Cu CH ’%\’C

““%Ol
c.A

Universidad de Chile

FACULTAD DE CIENCIAS
UNIVERSIDAD DE CHILE

PURIFICACION, CARACTERIZACION Y SECUENCIACION DE LA
a-L-ARABINOFURANOSIDASA 2 DEL HONGO Penicillium purpurogenum.

Memoria de Titulo
Entregada a la
Universidad de Chile
en cumplimiento parcial de los requisitos
para optar al Titulo de

Ingeniero en Biotecnologia Molecular

Por
Macarena Patricia Fritz Kelly

Julio, 2007
Santiago - Chile

Director de Memoria de Titulo: Dr. Jaime Eyzaguirre Philippi
Profesor Patrocinante: Dr. Octavio Monasterio Opazo




ESCUELA DE PREGRADO - FACULTAD DE CIENCIAS — UNIVERSIDAD DE CHILE

Ry
Z

\

“PURIFICACACION, CARACTERIZACION Y SECUENCIACION
DE LA a-L-ARABINOFURANOSIDASA 2 DEL HONGO
Penicillium purpurogenum”

Memoria de Titulo entregada a la Universidad de Chile en cumplimiento parcial
de los requisitos para optar al Titulo de Ingeniero en Biotecnologia Molecular.

MACARENA FRITZ

Dr. Jaime Eyzaguirre Philippi
Director de Seminario de Titulo

Comision de Evaluacion de la Memoria de Titulo

Dra. Ana Preller Simmons @@J {QL\

Presidente Comision

Ly~ s
Dr. Ricardo Cabrera Paucar el { A/ (’?

\:‘k

i
W\

Santiago de Chile, ?/7’ O+ 2007 \\

STANEA )\
[ DIRECTOR )J




A mis padres y hermanos




Agradecimientos

La realizacién de esta Tesis no podria haberse llevado a cabo de no ser por el apoyo de
personas a quienes no puedo dejar de agradecer. En primer lugar al Dr Jaime
Eyzaguirre, quien me abrid las puertas de su laboratorio, permitiéndome no sélo ampliar
mis conocimientos y experiencias cientificas, sino también por incentivar el desarrollo
de iniciativas propias para el desarrollo de la ciencia. Deseo agradecerle ademés por
ensefiarme mucho mas allid de lo académico y recordaré siempre nuestras distendidas
conversaciones sobre la vida.

Quiero Agradecer ademas, a mis compafieros de laboratorio, especialmente a Cristina y
Mario, por su ayuda y por las risas del dia a dia. No puedo dejar de mencionar al Dr
Rubén Polanco, por todo su apoyo y su disposicién para ensefiar y aclarar todas las
dudas durante mi estadia en 1a UNAB. A Mercedes Mori, no s6lo por su ayuda con los
materiales de laboratorio, sino por admirable sentido del humor y su constante
preocupacién por los del grupo.

A mis amigos, por siempre estar ahi frente a cualquier duda o problema, y por llenarme
la vida de alegria.

Finalmente debo agradecer a mi familia, por su constante preocupacién, apoyo e interés
en mi investigacién, y a "Matu’ por su enorme ayuda en la realizacion de esta tesis, por
su apoyo constante, por creer en mi y hacerme ver lo maravilloso que fue la realizacion

de esta tesis.




Macarena Patricia Fritz Kelly naci6 un dia 15 de abril de 1981 en Santiago. Crecio junto
a su numerosa familia, su vecino, amigo inseparable, y sus queridos compafieros del
Trewhela’s English School, donde desarrollé su amor por la musica, el deporte y las
ciencias naturales. Durante esos afios, demostré un gran talento en el basquetbol, que la
llevé a ingresar al Club Deportivo de la Universidad Catolica lugar donde conoce a
quien hasta hoy es una de sus grandes amigas, “la Happy”. Al salir del colegio,
Macarena fija su objetivo en desarrollar sus habilidades intelectuales entrando a la
carrera de Ingenieria en Biotecnologia Molecular. Es aqui donde junto a un nuevo grupo
de amigos, comparte congresos, asados, partidos, cumpleafios, vacaciones, y por
supuesto dias de estudio. Es también en esta etapa donde conoce a quien seria su
compaifiero en los turbulentos viajes por el mundo y por la vida, “Matu”. Al egresar del
pregrado, Macarena opta por realizar su memoria de titulo bajo la tutela del Dr. Jaime
Eyzaguirre, primero realizando investigaciones en la PUC, y finalmente en la UNAB,
donde su esfuerzo, constancia y gran capacidad, dieron como fruto un gran trabajo, el
cual, suscité una publicacion internacional.

Macarena, con el trabajo plasmado en las siguientes paginas, da por terminada
exitosamente su primera etapa por la Universidad. Ahora, su iniciativa, sinceridad, amor
por la ciencia, entrega con sus amigos, ademas de otras muchas cualidades, abriran
multiples nuevos caminos frente a ella, llenos de desafios y emociones. Nos queda tan
sOlo desearle el mayor de los éxitos y que jamas olvide que sus amigos siempre

estaremos aqui para ella.

1l

= =3
70 P o\
'l,':;-a _— »}_ .l
1 E_;’ BIBLIOTECS c-;_t
W~ CENTRAL @
%':\?;ﬂ'i.f ¥ Y/
Tl



indice.

Indice.

indice de figuras.

Indice de tablas.

Lista de abreviaturas.

Resumen VIII

=

Abstract

1. Introduccitn.,

1.1 Composicion de las hemicelulosas

1.2 Distribucién de la L-arabinosa en la pared celular
1.2.1 L-arabinano.,
1.2.2 Arabinoxilanos

1.3 Degradacion enzimética de hemicelulosas.

e W N e

5

1.4 Aplicaciones biotecnoldgicas de las a-L-arabinofuranosidasas. 8
1.4.1 a-L-arabinofuranosidasas y la industria del vino. 8

8

9

1.4.2 a-L-arabinofuranosidasas y la calidad del pan.
1.4.3 Produccién de aziicares fermentables para la industria del bioetanol. ---------

1.4.4 Produccion de L-arabinosa como agente antiglicémico. 10
1.4.5 a-L-arabinofuranosidasas y alimento animal. 10
1.5 Modelo de estudio: el hongo Penicillium purpurogenum. 11
1.6 Hipdtesis. i1
1.7 Objetivos. 12
1.7.1 Objetivos generales, 12
1.7.2 Objetivos especificos 12

2, Materiales y Métodos 13
2.1 Materiales. 13
2.1.1 Equipos. 13
2.1.2 Reactivos quimicos. 13
2.1.3 Reactivos para biologia molecular. 14
2.1.4 Sistemas comerciales (kits). 14
2.1.5 Material cromatogréfico. 14
2.1.6 Material bioldgico. 15
2.1.6.1 Cepa del hongo. 15
2.1.6.2 Cepas bacterianas. 15

2.2 Meétodos. 15
2.2.1 Cultivos del hongo. 15
2.2.1.1 Cultivos sélidos. 15
2.2.1.2 Cultivos liquidos. 15




2.2.1.3 Toma de muestras de cultivos liquidos. 16
2.2.2 Medios de cultivo bacterianos. 16
2.2.3 Purificacion de Abf 2 de Penicillium purpurogenum. 17

2.2.3.1 Preparacion del extracto crudo. - 17

2.2.3.2 Precipitacion con suifato de amonio. 17

2.2.3.3 Cromatografia de intercambio anidnico. 17

2.2.3.4 Cromatografia de intercambio catiénico. 18

2.2.3.5 Cromatografia de interaccion hidrofébica. 18
2.2.4 Analisis de proteinas. 19

2.2.4.1 Cuantificacién de protefnas. 19

2.2.4.2 Ensayos de actividad enzimética 19

2.2.4.2.1 Microensayo de actividad arabinofuranosidasica. 19
2.2.4.2.2 Macroensayo de actividad arabinofuranosidasica. 20
2.2.4.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida. 20
2.2.4.3.1 Geles en condiciones desnaturantes. 20
2.2.4.3.2 Geles para isoelectroenfoque y zimograma, 20
2.2.5 Determinacioén de pardmetros cinéticos. 21

2.2.5.1 Medicién de Kn para pNPAra. 21

2.2.5.2 pH optimo v efecto de la temperatura. 21
2.2.6 Extraccién de écidos nicléicos. 21

2.2.6.1 Extraccion de RNA. 21

2.2.6.2 Sintesis de cDNA. 22

2.2.6,3 Exiraccion de DNA gendntico. 23
2.2.7 Técnicas de PCR. 23

2.2.7.1 Condiciones generales. 23

2.2.7.2 PCR de colonias bacterianas. 24

2.2.7.3 Diseiio de partidores para PCR. ' 24
2.2.8 Amplificacién de secuencias desconocidas de DNA gendémico mediante
Genome Walking. 25

2.2.8.1 Digestion y purificacion del DNA genémico. 26

2.2.8.2 Ligaci6n de adaptadores. 26

2.2.8.3 Primera reaccion de PCR. 28

2.2.8.4 Segunda reaccion de PCR (PCR anidado). 28
2.2.9 Electroforesis de DNA en geles de agarosa. 28
2.2.10 Recuperacion de fragmentos de DNA desde geles de agarosa. -------------- 29
2.2.11 Clonamiento de productos de PCR. 29
2.2.12 Transformacién de E. coli. 30

2.2.12.1 Preparacién de células electrocompetentes. 30

2.2.12.2 Transformacién por electroporacion. 30
2.2.13 Secuenciacidén nucleotidica. 31
2.2.14 Analisis de secuencias, disefio de partidores y alineamientos,==-==-===-===n= 31

3. Resultados. 32
3.1 Efecto de ia fuente de carbono en la produccidén de arabinofuranosidasas. ------- 32
3.2 Purificacion de Abf2 de Penicillium purpurogenum. 33

3.2.1 Cromatografia de intercambio anidnico en DEAE Sefadex A-25 ------—---—- 33
3.2.2 Cromatografia de intercambio catidnico en Sulfopropil Sefarosa. -----——--—-34

3.2.3 Cromatografia de interaccion hidrofobica en Fenil Agarosa. ~~----am---=——- 34

3.3 Determinacién del punto isoeléctrico.

37




3.4 Determinacion de parametros cinéticos de Abf 2. 38

3.4.1 pH éptimo. 38
3.4.2 Estudios de temperatura. 38
3.4.2.1 Efecto de la temperatura sobre la actividad enzimética ------------------ 38
3.4.2.2 Estabilidad a distintas temperaturas. 38

3.4.3 Determinacion de Ky ¥ Vmax para Abf 2. 40

3.5 Induccidn de la actividad arabinofuranosidésica. 41
3.6 Secuenciacion de Abf 2. 44
3.6.1 Secuencias aminoacidicas de fragmentos de Abf 2. 44
3.6.2 Extraccion de RNA total y sintesis de cDNA. 47
3.6.3 Obtencion de secuencia de cDNA de abf 2 por RT-PCR. 47
3.6.4 Obtencion de la secuencia completa del gen abf 2. 48
3.6.5 Analisis de la secuencia gendmica y del cDNA de ab/2. 52
3.6.6 Alineamiento de secuencias aminoacidicas similares a Abf 2, ---------------- 53
3.6.7 Prediccién de los residuos cataliticos de Abf 2. - 55
3.6.8 Relaciones filogenéticas de las Abfs de la familia GH51. 57

3.7 Secuenciacion y andlisis de la regién rio arriba del gen abf 2. 58

4, Discusidn. . 60
4.1 Efecto de la fuente de carbono en la produccién de arabinofuranosidasas. —--—--- 61
4.2 Purificacion de Abf 2 de P. purpurogenum. 62
4.3 Caracterizacion de Abf 2. 63

4 4 Induccion de la actividad arabinofuranosidasica. 65
4.5 Secuenciacion del cDNA de Abf 2. 66
4.6 Prediccion de los residuos cataliticos de Abf 2. 67
4.7 Secuenciacion y analisis del gen abf 2. 69
4.8 Secuenciacién y analisis de la regién rfo arriba del gen abf2. 69
4.9 Arabinofuranosidasas de P. purpurogenum. - 71
5. Conclusiones. 74
6. Referencias. 75
Anexol 83

III



Indice de figuras.

Figura 1. Representaci6n esquematica simplificada de la pared celular vegetal. -~—-~---2
Figura 2; Estructura del arabinano. 4
Figura 3: Estructura del arabinoxilano. 5

Figura 4. Estructura simplificada del arabinoxilano y las enzimas involucradas en su
degradacion. 6

Figura 5. Esquema de la técnica de Genome Walking, 27

Fig 6. Cinética de produccién de L-arabinofuranosidasa de P. purpurogenum en medios
de cultivo liquidos con distintas fuentes de carbono. 32

Figura 7. Perfiles de elucién de las columnas de intercambio iénico. (A) DEAE-Sefadex

A-25 y (B) Sulfopropil Sefarose. : 35
Figura 8. Electroforesis de las tres tltimas etapas de purificacién de Abf2 y Abf3 de 7.

purpurogenum en gel de poliacrilamida desnaturante al 12%. 36
Figura 9. Zimograma sobre isoelectroenfoque de las Abfs de P. purpurogenum.-----—37
Figura 10. Efectos del pH y temperatura sobre la actividad de Abf2. -39
Figura 11. Curva de saturacién de Abf 2 usando pNPAra com sustrato. ----------------- 40
Figura 22. Catabolismo de las pentosas en Aspergillus niger. : 41

Figura 23. Induccién y represion de la actividad arabinofuranosiddsica de P.
purpurogenum en cultivos de 11 dias con glucosay con pentosas y polioles generados
durante el catabolismo de Ia L-arabinosa.: 42

Figura 24, Zimograma que muestra la actividad arabinofuranosidisica de sobrenadantes
de cultivos de P. purpurogenum bajo la induccién de (A) L-arabitol y (B) L-arabinosa a
distintos dias de culiivo (2, 4, 7, 9y 11 dias). 43

Figura 12. Alineamiento entre la secuencia aminoacidica de 1a: Abf A de Aspergillus
fumigatus (negro) y las secuencias del amino terminal y los péptidos intemos 2y 3 dela

AbL 2 de Penicillium purpurogenum (azul). 46
Figura 13. Amplificacién de un fragmento de cDNA de abf 2 por RT-PCR seguido de

un PCR anidado. 49
Figura 14. Amplificacién de fragmentos del gen abf2. 50

Figura 15. Amplificacién de la secuencia 5° del gen abf 2 y de su regién promotora
mediante Genome Walker. =51




Figura 16. Representacion esquemdtica de los principales partidores utilizados para la

secuenciacion del cDNA y del gen abf 2, con sus respectivas orientaciones, -----=------ 51
Figura 17. S8ecuencia nucleotidica y aminoacidica de Abf 2. 53
Figura 18. Alineamiento multiple de distintas arabinofuranosidasas de hongos, -~---«-- 55
Figura 19. Similitud local de arabinofuranosidasas de la familia GH51. ---------------—- 56
Figura 20: Arbol no enraizado de arabinofuranosidasas de la familia GH51. «—-=-ee==n- 57

Figura 21. Secuencia nucleotidica correspondiente a parte de la region rio arriba del gen
abf 2. ; 58

A :
o HIBLIOTECA
w  CENTRAL




Indice de tablas.

