el decimo

primer dia`  Se observa que luego de dicho dia, la activided arabinofuranosiddsica total

comienza a disminuir.

0              2              4              6              8             10            12            14

Tiempo (din.)

-Cogcta de remolach
~ Coronta de maiz
± Xilano de avena
-Athoitol

Fig 6. Cinffica de pnducci6n d€ L-arabinofuranoridasa de P. p«rj7«.qgen«m en medics de
cu[tivo liquider con distintas fuentes de carhono.
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32Purifi\cz`ct6ndeALb[ZdePenicilliumpuxpurogenum

Siguiendo  un  protocolo  de  purificaci6n  ya  establecido  a`avanal,  MC,  comunicacidn

personal) se procedi6 a purificar la Abf 2. Para ello se utiliz6 como material de partida

el filtrado de 890 mL de un cultivo liquido de 8 dias del bongo en medio Mandels con

xilano de avena al 1% como iinica fuente de carbono (vcr discusi6n).

El filtrado se concentr6 por ultrafiltraci6n de manera de obtener una concentraci6n de

proteinas suficiente para realizar rna precipitaci6n con sulfato de amonio. Producto de

esta filtraci6n  la muestra  se  concentr6  aproximadanente  5  veces,  obteni6ndose una

disminuci6n de las proteinas totales de aproximadamente un 72%, con rna recuperaci6n

de la actividad del 98%, como se muestra en la Tabla H.

El  siguiente  paso  cousisti6  en  una  precipitaci6n  con  sulfato  de  amonio  al  40%  de

saturaci6n   de   manera  de   precipitar   compuestos   interferentes   en   la  purificaci6n,

precipitado   en   el   cual   no   se   observa   actividad   aral]inofuranosiddsica   (datos   no

mostrados).  Posteriormente se realiz6 un corte de 90% de saturaci6n. En este paso de la

purificaci6n el rendimiento llega al 83%, como se muestra en la Tabla 11.

32.1 Crolnatografila de intercambio ani6nico en DEAE Sefadex A-25

La fracci6n obtenida del paso anterior se cargo en rna columna de DEAE Sedndex A-

25, ouyo perfil de eluci6n se muestra en la Figura 7A. Al analizar el perfil obtenido del

lavedo de dicha columna, se observa la aparici6n de un pico bien definido a 280 nm, el

cual calza con un pico de actividnd aral]inofuranosiddsica. Las fracciones activas fueron

juntadas para continuar con la purificaci6n.
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3.2.2 Cromatograffa de intercambio cati6nico en Sulfopropi] Sefarosa.

La  fracci6n  del  paso  anterior  fue  concentrada y  equilibrada  a pH  4,0,  luego  fue

cargada en rna columna de Sulfopropil Sefarosa, la cual fue eluida con un gradiente de

Nacl de 0  a 0,5  M.  El perfil obtenido  de la elusi6n de esa columna se muestra en la

Figura 78. Las fracciones activas fueron analizadas mediante electroforesis en geles de

poliacrilamida para determinar su pureza. Asl se pudo determinar que el pico formado

por las fracciones 117 a 129 contenian a la Abf  3, la cual como se observa en la Figura

98 se encontraba pura en las ultimds fracciones de este pico.  El pico fomado por las

fracciones   131   a  139  contenian  a  la  Abf  2,  sin  embargo,  6sta  no  se  encontraba

complctamente pure, como se puede observar en la Figura 8C (cinil I).

Se juntaron por separado las fracciones que contenian a las Abf 2 y 3. El ..poor Abf 2

fue concentrado y equilibrado a pH 7,0 y  1,2 M de O`lH4)2S04, para continuar con su

purificaci6n,

323 Cromatografia de interacci6n hidrofebica en Feni] Agarosa.

El `t}ool" Abf 2 fue cargado en rna columna de fenil agarosa, la cual fue eluida con

una gradiente salina descendiente de 1,2 M a 0 M de OlIL)2S04. El perfil de eluci6n no

se muestra debido a que las absorbancias resultaron ser may bajas, por lo que se sigui6

la presencia de Abf 2 mediante ensayos de actividad enziniatica y SDS-PAGE. Como se

observa  en  la  Figura  8C,  la  enzima  Abf 2,  se  logr6  obtener  pura  en  este  paso  de

purificaci6n.

La Tat)la H resume los resultados de la purificaci6n,
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RI__       ..
10                    20                     30                    40                     50                    60

N® hacc]6n

0                20               40               60               cO              leo             120             140             1cO

No haccl6n

~Ab8. 280 nm
-Abe 405 rm.

Figure  7.  PerfuLe8  de  eluci6n  de  las  co]umnas  de  intercaml)io  i6nico.  (A)  40,2  mg  de
proteina, con una actividad de 12,59 U/mg se cargaron a uno colunna de DEAE-Sefadex A-25.
0)  12,6  mg  de  proteina  con una  aedvidad de  24,3  U/mg  se  cargaron  en  rna  colunia  de
sufopropn  sefarosa.  En  azul  se  muesfro  la  chsorbancia  a  280  rm.  En  rojo  se  muestra  la
absorbancia a 405 nm, luego de rcalizar el ensayo de actividad arabinofuunosiddsica En verde
se muestra esqueniancanente la gradiente salina utilizada en la cromatografia.
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A

130KDa  -
100KDa  -

35KDa -

St1

70KDa  -
55 KDa -

55rm-
40 rm -

St        I        2        3        4

#
th

rae

E|

- Abf 2

-Abf 3

Figura 8. Electroforesis de lan tres dltinas ctapas de purificaci6n de AI)f 2 y Abf 3 de P.
pzfip«rqgen8m en  gd de poliacrilamidr desmturante a] 12%. I.os geles fueron tdiidos con
urn solucidn de nitrato de phta 10 mM. (A) St: estindar de peso molecular. Carril I : pool activo
del lavado de la colunna DEAE Sefadex A-25 a3) St: estindar de peso molecular. Carriles i, 2,
3, 4 y 5 conesponden a las frocciones   119,121,123,125 y 127 respechvamente de la gradiente
de la columna sulfapropil sefarosa.  (C) St:  estandar de peso molecular. Carril  1  conesponde al
pool `.Abf 2.. de la grndiente de la columna Sulfquapil sepharose; Carriles 2, 3 y 4 co[Iesponden
al pico activo de la gradients de la fenil agarosa, que muestran a la Abf 2 pun.
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Tab]a 11. Tab]a d€ purificaci6n para  La Abf 2 de P. p«Ipurogrmqm.

Etap&
Volumen

Pr®teina8 Unidades
A®tividad

Actividad
Renditnientototales totales espodfica

(nrfu) (mE) cO aJ/mL) qu/") (%)loo
Extracto crudo 895 313.25 608.6 0.68 1,94

Ultraconcentrade 173 88.23 596,85 3.45 676 9807
4o-9o% arH4i2so4 10 40,2 506 50,6 12,59 8314

DEAE- Sofadex 12 12,6 306 25,5 24,29 5028
SP-Sefarosa 7 1.26 66.5 9.5 52.78 1093

Fenil aFunsa 3 0.24 17.55 5.85 73,13 2.88

33 Determimti6n de] punto isoe]6ctrico.

Este  experimento  se  realiz6  como  se  describe  en  la seci6n  2.2.4.3.2.  El  resultado  se

muestra  en  la  Figura  9,  en  la  curl  se  muestra la migraci6n  de  las  tres  Abfs  de P.

p#xp«roge##m   puras  a distintos  pH,  establecichdose asi  un punto  isoelectrico  de 6,5

para Abf 1, 5,3 para Abf 2 y aproxirmLdanente 5,8 para Abf 3.  Ademds se demuestra

que dstas son activas sobre MUAra.

Abf 3 se observa como un duplete.

St        I                 2                   3

6,8-

4,65 -

=           Abf I

=           Abf 3

=            Abf 2

Figura 9.  Zimograma sobre isoelectrrmfoque de las Abfs de P. p«xpqingen«m. En coda
caril  se cargo entre 2 y 4 ng de prcteina puma.  En el primer carril,  indicedo por "St..,  se carg6



estindard de punto isoelectrico cO.  St: estindar de punto isoelectrico. Caril 1: Abf I; Carril 2:
Abf 3; Carril 3: Abf 2. El sustrato iltilizado en el zinograna fue MUAra.

3.4 Determimci6n de parinetros cineticos de Abf 2.

3.4.1 pH 6ptho.

Para determinar el pH 6ptimo de Abf 2 se realizaron ensayos enzimaticos como los

descritos en 2.2.5.2, variando el pH del amortiguador citrato 50 mM de 3,0 a 7,0, cada

una unidad de pH. Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 10A, en la cual se

puede observar claramente que la enzima presenta un pH 6ptimo acido de 5,0.  Cabe

destacar que la enzima es activa en el rango de pH eusayado.

3.42 Estudios de temperatura.

3.42.1 Efecto de la temperrfura sot)re la actividad enzimatica.

Para determinar la temperatura a la cual  la  enzima presenta la mayor actividad

(temperatura  6ptima),  se  realizaron  enzayos  enzimaticos,  en  los  cuales  se  vari6  la

temperatura de incubaci6n entre 20 y 90 °C, como se describe en la secci6n 2.2.5.2.  Los

resultados obtenidos se muestran en la Figura lob, indican que la temperatura 6ptima

para esta enzima es de 60°C en las condiciones de ensayo utilizadas,

3.42.2 EstabiHdad a distintas temperaturas.

La determinaci6n de la estabilidad t6rmica de la Abf 2 se realiz6 preincubando la

enzima a distintas temperaturas,  durante  distintos tiempos,  para luego  determinar su

actividad  mediante  un  ensayo   de  actividad  tradicional.     El  rango  de  temperatura

utilizado para este experimento abarc6 de 30 a 60 °C.  Los resultados obtenidos en este

ensayo se muestran en la Figura 10 C, y muestran que Abf 2 es estable hasta los 50 °C,

p ero sobre esta temp erafura presenta inestabilidad t6rmica.
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pH6ptilmAbf2

•-------

Efocto de la temperatura sobro la actividad
enzimitica

0                   20                  40                  60                  8o

Temporatun °C

E8tabilidad terrica de Atrf 2

0      0.5        I        I.5       2       2.5        3       3.5

Tiempo de  incubcoi6n  thol.as)

=       30®C

=      40OC

i     50OC

-x-60OC

Figure 10. Efcaos de] pH y temperatura sobre la actividad dc Abf 2. (A) pH dptimo de
AI)I 2. La actividad Abf fue determinada por el m6todo cuandtrdvo en anoriguedor citrate 50
mM a distintos pHs, coma 8e describe en la seeci6n 2.2.5.2. a) Tcmperafum 6ptima de Abf
2. Las actividades fueron medidas per el m6todo cuantitativo  en amortiguador citrato 50 mM
pH 4,0, variando la temperature de reacci6n del ensayo, como se describe en la secci6n 2.2.5.2.
(C)  Estabitided  a  distintas  temperatures.  Las  diluciones  enzimaticas  fueron  incubadas  a
disdras temperattlras (30, 40, 50 y 60 °C), por lee tienpos indicados en el grffico, pan luego
deteminar su actividad mediante un ensayo cuandtativo a 35 °C.
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343 Dete[minaci6n de KM y VD,ar prra Abf 2.

La determinaci6n de los parinetros cindicos KM y Vmx se realiz6 mediante ensayos

de velocidades iniciales en presencia de distintas concentraciones de pNPAra, como se

explica en la seeci6n 2.2.5.I.  Ira curva de saturaci6n obtenida papa estos expenmentos

a7igura  11)  muestra  que  la  enzima  presenta  rna  cinetica  nrichaeliam  Mediante  el

software ..Origin.., se pudo obtener de manera preliminar (ver discusi6n) que los valores

de KM y Vrmx fueron de aproximadanente loo iiM y 2 U/mg.

Cabe destacar que estos  son resultado§  experimentales que requieren de la realizaci6n

de  nds  experimentos  de  manera  de  obetener  uts  puntos  en  el  inicio  de  la  curva

mostreda en la Figura I I .

0                  200                400               coo                800               1000

pr FREAra

Figura 11. airva de 8afuraci6n de Abf 2 usando pNPAra com sustrato. En rojo se observe
el ajuste a urn funci6n hiperb6lica, la cual demuestra el comporfamieto Michaeliana de Abf 2.
En el  recundro a  la derecha  se muestran los parinefros  KM  y  V]rfu,  determinrdos  sobre esta
curve por el software "Chidn".
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35 Inducci6n de ]a actividad aral)inofurmosiddsica.

Como  se explic6 amenomente en la secci6n  1.3, las  arabinofuranosidasas liberm L-

arabinosa monomdica desde sustratos polinericos que contienen este monosacarido. La

L-arabinosa es captada por la c6lula y convertida en D-xilulosa-5-fosfac, la cud entra a

la via de las pentosas fosfato (Witteveen y col., 1989) (Figura 22).

anbirmo.A.P.i.      I.-arabinosa

xnano

xila-    :
B-xilosidasas   :

D-xilosa P-ril6sa   a

L-arabinosa

in
L-arabitol

lt
L-xilulasa

Ff
Xilitol

Jt
I>xilulosa

'
D.xiiulosa-5-forfuto

L
Via de lag pento`sas fosfato

Figtlra 22. Catabo]ismo de ]as pentosas en Axperig±Zzi.s niser. El cundro celeste encielTa los
pasos  intracelulares.  has  flechas  puntcadas  indican  la degradaci6n  de polisacaridos.  En  color
morado  se  indican las  pentosas  y  polioles  utlizados en  los  experimentos  de  inducci6n  de  la
actividad Abf.
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Para  deterninar  si  existe  inducei6n  de  las  Abfs  de  P.  j7aerp2"oge#"in  y  ayudar  a

estableeer cuales  son sus sistemas regulatorios, se creci6  al hongo en medio Mandels

suplementado con las distintas pentosas y polioles generados en el catabolismo de la L-

arabinosa  y  la  D-xilosa,  durante  11  dias.  La  achvidad  abinofuranosiddsica  total  fue

medida a distintos tiempos Q'igura 23).

Inducci6n de la actividad pNPAra

11 Ihia 2

I Ixa 4
0 Ixa 7
I Dia 9
I Dia 11

--:-::---i-sf-sf-I

Figtira   23.   Indueci6n   y   represi6n   de   ]a   actividad   aral)inofuranusiddsica   de   P.
prlpz«qgen«m  en  cultivus  de  11  dfas  con  glucose  y  con  pentosas  y  polioles  gen€rndus
durante el cataboH8mo d€ ]a L-ambinosa. I.as distintas fuentes de carbono fueron utilizadas a
urn concemraci6n  de  67  mM.  I.os  resultades  conesponden al  promedio  de  2  experimentos
independientes.

Los  resultedos  demuestran  que  existe  inducoi6n  de  las  actividedes  de  hidr6lisis  de

pNPAra en los oultivos con L-arabitol  y en menor grado, con L-arabinosa, mientras que

D-xilosa y xilitol muestran una inducci6n practicamente nula en la actividad Abf.  Al

agregar  glucosa a estos  cultivos  inducidos  se observ6  que  la actividad  practicamente

desaparece, Io que demuestra una fuerte represi6n catab6lica por glucosa.
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Para determimr  la posible existencia de un patron diferencial  en la expresi6n de las

distintas arabinofuranosidasas de P. p#rj"rt7gemefm btio la inducci6n con L-arabitol y

L-arabinosa,   los   sobrenadantes   de   los   cultivos   inducidos   se   sometieron   a   un

isoelectroenfoque seguido de un zimograma aigura 24).  Se observ6 que la Abf I  ®1

6,5) y Abf 3 ®15,8) son inducidas con L-arabitol y L-arabinosa, Abf 2 ®15,3) solo es

inducida signifi cativanente por L-arabitol.

AB
2       4        7        9        11                     2       4       7         9      11

6,9-

4.7-

-Abf I
- Abf 3
- Abf 2

Figura 24. Zimograma que muestra la acthridal Oral)inofuranusiddsica de sobrenadantes
de cultivus de P. jm]prrqgen4rm bajo la induceidn de (A) L-archito] y a) L-aral)inusa a
distintus dies de oultivo (2, 4, 7, 9 y 11 dias). 2 I.g de prcteina fueron cargados en coda carril.
El sustrato utlizado para el zimograma foe MUAra.
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3.6 Secuencinci6n de Abf 2.

3.6.1 Secuencjas aminoacidicas de fragmentos de Abf 2.

Se determin6 previanente la seouencia del anino teminal y de p6ptidos  intemos a

partir de la enzima pura`  Dichas  secuenciaciones se llevaron a cabo por la Bra.  Isabel

Vandenberghe   en  el   Laboratorio   de  Ingenieria  y  Bioquimica  de  Proteinas   de  la

Universidad de Gante, 86lgica (Prof. Van Beeumen). La secuencia amino terminal fue

obtenida  mediante  la  tecnica  d?  Edman,  mientras  que  las  secuencias  de  p6ptidos

intemos fueron obtenidas por  digestion enzimanca con tripsina y posterior anali§is por

espectrometria de masas.

Las secuencias obtenidas resultaron ser las siguientes:

1.   VQISVAKSGG(A)VTTGLQYGAMEE?INH?GE SGLYA

2.   svrHvvy

3.   NTFVI/LTFD

4.   WAVDWVQQ

La seouencia 1  corresponde al amino terminal y las secuencias 2 a 4 corresponden a

pdytidos  intemos.  Cabe destacar que existen ciertas  incertezas  en la identificaci6n de

algunos aminoacidos.  Por ejemplo, la techica de espectrometria de rmsas, no es capaz

de discernir entre isoleucina y leucina, debido a que poseen la misma nasa residual, y

es por esto que dicha anotaci6n es I/L. Por otra parte, la aparici6n de simbolos `?" en la

secuencia, es debida a que no apareci6 sefial de aminodeido en el cromatograma, lo que

puede  deberse a la  existencia de  cisteinas  en dichas  posiciones  de  la  secuencia.  Por

dltimo,  la presencia de un aminodeido  escrito  entre parchtesis  indica que ocurri6 una

p6rdida parcial  del  cromatograma para dicho  aninodeido  En  este  caso  se  indica  el

aminodeido mds probable en dicha posici6n.
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Los        resultados        de        una        bdsqueda        en        el        servidor        BLAST

Qttp//www.ncbi.nlmnih.govo  revelaron  similitudes  de  secuencia  entre  fa  secuencia

amino terminal y varias arabinofuranosidasas de la familia 51  (GH51) en especial con

la arabinofuranosidasa A de i4xpengjdsgivgczrl/s, presentando un 76% de identidad de

secuencia con esta. Para realizar esta bdsqueda, se utiliz6 la secuencia mds probable del

anino   terminal,    es    decir,    tomando    en   cuenta   todos   los    aspectos    explicados

anteriormente  y  asignando  el  aminodeido  mds  probal)le  en  las  posiciones  inciertas.

Posteriormente se procedi6 a realizar un alineamiento entre la secuencia de la Abf A de

<4.  givgcz#is  y  los   p€ptidos   infernos   de  P.  pztrp.wiqger2w»:,  utilizando   el   servidor

Clustalw  (htto/twww.chi.ac.uk/clustalwn,  y  se  encontr6  que  solo  dos  de  estos  ¢us

p6ptidos ndmero 2 y 3 alineaban parcialmente ¢igura 12) por lo que ct p6ptido 4 no

fue  utilizado   para  el   disefio   de  partidores.   Ciracias   al   alineamiento   realizado,   se

escogieron  las   secuencias   moldes   para   ct   disefio   de  partidores   degenerados   que

permitieran la secuenciaci6n del  CDNA  La secuencia amino terminal dio  origen a lus

paridores  JE-1A  y  JE-2A,  y  el  pdytido  intemo  3,  ct  cual  alineaba mas  al)g`jo  en  la

secuencia de Abf A, al partidor JE-3A Dicho disefio utiliz6 una tabla de uso de codones

especifica parap.  pe/xpgtxpgerc!/J72 (Anexo D.
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A . fumgatus
P . purpurogenun

A . fumigatus
P . pu rpurogenun

A. fumigatus
P . purpurogenun

A. fumigatus
P . purpurogenun

A. fumigatus
P . purpurogenun

A . fumLgatus
P . purpurogenun

A . fulri gatus
P . purpurogenun

A. furrigatus
P . purpurogenum

A. fiulgatus
P . purpurogenun

A . fumgatus
P . pu rpurogenun

A. fulgatus
P . pu rpurogenun

JE-I A                          JE-2A--
MLLPKS I LLPLI.RACTRAVEI SVAS SG®IVTINljQYGIMEE E INHCGEGGLYAEL I RNRA   60
------------------ VQIS\usGGAVTTGLQ¥GAMEECINHCGESGL¥A ----- ~-   36

*..****.***    ***.****    ***    ******.****

FQGs sFff psNLDrmAVNGATLSLENLSDPLs sALPTsvNVKGSKGQAGLTNIcrml Dv   1 2 0

RPQKYTGS FYVKCIAYNGS FTAS I.QSARTGKVFASAKIAS HSVEDKWVQHSFTLVPHSAAP   18 0

DTENT FSLTForsRAEmALDFNL I sLFppTWNNRPNGLRRDIMQAMI®FGPKFLRFPGG   2 4 0
---NTF'VI.TFD--------------------------------------------____-

***    ****

ENIJ]GD`I` I DGRWKO`INETI GPLKDRPGRAITWGY QETGG\4GLVEYMEWCDDLGI EP II[AVW   3 0 0

AGIAI.NGDvvpE DELHVIVQDAIDELE FLTGsvETKyGALRAsvGHPEpwl RyvEvca\iE   3 6 0

DNIINNGI.ASY SS YRFRAFYDAI RAKY PDI TVIAST I DLT LPGDAGGDYHLY DI PDNFI T R   4 2 0

FGFFDr\nrsEDHp I LLGRTNRAQPIAIANI"I GE IAAVQHNGAE I DWSNRQFS L¥ pwwl Gs   4 8 o

JE-3A
<

vARAVFLLGAERNAHKILGTTyARTflrmvLDNyEws pT FLVFNS DPDQTARSTswHvy DLF   5 4 0
----------------------------------------------------StrH\ny--

s HTI"'n`iTLPTKssDK¥GPL¥¥VAGVDNS TNSH I FKAAv¥NSTADvpvS LTFDG\/KAGTA   6o o

AE LT LLTAPDPVSREVGGANQVII SKVSTLRAGKQGVFE FS LPNLSVAVLKTKCINK   6 5 6

Figure  12.  Alincamiento  entre  ]a  seeucncia  aminoacidica  de  ]a  Al]f  A  d€  4sjpengdArzis
jf misedls (negro) y ]as secuencias dcl amino tcndnal y ]us peptidos intemus 2 y 3 de la
Abf 2 de PenlErizzfufm prf qulrqgrmpm (aqul). En rojo se muestran ha ubicaci6n y la direccidn de
lo§ partidores degenerados disefiados a prrtir de las secuencias aminoaofdicas en azul.
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3.62 Extracci6n de RNA total y sintesis de cl)NA.