Tabla I, Partidores utilizados en este trabajo. 25
Tabla Il. Tabla de purificacién para la Abf2 de P. purpurogenum. 37
Tabla III: Posibles sitios de unidn de factores de transcripcion en los promotores de

genes de arabinofuranosidasas de la familia GHS1. 59
Tabla IV. Propiedades de las arabinofuranosidasas de la familia GH51.-===--=-=-mnm---- 64

Tabla V. Caracteristicas de los genes codificantes para Abfs de P. pupurogenum. -—-- 71

Tabla V1. Propiedades de las Abfs de P. purpurogenum. 72

Tabla VII. Accion de las Abfs de P. purpurogenum sobre sustratos poliméricos. ------ 72

VI




Abf
AUAP
BLAST
BSA
cDNA
DEPC
DNA
dNTP
DOC
DP
DIT
RNAsas
EDTA
PTG
IEF
KDa
LB
mRNA
MuAra
N-terminal
PAS

PBS
PCR
Pfy
pNP
pNPAra
RNA
rpm
SDS
TAE
Taq
TCA

TEMED
X-Gal

Lista de abreviaturas.

: arabinofuranosidasa.

. partidor de amplificacion universal abreviado.
: Basic Local Alignment Search Tool.

: seroalbumina de bovino.

: DNA complementario.

: dietilpirocarbonato.

: &cido desoxirribonucléico.

: desoxinucleéttidos fosfato.

: &cido desoxicdlico.

: grado de polimerizacién.

- ditiotreitol .

: ribonucleasas.

: tetraacetato de etilendiamina.

: isopropil-B-D-tiogalactopiranésido.

: 1soelectroenfoque.

: Kilo daltons.

: medio Luria Bertani.

: RNA mensajero.

: metil umberiferil a-L-arabinofurandsido.
: amino terminal.

: acido periédico-Schiff.

: pares de bases.

: amortiguador fosfato salino.

: reaccion en cadena de la polimerasa.

: DNA polimerasa de Pyrococcus furiosus.
: p-nitrofenol.

: p-nitrofenil- a-L-arabinofuranésido.

: 4cido ribonucléico.

: revoluciones por minuto,

: dodecil sulfato de sodio.

: amortiguador Tris-acetato-EDTA.

: DNA polimerasa de Thermus aquaticus.
: 4cido tricloro acético.

: amortiguador Tris-HCL

1 NLN,N' N'-tetrametiletilen diamina

: 5-bromo-4-cloro-3indoil- B-D-galactopirandsido.




Resumen

La lignocelulosa es el componente mayoritario de las plantas y representa una
gran fuente de materia orgénica renovable. Est4 compuesta de lignina, pectina, celulosa
y hemicelulosas. Las hemicelulosas son el componente mayoritario luego de la celulosa.
Estan constituidas por una serie de polisacaridos, entre los que destacan los xilanos,
galatanos, mananos y arabinanos, los cuales se definen en funcién del aziicar que
contiene la cadena principal.

La degradacion de las hemicelulosas es llevada a cabo por varios
microorganismos, entre ellos bacterias y hongos, quienes producen una gran variedad de
enzimas para degradar esos complejos sutratos poliméricos. Sin embargo, la
degradacién de estos polisacéridos se ve limitada por la presencia de cadenas laterales,
enire otras, de residuos de arabinosa. Las arabinofuranosidasas (Abf) son las enzimas
encargadas de catalizar la hidrolisis de estos residuos.

La enorme cantidad de desechos lignocelulésicos agroindustriales puede ser
convertida a productos con valor agregado mediante la utilizacion de dichas enzimas,
por lo que se requiere de un mejor entendimiento de ellas,

El hongo Penicillium purpurogenum produce una gran variedad de enzimas
hemiceluloliticas. Se han purificado y caracterizado un importante nimero de enzimas
de este organismo, entre ellas endoxilanasas, acetilxilano esterasas, B-xilosidasas y una
arabinofuranosidasa.

Este trabajo se enfocé en el estudio de una segunda arabinofuranosidasa (Abf2).
Se identificé al L-arabitol como el mejor inductor para la produccién de Abfs. Sin
embargo ofras fuentes de carbono naturales, que presentaron altos niveles de esta
actividad fueron: coseta de remolacha, coronta de maiz y xilano de avena.

Se purifico la Abf 2 en cinco pasos: ultrafiltracién del sobrenadante de cutlivo,
fraccionamiento con sulfato de amonio, cromatografia de intercambio cationico,
cromatografia de intercambio aniénico y cromatografia de interaccion hidrofobica. El
rendimiento de esta purificacién fue de aproximadamente 3%. La enzima purificada
posee una masa molecular de 70 KDa, determinada por SDS-PAGE y un pl de 5,3. Las
caracteristicas cinéticas mostraron que posee un pH Optimo de 5,0 y una temperatura
optima de 60°C. Ademss, es estable a temperaturas inferiores a 50 °C. Presenta una Ky
de 0,1 mM para pNPAra.

El gen abf 2 posee un marco de lectura abierto de 2.295 pb, incluyendo 7
intrones y codifica para una proteina de 635 aminodcidos con un péptido sefial de 17
amino4cidos, y con una masa molecular calculada de 67.212 Da, Ia cual pertenece a la
familia 51 de las glicosil hidrolasas (GEHS51). Posee seis posibles sitio$ de glicosilaciéon y
los residuos E357 y E434 constituyen los posibles residuos cataliticos de esta enzima,

La secuencia de 553 pb rio arriba de dicho gen presentd posibles sitios de unidn
a factores de transcripcion: dos posibles sitios de unién a CreA, un posible sitio de
unién a AlcR, un posible sitio de unién a Acel, cuatro posibles sitios de unién a AreA y
dos cajas CAAT.

Se observo induccion de las arabinofuranosidasas de P. purpurogenum con L-
arabitol y L-arabinosa, un poliol y una pentosa respectivamente, no asi con otros
intermediarios metabdlicos tales como xilitol ni D-xilosa. Esta induccién es suprimida
por represion catabolica 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
consituted by a set of polisacharides: xylans, galactans, mannans and arabinans, 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 enzymes in charge of
catalyzing the hydrolisis of these residues.

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

The fungus Penicillium purpurogenum produces a great variety of
hemicellulolytic enzymes. Several of them have been purified and characterized, among
them endoxylanases, acetylxylane esterases, B-xylosidases and one arabinofuranosidase.

This work focused on the study of a second arabinofuranosidase (Abf 2).
L-arabitol was identified as the best inducer for the production of Abfs. However, other
carbon sources such as sugar beet pulp, corn cob and oat spelt xylan, produced high
levels of activity.

Abf 2 was purified in five steps: supernatant ultrafiltration, ammonium 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 Ky for pNPArais 0.1 mM

The abf 2 gene has an open reading frame of 2,295 bp, including 7 introns and it
codes for a protein of 635 residues, with a signal peptide 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 abf 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. purpurogenum 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 by carbon catabolite
repression exerted by glucose.
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1, Introduccidn,

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 hidrélisis de estos
carbohidratos provee la energia necesaria para la vida.

Las células vegetales estdn rodeadas por una pared celular dindmica, compuesta de un
complejo arreglo de carbohidratos, lignina y proteinas, llamada lignocelulosa, la que no
solo provee la flexibilidad necesaria que facilita el crecimiento v el desarrollo de la
planta, sino que también 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 biotecnoldgico (Malherbe y Cloete, 2003). Grandes cantidades de “basura”
lignocelulésica son generadas por las practicas forestales y la agricultura, industrias
papeleras, industrias de la madera y muchas agroindustrias, précticas que provocan
problemas de contaminacion ambiental. Lamentablemente, la mayor parte de la basura
lignocelulésica se desecha mediante quemas de biomasa, la cual no esta restringida sélo
a los paises en vias de desarrollo, sino que es considerada un fendémeno 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
incluyendo biocombustibles, productos quimicos, materias primas baratas para
fermentacién v alimentos animales mejorados, mediante la utilizacién de enzimas

lignoceluloliticas.




El estudio de estas enzimas se hace por lo tanto muy necesario, ya que su utilizacion en
la industria requiere de un conocimiento previo de sus caracteristicas, su funcion, su
especificidad, su eficiencia y las condiciones Optimas necesarias para llevar a cabo la
catalisis. Por lo demas, es el conocimiento de estas caracteristicas el que puede también

facilitar el desarrollo de una tecnologia ambientalmente mas amigable.

1.1 Composicion de las hemicelulosas

La lignocelulosa estd compuesta principalmente de hemicelulosas, lignina, celulosa y
pectinas. La celulosa y hemicelulosas son los polisacaridos mayoritarios de la pared
celular vegetal, y dan cuenta de aproximadamente el 70% de toda la biomasa vegetal,
siendo las hemicelulosas los polimeros mas abundantes luego de la celulosa Ellas
representan cerca de 20-35% de la biomasa lignocelulosica (Ward y Moo-Young,
1989).

Las hemicelulosas son polisacaridos encontrados en asociacion con la celulosa mediante
puentes de hidrogeno y fuerzas de Van der Waals, y con la lignina mediante enlaces

covalentes tipo éter y éster (Figura 1).

Pectina lamina media
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Figura 1. Representacion esquemdtica simplificada de la pared celular vegetal. En ella se
destaca la disposicion de la celulosa y las hemicelulosas.




El término “hemicelulosa™ fue introducido en 1891 por Schulze (Schulze, 1891) v se
refiere al componente més facilmente hidrolizable de la pared celular y que es extraible
por élcali. Este término inespecifico es frecuentemente usado para describir a un diverso
grupo de polisacéridos de pared celular, que excluye a la celulosa y a las pectinas.
Las hemicelulosas tienen una composicién heterogénea que depende del tipo de planta e
incluso puede variar entre diferentes partes de la misma planta. Se clasifican de acuerdo
al aziicar que forma la cadena principal del polimero en: arabinanos, galactanos, xilanos
y mananos, si el aziicar es arabinosa, galactosa, xilosa 0 manosa respectivamente.

Sin embargo, en contraste con la celulosa, las hemicelulosas son heteropolimeros
ramificados (mientras que la celulosa estd compuesta exclusivamente por cadenas
lineales de unidades de glucosa), y no forman estructuras cristalinas. Entre las
ramificaciones destacan residuos de L-arabinosa, acido D-O-metil glucorénico y grupos

no glucidicos tales como acetato v acidos cindmicos.

1.2 Distribucién de la L-arabinosa en Ia pared celular

La mayoria de las hemicelulosas contienen L-arabinosa. Este azucar se puede encontrar
tanto como componente de la cadena principal (arabinanos) asi como sustituyente de
ella (arabinoxilanos, arabinogalactanos, etc.). A pesar de que el contenido de este
azucar en las plantas es relativamente bajo, su presencia como sustituyente de la cadena

principal de las hemicelulosas restringe la hidrélisis por glicanasas, A continuacién se

describiran algunas caracteristicas de aquellos polisacéridos que contienen L- arabinosa.




1.2.1 L-arabinano.

El L- arabinano es un polimero de residuos de a-L-arabinofuranosa unidos por
enlaces a (1—5) formando una cadena lineal, la cual se encuentra ramificada por los
mismos residuos de a-L-arabinofuranosa en las posiciones 2 y 3 (Figura 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

Hughes, 1999).

Figura 2: Estructura del arabinano. Los residuos de o-L-arabinofuranosa estan unidos por
enlaces a (1—5) formando la cadena lineal y ramificaciones del mismo azicar se
muestran en la posicion 3 (adaptado de Buchanan, 2002).

1.2.2 Arabinoxilanos

El xilano es el polisacarido hemicelulésico mas comin de la pared celular de las
plantas terrestres, representando mas del 30% del peso seco de las plantas. Esta
compuesto de una cadena principal de residuos de xilosa unidas entre si por enlaces
glicosidicos del tipo B (1—4) con una variedad de sustituyentes en los carbonos de las
posiciones 2y 3.

Los grupos laterales que los sustituyen estdn unidos a la cadena principal mediante
enlaces de tipo glicosidicos, en el caso que el sustituyente sea arabinosa o acido metil

glucurénico, o por enlaces tipo éster, en el caso del acido acético. Los residuos de




arabinosa pueden estar a su vez sustituidos en el carbono 5 por 4cidos cinamicos tales
como acido fertlico o 4cido p- cumarico, unidos por enlace éster (Figura 3).

La composicién y grado de polimerizacion (DP) del xilano varia segun su origen y
tejido. Asi, el xilano de maderas duras (abedul, dlamo y alerce), se encuentra 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 (Kulkarni y cols., 1999).
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Figura 3: Estructura del arabinoxilano. La cadena principal estd formada por residuos de
xilosa (azul) unidas por enlaces B (1-—>4). Se observan ramificaciones de residuos de arabinosa
(naranjo), las cuales a su vez pueden estar sustituidos por acido ferilico (amarillo) (adaptado de
Buchanan, 2002).
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1.3 Degradacion enzimatica de hemicelulosas.

Muchos microorganismos degradan las hemicelulosas para utilizarlas como fuente de
carbono. Para llevar a cabo esta degradacion se requiere de enzimas capaces de
hidrolizar los enlaces glicosidicos y ésteres presentes en ellas. Pero la degradacién de
las hemicelulosas se ve limitada debido a su composicion heterogénea, la gran
complejidad de los xilanos y su cercana interaccion con celulosa y otros polimeros de la

pared celular, v requiere de la cooperacion de una gran variedad de enzimas (Figura 4).




Como se menciono anteriormente, 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 (Brice v Morrison, 1982).
La presencia de estas cadenas laterales restringe la degradacién enzimatica de las
hemicelulosas. Mas aln, representan una gran barrera tecnologica que retarda varios
procesos industriales, como por ejemplo la sacarificacion de residuos agricolas y
forestales a azlicares monoméricos para la fermentacién a quimicos y combustibles
(Saha, 2000).