Se  extrajo  RNA total  de  rna muestra de micelio  del  hongo P.  pzfrpwrogen#"  de

acuerdo a lo descrito en Mctodos 2.2.6.1. Se sintedz6 CDNA a patir de RNA mediante

transcriptasareversa,ylamezcladecDNAobtenidosfueutilizadacomomoldeparalas

reacciones de PCR siguientes.

3.63 0btenci6n de scouencia de CDNA de dr/2 por RT-PCR.

Al  realizar  un  RT-PCR  con  la  mezcla .de  cDNAs  como  molde,  y  utilizando  los

partidores degenerados JE-1A y JE-3A, seguido de un PCR anidado con los partidores

JE-2A y JE-3A ITal>la D,  se obtuvo un producto  esperado  de  aproximadaniente  1400

pb,  a rna temperatura de hibridaci6n de los partidores de 48°C y con concentraciones

relativanente altas de Mgc12 a7igura 13).  Dicho fragmento fue clonado y secuenciado

parcialmente.

Para continual en su secuenciaci6n se fueron disefiando partidores intemos a medida

que se fue avanzando en la secuencia (Tabla I).

Para obtener las secuencias faltantes del CDNA,  es decir, las secuencias codificantes

para  los  extremos  amino  y  carboxilo  terminal   de  la  proteina,  se  decidi6  conocer

primeramente   la  secuencia   del   gen   czb/  2,   con   el   fin   de   disefiar   partidores   no

degenerados para la amplificaci6n de log  extremos  del CDNA  Para ello,  se utiliz6  la

estrategia  de  ..Genome Walking..,  (ver secci6n  2.2.8).  Una vez conocida la secuencia

completa  del  gen  ab/ 2,  se  pudo  completar  la  secuencia  del  CDNA.  Finalmente,

utilizando el c6digo gerfetico, se tradujo la secuencia del CDNA de manera de obtener la

secuencia de la proteina Abf 2, la cual se mue§tra en la Figura 17.
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3.6.4 0btenci6n de [a secuencia comp]eta del gen ab/2.

Una vez conocida parte de la secuencia del CDNA de CZD/2, obtenida por RT- PCR,

fue posible disedar partidores no degenerados, los ouales no solo fueron utilizados para

avanzar en la secuencia del CDNA sino tambich del gen crb/2`

Utilizando la pareja de partidores JE4A y JE-9A, se obtuvo un producto de PCR de

aproximadamente  1300 pb,  utilizando  DNA gen6mico  como  molde (Figura  14A),  el

cual abarcaba gran parte del gen. Dicho fragmento fue clonado y secuenciado.  A partir

de dicha secuencia fue posible disefiar un par de partidores no degenerados, JE-14A y

JE-15A,   los   cuales   se   emplearon   en   la  tecnica   de   ..Genome  Walking-,   descrita

previanente  en  la  secci6n 2.2.8,  para  avanzar rio  abajo  en  la secuencia del  gen.  Se

obtuvieron amplificados  en tres  de las  cuatro  "librerias"  de DNA gen6mico  (Figura

148). El producto de mayor tanafio obtenido, de aproximadanente 900 pb, fue clonado

y secuenciado, obtenierndose asi el extremo 3' del gen y un trozo de secuencia rio al)ajo

del lnismo.

Para  completar  la  secuencia  del  gen  azJ/ 2  se  utiliz6  nuevamente  el  kit  Genome

Walker.  Se disefiaron los partidores JE-10A y JE-llA, con el fin de conocer el extremo

5' del gen y avanzar rio arriba en la secuencia de manera de poder airalizar ademas su

promoter.  Se obtuvieron amplificados  con dos de las cuatro librerias,  especificamente

aquellas obtenidas por digestion con St# I y Pun +T ¢igura 15). Estos fragmentos fueron

purificados, clonados y secuenciados.

Una  representaci6n  esquematca  de  los   principales   partidores   utilizados   en  la

secuenciaci6n se muestra en la Figura 16.
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A

1S00pb -

111-
JE IA JE 2A

St       I       2      3     4     5

1 00 pb

Figura 13.  Amplfficaci6n de un fragmento de CDNA de al]f 2 por RT-PCR seguido de un
PCR anidndo. (A) Gel de agarosa al  1% de los productos del PCR anidado a concentraciones
crecien(es de Mgc12, usando como molde el prodrcto de PCR obteDido con los partidores JE-
lA y JE-3A y utilizmdo los parddores JE-2A y JE-3A. Carril  I : amplificndo a  I,5 mM Mgc12.
Carril  2:   amplificado  a  2   mM  Mgc12.   Carril  3:   anplificado  a  3   mM   Mgc12.   Carril  4:
amplificado a 4 mM Mgc12.  Carril 5: anplificado a 5 mM Mgc12.  a3) Esquema del frogmento
de  CDNA    de  ab/ 2  amplificedo  por  PCR  Ius  flechas  rojas  indican  la  orientaci6n  de  los
partidores utrmos.
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A

|sO pb -
loco I)b -

St1

St    11       2       3       4       S      6      7        8

I»al Sall  EOQHy PiluH  DTol Sbel EcoR:V Prfull

Figura 14. Amp]ificaci6n de fragmcntus dcl gen ab/2. (A) Amplificaci6n de un fragmento
del gen ab/2 por PCR. Gel de agarosa al  1% del producto de rcacei6n   de PCR   utilizando
DNA  gendndco  de  P.  purip!«ipgenttm  como  molds.   Carril   i:   Ainplificado  utilizando  los
partidores JE4A y JE-9A a))  Amplificaci6n de fa region 3' de] gen ab/2 mediante Genome
Walking. ca de agarosa al  I,50/o. Carril  I a 4: produetos de PCR utilizando los partidores JE-
14 y Apl, utilizndo como molde las librerias obtenidrs por digesti6n con I)raf, S}al, EcoJiy y
P`cl J7 respectivamente,  Carril 5  a 8:  productos de PCR anidndo, utilizando log partidores JE-
15A y AP2, utilizando como molde las liberias obtenidas por digesti6n con Dry/, Slrul, Ec'oRy
y P" J7 respechvanente.
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St     I       2      3     4      S      6      7      8

Drat Sttll  EooRIf PiiuH Drat Sbel EcoEIV EhaH

Figrra  ls.  Amplificaci6n  de  la  secuencia  S'  del  gen  ¢b/ 2  y  de  su  region  promotora
mediante Genone Walker. Gel de agarosa al 1,5°/o Cariles I a 4: productos de PCR utilizando
los partidores JE-I lA y Apl,  utilizando como molds la§ librerias obtenidas par digestion cue
Dra/,  Sur,  EcoRpr y  P"  I/  respectivanente.  Carriles  5  a  8:  preductos  de  PCR  anidado,
utilizando  los  partidores  JE-10A  y  AP2,  utili2ando  como  molde  las  libreria8  obtenidas  por
digestion con Drtz/, Sfoi/, EcoJ{ y y Pi¢/ J7 respectivamente.

JE 2A                            JE 4A
1111,                                  1111+--

JE |OA  JE ||A

I co pb

JE 9A            JE 3A--
1111+-

JE 14A  JE IRA

Figura 16.  Representari6n  esquemffica de  log principales patidones utilizadus  papa ]a
secuenciaci6n del CDNA y del gen ¢b/2. con fus respectivas orientacion€s.
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3.65 Analisis de la 8eouencia gendmica y del CDNA de qlb:¢.

El CDNA que codifica para Abf2 posee un marco de lectura abierto de 1908 pb que

codifican papa rna proteina de 635  aminoatidos, con una nasa molecular calculada de

69.032 Da. Una vez procesedo el pdytido seflal, la proteina de 618 aminodeidos presenta

una masa calculada de 67.212 Da.

La secuencia del CDNA es idchtica a la gen6mica, excepto por 7 redones de 60, 52,

50, 55, 55, 52 y 63 pb respectivaniente, flanqueedas por las secuencias consaso para

intrones: GT ..... AG 03allance, 1986) (Figura 17),

M    I    A     I     I     I.     I,     I,     p     L     I.     A     s     I    A     s     A     v     Q     I     s     v    A     K     24
ATOT TAGC GGAATATCTT CT TCTGccAT TGTTGGCATccTATGccT CGGccGTcaAGATT TC TGTTGC TAA   7 1

S       G      G      N      V      T      T      G      I,      Q      Y      G     A      M      E      E                                                                           40
GTccGGTGGTAinGT CACTAC TGenTTccAGTATGGTGCAATGGRAGAGGTAT GT c c TGGAATCATT T C TA   1 4 2

E      I      N      H      C      G      E      G      G      L      ¥      51
TAATGC GAGAT TGATAT TTAC CAATGT TGT TCT CC TAGGAAAT CAAC CACTGT GGTGAAGCTGGTCTCTAT   213

A      E      I,      I      R      N      R     A      F      Q      G      S      T      T      Y      P      S      N      I,      D      A     W      S      A75
GcccAGTTGAT CCGCAATC GGGccT TccAGGGAAGCAccAc cTAc ccATccAACT TGenTGCTTGGTC T Gc   2 8 4

V      G      G      S      T      L      S      I,      Q      N      I,      T      D      P      I,      S      S      A      I,       P      T      S      V         98
CGTCGCTGGTTCGACACTGTCTCTTCAGAicCTCACTGACCCCCTCTCCTCTGCTCTCCCAACTTCCGTTC    3 55
R      I      T      G      K      G      I      S      G      I      S      N      T      G      F      W     G      I      D      V      R      P      Q      K      122
GGATCACGGGTAAAGGTAC CTCGGGTATC TC CAACACTGGC TTTT GGGCGATTCATGTCCGCCCT CAGAAG   4 2 6

Y      S       G      S       F      Y      V      K      G      S       Y      K      G      S       F      T      A      S       L      Q      A      S      N      G146
TAG TCTGGGTC TTTC TACGTGAAGGGC TC TTACAAAGGC TCGT TCACTGccTC TCTTCAGacTAGCAAC GG   4 9 7

E      V      F      A      S      A     Q      V      a      S      K      S      V     A     N      D      W     V      Q      H      E      F      T          169
CGAAGTCTTTGC T TC C GCT CAGGTC TC TT CGAAGAGTGT TGCAAATGAC TGGGTGCAGCATGAAT TCAC CC    5 6 8
Ii      T      P      K      K      K     A      S      S      S      N      N      T      F      V      L      T      F      D      A      S                                  190
TCAcc cc cAAGAAcaAGGC TT ccAGCTc cAACAACAc CTTTGT GCTGAc cT Tc: enTGccTC TGTAAGTTRA   6 3 9

K      T      S       G      G      S      I,      D      F          199
T CAAGAACTAACGCTTT GRAT GC TC TGCACTAACTTCAAACAGAAGACATC TGGTGGCT CC C T CGAC TT CA   710
N      I,      I      S      I,      F      P      P      T      W     N      N      R      P      N      G      M      R      R      I)      I,      M      Q      A      223
ACTTGATCAGx: TTGT Tc c c Tc ccAc cTGGAACAAccGTcccAATGGCAT GCGc CGAGAT CT CIATcaAAGCT   7 8 1

L      Q      D      L       G      P                                                                                                                                                                      K      230
TTGCAAGAC TTGGGTc c TGTAAGTC TC Gc cATGATAGCAGATGGTATTccAACAT GC T GAG TT GATAGun   8 5 2

F      L       R      F       P      G      G      N      N      I,      E      G      Q      T       I      E      G      R      W      K      W      N      E      I   254
TTC C T TC GT TTCC CT GGACGCAACAAC CTCGAGGGTCAGACCATTGAGGGTCGATGGAAAT GCAECGAGAC    9 2 3

I      G      P      I,      I      Q      R      P      G      R     A      T      T      W      G      Y      E      a      T      S      G      M      G         277
TAT TGGACCATTGAC TCAGCGTC CTGGCC GTGC TACCAC CTGGCGCTATGAGGAGAC CAGTGGTATGGGTC    9 9 4
I,      V      E       ¥      M      E      W      C       I)       D      I.       G      M      E       P                                                                                           292
TGGTCCIAGTACATGGAGTGGTGTGATGACCI CGGCATGGAGCC TAGTAAGT CTAT TATGATAGAATATACT    10 6 5

I      L      A     V     W     A     G      L      A      L      N      G      N      V      306
TCACTTGACTTGACTGACAAACATcccAGTccTCGccGTTTGCGCTGGTCTCGCTCTGRAccx~cerTG   113 6

V      P      E      A      E      I,      D      V      Y      V      Q      D      A      L      D      E      I,      E      F      I.      I      G      S      V330
TCC CC GAAGCC GAGC TTGAC GTTTACGTC CAAGATGCCC TCGATGAGC TCGAGTT CTTGAC TGGC TC TGTT   12 0 7

D      T      K      Y      G     A      L      R     A      K      Y      G     H      P      K      P      W      T      I      R      ¥      V      E          353
GACACCAAGTACGGTGC TCTACGAGCCAAGTACGGCCACCC CAAcOC CTGGAC TATC CGTTAT GTC GAGGT    12 7 8
V      G      N      I      D      N      I,      S      S      G      L      S      S      Y      K      S      Y      R      F      Q      A      F      Y      D      377
TGGCAATenGGACAAEC TGAGCAGT GGccTCAGCTCGTACAAGTC cTAccGCTTc CAAGCATT CTAT enTG   1 3 4 9
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AITKK¥PNI A
CGATCACCAAGAAATATCCCAACATTCAAGTCCTGGCTTCCACTATCGACATGACCCTTCCCGGCRATGCG

GGTGGTGATTAccATCTGTAccaTATccccGACAACTTCATCAccAAGTTCGGcaTGTTCGACAacTACAG

TGACGCGCACCCAATTCTTCTTGGTATGTGTCATGCATAACATCAAATGAGCTAGAACTAATAGAGGTAAC

ACCACAGGTGAAATCGCCGCTACTGAGTACAACAACGGTGTCGGCATTGACTGCIAGTjIATACTCATTTTTC

CTTGTACCCCTGGTGGCTGGGCTCAGTCGCGGAGGCTGTCTTCCTCTTGGGAGCTGAGCGTRACGCTGACA

AGATTATTGGAACTAccTATGTGAGTTTAGTATccGATCATGTccAAGcccAAAACACTmcGACATGACA

GcOGccATTCTTGATGAAccTGGACAGCTAcenGTGGTCGccAAccATGATCTCTTTCAACTccRAccccG

ACGACAccGCAAAGTccACTAGCTGGCACGTGTACAACGTGAGTCTATCTAAccATAAATCATCARAcanT
L      F      N      K      N      H      M      T      N      T      I,       P      A      T

ccAGTCAATACTAACAGAcccTCAAAATAGCTCTTCAACAAenAccACATGAccAACACTCTcccTGcmc
S      N      D      T      F      G      P      I,      Y      Y      A      T      G

cTccAACGACAccTTCGGcccccTATACTACGccAccGGTGTGAACAceAAcaccAACTcccACATCTTCA
K      A     A      V      I      N      S      T      A      D      V      P      V      S      I.      T      F      E      G      V      G      R      G      T
AAGCCGCCGTGTACAACAGCACCGCCGATGTCCCCGTTTCTCTGACCTTTGAGGGTGTTGGACGCGGCACA

T      A      D      I,      T      I      I,      T      A      P      S      D      V      a      M     N     A     V      G      G     A     N      V     V
ACCGCCGATCTCACTATTTTGACTGCCCCCAGCGATGTCTCCATGAATGCAGTCGGTGGCGCCAACGTCGT

Q      S      Q      T      T      K      I      K      A      G      K      Q      G      V      F      S       F      N      I,       P      N      L      S
GCAGAaccACIACTAccAAGATCAAGGCTGGCAAGCAGGGTGTTTTCAGCTTCAAccTGccAAriccTGAGTG
VAVLTTN
TTGCTGTGCTCAcencTAACTAo

Figura 17. Sceucncia nucleofidica y aminoacidica de At)I 2. En negro se muestra la secuencia
nucleotidica codificante y en rojo los intrones;  en negrita se muestran las codones  de inicio y
tinino.   Soho  la  seouencia  nucleotidica  se  muestra  en  negro  y  maydscula  la  seeuencia
peptidica  dedueidr;  en  azul  la  secuencia  correspondiente  al  peptido  sedal;  subrayados  se
muesmn  los  posibles  sitios  de  N-tlicosilaci6n;  en  negita  cursiva,  los  residuos  cataliticos
propuestou.

3.6.6 Alincamiento de seeuencias aminoac]'dicas silnilanes a Abf 2.

Utilizando  el  servidor BLAST  se  encontraron  varias  arabinofuranosidasas  con  alto

porcentaje  de  identidad  de  secuencia  con  respecto  a  la  Abf 2.  Estas  secuencias  se

alinearon mediante el programa Clustalw (Figura 18).

Ira Abf 2 de P. purj?wroge„#m mosfro un porcentaje de identidad de 75%, 73%, 71%

y   69%   con  respecto   a  aral)inofuranosidasas   de  Iveorar/o7}Acz  /scherj,   4spergl.//as

f umigatus, Aspergillus terreus y Aspergillus oryzae reapeerfuaonnemrfe.
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A           rml,s Ks Il, L pl,I.AACTAAVE IsvAs s GGNVTTNLQyGIMEEE INHC GE GGI,yAE I,IRNRA
a           ml. pKs Il,I, pl,LAACTAAVE IsvAs s GGNVTTNI] QyGIME EE INHC GEGGI,yAE I, IRNRA
a           M\rl.RKI. I.IiLpl,I.AACAAAVDl svAs s GGNyTENI,QYG"E EE INHCGEGGI]yAEI. IRNRA
D            -MI,RFRFli LPI,I,AACGAAVE ISVAS S GGRATS GI,QYGIMEEE INYC €I)GGliYAEI, IRNRA
E           -FnAE¥I,I,I, PI,LAs ¥ASAVQlsvAKS GGNVTTGI, Q¥GREEE INHC GE GGL¥AE I,IRNRA

•.*    .... ****** .... **..****-****   *.--****   ******-.**..************

A           FQGs sK¥PsNLDAWTAVNGATI, SLENI,sNpl,S SAI, pTsVNVKGS KGQAGI.TNI,GwmGIDv
a            FQGS S KYPSNIII)AWTAVNGATI, S I, ENIIS I)PIIS SAL PTSVNVI{GS KGQAGI,TNliGWWGIDV
C             FQGGSVY P S TLDGWVPVKGSTLAli QNII SHPL S SAII PTSVRVT GHS KRTGli TNI,GWWGI I)V
I)            FQGGEKYPSNIII)AWI P IDGSAI,SIIENI. i Qplis SAII PTSVNVKGTAGRAGI,TNI]GWWGIDV
E            FQGSTTYPSNIIDAWSAVGGS Tli s Ii QNI,TDpli s sAli PTSVRITG-KGTS GI SNTGFWGI DV

***.       ***.**-*    ...    *-.=*-.*-.**...**********.=.*             ..* .-.. *    *..*****

A            RPQKYT GS FYVKGZIYNGS FTAs IiQSARTGKVFASAKIASHSVEDKWVQHS FTlivpHRAAP   18 0
a            RPQKYTGS FYVI{GAYNGS FTAs Ii QSART GKVFASAKIASHSVEDKWVQHS FTi ivpHSAAP   18 0
C            QKQKYTGS FYVKGS YNGAFTATIIE SQAT GEVFASTKIRSKSTRGGWTQHE FTI,F PH[q\]AP   18 0
D            REQT YT GS FYVKGAYNGT FTAs IiQSNKTGEVYASAVIVS KSARGEWTQENFTIIT PTKAAS   17 9
E            RPQKYS GS FYVKGS YKGS FTAS I,QAS -NGEVFASAQVS SKSVANDWVQHE FTLT PKICKAS   17 7

•.    *.*..*******..*=*=***i* ....- *..*=** ....    *..*.     .    *.**-***   *          *

A            DTNNTFS I] TFDT SKAEDGAI.I)FNli Is I,F PPTWNNRPNGI,RRDliMQAM{DFGPKFI.RFPGG
a             DTwhTFSIIT FDT S KAEDGAI,DFNL I S I,F PPTWNNRPNGIIRRDliMQARE{DFGP KFliRFPGG
c            DTENTFTI,TFDAS KTADGS LDFNI, I s I,F PPTWNNRPNGI,RRDLMQArmcl>FN PKFLRFPGc
I)            NT QNTFS ITFDASNTVI)G5 Ii DFNli Is LFP PTYNI)RPNGIIRRI)IiMQAPADFGPKFI,RFPGG
E            s s NNTFvl]T FDASKTS GGsl,DENI, Is I, F ppTWNNRPNGrmRDI,MQAI,QDI,GPKFI,RFPGG

•.... ***    =***=*=i     .*=************=*=****=*******=    *=.*********

A            NNI,E GOT I DGRWKWNET I GpliKDRPGRATTWGYQETGGMGIIVEYREWC DI)I.GIE PIIAVW
a            NNIIE GDTIDGRWKWNET I GPIIKDRPGRATTWGYQETGGMGI,VEYREWCDDI,GIE P IILAVW
C            NNI,E GNFIDGRW"TE TIGPI.KDRPGRATTWS YQET GGMGI.VEYREWCDDI,EIIE PIIAVW
D            NNI,EGDTLDGRWKWNET IGPI,KDRPGRATTWS YQETHGI,GI.VEYMEWCEDI,GVE PI LA.VW
E            NNI.E GQT I EGRWKWNET I GPI,TQRPGRATTWGYE ET S GMGlivEYMEWC DI)I.GME PI IAVW

***** .-.... ************...********.*..**   *.-*********--**    .-*******

A            AGILAI,NGDVVPEDE IIHVYVQDAI,I)EliEFLTGSVE TKYGALRASVGHPE PWVIRYVEVGNE
a            AGIAliNGDVVPEI)E IIHVYVQDAI.DEli EFliT GSVETKYGAli RASVGH PE PWVIR¥VEVGNE
c            Gchml,NGDI, I PEDE LHVFVQDAI,NELE FLMGsVI)TE¥GAI, RAs I GHPE PWT I R¥VE IGNE
D            GGFALNGDAI PES ELGTYVQDAliDELE FLTGSVDTEYGAIIRAS I, GH PD PWTVKYVEVGNE
E            AGLAliNGNVVPEAE LDV¥VQDAIIDEliEFLTGSVDTKYGAli RAK¥GHPKPWTIRYVEVGNE

•*..**** -... **   **    ...*****..*****   ***..*-.******.    ***.** ..... ***..***

A            I)NLNNGIAS YTS YRFKAFIYDAIRAKYPD ITVILAS T II)MTI. PGDAGGDyHLYD I PDNFI TR
a            DNLNNG|ASYS S YRFKAF¥DAIKAKY PI) ITVI.AS T I DIITII PGDAGGDYHI, YI) I PDNF ITR
c           DNI,NNGIAsyRAyRFQMFyl]AI KAKy pDNIvlAS TIDMTL PGDAGGDyHI,yD I pl>yrvsR
D            DNLNI)GliD S YKS YRFQAFYDAIKE KYPD ITVLAS Tva II)F PGDAGGI)YHL¥DT PI)NFVEK
E            DNI. S S GI.S SYKS YRFQAFYDAITKKY PNIQvliAS T I DMTli PGNAGGDYHII YD IPDNFITK

*t*..*=    **.:***=    *****.     ***==    *=***:::     =**=*********    **    *.     .