Desde un punto de vista biotecnoldgico, la conversion enzimatica de celulosa y
hemicelulosas en sus respectivos componentes azicares es necesaria para la
degradacion economica y ambientalmente eficiente de desechos agricolas y forestales
en compuestos con valor agregado.

Las o-L-arabinofuranosidasas (EC 3.2.1.55) o Abfs son enzimas que catalizan la
hidrolisis de los residuos arabinofuranosilos presentes en los polisacaridos nombrados

anteriormente (Figura 4).

Acetil xilano esterasa

o
_ &7\ % \21/7\ %

Endo-1,4-B-Xilanasa a-L-arabinofuranosidasa

Cumaroil o feruloil esterasa

Figura 4. Estructura simplificada del arabinoxilano y las enzimas involucradas en su
degradacion. Este se compone de una cadena principal de residuos de xilosa unidos por enlaces
B-1,4 y por sustituciones de arabinosa (unidas a las posiciones C-2 y/o C-3 de los residuos de
xilosa de la cadena principal), acido acético (unido a C-2 o 3), y acido ferulico o cumarico
esterificado en la posicién O-5 de las cadenas laterales de arabinosa.



La accidn de estas enzimas acelera la hidrélisis de los enlaces glicosidicos en mas de
107 veces, convirtiéndolas en uno de los catalizadores conocidos més eficientes Ryey
Withers (2000), Shallom y col., 2002). Especificamente, las Abfs catalizan la hidrolisis
de los residuos de arabinosa no reductores de diferentes oligo y polisacaridos. Estas
enzimas forman parte del grupo de las glicosil hidrolasas (GHs), las cuales se han
agrupado en familias, basandose en similitudes de estructura primaria [Carbohydrate-
Active Enzymes Server at hitp:/afimb.cnrs-mrs. fr], (Coutinho y Henrissat, 2000).

A la fecha se han descrito 106 familias de GHs, pero las a-L-arabinofuranosidasas sélo
se han descrito en las GH3, GH43, GH51, GH54 y GH62. En general, las enzimas en
GH43 y GH62 hidrolizan arabinano o-1,5 no sustituido y arabinooligosacaridos a-1,5
(Matuso y col., 2000), mientras que las Abfs de GHS1 y GH54 poseen una especificidad
de sustrato mas relajada (Flipphi y col., 1994).

Las Abfs de hongos han sido aisladas de un amplio nimero de géneros y especies, pero
las mas estudiadas hasta €l momento son aquellas pertenecientes a diferentes especies
de Aspergillus, en especial de A. niger. Estas Abfs tienen masas moleculares entre 32 y
128 KDa y en su mayoria se caracterizan por tener un punto isoeléctrico 4cido. Las
condiciones Optimas para su accion también se encuentran en un rango de pH 4acido
(Luonteri, 1998).

A la fecha se conoce la estructura tridimensional de algunas arabinofuranosidasas de
GH3, GH43 y GHS1, aunque de GH62 existen cristales pero aim no se ha determinado
su estructura tridimensional El conocimiento de dichas estructuras tridimensionales ha

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

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




1.4 Aplicaciones biotecnolégicas de las a-L-arabinofuranosidasas.

La importancia de las enzimas que degradan la lignocelulosa esta bien definida debido a su
rol en muchos procesos biotecnologicos e industriales. Esto ha resultado en el
establecimiento de una nueva era para la utilizacion eficiente de los residuos agricolas
baratos. Las Abfs, con la accién sinérgica de otras enzimas degradadoras de
lignocelulosa, son herramientas prometedoras en varios procesos agro-industriales. A

continuacion se explican brevemente algunas aplicaciones de estas enzimas.

1.4.1 a-L-arabinofaranosidasas y la industria del vino.

Una de las caracteristicas més importantes de la calidad del vino es su aroma. Se sabe
que ciertos monoterpenos contribuyen significativamente al sabor del vino (Mateo y
Jiménez, 2000). Una gran porcion de estos monoterpenoles presentes en muchos
brebajes, incluido el vino y los jugos de frutas, estdn unidos a disacéridos, en los que el
aziicar no reductor es a-L-arabinosa. Esta arabinosa puede ser liberada por accion de las
a-L-arabinofuranosidasas. Ahora se sabe que estos monoterpenoles pueden ser
liberados por hidrélisis enzimética secuencial (Giinata y col.,1990). En el primer paso,
el enlace glicosidico es hidrolizado por Abfs seguido por la accién de otras glicosidasas
que liberan los monoterpenoles. Asi, el tratamiento con Abfs puede ser usado para
promover las propiedades organolépticas del vino. Actualmente las enzimas producidas
a escala industrial provienen del hongo Aspergillus niger y son usadas en la

aromatizacion de vinos y otras bebidas alcohélicas (Aryon y col., Biskup y col., 1993).

1.4.2 a-L-arabinofuranosidasas y la calidad del pan.

El endurecimiento del pan es probablemente ¢l principal problema que ocurre durante

su almacenamiento, lo que lleva a grandes pérdidas econ6émicas en la industria panadera




(Gobbetti y col, 1999). Los pentosanos (nombre genérico 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 exdgenas, como aquellas
pertenecientes al sistema de degradacion del xilano, entre ellas las xilanasas y
arabinofuranosidasas (Fessas y Schiraldi, 1998; Jiménez y Martinez-Araya, 1999). Estas
enzimas generan pentosas libres (principalmente xilosa y arabinosa) permitiendo su
disponibilidad para ser fermentadas por la bacteria acidolactica Lactobacillus hilgardii
utilizada en la industria del pan, aumentando asi las tasas de produccion de acido
acético y COy, responsables del sabor y la porosidad del pan respectivamente (Gobbetti
y col, 1999). Asi, las Abfs, han sido consideradas como estimuladores naturales que
mejoran la calidad del pan y retrasan su endurecimiento, otorgando beneficios

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

1.4.3 Produccion de aziicares fermentables para la indusiria del bicetanol.

El proceso utilizado actualmente para la produccién industrial de bioetanol es la
conversion enzimatica de los azticares de la cafia de azicar, maiz, remolacha entre otros,
llevada a cabo por la levadura Saccharomyces cerevisiae (Serensen y col., 2005). Sin
embargo, estos sustratos requieren de un pretratamiento para poder ser utilizados para
dicha producciéon (Zaldivar y col., 2001; Saha y col, 2003). La complejidad y
heterogeneidad de los arabinoxilanos de las hemicelulosas, requiere de complejos
sistemas enzimaticos que conviertan estos sustratos en aziicares fermentables. Tal
complejo enzimatico debe incluir enzimas despolimerizadoras y que hidrolicen grupos

laterales para degradar las hemicelulosas a monosacédridos pentosas (Saha, 2003). La

accion sinérgica de las Abfs con otras enzimas lignoceluloliticas las convierte en




agentes mas adecuados para la sacarificacién de varios residuos agricolas para la

produccién de combustibles.

1.4.4 Produccién de L-arabinosa como agente antiglicémico.

Recientemente, se ha desarrollado un creciente interés por la L-arabinosa como un
posible aditivo en los alimentos debido- a su sabor dulce y su baja absorcion por el
cuerpo humano. Més ain, se ha probado que la L-arabinosa inhibe selectivamente la
sacarasa intestinal de manera competitiva y por lo tanto reduce la respuesta glicémica
luego de la ingesta de sacarosa en animales (Seri y col., 1996), por lo que la L-arabinosa
podria ser usada como un inhibidor de la digestion de sacarosa, lo que tendrfa un
importante uso en la prevencién de hiperglicemia en pacientes diabéticos (Sanai y col.,
1997). Para lograr esta meta, es necesaria la produccién de grandes cantidades de L-

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

1.4.5 a~-L-arabinofuranesidasas y alimento animal.

En la digestién de los rumiantes participan dcidos y microorganismos presentes en el
rumen. A pesar de que las hemicelulosas (principalmente xilanos) representan entre el
30y el 40% de los carbohidratos totales del forraje, su contribucién a la energia dietaria
disponible para los animales estd a menudo disminuida debido a la baja digestion
general (40 a 60%) (Dehority y col.,, 1965). El incremento en la digestibilidad de los
alimentos estd correlacionado con la disminucién del grado de sustitucién de los
polimeros de hemicelulosa. Por tanto, la presencia de residuos de L-arabinosa dificulta
la hidrélisis total de lo; xilanos y ademds restringe la accién de otras glicanasas (Greve

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

enzimaticas que contienen Abfs aumenta la efectividad de las endoxilanasas debido a
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que estas ltimas prefieren regiones no sustituidas del xilano como sustrato, lo que
resulta en la disminucién de la viscosidad de los alimentos (Mathlouthi y col., 2002).

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

1.5 Modelo de estudio: €l hongo Penicillium purpurogenum.

Los hongos del género Penicillium son comunmente conocidos como moho verde o
azul, y algunas especies han sido ampliamente explotadas para la produccién de
antibi6ticos como la penicilina. Generalmente se encuentran contaminando frutas o
descomponiendo alimentos. Pero aparte de estas caracteristicas, muchos Penicillium son
productores de celulasas, hemicelulasas y pectinasas. EI hongo de pudricion blanda P.
purpurogenum, aislado de suelos del sur de Chile (Musale(m y col., 1984) es utilizado
como modelo de estudio en nuestro laboratorio y sus sistemas celuloliticos y
xilanoliticos han sido descritos en detalle. Este hongo aerdbico produce una serie de
enzimas extracelulares que degradan el xilano, varias de las cuales ya han sido
purificadas y caracterizadas en nuestro laboratorio. Se han encontrado isoenzimas para
la mayoria de estas enzimas, las que parecen ser codificadas por genes distintos
(Aguirre, 1997). Especificamente este hongo produce 3 iscenzimas de o-L-
arabinofuranosidasas, (llamadas Abf 1, 2 y 3), las cuales fueron separadas por
isoelectroenfoque (De Ioannes y col., 2000). De ellas, Abf 1 y 3 han sido purificadas y

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

1.6 Hipdtesis.
La Abf 2 del hongo Penicillium purpurogenum posee caracteristicas cinéticas,
estructurales y regulatorias que la diferencian de las otras Abfs producidas por el mismo

hongo.
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1.7 Objetiveos.
1.7:1 Objetivos generales.
1. Purificar y caracterizar la arabinofuranosidasa 2 de P. purpurogenum.
2. Secuenciar el gen abf 2 y su cDNA
1.7.2 Objetivos especificos.
1. Determinar la induccién de la actividad arabinofuranosidésica en cultivos de
P. purpurogenum en distintas fuentes de carbono.
2. Realizar cultivos de P. purpurogenum y purificar la Abf 2 a partir de
sobrenadantes de cuitivo.
3, Determinar los parametros cinéticos de Abf 2.
4. Extraer DNA genémico y RNA total de P. purpurogenum, y realizar sintesis
de cDNA.
5. Amplificar y secuenciar ¢l gen abf 2y su cDNA.
6. Amplificar y secuenciar el promotor del gen abf 2.

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

2.1 Materiales.

2.1.1 Equipos.

Los equipos utilizados fueron los siguientes: Termociclador MiniCycler™ MJ
Research, Transiluminador de luz UV Vilber Lourmat, Microcentrifugas Eppendorf
5415 C y Heraeus Biofuge 13, Equipo de electroporacion BioRad, Espectrofotometro
con arreglo de diodos Hewlett Packard UV:visibIe HP8452A, Sistema fotografico
digital Kodak EDAS 290, Estufa de cultivo Memmert, Fuentes de poder EPS 250, C. B.
S. Scientific y EC 500, E-C Apparatus, Bafios termoregulados Memmert e IPROM,
Bomba peristéltica Gilson Medical Electronics, Colector de fracciones Bio-Rad modelo
2110, Camara de electroforesis Labnet, Centrifuga Sorvall RC2-B, Incubador con
agitacién New Brunswick, Vortex Maxi Mix II Thermolyne, Equipo de ultrafiltracién
Amicon modelo 52, Centrifuga “speed vac” Savant, Camara de isoelectroenfoque Mini
IEF Cell Model 111, Bio-Rad, Lector de microplacas Universal Microplate Reader

EL,800 BioTek Instruments Vinooski VT, homogenizador Potter.

2.1.2 Reactivos quimicos.

De Merck: acetona, acido acético, &cido clorhidrico, 4cido tricloro acético, EDTA,
etanol, metanol, SDS, NaCl, NaOH, KH,POQ,, MgSO, x TH;0, CaCl,, FeSO4 x 7H,0,
MnSO,4 x H20, ZnS0,4 x TH,0, CoCly x 6H0, (NH4),SO0,, citrato de sddio, MgSO,,
MgCly, CaCl,, NH,Cl. De DIFCO: agar papa dextrosa, Neo-peptona, Triptona. De
Sigma: Azul de bromofenol, DTT, D-glucosa, acrilamida, bis-acrilamida, bromuro de
etidio, glicogeno, polietilenglicol, xilano de avena, L-arabitol, xilitol, D-arabinosa, L-

arabinosa, PNPAra, pNP, urea, 4-metil umbeliferil a-L-arabinofuranésido, persulfato de
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amonio , Triton X-100, urea, TRIZMAR base, acido desoxicélico. De Winkler: fructosa,

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

2.1.3 Reactivos para biologia molecular.

De Invitrogen: agarosa (bajo punto de fusién), TRIzolX, Transcriptasa reversa
SuperScript 1I. De Fermentas: GeneRuler 1Kb DNA ladder, RNAsa A, RNAsa H,
dANTP 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 4cido, fenol saturado basico. De Sigma: Ampicilina.

2.1.4 Sistemas comerciales (kits).

Para la purificacion de DNA plasmidial se adquiri6 el sistema comercial QIAprep
Spin Miniprep Kit de Qiagen. Para la purificacién 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 usé el sistema pGEM-T Easy Vector System de
Promega. Para la amplificacion de secuencias gendmicas desconocidas a partir de zonas
de DNA desconocidas se adquiri6 el sistema Genome Walker™ Universal kit de

Clontech. Para la sintesis de cDNA se utilizé parte del kit 3'RACE, de Invitrogen.

2.1.5 Material cromatogrifico.

De Bio-Rad: Bio Gel S$200; De Pharmacia: DEAE- Sephadex A-25. De Sigma: SP

Sepharose Fast Flow, fenil agarosa.




2.1.6 Material biolégico.
2.1.6.1 Cepa del hongo.
La cepa del hongo utilizada fue Pericillium purpurogenum, aislada de muestras de
suelo del sur de Chile por la profesora Jeannette Steiner, del Laboratorio de
Microbiologia, Facultad de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, Universidad de Chile, y

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

2.1.6.2 Cepas bacterianas.

Para todas las transformaciones se utilizo la bacteria Escherichia coli DH5a.