A           FGFTDNMSEAIIPILI,G ---------------- EIAAVQYN-GAEIDWANR-HFSIIYPWWI
a           FGFFDNMS EDIIplL I,GKyNRAQ plAIAN"IGE IinvQEN-GAE II>wsNR-QFs I,I pwwl
C           ENFFDQMSPI)HPII,I,G ---------------- EIAATEENNGKGII)WSDI-NFsliYPWWI
I)          FN¥FI)Q¥spl)Hpll.I,G -------- ~ ---- 1--EIAAIQI,N-GRElvmeNssHFSQrpwwl
E          FGITDs ys DAHpll,I]G ---------------- E IAATEyNNGVGIDwsNT -Has I,ypwwl,

*.    **.    *      ******                                               ****    ..    *   *      *   * -.... **   ****.-
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A           GsVAEAVFI,I, GAERNANKII GTT¥--ApmvNI.DN¥Ews PTFI,GFNAD PD QTARST swHv
a           GsvREAVFLI,GAEENAHKII,GT T¥--ApmENI,DN¥Ews PTFLVENSD PDQTARS T swHv
c           GTVAEGVFI, I GAERNADKI I GTT¥cQAP FrmNLI) s¥Qws pT FIAENAD ps QTARS I SWHL
D           GsVAEGVFI, IenENAI]Kvl,GT Ty--APFENLDNyQws PTFILAF.NSNPDETARST swyl,
E           GsVAEAVFI,I, enERNAI]KI IGTTy--AP FI,ENLDs yEws pTMls ENSNPDDTAKS TswHv

*--***.***=******.*i..****       **=  --.. ***-*..****=..    **==*.1**=****?i

A           ¥DI,FSHTmITNTI, pTKs s I)K¥Gpl,¥¥VAGvl)NSTNS HI FKAAV¥NS TADvpvsl,TFljGVK
8           yDL F SHTlrmNT I,pTKs s DKyGpl,yyvAGvl]NS TNS HI FKAAvyNS TADvpvs I,TFltGVK
c           ¥NLFSHsrrmNTI, pTs SET P FGPL ¥¥VAGI,NNETQSHI FKAAv¥NS T s I]vpvsLTFDGVK
D            YDLFSHNS FTHTI, PTTSNS S FGPL¥YVAGVI)NTSNS HIFRAAVYNS TADVPVS IITFI)GVK
E           ¥NI,ENKNrmNTI, pATSNDTFGPL¥¥ATGVNS KTNSHI FKAAV¥NS TADvpvsl,TFEGVG

*,**.i.     :*:***:.*.        :*****.,*:=.     ,:************=********:**

A           AGTAAEI,TVLTAPD PFsmiEVGGENQVHS Kvs TI, RAGKQGVFEFS L PNI, SVAVL KTKGNK
a           AGTAAE I.TI,I,TAPD pvsrmrEVGGENQVHs rvs TI.RAGKQGVFE FS I PNI,sVAvl,KTKGNK
a           AGSTAEI.Tvl,TApl]AFAENEveGENI,vKQTvs KI,RAenGGAFRFsl, PNI] SVAVLQTK---
D           AGTSAS LTvl]TAAD pl. cnINEVGAANlvDKKTSTVTAGVNGVFDFS L ENI.sVAvl, RTE---
E           RGTTADI,T II,TAps DvsENAVGcaNvvQSQTTKIRAGKQGVFS ENI, PNI SVAVLTTN---

* ..-. *.**..*** .... **   **.    *    * ...... =    **      *-*    *-*********    *.

Figura   18.   Alineamiento   mri]tip]e   de   distintas   arabinofuranusidasas   de   hongus.   A:
Neosarto~p!_aft_s_c_h_e_ri_q5P_091260980.I).B..AspergillusjinigatusQ{P_7558SODC..Asfergillus
tfT_e¥S_ _I xp__001216489).   D.. Aspergillus  oryzae  ®AE60499) E..  Penicilliun  purpt:rodenum
(A8093602).

3.6.7 Predicci6n de ]os residues cata]iticos de Al)f 2.

Utilizando  las  secuencias  disponibles  en las  bases  de  datos  de Abfs  de la   farilia

GH51, se ha podido definir regiones altamente couservadas en todas las secuencias. Asi,

Zverlov y colaboradores  (Zverlov y col,  1998) demostraron que dos de estas redones

contienen  dos  tlutanatos  altamente  conservados,  los  cuales  han  demostrado  ser los

residuos  cataliticos  en varias Abfs  de   la fanilia GH5l  ¢I0vel y col.,  2003;  Beylot y

col.,  2001; Debeche y  col.,  2002,  Taylor y col.,  2006).  Estos  glutanatos,  ademds,  se

encuentran en posiciones correspondientes a los residuos cataliticos de otras farilias de

GHs (GHl, GH2, GH5, GH10 y GH39).

Con el fin de tener rna mejor vision de la similitud local de estas regiones y de la

presencia de dichos glutamatos en Abf 2 de P. p#rp#roge7}#m se alined dicha enzina

con rna serie de arabinofuranosidasas pertenecientes a la GH51 (Figura 19).
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Figura 19.  Sinilitud local  de arabinofuranusidasas de la fuiilia GH51.  Pan simplificar,
solo se muestran algtinos qjemplus de dichas enzimas.  Los residuos esthctanente couservados
se  enmarcan  en  rectingulos  sombreados.,  Con  un  sinbolo  (+)  se  indican  ainofcidos  con
caricter hidrofobico couservrdo. El tlutanato que conthha luego de uno asparagina invalante
es el catalizndor icido/base prapuesto, mientras que el otro givtangto altanente conservado es
el nucle6filo propuesto.  Se indican con flechas las hebras   P4 y F}7 pertencientes al barril (P/orle
de enzimas con estruetura tidimeusional conocida (araf51A_cte y abfaLgst).  Las abreviaturas
utilizades son: aral5 I a_cth, anbinofuranosidasa 5 I A de C/asfr7.di.2tm lher7„oce//an (CP000568);
abpTife  arahippfroc¥±daso  A  de  Geobacillus  stcarothermaphillus  (AI\59625).,  aprfo_cst,
arabinofuranosidrsa      a      de             C/05'fro.d.!Am      a/ercorar7.ztm      (AF002664);      abf2_bsu,
arabinofuranosidasa  2   de  Bac7./ho  s74bd./j.S  (Z75208);   asdll_bov,   arabinofuranosidasa  2   de
Bco/eroi.des  owl8is  (AP00684l);    abfa_sli,  arabinofuranosidasa  A  de  Srrepfow{);cos  /7.v7.ds
qu04630);   chfa_ani,   arabinofuranosidrsa   A   de   A5pi ergi.//z4s   nl.get   a,29005);   abfil_aka,
anbinofuranosidasa A de Aspengi.//zrs faowJach7.7. (A8085903);  abf2|)pu,  arabinofuranosidasa 2
de Penicillium purpurogenun (ABonco2:).

El alineamiento mostrado en la Figura 19, muestra la existencia de similitud local de

secuencia entre las Abfs de la finilia CH51. Ademds, se pueden observar clarameute

dos glutamatos couservados y con un espacianiento similar entre ellos, dependiendo del

organismo al cual pertenecen dichas enzimas.

El primer dutamato, esta preeedido por una asparraana y una glicina invariantes, y

al igual que el segundo givtamato, se encuentra preeedido por dos residuos hidrofobicos

tat como se muestra en la Figura 19.

Se  propone  entonces,  a  los  residuos  Glu357  y  Glu434  corm  los  posibles  residuos

cataliticos de la Abf 2 de P. p#rparoge#wm.
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3.6S Relaciones fi[ogeneticas de las Abfs de la familia GHsl.

Como se mencion6  antes,  al rcalizar un analisis de la secuencia de la Abf 2  de P.

prrp"roge»"in, se encontr6 que esta perlenecia a la finilia 51 de las glicosil hidrolasas

(GH51).  Se  realiz6,  por  lo  tanto,  un  alineamiento  con  varias  Abfs,  pertenecientes  a

dicha  familia  y  se  construy6  un  drbol  filogen6tico  no  enraizado  a  partir  de  dicho

alineinento.

Se puede observar claranente  que las  Abfs  pertenecientes  al  reino  de los bongos,

entre las que se encuentra la Abf 2 de P. p#qu„loge#qm, se encuentran agrupadas en

una     rama comth. Lo mismo oculTe con las Abfs pertenecientes a los reinos protista y

planta, los cuales se observan agrupedos en ranas disthtas (Figura 20).

Figura 20: Arbo] no enraizado de arabinofuranoridasas de ]a finilia GH51. Las secuencias
fueron alineadas con el prograna Clustal X y el arbol fue construido con el mismo prograrm y
visunlizado con el programa SplitsTree.  En colores se encierran los organismos de acuerdo al
reino  al  que  pertenecen:   celeste,   Protistas;  verde,   Hongos;  naranjo,   Plantas.   Los  nrimelus
indican el valor de bcotstlxp pera cada nodo luego  de apficar 1000 iteraciones.
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3.7 Secuencinci6n y and]isis de la regi6n n'o arriba de] gen ab/2.

Como  fue  explicado  anteriomeme  en  la  secci6n  3.5.4,  utilizando  el  kit  "Cienome

Walker" se pudo conocer parte de la secuencia rio arriba del gen ab/2. Dicha secuencia

contenia  parte  de  la  secuencia  codificante  para  el  pdytido  sefial  (Figura  17)  y  urra

secuencia de 553 pb rio arriba del cod6n de inicio.

En esta region se detect6 una posible caja TATA a -105 pb del cod6n ATG. Ademds se

encontraron  los  siguientes  posibles  sitios  de  union  a  faetores  de  transcripci6n:  dos

posibles sitios de union a CreA, ubicados a -179, 416; un posible sitio de union a AlcR

ubicado  a -243;  un posible  sitio  de union a Acel  a -252  pb;  ouatro posibles sitios  de

union a AreA a 49, -285, 430 y -504 pb; dos cajas CAAT ubicada a -299 y 456 pb

(Figura2l).