2.2 Métodos.
2.2.1 Cultives del hongo.

2.2.1.1 Cultives sélidos.

El hongo P. purpurogenum se crecid en placas de agar papa dextrosa al 3,9% en
una estufa a 28°C por 1 semana hasta observar abundante esporulacion. Posteriormente
se procedi6 a extraer las esporas, raspando la superficie del micelio con un asa estéril,
para luego ser diluidas en un matraz que contenia una solucién estéril de NaCl 0,9%
junto con bolitas de vidrio, que al agitarse facilitan la separacién de dichas esporas. El
contenido del matraz fue filtrado en un embudo con gasa y algodén estéril. Dicho
filtrado, que contenfa las esporas, fue utilizado para inocular los cultivos liquidos,

previo conteo en una cdmara de Petroff-Hauser.

2.2.1.2 Cultives ligunidos.
Se preparé un medio liquido descrito por Mandels (Mandels y Weber, 1969),

compuesto por:
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a) Sales minerales: KH,PO4 2 g/L; MgSQ; x 7TH>0 0,3 g/L; CaCl; 0,3 g/L; FeSO,
x TH;0 5 mg/L; MnSO4 1,56 mg/L; ZnSO4 x TH20 2,49 mg/L; CoCL x 6H,0
3,66 mg/L.
b) Fuentes de nitrdégeno: Neo-peptona 0,75 g/L; urea 0,3 g/L; (NH4)2504 1.4 g/L.
Se inocularon aproximadamente 107 esporas en 100 mL de medio. La fuente de
carbono utilizada dependié del objetivo del experimento. Asi, para la produccion de
arabinofuranosidasas y la posterior purificacion de la Abf 2 se utilizé xilano de avena al
1% p/v; para la extraccion de RNA, se utilizé fructosa al 1% p/v por dos dias, para
luego filtrar el micelio e inocular wn matraz con 100 mL de medio Mandels
suplementado con L-arabitol al 0,1% p/v como fuente de carbono inductora.

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

2.2.1.3 Toma de muestras de cultivos liquidos.
Se retir6 en forma estéril 1 ml del sobrenadante 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 utilizacion.

2.2.2 Medios de cultivo bacterianos.

Las bacterias se crecieron en medio Luria- Bertani (LB), compuesto por triptona 10
g/L, extracto de levadura 5 g/ y NaCl 5 g/L. Para la seleccién de bacterias
transformantes en medio sélido se adiciond 15 g/I. 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

concentracion final de 1 mg/ml.
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2.2.3 Purificacion de Abf 2 de Penicillinm purpurogenum.

2.2.3.1 Preparacién del extracto crudo.

Se prepar6 un cultivo liquido del hongo P. purpurogenum en medio Mandels con
xilano de avena como fuente de carbono, el cual fue incubado por 8 dias a2 28 °C en un
agitador orbital. Una vez completado este tiempo, el cultivo completo fue filtrado a
través 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 4°C.

2.2.3.2 Precipitacion con sulfato de amonio.

El extracto crudo se concentré aproximadamente 43 veces mediante un sistema de
ultrafiltraciéon Amicon, utilizando una membrana de corte de 10 KDa. Posteriormente, al
concentrado se le agregd lentamente, y con agitacién suave, sulfato de amonio sélido,
hasta llegar a un 40% de saturacion, y fue luego centrifugado a 12.000 x g a 4°C por 10
min. Al sobrenadante obtenido se le agregd sulfato de amonio hasta un 90% de
saturacién, y se dejd precipitar toda la noche, con agitacion suave, para luego ser
centrifugado a 12.000 x g a 4°C por 10 min. El precipitado obtenido se resuspendi6 en

amortiguador Trs-HCI 50 mM pH 8,0.

2.2,3.3 Cromatografia de intercambio anidnico.

Una columna de DEAE-Sephadex A 25 (1,6 x 26 cm) de 20 ml de lecho fue
equilibrada con amortiguador Tris-HCl 50 mM pH 8,0 y la muestra antes precipitada
(40,2 g de proteina) fue cargada en dicha columna. La columna fue lavada con tres
volimenes del mismo amortiguador a una velocidad de 7 mlhora, colectindose

muestras de 1,5 mL. Las fracciones que presentaban actividad arabinofuranosidésica
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(“pool” activo) fueron analizadas en un gel de poliacrilamida al 12%. Posteriormente
fueron concentradas mediante ulirafiltracion con una membrana de corte de 10 KDa y

equilibradas con amortiguador acetato 50 mM pH 4,0.

2.2.3.4 Cromatografia de intercambio catiénico.

Una colurnma de Sulfopropil Sepharose (1,6 x 26 cm) de 15 mL de lecho fue
equilibrada con amortiguador acetato 50 mM pH 4,0. En ella fue cargado el “pool”
activo de la columna anterior. La columna fue lavada con tres volimenes del mismo
amortiguador a una velocidad de 6 mL/hora y eluida con 140 mL de una gradiente
salina lineal de 0 a 0,5 M de NaCl en amortiguador acetato 50 mM pH 4,0. Las
fracciones activas se juntaron y fueron analizadas en un gel de poliacrilamida al 12%.
Posteriormente la mezcla fue concentrada por ultrafiltracidn y equilibrada en

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

2.2.3.5 Cromatografia de interaccién hidrofdbica.

Una columna de fenil agarosa (1,6 x 26 cm) de 10 mL de lecho fue equilibrada en
amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,0 y 1,2 M de sulfato de amonio. En ella se
cargd el “pool” activo resultante de la columna de Sulfopropil Sepharose, y se lavé con
3 volimenes de columna con el mismo amortiguador a una velocidadi de 10 mL/h.
Finalmente la columna fue eluida con una gradiente salina lineal descen(:lente del2a

I

0 M de sulfato de amonio en amortiguador fosfato de potasio 50 mM pH 7,0. Las

fracciones activas fueron analizadas en gel de poliacrilamida-SDS al 12%.
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2.2.4 Anilisis de proteinas.

2.2.4.1 Cuantificacién de preteinas.

La concentracién de proteinas se determiné por los siguient&si métodos: a)
absorbancia a 280 nm, para el andlisis de los eluidos cromatograficos y .;b) método de
Bradford (Bradford, 1976), con una previa precipitacién de proteinas icon TCA en
presencia de DOC, el que ademas elimina los interferentes presentes en }os materiales

1
lignoceluldsicos.

2.2.4.2 Ensayos de actividad enzimitica

Los ensayos de actividad enzimatica se realizaron utilizando el sustrato PNPAra,

el cual al ser hidrolizado por Abfs, libera como producto pNP. Este, a le alcalino se

disocia formando ion fenolato, que posee un intenso color amarillo | vy puede ser
cuantificado espectrofotométricamente a 405 nm,

2.2.4.2.1 Microensayo de actividad arabinofuranosidasica.

Este ensayo se realizé en microplacas de 96 pocillos a la que se le agreg6 por

pocillo 20 pL. de amortiguador citrato 50 mM pH 4,0, 25 pL de sustrato (pNPAra) 2mM

disuelto en el mismo amortignador) y 5 pL de la dilucién enzimética a' ensayar. Las

placas se incubaron por 15 min a 35°C y la reaccion se reveld con 50 pL de una
solucion de Na;COs 0,2 M, para luego medir su absorbancia a 405 nm e£ un lector de
microplacas. Se determind la cantidad de pNP formado mediante interpolacién en una
curva estandar de pNP. Una unidad de actividad enzimética se definié como la cantidad
de enzima necesaria para hidrolizar 1 pmol de sustrato por minuto. Este ensayo se

utilizé para medir la actividad enzimaética de eluidos de columnas, ensayos: de induccién
|

|
|

de la actividad enzimatica.
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2.2.4.2,2 Macroensayo de actividad arabinofuranosidasica.

Se emplearon por duplicado tubos de ensayo de vidrio de 10 mL,; a los que se
agregaron 250 puL de amortiguador citrato 50 mM pH 4,0, 250 pL de sust;rato (pNPAra
10 mM disuelto en el mismo amortiguador. Los tubos fueron premcubad(*;s por 5 min a
35°C. Posteriormente se les agregd 50 pL de la dilucién enzimética a ensayjrar. Los tubos
fueron incubados por 15 min a 35°C y la reaccién fue detenida con 50(5) pL de una
solucion de NaxCOs; 0,2 M, para luego determinar su absorbancia a 405 nm en el
espectrofotometro. La cantidad de pNP formado se determiné de la mism[a manera que

en los microensayos. Estos ensayos fueron utilizados para la deteifnﬁnacibn de

parametros cinéticos.

2.2.4.3 Electroforesis en geles de poliacrilamida.
2.2.4.3.1 Geles en condiciones desnaturantes.
Se utilizo el método de Laemmli con geles desnaturantes al 12 % en acrilamida
(Bollag y Edelstein, 1991). Los geles SDS para la determinacion de proteinas fueron

teflidos con una solucion de nitrato de plata 10 mM (Blumy cols., 1987).

2.2.4.3.2 Geles para isoelectroenfoque y zimograma,

Los geles de isoelectreoenfoque (IEF) se realizaron al 4% de acrilamida y 2% en
anfolitos con un rango de pH de 3 a 10. Se cargaron 0,5 pg de proteina en cada carril y
1 pl de estandar de IEF. La corrida del gel se realizé por 15 min a 100 V, seguido de 15
min a 200 V y finalmente 60 min a 450 V. Una vez terminada Ia corrida, se realizaron
zimogramas, para lo cual se aplico una mezcla de 8 mL de agarosa de bajo punto de
fusién al 1% conteniendo 0,5 mg de MuAra como sustrato (4-metil umbeliferil a-L-

arabinofuranésido) disuelto en 2 mL de etanol 100%. Se incubaron estos geles por 1
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minuio a temperatura ambiente, para posteriormente fotografiarlos sobre un
transiluminador UV. La reaccion consiste en que las Abfs son capaces de hidrolizar el
sustrato MuAra, transformandolo en metilumebliferona, que se caracieriza por ser

fluorescente al iluminarse con luz UV, lo que permite una facil identificacion.

2.2.5 Determinacién de paridmetros cinéticos.
2.2.5.1 Medicién de Ky para pNPAra.

Se determindé la Ky para pNPAra, utilizando una curva de saturacién en
amortignador citrato 50 mM pH 4,0, variando la conceniracion de pNPAra de 0,1 a 1
mM.

2.2.5.2 pH 6ptimo y efecto de Ia temperatura.

La determinaciéon de pH 6ptimo se realizé utilizando como arortiguadores de
reaccion soluciones de citrato 50 mM a pHs 3,0, 4,0, 4,5, 5,0, 6,0y 7,0.

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

original de actividad, sélo que en éste se vario solamente la temperatura de reaccién.

2.2.6 Extraccién de dcidos nucléicos.

2.2,6.1 Extraccién de RNA.

Todo el material wtilizado para las extracciones fue previamente tratado con DEPC
segum los procedimientos seguidos por Schachter (2000). A las 4 horas de cultivo del
hongo en medio Mandels con arabitol, se filtré el micelio, se lavé con PBS y se
congeld en nitrogeno liquido. Posteriormente se depositaron aproximadamente 2 g de
micelio en un homogenizador Potter de vidrio, se le agregé 2 mL de TRIzol® y se molié
el micelio con un véstago de teflon. La mezcla obtenida se alicuot6 en volimenes de 1

mL en tubos Eppendorf y se incubd por 5 min a temperatura ambiente. Se agregd 0,2
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mL de cloroformo a cada tubo, se mezcld fuerte & mano y se incubs a temperatura
ambiente por 2 mins. Los tubos posteriormente fueron centrifugados a 12.000 x g por
15 min. Se transfirié la fase acuosa de cada tubo a un tubo limpio y se le agrego 0,5 mL
de isopropanol a cada tubo para luego ser incubados a temperatura ambiente por 10 min.
Se centrifugaron a 12.000 x g por 10 min a 4°C, se removié el sobrenadante y se lavo el
precipitado con 1 mL de etanol por tubo. Luego se mezcl6 por vortex y se centrifugé a
7.500 x g por 5 min a 4°C. Finalmente se seco el precipitado al aire por 10 miny se lo

disolvio en agua libre de RNAsas.

2.2.6.2 Sintesis de cDNA.

Para realizar la sintesis de ¢cDNA se utilizé el kit 3'RACE de Invitrogen. Se
tomaron alrededor de 5 pug de RNA total, y se enrasaron a 11 pL con agua DEPC.
Posteriormente se agregé 1 uL del partidor adaptador AP (10 uM), la mezcla se calentd
a 70°C durante 10 min, y luego se enfri6 en hielo por 1 min. Se recolecto el contenido
por centrifugacion suave y se agregé 2 pL de amortiguador de PCR 10X (Tris-HCI 200
mM, KC1 500 mM), 2 pL de MgCl> 25 mM, 1 pL de mezcla de dNTPs 10 mM cada
uno y 2 pL de DTT 0,1 M. Se calenté la muestra a 42°C por 5 min, se agregd 1 pL de
transcriptasa reversa "SuperScript RT" 200 U/uL y se dejé polimerizar el cDNA a la
misma temperatura durante 50 min. Se terminé la reaccion calentando la muestra a 70°C
por 15 min. Finalmente se enfri6 la mezcla y se agregé 1 pl. de RNAsaH 2 U/uL, y se
dejo incubar la mezcla por 30 min a 37°C. EI cDNA resultante se guard6 a -20°C hasta

SU use.
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2.2.6.3 Extraccién de DNA gendémico.

Se extrajo DNA gen_(')mico de micelio congelado del hongo, segiin el método de
Bainbridge y col. (1990) con la modificacién de que el micelio congelado fue
pulverizado con nitrégeno liquido en mortero. Aproximadamente 1 g del pulverizado
fue resuspendido en 10 mL de una solucién de lisis (Tris-HC1 10 mM pH 8,0, EDTA
0,25 M pH 8,0, Tritén X-100 0,5% v/v, proteinasa K 200 pg/mL, dejando la mezcla por
12 horas a 37 °C. Luego se agregd 1,5 mL de NaCl 1,5 M, 7 mL de fenol saturado
basico y 3 mL de cloroformo. Se mezclé la solucién por inversién por 5 min y se
centrifugd a 12.000 x g por una hora a temperatura ambiente. El sobrenadante se trat6
con 0,05 volumenes de RNAsa A 10 mg/mL y se incubd por 30 min a 37 °C.
Posteriormente se agregd un volimen de cloroformo y se mezcld por inversién por 5
min. Se centrifug6 la mezcla a 5.000 x g por 10 min y el sobrenadante se deposité en un
tubo Corex, donde se agreg6 0,54 voliimenes de isopropanol por goteo. Se {gezclé por
inversién y se centrifugé a 4.100 x g por 30 min. Finalmente se dej6 secar el precpitado

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

2.2.7 Técnicas de PCR.

2.2.7.1 Condiciones generales.

Las condiciones utilizadas para los ensayos de PCR fueron las siguientes: Tris-HC1
20 mM pH 8,4; KCI 50 mM; dATP, dCTP, dGTP, dTTP 0,05 mM cada uno, MgCl, 2,5
mM, 0,3 U de DNA polimerasa Taq y los partidores correspondientes en cada caso, a
una concentracion de 15 puM. La cantidad de molde utilizado vari6 segim su
procedencia. El programa utilizado para la reaccién consistié en 30 ciclos de: 1 min de
desnaturacién a 94°C, 1 min de hibridacién a temperatura variable y 1 min de

elongacion a 72°C con una extension final de 10 min a 72°C al término de los ciclos.
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Los productos de estas reacciones se sometieron a analisis mediante electroforesis en

geles de agarosa.

2.2.7.2 PCR de colonias bacterianas.

Para la identificacion de clones que podrian contener el inserto esperado, se realizd
un PCR directo de colonias bacterianas. Para ello, se picd la colonia a analizar con una
punta estéril, y se aplico directamente a la mezcla de reacciéon. Se realizé el mismo
programa general, agregando en el primer ciclo, 1 minuto adicional a 94°C, con el

objeto de lisar las células.

2.2.7.3 Diseiio de partidores para PCR,

El disefio de partidores degenerados para la secuenciacion del cDNA se realiz6 a
partir de zonas conocidas de la secuencia aminoacidica de Abf 2, en las cuales los
partidores presentaran el menor nimero de degeneraciones posibles. Estas zonas
corresponden al extremo amino terminal de Abf 2 (obtenida por el método de Edman),
dé la cual se obtuvo el partidor JE-1A y de un péptido interno (obtenido por digestién
enzimatica con tripsina y secuenciado por espectrometria de masas), de la que se obtuvo
el partidor JE-3A (Tabla I). La secuenciacion peptidica fue realizada en el laboratorio
del Dr. Josef Van Beeumen, Universidad de Gante, Bélgica. Ademds se disefié una serie
de partidores para la secuenciacién 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 (provistos por Invitrogen), AP1 y AP2

(provistos por el kit “Genome Walker™).
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Tabla L. Partidores utilizados en este trabajo.

Partidor Secuencia 5°—p 3° Orientacitn
IE-1A 5’ GT(C/ITCAGAT(C/T)TCTGT(C/T)GC 3° —>
JE-2A 5’ CAGTACGG(C/TYGCTATGGA 3’ —
JE-3A 5" GTA (A/GACAIDACA/IGTGCCAGC 3° -
JE-4A 5° AAAAGGCTTCCAGCTCC 3° -
JE-6A 5° TCCTGGCTTCCACTATC 3 -
JE-TA 5° CATCGAGGGCATCTTGG 3° -
JE-8A 5 ATTTGCAACACTCTTTG 3° R
JE-9A 5’ GATCATGGTTGGCGACC 3° “+—
JE-10A 5" GCATAGAGACCACCTTCACCAGCAGT 3° -
JE-11A 5 AAGTTGGATGGGTAGGTGGTGCTICCC 3° “+—
JE-14A 5" GCGCCATTCGTTGATGAACCTGGACA 37 —
JE-15A 5" GCTACGAGTGGTCGCCAACCATGATC 3’ —>
JE-18A 5 CTAGTTAGTCGTGAGCA 3° -«
AP 5" GGCCACGCGTCGACTAGTACTTITITTITITITITIIT 3° -
AP1 5GTAATACGACTCACTATAGGGC 3°

AP2 5" ACTATAGGGCACGCGTGGT 3°

2.2.8 Amplificacion de secuencias desconocidas de DNA genémico mediante
Genome Walking.

La técnica de Genome Walking permite la amplificacién de secuencias de DNA

gendmico desconocidas adyacentes a secuencias conocidas. Esta técnica se utilizé para

obtener parte de la secuencia del exiremo 5’ del gen abf 2 y para obtener secuencias rio

arriba del gen. Para esto se utiliz6 el sistema comercial "Genome Walker™ de Clontech.




La técnica implica la construccion de una serie de “librerias” de fragmentos
genomicos, obtenidos por enzimas de restriccidn, ligados a un adaptador, desde los
cuales se puede amplificar la secuencia 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 insitrucciones del fabricante.

2.2.8.1 Digesti6n y purificacién del DNA genémico.

En cuatro digestiones paralelas, 2,5 pg de DNA gendémico de P. purpurogenum
fueron digeridos con 8 U de las enzimas de restriccion Dral, EcoRV, Pvull o Stul por
dos horas en un volumen final de 100 pL. Después de mezclar suavemente, los tubos se
incubaron entre 16-18 horas a 37°C. Pasado ese lapso de tiempo, se agregaron 95 pL de
fenol saturado basico 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 pL de cloroformo. Nuevamerite 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 pL de etanol 95% frio, 9,5 UL de acetato de sodio 3 M
(pH 4,5) y 20 pg de glicdgeno. Se agitaron brevemente y se centrifugaron a 20.000 x g
por 10 min. Los sobrenadantes se descartarorn, los precipitados se lavaron con 100 pL
de etanol 80% fio y los tubos se volvieron a centrifugar en idénticas condiciones. Los
sobrenadantes se descartaron y los precipitados se secaron para ser disueltos en 20 pL

de amortiguador TE medificado (Tris-HCI 10 mM, EDTA 0,1 mM pH 7,5).

2.2.8.2 Ligacién de adaptadores.
Se disefiaron cuatro reacciones paralelas en tubos Eppendorf conteniendo cada uno

de ellos 1,9 HL de solucién de adaptador 25 pM, 1,6 pL de amortiguador de ligacién y 3
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U de ligasa del fago T4. A cada tubo se le agregaron 4 pL de uno de los cuatro
productos de digestion 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 pL con amortiguador TE pH 7 4.

DNA gendmico

«Digestién de alicuotas separadas con enzimas de
restriccion
sLigacion de adaptadores

Amplificacién del gen de

interés desde las “librerias™
Fragmento de DNA gendémico

- G5P2
- e = G5P1 .
by —————————— 4 -
%: * Adaptador

Primer PCR

Segundo PCR (PCR anidado)

Anilisis de productos en gel de agarosa

Figura 5. Esquema de la técnica de Genome Walking. GSP1 y GSP2 son partidores
especificos de la zona conocida del gen. APl y AP2 son partidores que hibridan con los
adaptadores. Luego del andlisis de los productos de PCR, el mis adecuado es elegido para ser
clonado y secuenciado (Adaptado de "Mannal del kit Genome Walker”, Clontech).




2.2.8.3 Primera reaccién de PCR.

Las mezclas de reacciones de PCR, de 50 pL finales cada una, fueron las mismas
descritas anteriormente (seccion 2.2.7.1). El molde utilizado fue 1 pL de DNA-
adaptador proveniente del punto anterior. En cada caso, se usaron los parfidores AP1 y
un partidor especifico del gen abf 2. Las condiciones de PCR fueron; desnaturacion
inicial de 1 min a 94°C, 9 ciclos de 25 seg a 94°C y 3 min a 70°C, 34 ciclos de 25
segundos a 94°C y 3 min a 65°C, y una extension final de 7 min a 65°C. La polimerasa

(5U) se agregd en la etapa de desnaturacidn inicial (“hot start™).

2.2.8.4 Segunda reaccién de PCR (PCR anidado).

Las mezclas de reacciones de PCR (cada reaccién fue de 50 pl volumen final)
fueron las mismas descritas anteriormente (seccion 2.2.8.3), excepto que como molde se
usé 1 uL de una dilucién 1/50 de los productos de PCR obtenidos en el punto anterior.
Para ¢l PCR anidado se usaron los partidores AP2 y un partidor especifico del gen, més
interno (rio arriba) que el usado en el primer PCR. Las condiciones de PCR fueron:
desnaturacion inicial de 1 min a 94°C, 5 ciclos de 25 seg a 94°C v 3 min a 72°C, 20
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 agregé en la etapa de desnaturacién inicial (“hot start™).

2.2.9 Electroforesis de DNA en geles de agarosa.

El DNA fue separado en geles horizontales de agarosa al 0,5-1,5% (p/v) segin el
tamaiio a separar. Los geles se prepararon en amortiguador TAE 1X (Tris-acetato 0,04
M, EDTA 0,002 M, pH 7,5). A las muestras se les agregé amortiguador de carga
(glicerol 50% v/v, EDTA 50 mM, azul de bromofenol 1,5 mg/mL) y luego se cargaron

en el gel. Las condiciones de electroforesis fueron entre 50 y 100 V en tampén TAE 1X.
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Una vez terminada la electroforesis, el gel fue teflido con una solucidén de bromuro de
etidio (0,5 pg/ml) por 20 min, para posteriormente ser visualizado en un

transiluminador UV y fotografiado.

2.2.10 Recuperacién de fragmentos de DNA desde geles de agarosa.
Los fragmentos de DNA a purificar, ya separados mediante electroforesis, fueron
cortados desde el gel, y purificados mediante el kit comercial QIAquick Gel Extraction,

de QIAGEN segin instrucciones del fabricante,

2.2.11 Clonamiento de productos de PCR.

El clonamiento de los productos de PCR se realizé empleando el sistema comercial
“pGEM-T Easy Vector System™ de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Este
sistema proporciona el vector pGEM-T, el cual se prepara digiriendo el plasmido
PGEM-5zi{+) con la enzima de restriccion EcoRV y adicionando (mediante dTTP) una
timina en ambos extremos 3” del vector, las que incrementan la eficacia de la ligacién
de productos de PCR obtenidos con polimerasas termoestables (ej. Taq) que adicionan
adeninas en los extremos 3’ de los amplificados.

La reaccién de ligacién se realizé duranie 1 hora a temperatura ambiente o a 4°C
durante toda la noche, con: 5 uL de amortiguador de ligacién 2X (60 mM Tris-HCl pH
7.8, 20 mM MgCl,, 20 mM DTT, 2mM ATP, 10% polietilenglicol), 1 pL de vector

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

Finalmente el volumen de reaccion se llevé a 10 L.




2.2.12 Transformacién de E. coli.

2,2.12.1 Preparacion de células electrocompetentes.

La preparacion de células electrocompetentes consistié en inocular 3 mL de medio
LB con 30 pL de un cultivo fresco y saturado de E. coli DH5a (Aguo > 1,0) y esperar
hasta que el cultivo alcanzara una Aggo entre 0,5 y 0,6. Luego se centrifugd a 17.000x g
por 5 min y se eliming el sobrenadante. Las células se mantuvieron en hielo por I min y
se resuspendieron en 1 mL de agua tridestilada estéril enfriada en hi¢lo, para Iuego ser
centrifugadas a 17.000 x g por 5 min. Este lavado se repitié 3 veces. Finalmente se
resuspendieron las células en 40 pL de glicerol 10% enfriado en hielo. Las células

fueron utilizadas inmediatamente.

2.2,12.2 Transformacién por electroporacién.

Para transformar células por electroporacién, los productos de ligacién deben ser
previamente desalados para prevenir la formacién de un arco voltaico durante la
aplicacién del pulso eléctrico. Para ello en un tubo Eppendorf se gelificéd agarosa 1%
disuelta en agua destilada conteniendo 100 mM de glucosa, y se hizo un orificio en el
centro del gel, en el cual se deposit6 la mezcla de ligacion. Se dejé desalar la muestra
por difusién durante 90 min, en hielo. Se agregaron entre 3 y 5 uL de Ia ligacién
desalada a un tubo conteniendo 40 pL de células preparadas de acuerdo a Métodos
2.2.12.1. El contenido fue transferido a una cubeta de electroporacion estéril de 0,2 cm
de distancia entre electrodos, la cual se dejé enfriar en hielo por 5 min para luego ser
transferida a la cdmara de electroporacién para aplicar el pulso. Las condiciones fueron:
voltaje 2.500 V, resistencia 200 Q y capacitancia 24 pF. Luego de aplicar el pulso, se
retiré la cubeta de la cdmara, colocindose inmediatamente en hielo, y la mezcla se

diluyé en 960 pL de medio LB, incubéndose a 37°C con agitacién durante 1 hora. La
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seleccion de bacterias transformantes se realizé en placas con agar Luria suplementado

con ampicilina, IPTG y X-gal.

2.2.13 Secuenciacién nucleotidica.

Para las secuenciaciones realizadas en la Universidad Catdlica se utilizé un
secuenciador automdtico DNA ABI PRISM310 (Perkin Eimer) adaptado con un sistema
de deteccion de fluorescencia inducida por laser durante una corrida de electroforesis
capilar. Para las secuenciaciones realizadas en Korea, por la empresa Macrogen se
utilizé un secuenciador 3730x1 DNA analyzer. Los espectros fluorescentes fueron Iuego

traducidos a secuencia nucleotidica utilizando el programa computacional ABIVIEW,

2.2.14 Anilisis de secuencias, diseiio de partidores y alineamientos.

Para el anlisis de secuencias nucleotidicas obtenidas por secuenciacion automatica y
su ensamblaje se utiliz6 el paquete de programas DNAstar de Lasergene. Para el disefio
de partidores se utiliz6 el programa FAST PCR, software disponible en la red. Se utilizé
también el servidor BLAST del National Center for Biotechnology Information (NCBI)
(Altschul y col., 1990) para la comparacién de secuencias y bisqueda de ellas en la base
de datos. Para realizar alineamientos de secuencias conocidas se utilizé el programa
ClustalW. Por tiltimo, para realizar alineamientos y generar 4rboles filogenéticos se usé
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. Resultados.

3.1 Efecto de la fuente de carbono en la produccién de arabinofuranosidasas.

El efecto de las fuentes de carbono en la produccién de arabinofuranosidasas en el
tiempo se muestra en la Figura 6. El L-arabitol resulté ser el mejor inductor para la
produccion de la actividad Abf. En cuanto a las fuentes de carbono naturales utilizadas
(coseta de remolacha, xilano de avena, y coronta de maiz), se observé una produccion
similar, siendo la coseta de remolacha levemente superior.

En general, la produccion de Abfs aument6 bruscamente hasta el cuarto dia de cultivo,
a excepcion del cultivo en L-arabitol, en el que la actividad aumenté hasta el décimo
primer dia. Se observa que luego de dicho dia, la actividad arabinofuranosidasica total

comienza a disminuir,
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Fig 6. Cinética de produccion de L-arabinofuranosidasa de P. purpurogenum en medios de
cultivo liquidos con distintas fuentes de carbono.
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3.2 Purificacion de Abf 2 de Penicillium purpurogenum.