-  5so     GAARACAATCGNTAGGGACAATGACAGEE±GTATGNTATGGcenEETACTcamccAcc

GTTAATCCCCTGGATCTCGACGCATGTACCGTTGTCCCTGCAGACTACTATACATABECACTGCTT

GCAGGGATCGTGACATTAGCGTCCTGCATGAATTGTCCCGACATTTCTCCCGTCCATGCGTGI

AcaGGGGTTTAccTTTGGccAGTGCACTccTcaTGGAATTTTAcccca:;±B=gL.OoencGAGCAma:GCRA

TTGTGCAGACTAGTTGGCTTTGTETGGPErfuTGATCTACTToncATCGTGAATcenTT

GAGAGCGAGGGGcTTTTGTccGGTc'AATTGnGcGc

ACTCAACCGGGACTGATGCGATGTACACACATAAAITAGCTGATGCGACCTCCCGGTTGCAGTTGCA©

ATccAAGATTAenTCTCREGATCAGCGAGTTGCATCTacTAGCTGTACTGCATAGCAGccA"ro

AreA4        AreA3     CreA2                AreA2    Acel   AlcR            CreAi                    dreAL
E=

Figllra 21. Sccuencia nucleotidica correspondiente a parte d€ fa region rfo arriba del gen
de/2.  Los posibles  sitios de union a factores  de transcripci6n se enmarcan en rectingulos  y
elipses. En rQjo, sitios CreA; en azul, sitios AreA; en verde, sitios Acel; en celeste, sitios AlcR.
Mds abajo se muestra uno representaci6n esquemitica de ha irisma region.
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La Tabla nl resume los datos obtehidos en la secuencia promotora del gen abp junto

con dates de otros posibles sitios de union de factores de transcripci6n encontrados en

otros promotores de arabinofuranosidasas de la familia GH51 disponibles en caBank

Tabla nl: Posibles sitios de union de factores de transcripci6n en los promotolrs de genes
dc arabinofuranosidasas de la falnilia GH51.

Onganismo bp* AreA     Pacc     CreA Acel     XInR     AlcR Numero deaccesoaGenBank

AspergrthsNiger 553 1211 122 L29005
Aspergillus owamon 553 1112 113 A8046702
Aspergillus oryzae 553 723 1- i AP007165
Neurospora crassa 553 311 115 junxoiooo383
Pencillium purpurogenum 553 4-2 1_ 1 EF490448
* Para comparar dichos sitios con los presentes en el promoter de az)/2 def'. purp[{npgr«zun, se dccidi6 tomar la     misma

cantidrddemcle6tidospanlospromotoresdelasAbfsdetodoslosorganismos,numeroquecolmesponde&lacintdndde
nucel6tidos conocidos para el promotor de a6/2.
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4. Discusi6n.

La degradaci6n microbiana de los polisacdridos estructurales de la pared celular vegetal,

inclnyendo   celulosa,   hemicelulosas   y   pectinas   es   un   proceso   inportante   en   la

naturaleza. En ella estin involucrndas una amplia variedad de enzimas, principalmente

producidas  por  hongos  y  bacterias  sapr6fitas.  La  linea  de  investigaci6n  de  nue§tro

lal]oratorio   esfa   enfocada   en   el   estudio   del   sistema  hemicelulolitico   del   bongo

Pe#z.cz.//jafm prrprroge##".  A la fecha ya  se  han  caracterizado  un  gran  ndmero  de

enzimas,  entre  ellas  xilanasas,  glucosidasas,  esterasas  y  arabinofuranosidasas  (Abfs).

Cabe  destacar que se ha encontrado  que todas  estas  enzimas poseen isoenzimas y  es

mds, se nan llegado encontrar hasta cinco isoenzimas para catalizar una misma reacci6n,

como es el caso de las feruloil esterasas.

En  el  caso   de  las  Abfr  de  P.  p!frpatroge##m,  se  hen  encontrado   al  memos  tres

isoenzimas,  lo  que mos  ha  llevado  a preguntamos  el  por  que  de  la existencia de tal

cantidad de enzimas para catalizar rna misma reacci6n quimica: 4existen diferencias en

la catalisis que llevan a cabo estas enzimas? En caso de ser asi, 4se deberd a diferencias

estructurales entre ellas? 4Estara su expresi6n y su actividad reguladas por los mismos

mecanismos?  4Que caracteristicas bioquimicas diferencian a unas de otras?, etc.

La determinaci6n de la estnictura primaria de estas proteinas, junto  con un acabado

analisis bioqulmico, nos darian las bases necesarias para poder comprender las razones

de dicho fen6meno, y por ende para responder nuestras preguntas.

De   las   tres   Abfs   encontradas   al   inicio   de   esta   tesis,   se   habia   secuenciado

complFtanente y caracterizado bioquimicamente s6lo una,  llamada Abf 1.  Por esto, se

planted como objetivo principal de esta tesis la secuenciaci6n de una segunda isoenzina

(Abf 2) junto con una caracterizaci6n bioquimica general de esta.
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4.1 Efecto de Ia fuente de carbono en la producci6n de arabinofuranosidasas.

Debido a su utilidad en aplicaciones industriales,  se ban llevado a cabo varios estudios

en  relaci6n  con  las  fuentes  de  carbono  utinzables  para  la  producci6n  de  enzimas

involucradasenladegradaci6ndepolisacdidosdelaparedcelularvegetal.

Asi,    el   primer   tema   tratado    en   esta   tesis    cousisti6    en   evaluar   la   actividad

arabinofuranosiddsica   total    de   P.   pafrpwroge##"    al   utilizar    distintos    desechos

agroindustriales  como  fuentes  de carbono.  Adends  se  evalu6  rna fuente  de  carbono

artificial,   el   L-aral)itol,   por   conocerse   su   efecto   inductor   en   la   expresi6n   de

arabinofuranosidasas rvan der Veen y col., 1993; van Kuyk y col., 2001).

Se confirm6 por rna parte que el L-arabitol  es  un fuerte inductor de la expresi6n de

Abfs, observindose valores de actividad enzimatica superiores al resto de las fuentes de

cal.bono utilizadas. Se observ6 un valor de 0,5 U/inL ya al segundo dia de incubaci6n, el

cual  continu6  en  aumento  hasta el  d5cimo  primer dia alcanzando  valores  cercanos  a

1  U/inL.  Por  otra  parte,  al  utilizar  fuentes  de  carbono  naturales,  mds  bien  desechos

agroindustriales,  se  pudo  obsevar  que  la  coseta  de  remolacha  (un  subproducto  del

proceso     de     extracci6n     del     aalcar)     produce     altos     niveles     de     actividad

arabinofuranosiddsica,  tal  como  ocurre  en -4.  #J'ger    Ouji  y  Tagawa,  1970;  Van  der

Veen y col..  1991),  a los que le siguieron en orden decreciente el xilano de avena y la

coronta de malz.

En  general  se  observ6  rna  disminuci6n  de  la actividad  Abf total  luego  del  decimo

primer dia de incubaci6it  lo  que puede deberse a la disminuci6n en la producci6n de

Abf asi como a la acci6n de proteasas en el medio de cultivo. La presencia de proteasas

en  los  medios  de  cultivo  de P.  pwrpwroge##m  ha  sido  demostrada previamente  en

nuestro laboratorio (Belancic, A., Seminario de Investigaci6n, 1990).
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4.2 Puriflcaci6n de Abf 2 de P. piixp#rt}geH#n4

Como material de partida para esta purificaci6n se utiliz6 el sobrenadante de cultivo de

P. pwrpztroge##" utilizando xilano de avena como fuente de carbono. De las fuentes de

carbono ensayadas, esta present6 el tercer lugar de mayor actividad Abf, pero se prefiri6

debido a que la mejor fuente inductora, el L-arabitol, es un producto quimico artificial

de muy elevado costo. Por otra parte, la coseta de remolacha, que mostr6 ser el segundo

mejor inductor, producia una cantidad de protelnas muy superior a las otras fuentes de

carbono, lo que haria mds complicada la purificaci6n.

El perfil cromatlgrafico de la primera columna muestra solanente un pico de actividad

arabinofuranosidasica, correspondiente a un dnico pico de proteinas en el lavado de la

columna. Cabe destacar, que la Abf 1  es inactivada luego del paso por esta columna, lo

cual  fue  determinado  mediante  zimogramas,  mientras  que  las  otras  dos permanecen

activas. En la segunda columna se puede observar la presencia de dos picos de proteina

que poseian actividad Abf, en los cuales se pudo comprobar la separaci6n de lag Abf 2 y

3.   El ultimo paso  de purificaci6n, tuvo por objeto  eliminar los dltimos contaminantes

proteicos de la Abf 2  de manera de  obtenerla pura.  El rendimiento  obtenido  en esta

purificaci6n,  de  aproximadamente 2,9%,  se  encuentra en  el  limite  inferior  del  rango

encontrado   para  otras   purificaciones   de   Abfs   obtenidas   de   microorgamismos   no

hipeaproductores,  el cual fluctha entre 2,8  a 58% a,uonteri y col.,  1995; Filho y col.,

1996).  El balo rendimiento obtenido no debe ser subestimado, ya que debemos recordar

que hay otras Abft en el extracto cmdo inicial, las cuales, como ha sido comprobado en

nuestro laboratorio, hen sido purificadas con rendimientos que van ente el 3 y el 6%.
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43 Caracterizaci6n de Abf 2.

La  Abf 2  purificada  en  esta tesis  present6  rna nasa  de  aproximadamente  70  kDa

determinada por SDS-PAGE, mientras que la nasa moleeular de la proteina madura,

calculada por su secuencia aminoacidica, es de aproximadamente 67 kDa. La causa mds

probable de esta diferencia puede deberse a a modificaciones post- traduccionales, entre

ellas  las  glicosilaciones.  Se  comprob6  previanente  en  el  laboratorio  ahavanal,  MC,

datos no publicados), mediante la thci6n de PAS (thci6n utilizada para la detecci6n de

polisacaldos), que la Abf 2 de P. prrp#roge#zim se encuentra glicosilada. Ademds, al

buscar posibles sitios de N-glicosilaciones,  conocidos por la secuencia consenso Asn-

Xaa-Ser/Thr (Gavel y Von Heijne,  1990),  donde X no  es  Prolina (Bause,  1983),  se

encontraron 6 posibles sitios.

El punto isoel6ctrico detenninado para Abf 2 fue de 5,3, que, al igual que el resto de las

Abfs  de la fanilia GH51  se  encuentra en un rango  atido  (Tabla IV).  El  pH 6ptimo

observado para la Abf 2 utilizando  anortiguador citrato fue de de 5,0 y se encuentra

dentro del rango de pH observado para otras Abfs de GH51, el cual se extiende entre 3,8

y 6,5 ITal)la IV). El anotiguador citrato fue utilizado ya que date es capaz de anoriguar

en un rango de pH de entre 2,5 y 7,0, pero se ha discutido su capacidad anortiguadora a

pHs mayores que 6,2 Orozawa, 1995). Sin embargo, experimentos realizados en nuestro

laboratorio   (Ravanal,   comunicaci6n  personal),   en  los   que  se  utiliz6  anortigundor

Mcnvaine (anortiguador citrate-fosfato), mostraron valores may cercanos de actividad

a distintos pHs  comparados con los obtenidos en este trabajo.  Mds atry  arrojaron un

valor de pH 6ptimo de 5,0 para Abf 2.

Debido a la gran aplicaci6n industrial que ham adquirido estas enzinas, ha existido gran

interes  en  la  determinaci6n  del  efeeto  de  la  temperatura  sobre  la  actividad  y  la

estabilidad enzinfatica. La Abf 2 se mantiene estable hasta los 50 °C, pero ya a los 60°C,
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la inestabilidad  de  Abf 2  se hace  claramente  visible,  al  disminuir su  actividad  en  la

primera media hora de incubaci6n en un 60%.