Siguiendo un protocolo de purificacion ya establecido (Ravanal, MC, comunicacion
personal) se procedi6 a purificar la Abf 2. Para ello se utilizé como material de partida
el filtrado de 890 mL de un cultivo liquido de 8 dias del hongo en medio Mandels con
xilano de avena al 1% como tnica fuente de carbono (ver discusion).

El filtrado se concentr6 por ultrafiltracién de manera de obfener una concentracién de
proteinas suficiente para realizar una precipitacién con sulfato de amonio. Producto de
esta filtracién la muestra se concentrd aproximadamente 5 veces, obteniéndose una
disminucién de las protefnas totales de aproximadamente un 72%, con una recuperacién
de la actividad del 98%, como se muestra en la Tabla I1.

El siguiente paso consisti6 en una precipitaciéon con sulfato de amonio al 40% de
saturacién de manera de precipitar compuestos interferenies en la purificacion,
precipitado en el cual no se observa actividad arabinofuranosidasica (datos no
mosirados). Posteriormente se realizé un corte de 90% de saturacién. En este paso de la

purificacién el rendimiento llega al 83%, como se muestra en la Tabla II.

3.2.1 Cromatografia de intercambio aniénico en DEAE Sefadex A-25
La fraccidn obtenida del paso anterior se cargé en una columna de DEAE Sefadex A-
25, cuyo perfil de elucién se muestra en la Figura 7A. Al analizar el perfil obtenido del
lavado de dicha columna, se observa la aparicion de un pico bien definido a 280 nm, el
cual calza con un pico de actividad arabinofuranosidésica. Las fracciones activas fueron

Jjuntadas para continuar con la purificacién.
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3.2.2 Cromatografia de intercambio catiénico en Sulfopropil Sefarosa.

La fraccién del paso anterior fue concentrada y equilibrada a pH 4,0, Iuego fue
cargada en una columna de Sulfopropil Sefarosa, la cual fue eluida con un gradiente de
NaCl de 0 a 0,5 M. El perfil obtenido de la elusién de esa columna se muestra en la
Figura 7B. Las fracciones activas fueron analizadas mediante electroforesis en geles de
poliacrilamida para determinar su pureza. Asi 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
9B se encontraba pura en las tltimas fracciones de este pico. El pico formado por las
fracciones 131 a 139 contenfan a la Abf 2, sin embargo, ésta no se encontraba
completamente pura, como se puede observar en la Figura 8C (carril 1).

Se juntaron por separado las fracciones que contenian a las Abf 2 y 3. El "pool” Abf 2
fue concentrado y equilibrado a pH 7,0 y 1,2 M de (NH{),S0s, para continuar con su

purificacion.

3.2.3 Cromatografia de interaccién hidrofébica en Fenil Agarosa.

El “pool” Abf 2 fue cargado en una columna de fenil agarosa, la cual fue elufda con
una gradiente salina descendiente de 1,2 M a O M de (NH,),S0O,. El perfil de elucién no
se muestra debido a que las absorbancias resultaron ser muy bajas, por lo que se sigui6
la presencia de Abf 2 mediante ensayos de actividad enzimética y SDS-PAGE. Como se
observa en la Figura 8C, la enzima Abf 2, se logré obtener pura en este paso de
purificacion.

La Tabla II resume los resultados de la purificacién.

34




354

25 —e—Abs. 280 nm
2] —=— Abs. 405 nm

1.5 -

Absorbancia

0.5 -

Pool Pool
Abf3 Abf2

1.2 4

—+—Abs. 280 nm
—+— Abs 405 nm.
0.8

0.6

Absorbancia

0.4 -

02 -

4] <+ $ + T T —

0 20 40 60 80 100 120 140 160
N° fraccion

Figura 7. Perfiles de elucién de las columnas de intercambio i6nico. (A) 40,2 mg de
proteina, con una actividad de 12,59 U/mg se cargaron a una columna de DEAE-Sefadex A-25.
(B) 12,6 mg de proteina con una actividad de 24,3 U/mg se cargaron en una columna de
sufopropil sefarosa. En azul se muestra la absorbancia a 280 nm. En rojo se muestra la
absorbancia a 405 nm, luego de realizar el ensayo de actividad arabinofuranosidasica. En verde
se muestra esquematicamente la gradiente salina utilizada en la cromatografia.
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Figura 8. Electroforesis de las tres altimas etapas de purificacion de Abf 2 y Abf 3 de P.
purpurogenum en gel de poliacrilamida desnaturante al 12%. Los geles fueron tefiidos con
una solucion de nitrato de plata 10 mM. (A) St: estandar de peso molecular. Carril 1: pool activo
del lavado de la columna DEAE Sefadex A-25 (B) St: estandar de peso molecular. Carriles 1, 2,
3,4y 5 corresponden a las fracciones 119, 121, 123, 125 y 127 respectivamente de la gradiente
de la columna sulfopropil sefarosa. (C) St: estandar de peso molecular. Carril 1 corresponde al
pool "Abf 2" de la gradiente de la columna Sulfopropil sepharose; Carriles 2, 3 y 4 corresponden
al pico activo de la gradiente de la fenil agarosa, que muestran a la Abf 2 pura.
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Tabla IL Tabla de purificacién para la Abf 2 de P. purpurogenum.

Proteinas | Unidades Actividad
Volumen | totales totales | Actividad | especifica | Rendimiento

Etapa (mL) (mg) O (U/mL) (Umg) (%)

Extracto crudo 895 313,25 608.6 0,68 1,94 100
Ultraconcentrado 173 88,23 596,85 3,45 6,76 98,07
40-90% (NH4)2S04 10 40,2 506 50,6 12,59 83,14
DEAE- Sefadex 12 12,6 306 25,5 24,29 50,28
SP-Sefarosa 7 1,26 66,5 9,5 52,78 10,93
Fenil agarosa 3 0,24 17.55 5,85 73,13 2,88

3.3 Determinacién del punto isoeléctrico.

Este experimento se realizd6 como se describe en la secion 2.2.4.3.2. El resultado se

muestra en la Figura 9, en la cual se muestra la migracion de las tres Abfs de P.

purpurogenum puras a distintos pH, estableciéndose asi un punto isoeléctrico de 6.5

para Abf 1, 5.3 para Abf 2 y aproximadamente 5,8 para Abf 3. Ademas se demuestra

que éstas son activas sobre MuAra.

Abf 3 se observa como un duplete.

6.8

465 —»

Figura 9. Zimograma sobre isoelectroenfoque de las Abfs de P. purpurogenum. En cada
carril se cargé entre 2 y 4 pg de proteina pura. En el primer carril, indicado por “St”, se cargo
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estandard de punto isoeléctrico (pI). St: estindar de punto isoeléctrico. Carril 1: Abf 1; Carril 2;
Abf 3; Carril 3: Abf 2. El sustrato utilizado en el zimograma fue MuAra.
3.4 Determinacién de parimetros cinéticos de Abf 2.

3.4.1 pH éptimo.

Para determinar el pH 6ptimo de Abf 2 se realizaron ensayos enziméticos 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 muesiran en la Figura 10A, en la cual se
puede observar claramente que la enzima presenta un pH 6ptimo 4cido de 5,0. Cabe

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

3.4.2 Estudios de temperatura.

3.4.2.1 Efecto de la temperatura sobre Ia actividad enzimdtica.

Para determinar la temperatura a la cual la enzima presenta la mayor actividad
(temperatura 6piima), se realizaron enzayos enzimdticos, en los cuales se varié la
temperatura de incubacién entre 20 y 90 °C, como se describe en la seccién 2.2.5.2, Los
resultados obtenidos se muestran en la Figura 10B, indican que la temperatura 6ptima

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

3.4.2.2 Estabilidad a distintas temperaturas.

La determinacion de Ia estabilidad térmica de la Abf 2 se realizé 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 abarcé de 30 a 60 °C. Los resultados obtenidos en este
ensayo se muestran en Ia Figura 10 C, y muestran que Abf 2 es estable hasta los 50 °C,

pero sobre esta temperatura presenta inestabilidad térmica.
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Figura 10. Efectos del pH y temperatura sobre la actividad de Abf 2. (A) pH o6ptimo de
Abf 2. La actividad Abf fue determinada por el método cuantitativo en amortiguador citrato 50
mM a distintos pHs, como se describe en la seccién 2.2.5.2. (B) Temperatura 6ptima de Abf
2. Las actividades fueron medidas por el método cuantitativo en amortiguador citrato 50 mM
pH 4,0, variando la temperatura de reaccién del ensayo, como se describe en la seccién 2.2.5.2.
(C) Estabilidad a distintas temperaturas. Las diluciones enzimaticas fueron incubadas a
distintas temperaturas (30, 40, 50 y 60 °C), por los tiempos indicados en el gréfico, para luego
determinar su actividad mediante un ensayo cuantitativo a 35 °C.
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3.4.3 Determinacién de Ky y V,,ax para Abf 2.

La determinacion de los parametros cinéticos Knr v Vimax se realizé mediante ensayos
de velocidades iniciales en presencia de distintas concentraciones de pNPAra, como se
explica en la seccion 2.2.5.1. La curva de saturacién obtenida para estos experimentos
(Figura 11) muestra que la enzima presenta una cinética michaeliana. Mediante el
software "Origin’, se pudo obtener de manera preliminar (ver discusion) que los valores
de Kty Vimax fueron de aproximadamente 100 uM y 2 U/mg,

Cabe destacar que estos son resultados experimentales que requieren de la realizacién

de mas experimentos de manera de obetener mas puntos en el inicio de la curva

mostrada en la Figura 11,
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Figura 11. Curva de saturacién de Abf 2 usando pNPAra com sustrato. En rojo se observa
el ajuste a una funcién hiperbolica, la cual demuestra el comportamieto Michaeliana de Abf 2.
En el recuadro a la derecha se muestran los parametros Ky v V... determinados sobre esta
curva por el software “Origin”.
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3.5 Induccién de la actividad arabinofuranosidasica.

Como se explico anteriormente en la seccion 1.3, las arabinofuranosidasas liberan L-
arabinosa monomeérica desde sustratos poliméricos que contienen este monosacérido. La
L-arabinosa es captada por la célula y convertida en D-xilulosa-5-fosfato, la cual entra a

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

arabinano ....... » L-arabinosa

L-arabinosa

i

L-arabitol

s If

L-xilulosa

Xilanasas
B-xilosidasas § /f
v

D-xilosa —— D-xilosa 4,:! Xilitol

Jf

D-xilulosa

|

D-xilulosa-5-fosfato

|

Via de las pentosas fosfato

Figura 22. Catabolismo de las pentosas en Aspergillus niger. El cuadro celeste encierra los
pasos intracelulares. Las flechas punteadas indican la degradacion de polisacaridos. En color
morado se indican las pentosas y polioles utilizados en los experimentos de induccién de la
actividad Abf
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Para determinar si existe induccion de las Abfs de P. purpurogenum y ayudar a
establecer cudles son sus sistemas regulatorios, se crecié 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 actividad abinofuranosidasica total fue

medida a distintos tiempos (Figura 23).

Induccion de la actividad pNPAra
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Figura 23. Induccion y represion de la actividad arabinofuranosidisica de P.
purpurogenum en cultivos de 11 dias con glucosa y con pentosas y polioles generados
durante el catabolismo de la L-arabinosa. Las distintas fuentes de carbono fueron utilizadas a
una concentracién de 67 mM. Los resultados corresponden al promedio de 2 experimentos
independientes.

Los resultados demuestran que existe induccion de las actividades de hidrolisis de
pNPAra en los cultivos con L-arabitol y en menor grado, con L-arabinosa, mientras que
D-xilosa y xilitol muestran una induccién practicamente nula en la actividad Abf. Al
agregar glucosa a estos cultivos inducidos se observé que la actividad practicamente

desaparece, lo que demuestra una fuerte represion catabélica por glucosa.
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Para determinar la posible existencia de un patrén diferencial en la expresion de las
distintas arabinofuranosidasas de P. purpurogenum bajo la induccién con L-arabitol y
L-arabinosa, los sobrenadantes de los cultivos inducidos se sometieron a un
isoelectroenfoque seguido de un zimograma (Figura 24). Se observé que la Abf 1 (pI
6,5) y Abf 3 (pl 5,8) son inducidas con L-arabitol y L-arabinosa, Abf 2 (pI 5,3) sélo es

inducida significativamente por L-arabitol.

A B
2 4 7 9 1 2 4 7 9 11
6,9 —»
<+— Abf1
<+— Abf3
<+— Abf2

4,7 —»

Figura 24. Zimograma que muestra la actividad arabinofuranosidasica de sobrenadantes
de cultivos de P. purpurogenum bajo la inducciéon de (A) L-arabitol y (B) L-arabinosa a
distintos dias de cultivo (2, 4, 7,9 y 11 dias). 2 pg de proteina fueron cargados en cada carril.
El sustrato utlizado para el zimograma fue MuAra.
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3.6 Secuenciacién de Abf 2.

3.6.1 Secuencias aminoacidicas de fragmentos de Abf 2.

Se determiné previamente la secuencia del amino terminal y de péptidos internos a
partir de la enzima pura. Dichas secuenciaciones se llevaron a cabo por la Dra. Isabel
Vandenberghe en el Laboratorio de Ingenieria y Bioquimica de Protefnas de la
Universidad de Gante, Bélgica (Prof. Van Beeumen). La secuencia amino terminal fue
obtenida mediante la técnica de Edman, mientras que las secuencias de péptidos
internos fueron obtenidas por digestién enzimética con tripsina y posterior andlisis por
espectrometria de masas.

Las secuencias obtenidas resuliaron ser las siguientes:
1. VQISVAKSGG(A)VTTGLQYGAMEE?INH?GESGLYA
2. SWHVVY
3. NTFVI/LTFD
4. WANDWVQQ

La secuencia 1 corresponde al amino terminal y las secuencias 2 a 4 corresponden a
péptidos internos. Cabe destacar que existen ciertas incertezas en la identificacién de
algunos amino4cidos. Por ejemplo, la técnica de espectrometria de masas, no es capaz
de discernir entre isoleucina y leucina, debido a que poseen la misma masa residual, y
es por esto que dicha anotacion es I/L. Por otra parte, 1a aparicién de simbolos “?” en la
secuencia, es debida a que no aparecié sefial de aminoécido en el cromatograma, lo que
puede deberse a la existencia de cisteinas en dichas posiciones de la secuencia. Por
ultimo, la presencia de un aminodcido escrito entre paréntesis indica que ocurrié una
pérdida parcial del cromatograma para dicho amino4cido En este caso se indica el

aminoéacido mas probable en dicha posicion.




Los  resultados de una bisqueda en el servidor BLAST
(hitp://www.ncbi.nlm.nih.gov/) revelaron similitudes de secuencia entre la secuencia
amino terminal y varias arabinofuranosidasas de la familia 51 (GHS51), en especial con
la arabinofuranosidasa A de Aspergillus fumigatus, presentando un 76% de identidad de
secuenicia con ésta. Para realizar esta busqueda, se utiliz6 la secuencia més probable del
amino terminal, es decir, tomando en cuenta todos los aspectos explicados
anteriormente y asignando el aminoacido més probable en las posiciones inciertas.
Posteriormente se procedié a realizar un alineamiento entre la secuencia de Ia Abf A de
A. fumigatus y los péptidos internos de P. purpurogenum, utilizando el servidor

ClustalW (http.//www.ebi.ac.uk/clustalw/), y se encontré que sélo dos de estos (los

péptidos numero 2 y 3 alineaban parcialmente (Figura 12), por lo que el péptido 4 no
fue wutilizado para el disefio de partidores. Gracias al alineamiento realizado, se
escogieron las secuencias moldes para el disefio de partidores degenerados que
permitieran la secuenciacién del cDNA. La secuencia amino terminal dio origen a los
partidores JE-1A y JE-24A, y el péptido interno 3, el cual alineaba mas abajo en la
secuencia de Abf A, al partidor JE-3A. Dicho disefio utilizé una tabla de uso de codones

especifica para P. purpurogenum (Anexo I).
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P.purpurogenum

A. fumigatus
P.purpurogenum

A.fumigatus
P.purpurogenum

A.fumigatus
P.purpurogenum

A. fumigatus
P.purpurogenum

A. fumigatus
P.purpurogenum

A. fumigatus
P.purpurogenum

A. fumigatus
P.purpurogenum

A.fumigatus
P.purpurogenum

A.fumigatus
P.purpurogenum

A. fumigatus
P.purpurogenum

JE-1A JE-2A
MLLPKSILLPLLAACTARVEISVASSGGNVTTNLQY GIMEEE INHCGEGGLYAELTRNRA
—————————————————— VQI SVAKSGGAVTTGLOY GAMEECTNHCGES GLY A———————

Jr:-l-ir*-b i * e e *-k-\k. deok ek ok ******. d ok ke

FQGSSKY PSNLDAWTAVNGATLSLKNLSDPLSSALPTSVNVKGSKGQAGLTNLGWWGIDV

RPQKYTGSFYVKGAYNGSFTASLOSARTGKVFASAKIASHSVEDKWVQHSFTLVPHSAAP

DTNNTFSLTFDTSKAEDGALDFNLISLFPPTWNNR PNGLRRDIMOAMKDFGPKFLRFPGG
—==NTFVLTFD -
dkk kkokok

NNLEGDTIDGRWKWNETIGPLKDRPGRAT TWGY QE TGGMGLVEYMEWCDDLGI EPTLAVW

AGLALNGDVVPEDELHVY VODALDELEFLTGSVETKY GALRASVGHPEPWVIRYVEVGNE

DNINNGLASY SSYRFKAFYDAIKAKY PDITVLAST IDLTLPGDAGGDYHLYDI PDNFITR

FGFFDNMSEDHPILLGKYNKAQPIALANHMIGE IAAVOHNGAEIDWSNRQFSLY PWWIGS
JE-3A
e

VAEAVFLLGAERNAHKILGTTY APMIMNLDNY EWS PTFLVFNSDPDQTARSTSWHVY DLF

AELTLLTAPDPVSMNEVGGANQVHSKVSTLRAGKQGVFEFSLPNLSVAVLKTKGNK 656

Figura 12. Alineamiento entre la secuencia aminoacidica de la Abf A de Aspergillus
Sumigatus (negro) y las secuencias del amino terminal y los péptidos internos 2 y 3 de la
Abf 2 de Penicillium purpurogenum (azul). En rojo se muestran la ubicacion y la direccién de
los partidores degenerados disefiados a partir de las secuencias aminoacidicas en azul.
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3.6.2 Extraccién de RNA total y sintesis de cDNA.

Se extrajo RNA total de una muestra de micelio del hongo P. purpurogenum de
acuerdo a lo descrito en Métodos 2.2.6.1. Se sintetiz6 cDNA a partir de RNA mediante
transcriptasa reversa, y la mezcla de cDNA obtenidos fue utilizada como molde para las

reacciones de PCR siguientes.

3.6.3 Obtencién de secuencia de cDNA de abf 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 (Tabla I), se obtuvo un producto esperado de aproximadamente 1400
pb, a una temperatura de hibridacion de los partidores de 48°C y con concentraciones
relativamente altas de MgCl, (Figura 13). Dicho fragmento fue clonado y secuenciado
parcialmente,

Para continuar en su secuenciacion se fueron disefiando partidores internos 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 decidid conocer
primeramente la secuencia del gen abf 2, con el fin de disefiar partidores no
degenerados para la amplificacién de los extremos del cDNA. Para ello, se utilizd Ia
estrategia de "Genome Walking", (ver seccién 2.2.8). Una vez conocida la secuencia
completa del gen abf 2, se pudo completar la secuencia del cDNA. Finalmente,
utilizando el cddigo genético, se tradujo la secuencia del cDNA de manera de obtener la

secuencia de la proteina Abf 2, la cual se muestra en la Figura 17.
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3.6.4 Obtencién de Ia secuencia completa del gen abf 2.

Una vez conocida parte de la secuencia del cDNA de abf 2, obtenida por RT- PCR,
fue posible disefiar partidores no degenerados, los cuales no sélo fueron utilizados para
avanzar en la secuencia del cDNA sino también del gen abf 2.

Utilizando 1a pareja de partidores JE-4A y JE-9A, se obtuvo un producto de PCR de
aproximadamente 1300 pb, utilizando DNA genémico como molde (Figura 144A), 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 técnica de "Genome Walking”, descrita
previamente en la seccién 2.2.8, para avanzar rio abajo en la secuencia del gen. Se
obtuvieron amplificados en tres de las cuatro “libferias” de DNA genémico (Figura
14B). El producto de mayor tamafio obtenido, de aproximadamente 900 pb, fue clonado
y secuenciado, obteniéndose asi ¢l extremo 3’ del gen y un trozo de secuencia rio abajo
del mismo.

Para completar la secuencia del gen abf 2 se utilizd nuevamente el kit Genome
Walker. Se disefiaron los partidores JE-10A y JE-11A, con el fin de conocer el extremo
5’ del gen y avanzar rio arriba en la secuencia de manera de poder analizar ademas su
promotor. Se obtuvieron amplificados con dos de las cuatro librerias, especificamente
aquellas obtenidas por digestion con Stu Iy Pvu IT (Figura 15). Estos fragmentos fueron
purificados, clonados y secuenciados.

Una represeniacién esquemadtica de los principales partidores utilizados en la

secuenciacion se muestra en la Figura 16.
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Figura 13. Amplificacién de un fragmento de cDNA de abf 2 por RT-PCR seguido de un
PCR anidado. (A) Gel de agarosa al 1% de los productos del PCR anidado a concentraciones
crecientes de MgCl, usando como molde el producto de PCR obtenido con los partidores JE-
1A'y JE-3A y utilizando los partidores JE-2A y JE-3A. Carril 1: amplificado a 1,5 mM MgCl,.
Carril 2: amplificado a 2 mM MgCl,. Carril 3: amplificado a 3 mM MgCl,. Carril 4:
amplificado a 4 mM MgCl,. Carril 5: amplificado a 5 mM MgCl.. (B) Esquema del fragmento
de cDNA de abf 2 amplificado por PCR. Las flechas rojas indican la orientacion de los
partidores utilizados.
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Dral Stul EcoRV Pvull Dral Stul EcoRV Pyull

Figura 14. Amplificacién de fragmentos del gen abf 2. (A) Amplificacion de un fragmento
del gen abf 2 por PCR. Gel de agarosa al 1% del producto de reaccion de PCR utilizando
DNA genémico de P. purpurogenum como molde. Carril 1: Amplificado utilizando los
partidores JE-4A y JE-9A. (B) Amplificacién de la regién 3" del gen abf 2 mediante Genome
Walking. Gel de agarosa al 1,5%. Carril 1 a 4: productos de PCR utilizando los partidores JE-
14 y AP1, utilizando como molde las librerias obtenidas por digestion con Dral, Stul, EcoRV y
Pvu II respectivamente. Carril 5 a 8: productos de PCR anidado, utilizando los partidores JE-
15A'y AP2, utilizando como molde las librerias obtenidas por digestion con Dral, Stul, EcoRV
y Pvu II respectivamente.
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Figura 15. Amplificacién de la secuencia 5" del gen abf 2 y de su regién promotora
mediante Genome Walker. Gel de agarosa al 1,5% Carriles 1 a 4: productos de PCR utilizando
los partidores JE-11A y AP1, utilizando como molde las librerias obtenidas por digestién con
Dral, Stul, EcoRV y Pvu II respectivamente. Carriles 5 a 8: productos de PCR anidado,
utilizando los partidores JE-10A y AP2, utilizando como molde las librerias obtenidas por
digestion con Dral, Stul, EcoRV 'y Pvu II respectivamente.

JE 2A JE 4A JE 9A JE 3A
= = <== <
5 e ey ] 3
<==m $=m = ==
JE 10A JE 11A JE 14A JE 15A
100 pb

Figura 16. Representacién esquematica de los principales partidores utilizados para la
secuenciacion del cDNA y del gen abf 2, con sus respectivas orientaciones.
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3.6.5 Analisis de la secuencia genémica y del cDNA de abf2.

El cDNA que codifica para Abf2 posee un marco de lectura abierto de 1908 pb que
codifican para una proteina de 635 aminoacidos, con una masa molecular calculada de
69.032 Da. Una vez procesado el péptido sefial, la proteina de 618 aminoacidos presenta
una masa calculada de 67.212 Da.

La secuencia del cDNA es idéntica a la gendmica, excepto por 7 regiones de 60, 52,
50, 55, 55, 52 y 63 pb respectivamente, flanqueadas por las secuencias consenso para

intrones: GT.....AG (Ballance, 1986) (Figura 17).
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ATGTTAGCGGAATATCTTCTTCTGCCATTGTTGGCATCCTATGCCTCGGCCGTGCAGATTTCTGTTGCTAR 71
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GTCCGGTGGTAAT GTCACTACTGGATTGCAGTATGGTGCAATGGAAGAGGTATGTCC TEEAATCATTTC TA
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TACTCTGGGTCTTTCTACGTGAAGGGCTCTTACARAGGC TCGTTCACTGCCTCTCTTCAGGCTAGCAACGS
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TATTGGACCATTGACTCAGCGTCCTGGCCGTGCTACCACCTGGGGCTATGAGGAGACCAGTGETATGGEGTC
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TGGTCGAGTACATGGAGTGGTGTGATGACCTCGGCATGGAGCCTAGTAAGTCTATTATGATAGAATATACT
I L AV WAGTULA ATLTDNTGN V
TCACTTGACTTGACTGACAAACATCCCAGTCCTCGCCGTTTGGGCTGGTCTCGCTCTGAAC GGAAACGT TG
VP EAELUDV YV QDA ATLTDTETLTETFTLTGS V
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Figura 17. Secuencia nucleotidica y aminoacidica de Abf 2. En negro se muestra la secuencia
nucleotidica codificante y en rojo los intrones; en negrita se muestran los codones de inicio y
término. Sobre la secuencia nucleotidica se muestra en negro y mayuscula la secuencia
peptidica deducida; en azul la secuencia correspondiente al péptido sefial; subrayados se
muestran los posibles sitios de N-glicosilacion; en negrita cursiva, los residuos cataliticos
propuestos.

3.6.6 Alineamiento de secuencias aminoacidicas similares 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).

La Abf 2 de P. purpurogenum mostr6 un porcentaje de identidad de 75%, 73%, 71%
y 69% con respecto a arabinofuranosidasas de Neosartorya fischeri, Aspergillus

Jumigatus, Aspergillus terreus y Aspergillus oryzae respectivamente.

53

401
1420
425
1491
432
1562
454
1633
477
1704
484
1775
507
1846
520
Lo1F
534
1988
557
2059
581
2130
605
2201
628
2272
635
2285




HOOmy HoOmwe Bt QW Mmooy HOOQWM HOoom HoaQwp

Wy QW

MLLSKSILLPLLARCTAAVEISVASSGGNVTTNLQYGIMEEE INHCGEGGLYAELIRNRA
MLLPKSILLPLLAACTAAVE ISVASSGGNVTITNLQYGIMEREINHCGEGGLYAEL TRNRA
MVLRKLLLLPLLAACAAAVDISVASSGGNYTTNLQYGIMEEEINHCGEGGLYAELIRNRA
-MLRKRFLLPLLAACGAAVE ISVASSGGNATSGCLQYGIMERE INYCGDGGLYAELIRNRA
-MLAEYLLLPLLASYASAVQISVAKSGGNVTTGLQOYGAMEEE INHCGEGGLYAELTRNRA

1k 1 skdkhkdo, rhdakdkkd ddkk ke kkkk ******:**:************

FQGS SKYPSNLDAWTAVNGATLSLKNLSNPLSSALPTSVNVKGSKGQAGLTNLGWWGIDV
FQGSSKYPSNLDAWTAVNGATLSLKNLSDPLSSALPTS VNVKGSKGQAGLTNLGWWGIDV
POGGSVYPSTLDGWVPVKGSTLALONLSHPLSSALPTS VRVTGHSKRTGL TNLGWWG I DV
FQGGEKYPSNLDAWIPIDGSALSLKNLSQPLSSALPTSVNVKGTAGKAGLTNLGWWGIDV

FQGSTTYPSKNLDAWSAVGGS TLSLONLTDPLSSALPTSVRITG-KGTSGISNTGFWGIDV
Fkde | kkk ek kv s okakahdg dkkkwokkdkkdk -k skyek krkkkkk