La determinaci6n de KM de Abf2 para pNPAra anoj6 un valor de 0,I  mM A pesar de

que   este   valor   es   preliminar,   coincide   con   valores   obtenidos   a  partir   de   otras

determinaciones realizadas en nuestro laboratorio a`avanal, comunicaci6n personal) en

las cuales el ajuste se realiz6 con una mejor distribuci6n de datos. Es importante notar

que la KM para pNPAra de Abf 2 es cinco a ocho veces menor que los valores obtenidos

para Abfs miembros de GH51  a.abla IV). Ademds, al comparar los valores de KM de

las Abfs de P. j%irp#rogenow ITabla VI), se aprecia que el de Abf 3 y Abf 1 es entre 6 y

10 veces mayor que el de Abf 2, respectivanente. El bajo valor de KM de Abf 2 sugiere

rna gran afinidad de Abf 2 por pNPAra,  y podria estar dando  cuenta de una mayor

afinidad de esta enzima por sustratos pequefios.

Tat)]a IV. Propiedades de lag arabinofuranosidasas de la familia G1151.

Mcroonganismo    nhasamolecular    pl        pH6ptimo   T°6ptina   KM       Referencias
acDa)                                              cc)        (inro

Hongos
P. puquogenum
A. niger
A. owanori
P. chatysogenun
H. iusoleTrs
M. gigctrtteus

Bacterias
C. stercorarrun
S. chatreusis
T. nyhanolytica
C. nylarolytica
S. Iividcms

5,0
4,1

4,0
46,5
6,0
3,8

Plantas
JJ. unJgare                          65                   4,8             4,3

0,I         Este trabajo
0,6         Romboutsycols(1988)

Kaneko y cols. (1998)
0,8         Sahamoto y cols. (2o03)

Sorensen y Cols. (2006)
Idem.

Schwarz y cols. (1995)
Mtsun y cols. (2000)
Debeche y cols.(2000)
RemeryBre2nack(1998)
hfro y cols. (i994)

0,77        Leeycols. (2ool)

*La nasa molecular coITesponde a la de la subunidad. ha KM es para el sustrcto pNPAra
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4.4 Inducci6n de la actividad arabinofuranosiddsica.

Existen diversos  motivos para estudiar y  comprender el fen6meno  de inducci6n de la

producci6n de  enzimas  de interes.  Por rna parte,  conocer la fisiologia del  organismo

productor y sus vias metab6licas y por otra, conocer las condiciones 6ptimas para lograr

la maxima producci6n de dicha enzima. Esto unmo cobra una importancia ath mayor

cuando se trata de enzimas de interes industrial.

Asi, se estudi6 la inducci6n de arabinofuranosidasas de P. p#rpa/rogenwm mediada por

azdcares  pentosas  y  polioles  generados  en  la  via  metab6lica  del  catabolismo  de  la

L-arabinosa y la D-xilosa.

Se pudo demostrar que la inducci6n de las Abfs de este hongo estin bajo el control de

dos sistemas regulatorios: inducci6n y represi6n catab6lica por glucosa.

La primera fue demostrada al  observarse inducci6n con L-arabitol y  con L-arabinosa,

(que como se mencion6 anteriormente son compuestos asociados a la via metab6hica de

la L-arabinosa y la D-xilosa), siendo el L-arabitol el mejor inductor. Sin embargo, no se

observ6 inducci6n con xilosa ni xilitol.

La inducci6n pudo observarse mediante zimogramas, en los cuales se observ6 el patr6n

diferencial de actividad de las distintas Abft a distintos tiempos de incubaci6n. Las Abf

1 y Abf 3 se expresan bajo ambos inductores. Estas isoenzimas no se observan antes del

cuarto   dia  de  inducci6n.   Sin  embargo,   s6lo  se  observa  actividad  de  Abf  2   bajo

L-arabitol en el cuarto dia, la cual posteriormente desaparece.

La  represi6n  catab6lica  por  glucosa  se  demostrd,  por  una  parte,  al  hacer  cultivos

utilizando  D-glucosa  como  dnica  fuente  de  carbono,  en  los  cuales  no  se  observ6

actividnd  Abf,  como  se  muestra  en  la  Figura  23.  Mds  aiin,  al  utilizar  las  fuentes

inductoras de dicha actividad (L-arabitol y L-arabinosa) en conjunto con Ilglucosa, se

observ6 rna drdstica disminuci6n de esta Estos resultados demuestran que la presencia
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de  8lucosa  reprime  la  actividad  arabinofuranosidasa  tat  como  ha  sido  previanente

descrito  para  arabinofuranosidasas  y  otras  arabinanasas  de  hongos  (Gielkens  y  col.,

1999;  Van  der  Veen  y  col.,  1993,  1994).  Este  efecto  podria deberse  a  la  represi6n

catal)6lica mediada por CreA, ya que se encontraron posibles sitios de uni6p` a CreA en

el promotor de los genes que codifican para las Abfs  1  y 2 de P. j)xpwroge#wm.  Sin

embargo,  se ha descrito  previanente que existen genes  que  codifican para proteinas

involucradas   en  el  metabolismo  de  la  L-arabinosa  que  estin  sujetas  a  represi6n

catab6lica  no   mediada  por   CreA  rvanKuyk,   2001).   Este   efecto   podria  deberse

altemativanenteaunaexclusi6ndelinductor,dondelaprdsenciadeD-glucosapreviene

la captaci6n de L-anal)inosa o de L-aral]itol.

45 Secuenciaci6n del CDNA de Abf 2.

Para comenzar la secuenciaci6n del CDNA se utilizaron partidores disefiados a partir de

las  secuencias  del  amino  terminal  de  la Abf 2  y  de  un  p5ptido  intemo,  secuencias

obtenidas por el m6todo de Edman y por espectrometria de masas, respectivamente.  EI

producto de PCR esperado no se logr6 obtener a las concentraciones estchdar de Mgc12

usadas  para las reacciones  de PCR (I,5  mM), por lo  que fue necesario  determiner la

concentraci6n de magnesio 6ptima para dicha reacci6n.  Asi, se obtuvo un producto de

aproximadanente 1400 pb, a concentraciones altas de Mgc12 (desde 3 a 5 mM) y a rna

temperatura  de hibridaci6n  baja  (48°C).  Es  importante,  por lo  tanto,  determiur    la

concentraci6n 6ptima de magnesio, ya que 6sta afecta la acci6n de la Taq polimerasa.

La  continuaci6n  de  la secuenciaci6n  se  realiz6  utilizando  partidores  no  degenerados

disefiados a medida en que se avanzaba en la secuencia.

El marco de lectura abierto obtenido codifica para rna proteina de 635 aminofoidos, con

un  p6ptido   sefial   de   17  aminoacidos   seguido   de  un  polip6ptido  maduro   de  618
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aminodeidos. La nasa molecular calculada para este polip6ptido maduro fue de 67.212

Da. La secuencia aminoacidica deducida de Abf 2 fue comparada con otras secuencias

realizando   rna  bdsqueda  por  BLAST   (utilizando   los  parinetros   por  defecto,   y

realizando  la bdsqueda  contra  la  base  de  datos  de  secuencias  no  redundantes).  Los

resultados mostraron alta similitud de secuencia entre la Abf 2 de P. pwrpziroge##" y

varias Abfs pertenecientes a la finilia 51 de las glicosil hidrolasas (GH51). Mds atry se

encontr6  rna red6n cercana al N- terminal,  denominada ..X10..,  que abarca desde los

residuosVal'8aVal[59,presenteenungranndmerodeGHdelafamilia51debacterias,

hongos y plantas. Esta secuencia podria tratarse de un m6dulo de uni6n a carbohidratos,

sin embargo esto no ha sido comprobado (Coutinho, comunicaci6n personal).

En  cuanto  a  las  relaciones  filogen5ticas  de  Abf 2  cabe  destacar  que  al  alinear  las

secuencias aninoactdicas de Abfs representantes de la finilia GH51, y luego hacer un

irbol no enraizado, se pudo observar un claro patr6n de diferenciaci6n entra las Abfs

provenientes  de organismos de distintos reinos,  las cuales  se separaron en tres ramas:

hongos, bacterias y planta.  Ademds, segdn los porcentajes de identidad de secuencia, y

como  era de esperarse, la Abf 2  de P. p#rp2/roge73wm  se  encuentra mds  cercana a las

Abft de hongos, con las que posee un porcentaje de identidad de secuencia de 38 a 76%,

mientras que con las Abfs de plantas posee un porcentaje de identidad de secuencia de

30 a 32% y con bacterias de un 26 a 29%.

4.6 Predicci6n de [os residues cataliticos de Abf 2.

En estudios previos se estal]leci6 que varias finilias de las GHs que acthan rcteniendo

la  configuraci6n  anomerica  (entre  ellas  las  Abfs  de  la  familia  GH51)  comparten

similitud  local  de  seouencia  aninoacidica,  particulamente  en  segmentos  cortos  que

contienen  residuos  cataliticanente  importantes,  y  que  las  enzimas  de  estas  fahilias



poseen   rna   estructura   tridimeusioml   bdsica   comth   (Liebl   y   col.,    1994).   Esta

observaci6n  fue  ganando  validez  a  medida  que  las  estructuras  tridimensionales  se

fueron  haciendo  disponibles  para  representantes  de  alguna§  de  estas  fanilias,  y  su

topologia comth fue identificada  como un barril a/or)8, tambich conocido como `TIM

Barrel" a,iebl y col.,  1994; Henrissat y col.,  1995).  Hasta la fecha, 28  finilias  de las

GHs pertenecen a esta amplia "superfamilia" de las GHs.

Con  respecto     a  la  maquinaria  catalltica,  los  intentos  por  identificar  los  residuos

cataliticos de las arabinofuranosidasas estuvieron limitados inicialmente a alineamientos

de secuencia, llevados a cabo por Zverlov y colal)oradores (Zverlov y col., 1998). Estos

autores   mostraron  que  las   enzimas   de  la  familia  GH51   contienen  dos   regiones

couservadas que tambien estin presentes en otras familias de enzimas que acthan con

retenci6n de la configuraci6n anomerica que pertenecen a la superfinilia con topologa

®/or)8   (Jenkins   y   col.,   1995).   Mds   adri,   todas   las   enzimas   en  esta  superfinilia

comparten el hecho  de que las  dos regiones conservadas mencionadas anteriomente,

contienen los glutanatos cataliticos esenciales y que estin localizados en los extremos

teminales de las hebras P4 y P7 (Figura 19).

Estos estudios ham §ervido de guia para realizar predicciones de los residuos cataliticos

de aral)inofuranosidasas,  entre ellas ]a Abf 2 de P. pzwp!4roge»zfxp, como se observa en

la Figura  19.  Ademds,  esta predicci6n ha sido  toil  para escoger  residuos  a mutar  en

experimentos  de  mutaciones  sitio-diriridas,  y  asi  deteminar  experimentalmente  los

residuos cataliticos de algunas Abfs @ebeche y col., 2002; Shallom y col., 2002; Beylot

y col., 2001; Lee y col., 2001).
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4.7 Secuenciaci6n y an£[isis del gen ab/2.

Como se observa en la Figura 17, el gen crzJzP poses un marco de lectura abierto de 2295

pb,  que a diferencia del gen c!b/ 1  de P. pwrpz(roge#wne, posee intrones.  Los 7 intrones

presentes en el gen czb/2 son de tamafios variables entre 50 y 63 pb, 1o cual concuerda

con   los tanafios de los intrones de hongos,  que en general van desde los 50 a los 70

nucle6tidos  (Kupfer,  2004).     Los  7    intrones  encontrados  estin  flanquedos  por  las

secuencias 5' GT .... AG 3 ', al igual que la mayoria de los intrones de hongos. Dichos

intrones  pertenecen  a  la  llainada  zona  de  corte  y  empalme  can6nica.   En  estudios

previos, en los cuales se analizaron diversos grupos de hongos, se encontr6 que mds del

98%  de ellos  poseian intrones  cortos  y pertenecientes  a la  clase  can6nica de  corte y

empalme (Kupfer, 2004).

4£ Secuenciaci6n y analisis de ]a region n'o arriba de] gen ch|¢.

Mediante la t6cnica de "Genome Walking", fue posible conocer la secuencia de 553 pb

rio  arriba del cod6n de inicio y 795 pb rio  al>ajo del cod6n de t6rmino.  Al realizar un

analisis  de la regi6n rio arriba,  se encontr6 una posible caja TATA a -105 pb  G]igura

21). Esta caja esta presente en promotores de hongos filanentosos entre -100 y -200 pb

rio  arriba  del  cod6n  de  iricio  (O'Connell  y  Kelly,   1989).  Ademds  se  encontraron

posibles  sitios  de union  a factores  de transcripci6n  como  CreA,  Acel,  AlcR,  AreA y

cajas CCAAT .

Como  es  sabido,  el mecanismo  de control para el uso  preferencial  de sustratos  como

glucosa (o fructosa) sobre fuentes de carbono altemativas se conoce como represi6n por

glucosa  o  rapresi6n  catal)6lica  por  carbono  (Aro  y  col.,  2005).  En  muchos  hongos

ascomicetes,  esta  represi6n  esta mediada por  el  factor  de  transcripci6n  CreA.  Se  ha

demostrado  experimentalmente  que  los  genes  de  muchas  celulasas,  hemicelulasas  y
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peetinasas  estan  reguladas  por proteinas  Cre  en  rrz.choder"a  reesej  y  especies  de

dspergj//#s Orargolles-Clark y col.,  1997; Bussink y col.,  1991; Ruijter y col.,  1997),

por  lo  que  la  presencia  de  los  sitios  CreA  en  el  promotor  del  gen  fib/2  de  P.

p#rpwroge##" podria tener una funci6n similar a los de otros hongos.

Las cajas CCAAT se encuentran en las regiones 5' de aproximadamente el 30% de los

genes  eucari6ticos  (Aro  y col.,  2005) y estin presentes  en los promotores de muchos

genes de celulasas y hemicelulasas,  asi como tanbich en genes ligninoliticos (Mach y

Zeifinger,  2003;  Soden  y  Dobson,  2003;  Karahanian  y  col.,  1998).  Se  ha  visto  que

mutaciones en la seeuencia CCAAT de promotores, generalmente reducen la expresi6n

del gen que preceden,   ya sea a nivel basal o  en respuesta a una sefial estinuladora

especifica (Aro y col., 2005).

Por otra parte, es sabido que la regulaci6n de la enzimas involucradas en el metal)olismo

del  hitr6geno  en  bongos  filamentosos,  durante  el  uso  de  de  fuentes  de  nitr6geno

secundarias como nitrato, nitrito y purinas, involucra factores GATA, entre ellos AreA,

que son una class de reguladores transcripcionales eucari6ticos. Dichos factores se unen

a elementos del DNA que poseen la secuencia 5'  GATA.  Se ha visto  en j4spergr.//#s

#!.d#hairs que AreA juega un rol en la activaci6n de la expresi6n de celulasas,  lo que

suctere  una  comunicaci6n  cruzada  entre  las  vias  de  utilizaci6n  de  nitr6geno  y  de

carbono  en estos hongos  qocckington y  col.,  2002).  La presencia de  cuatro posibles

sitios de union a AreA en el promotor de abp, podria estar dando cuenta tanbich del

mismo efecto.

Acel es un factor de transcripci6n que se one a las secuencias 5 'AGGCA, (Saloheimo y

col., 2000) y que en 7+J.chodermcz reesej. funciona como un represor de la expresi6n de

celulasas y xilanasas (Are y col., 2003) Por unmo, AlcR, es un fanor de transcripci6n
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de  la  via  de  utilizaci6n  del  etanol  en -4spergi.//#s  #J.dw/aus  Oateman  y  col„   1983;

Lockington y col., 1987).

Cabe destacar que todos los sitios de union  a factores de transcripci6n encontrados en

el  promoter  de  abj2  son  supuestos;  la  sola  presencia  de  dichas  secuencias  no  es

suficiente para establecer que dichos factores se unan a ellas; para ello se requeriria de

una comprobaci6n experimental.

49 Arabinofuranosidasas de P. p«7prm7ge7zzfm

Como  se  ha mencionado  previainente, P. prrjpwroge#wm  secreta al  medio  tres  Abfs

distintas,   las  cuales  son  codificadas  por  genes   distintos  ITabla  V).   Se  conoce  la

secuencia g6hica completa de los genes czb/I y crz)/2, y datos preliminares indican que

la Abf 3, es codificada p,or un gen distinto a crb/j y cib/2 Qavanal, MC., comunicaci6n

personal). En la Tabla V se resumen las caracteristicas de los genes czb/I y crzJ/2.

Tabla V. Caracten'sticas de ]os genes codir]cantes para Abfs de P. p«p«rqgrarzfm.

Gen        Tamafiogen      TamafiocDNA     N°intrones         pbconocidos      Sitiosdeuni6nafactores
®b)                        ®b)                                            rio ariha           de transcripci6n encontrados

a!d/I           1518                           1518                          0                           989

dr/2         2295                        1 908                        7
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Ademds,  las  caracteristicas    propias  de  cada  rna  de  estas  Abfs  difieren  en  ciertos

aspectos, mientras que en otros son similares, como se puede apreciar en la Tat)la VI.

Tal]Ia VI. Propiedades de las Abfs de P. pwrpwrogenzim

Proteina  hthsamoleeular      pl        KM      pH6ptilm   T°6ptim   N-glicosilaciones     FamiliaGH
coa)

Abf I               55                     6,5         123           4,0

Abf 2               70                      5,3           0,1             5,0

Abf 3               47,5                  5,8          0,65          5,0

Datos preliminares indicarian

50Si

60Si

50Si

queAbf3 perteneceria a la familia GH43 Ouvanal, MC. datos
publicados).

A  partir  de estudios  llevados  a cabo  en nuestro laboratorio  (Ravanal,  MC.,  datos  no

publicados), se ha podido determinar que estas enzimas difieren cousiderablemente en

la especificidad de sustrato y por lo tanto, cumplen roles distintos en la degradaci6n de

polisacaridos que contienen arabinosa, tal como se puede apreciar en la Tabla VII.

Tabla VII. Acci6n de las Abfs de P. p#rp#rogienzim sobre sustratos polim6ricos.

a/o liberacl6n de ambinosa

Enzima            Arabinano           Arabinano desranificado        Arabinoxilano

Abf 1                   25,6

Abf 2                   1,35

Abf 3                  0,82

La  Abf 2  muestra muy  baja  actividad  sobre  sustratos  polimericos,  como  aral)inano,

arabinano desramificado y arabinoxilano. La Abf 1  y Abf 3, por el contrario, si pueden

hidrolizar sustratos polim6ricos, aunque Abf 3 s6lo actia sobre arabinoxilano. Mds ath,

se ha encontrado que al igual que muchas Abfs de la finina GH43, la Abf3 posee doble

actividad: arabinofuranosidasa y P-xilosidasa`



Se ha intentado  establecer rna correlaci6n entre ]a familia a la que pertenecen estas

enzimas y su especificidad de sustrato a3eldman y col.,  1997, Kaneko y col.,  1998).  Se

ha propuesto que las enzimas de la familia GH51, muestran muy poca o nula actividad

sobre polisacaridos  que contienen arabinosa, y  acthan preferentemente  sobre arabino-

oligosacaridos  a3eylot y col.,  2001),  mientras  que las  enzimas pertenecientes  a GH54

liberan  los  residuos  de  aral]inosa que  se presentan  como  cadenas  laterales  desde  los

polimeros.  La Abf 2  de P. pwrpwroge##m  sigue  este patr6n (Tabla VII)  al  igual  que

otras enzimas pertenecientes  a la finilia GH51, como la Abf A de .4spergj//#s #j.ger

(Rombouts  y  col.,  1988).  Sin  embargo,  otras  Abfs  de  esta familia si  son  capaces  de

hidrolizar poliscaldos que contienen arabinosa, como el caso de la Abf I de Aspergz.//zfs

awczmor!. (Kaneko y col.,  1998) y rna Abf de cebada a.ee y col., 2001). For lo tanto no

existe rna correlaci6n clara entre la especificidad de sustrato y la familia de las glicosil

hidrolasas.
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5.   Conclusiones.

1.   De  las  fuentes  de  carbono  ensayadas  en  los  medios  de  cultivo,  el  I,arabitol

result6  ser el mejor inductor para la producci6n de Abfs.  A este le siguen la

coseta de remolacha, el xilano de avena y finalmente la coronta de mafz.

2.   La  Abf  2   se  logr6   purificar  mediante   5   pasos   de  purificaci6n,   con   un

rendimiento  de  cerca  del  3%  y un  incremento  de  la  actividad  especifica  de

alrededor de 38 veces.

3.   Abf 2 posee rna masa molecular de  70 kDa, calculada por SDS-PAGE.

4.   El     punto     isoel6ctrico     para    la     enzima    purificada,     deteminado     por

isoelectroenfoque es de 5.3.

5.   Abf2 es activasobre pNPAra.

6.   La enzima presenta un pH 6ptimo de 5,0 y rna temperatura 6ptina de 60 °C en

las  condiciones  de  ensayo  utilizadas.  Presenta inestal]ilidad  termica  sobre  los

50 OC.

7.   La KM de Abf 2, utilizando pNPAra como sustrato es de 0,1 mM.

8.   La  expresi6n  de  Abfs  es  inducida  por  L-arabitol  y  en  menor  cantidad  por

L-arabinosa, y no asi por D-xilosa ri xilitol.

9.   La inducci6n de Abfs por L-aral]itol esfa influenciada por rapresi6n por glucosa.

10. El gen crD/2 consta de 2295 pb, y posee 7 iutrones.

11.  El CDNA de ad/2 poses un marco de lectura abierto de 1908 pb, que codifica

para una proteina  de  aproxinndaneute  69  kDa  con  un  pdytido  sefial  de  37

residuos.    La   rmsa   molecular   calculada   de   la   proteina   madura   es    de

aproximadanente 67 kDa.

12. Abf2 pertenece a la familia 51 de las glicosil hidrolasas.
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Anexo I

Tat)Ia de use de codones para P. p«xp«roge"zJm

campos: [triplete] [frecuencia: por miles] ([nunero])

24.9(99)          UAU   18.4(73)
21.4(85)          UAC   27.4(109)

UAA      0.5(2)
UAG      1.0(4)

AGU   11.3(45)
AGC   25.4(101)
AGA      2.5(10)
AGG      2.5(10)

GGU   28.4(113)
GGC    40.2(160)
GGA   21.9(87)
GGG      8.6(34)

5)
46)

(39)
60)

CAU
CAC
CAA
GAG

14 .1 (56)
14 . 8  (59)

GAU   27.4  (109)
GAG   24.1(96)
cm  11.8(47)
GAG   18.6(74)

GUU   14.3  (57)
GUC   28.7(114)
GUA      5.5(22)
GUG   15.1(60)
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