RPQKYTGSFYVKGAYNGSFTASLOSARTGKVEASAKIASHSVEDKWVOHS FTLVPHRAAP
RPQKYTGSFYVKGAYNGSFTASLQSARTGKVFASAKIASHSVEDKWVOHS FTLVPHSARP
OKOKYTGS FYVKGS YNGAFTATLESQATGEVFAS TKIRSKS TRGGWTOHEFTLF PHKNAP
REQTYTGSFYVKGAYNGT FTASLOSNKTGEVYASAVIVSKSARGEWTQUNFT LT PTKAAS
RPQKYSGSFYVKGSYKGS FTASLQAS-NGEVFASAQVSSKSVANDWVQHEFTLT PKKKAS
H *_*:*******:*:*:***:*:: .*:*:**: : *:*_ . *_**_*** * *_
DTNNTFSLTFDTSKAEDGALDFNLISLE PETWNNRENGLRRDLMOAMKDFGEKFLRFPGS
DINNTESLTFDTSKAEDGATLDFNL IS LFPPTWNNRPNGLRRDLMOAMKDFGPKFLRFPGG
DTKNTFTLTFDASKTADGSLDFNL IS LFPPTWNNRENGLRRDLMOAMKDFNPKFLRFEPGG
NTQNTFSITFDASNTVDGSLDFNLISLEPPTYNDRPNGLRRDLMOAMADFGPKFLREFPGGE
SSNNTFVLTFDASKTSGGSLDFNLISLFPPTWNNRPNGMRRDLMOAT,ODLGPKFLRFPGG

¢ ki skddadke s _*:************:*:****:*******: dow | dodededede ook

NNLEGDTIDGRWKWNETIGPLKDRPGRATTWGYQETGGMGLVEYMEWCDDLGIEPILAVW
NNLEGDTIDGRWKWNETIGPLKDRPGRATTWGYQETGEMGLVEYMEWCDDL.GIEPILAVY
NNLEGNFIDGRWKWNETIGPLKDRPGRATTWS YQETGGMGLVEYMEWCDDLELEPILAVW
NNLEGDTLDGRWEWNET IGPLEKDRPGRATTWS YQETHGLGLVEYMEWCEDLGVEPILAVW
NVNLEGQTIEGRWEKWNET IGPLTQRPGRATTWGYEET SGMGLVEYMEWCDDLGME PTLAVW

dkkdkdks sekkdhdhdhkhhhhhh sdhkdhdkhkkk ook *odkdrdkdkdhokhdk - kk s dkdhdkdeok

AGLALNGDVVPEDELHVYVQDALDELEFLTGSVETKYGALRASVGHPEPWVIRYVEVGNE
AGLALNGDVVPEDELHVYVQDALDELEFLTGSVETKYGALRASVGHPEPWVIRYVEVGNE
GGMALNGDLIPEDELHVEVODALNELEFLMGSVDTEYGALRASIGHPE PWI IRYVEIGNE
GGRALNGDAIPESELGTYVQDALDELEFLTGSVDTEYGALRASLGHPDPWTVKYVEVGNE
AGLALNGNVVEEARLDVYVQDALDELEFLTGSVDTKYGALRAKYGHPKPWTIRYVEVGNE

JHekkhdka -dkk i L2 Rk de ke ve s dedede ok o ***:*:**#***l ***_**.::***:***

DNLNNGIASYTSYRFKAFYDATKAKYPDITVLAS TIDMTL PGDAGGDYHLYDIPDNFITR
DNLNNGLASYSSYRFKAFYDAIKAKYPDITVLA%TIDLTLPGDAGGDYHLYDIPDNFITR
DNLNNGLASYKAYRFQMFYDATKAKY PDMTVIASTIDMTLPGDAGGDYHLYDIPDYFVSR

DNLNDGLDSYKSYRFQAFYDATKEKYPDITVLASTVE IDFPGDAGGDYHLYDTEDNEVEK
DNLSSGLSSYKSYRFQAFYDATTKKY PNIQVLASTIDMTL PGNAGGDYHLYDIPDNFITK
Rdd | _dkz e skkkn kkddkdk | kkkoz kokkkgas shkpkkkdkkkkkk kw k- '
FGEFFDNMSEAHPILLG-———~————————~——— EIBAVQOYN-GAEIDWANR-HFSLYPWWI
FGFFDNMSEDHPILLGKYNKAQPIALANHMIGEIAAVQHN—GAEIDWSNR—QESLYPWWI
FNFFDOMSPDHPILLG-~~————————=————— EIAATEFNNGKGIDWSDT-NFSLYPWWI
FNYFDQYSPDHPILLG~——————~=—~———— ——-ETAAIQLN-GREIVWGNSSHFSQYPWWI
FGMEDSYSDAHPILLG-————mr=—m—————— EIAATEYNNGVGIDWSNT-HESLYPWWL
*_ okk, ok kkkkkk kkdkk 3 ok ok ok ks skk kkkaky

60
60
60
59
58

120
120
120
119
118

i8¢
180
180
179
177

240
240
240
239
237

300
300
300
299
297

360
360
360
359
357

420
420
420
419
417

462
478
463
462
460

54




GSVAEAVFLLGAERNANKIIGTTY——APMLVNLDNYEWSPTFLGFNADPDQTARSTSWHV 520
GSVAEAVFLLGAERNAHKILGTTY——APMLMNLDNYEWSPTFLVFNSDPDQTARSTSWHV 536
GTVAEGVFLIGAERNADKIIGTTYCQAPFMMNLDSYQWSPTFLAFNADPSQTARSTSWHL 523
GSVAEGVFLIGAERNADKVLGTTY“—APFMMNLDNYQWSPTFLAFNSNPDETARSTSWYL 520
GSVAEAVFLLGAERNADKIIGTTY--APFLMNLDSYEWS PTMISFNSNPDDTAKSTSWHV 518

hrahkdk kkkskkhkbk koo hkkih hdkw o wdekk hekhkhdhre hkesk skdcethdhhd. s
- . . « v - =" a . «= s - .

HoaQww

YDLFSHTHMTNTLPTKSSDKYGPLYYVAGVDNSTNSHIFKAAVYNSTADVPVSLTFDGVK 580
YDLFSHTHMTNTLPTKSSDKYGPLYYVAGVDNSTNSHIFKAAVYNSTADVPVSLTFDGVK 586
YNLFSHSHMTNTLPTSSETPFGPLYYVAGLNNETQSHIFKARVYNSTSDVPVSLTFDGVK 383
YDLFSHNSFTHTLPTTSNSSFGPLYYVAGVDNTSNSHIFKAAVYNSTADVPVSLTFDGVK 580

YNLENKNHMTNTLPATSNDTFGPLY YATGVNSKTNSHIFKAAVYNSTADVEVSLTFEGVG 578
*p ke pRpdkkn ok gk sdkpg popddekddordkokoekdkok s ik bk kg ok

HOQm®

AGTAAELTVLTAPDPFSMNEVGGANQVHSKVSTLRAGKQGVFEFSLENLSVAVLKTKGNK 640
AGTAAELTLLTAPDPVSMNEVGGANOVHSKVS TLRAGKQGVFEFSLENLSVAVLKTKGNK 656
AGSTAELTVLTAPDAEAMNEVGGKNLVKQTVSKLKAGAGGAFRFSLPNLSVAVLQTK——— 640
AGTSASLTVLTAADPLGMNEVGAANIVDKK TS TVEAGVNGVEDFSLPNLSVAVLKTE~—— 637

RGTTADLTILTAPSDVSMNAVGGANVVQSOT TKIKAGKQGVFSFNLPNLSVAVLTTN-—~ 635
Rgzk kdkadedk ok Kk ok ok t.r Rk ok ko kkkkhkkkk k-

OOy

Figura 18. Alincamiento miltiple de distintas arabinofuranosidasas de hongos. A:
Neosartorya fischeri (XP_001260980.1). B: Aspergillus fumigatus (XP_755850) C: Aspergillus
lerreus (XP_001216489). D: Aspergillus oryzae (BAEG0499) E: Penicillium purpurogenum
(AB093602).

3.6.7 Prediccion de los residuos cataliticos de Abf 2.

Utilizando las secuencias disponibles en las bases de datos de Abfs de la familia
GH51, se ha podido definir regiones altamente conservadas en todas las secuencias. As,
Zyerlov y colaboradores (Zverlov y col, 1998) demostraron que dos de estas regiones
contienen dos glutamatos altamente conservados, los cuales han demostrado ser los
residuos cataliticos en varias Abfs de la familia GH51 (Hovel y col., 2003; Beylot y
col., 2001; Debeche y col., 2002, Taylor y col., 2006). Estos glutamatos, ademas, se
encuentran en posiciones correspondientes a los residuos cataliticos de otras familias de
GHs (GH1, GH2, GHS, GH10 y GH39).

Con el fin de tener una mejor vision de Ia similitud local de estas regiones y de la
presencia de dichos glutamatos en Abf 2 de P. purpurogenum se alineé dicha enzima

con una serie de arabinofuranosidasas pertenecientes a la GH51 (Figura 19).
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Figura 19. Similitud local de arabinofuranosidasas de la familia GH51. Para simplificar,
solo se muestran algunos ejemplos de dichas enzimas. Los residuos estrictamente conservados
se enmarcan en rectangulos sombreados; Con un simbolo (+) se indican aminoacidos con
caracter hidrofdbico conservado. El glutamato que contintia luego de una asparragina invariante
es el catalizador acido/base propuesto, mientras que ¢l otro glutamato altamente conservado es
el nucleofilo propuesto. Se indican con flechas las hebras B4 y B7 pertencientes al barril (B/ot)s
de enzimas con estructura tridimensional conocida (araf51A_cte y abfa_gst). Las abreviaturas
utilizadas son: araf51a_cth, arabinofuranosidasa 51A de Clostridium thermocellum (CP000568);
abfa_gst, arabinofuranosidasa A de Geobacillus stearothermophillus (AF159625); arfb_cst,
arabinofuranosidasa B de Clostridium  stercorarium  (AF002664);  abf2_bsu,
arabinofuranosidasa 2 de Bacillus subtilis (Z75208); asdll bov, arabinofuranosidasa 2 de
Bacteroides ovatus (AP006841); abfa_sli, arabinofuranosidasa A de Streptomyces lividans
(U04630); abfa_ani, arabinofuranosidasa A de Aspergillus niger (L29005); abf51 aka,
arabinofuranosidasa A de Aspergillus kawachii (AB085903); abf2_ppu, arabinofuranosidasa 2
de Penicillium purpurogenum (ABO93602).

El alineamiento mostrado en la Figura 19, muestra la existencia de similitud local de
secuencia entre las Abfs de la familia GH51. Ademas, se pueden observar claramente
dos glutamatos conservados y con un espaciamiento similar entre ellos, dependiendo del
organismo al cual pertenecen dichas enzimas.

El primer glutamato, esta precedido por una asparragina y una glicina invariantes, y
al igual que el segundo glutamato, se encuentra precedido por dos residuos hidrofébicos
tal como se muestra en la Figura 19.

Se propone entonces, a los residuos Glu*’ y Glu*** como los posibles residuos

cataliticos de la Abf 2 de P. purpurogenum.

56




3.6.8 Relaciones filogenéticas de las Abfs de la familia GH51.

Como se mencioné antes, al realizar un andlisis de la secuencia de la Abf 2 de P.
purpurogenum, se encontro que esta pertenecia a la familia 51 de las glicosil hidrolasas
(GH51). Se realizo, por lo tanto, un alineamiento con varias Abfs, pertenecientes a
dicha familia y se construyé un arbol filogenético no enraizado a partir de dicho
alineamiento.

Se puede observar claramente que las Abfs pertenecientes al reino de los hongos,
entre las que se encuentra la Abf 2 de P. purpurogenum, se encuentran agrupadas en
una  rama comun. Lo mismo ocurre con las Abfs pertenecientes a los reinos protista y

planta, los cuales se observan agrupados en ramas distintas (Figura 20).

Figura 20: Arbol no enraizado de arabinofuranosidasas de la familia GHS]. Las secuencias
fueron alineadas con el programa Clustal X y el arbol fue construido con el mismo programa y
visualizado con el programa SplitsTree. En colores se encierran los organismos de acuerdo al
reino al que pertenecen: celeste, Protistas; verde, Hongos; naranjo, Plantas. Los nimeros
indican el valor de bootstrap para cada nodo luego de aplicar 1000 iteraciones.
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3.7 Secuenciacién y andlisis de la regién rio arriba del gen abf 2.

Como fue explicado anteriormente en la secciéon 3.5.4, utilizando el kit “Genome
Walker” se pudo conocer parte de la secuencia rio arriba del gen abf 2. Dicha secuencia
contenia parte de la secuencia codificante para el péptido sefial (Figura 17) y una
secuencia de 553 pb rio arriba del codén de inicio.

En esta region se detecté una posible caja TATA a -105 pb del codén ATG. Ademas se
encontraron los siguientes posibles sitios de unién a factores de transcripcion: dos
posibles sitios de unién a CreA, ubicados a -179, -416; un posible sitio de unién a AlcR
ubicado a -243; un posible sitio de unién a Acel a -252 pb; cuatro posibles sitios de
unién a AreA a -49, -285, -430 y -504 pb; dos cajas CAAT ubicada a —299 y -456 pb
(Figura 21).

- 533 GAAPLACAATCGNTAGGGACMTGACAMMGTATGNTATGGCGC TACTGCAACCACC
GTTAATCCCC’I‘GGATCTCGACGCATGTACCGTTGTCCCTGCAGACTACTATACATCACTGCTT
@IGCAGGGATCGTGACATTAGCGTCCTGC}\TGAATTGTCCCGACATTTCTCCCGTCCATGCGTGT
AGAGGGGTTTACCTTTGGCCAGTGCACTCCTCATGGAATTT TACCCCATTGGGACGAGCA ' GCAA

TTGTGCAGACTAGTTGGCTTTGT TGG@AATGATCTACTTCAACATCGTGAATCGAATT

CATCAATTCAAGCAGGGT GAGGGGTG@GAGAGCGAGGGGCT TTTGTCCGGTCAAT TGAGCGC

ACTCAACGGGGACTGATGCGATGTACAGACATARATAGC TGATGCGACCTCCCGGT TGCAGTTGCAGGAR

ATCCAAGATTAGATCT@G@ATC;\GCGAGTTGCATCTGCTAGCTGTACTGCATAGCAGCCAAAMG

AreA;  AreA; CreA, AreA, Acel AlcR CreA, AreA,

Figura 21. Secuencia nucleotidica correspondiente a parte de la regioén rio arriba del gen
abf 2. Los posibles sitios de unién a factores de transcripcion se enmarcan en rectangulos y
elipses. En rojo, sitios CreA; en azul, sitios AreA; en verde, sitios Acel; en celeste, sitios AlcR.
Mas abajo se muestra una representacion esquematica de la misma region.

58




La Tabla II resume los datos obtenidos en la secuencia promotora del gen abf2 junto
con datos de otros posibles sitios de uni6n de factores de transcripcién encontrados en

otros promotores de arabinofuranosidasas de la familia GH51 disponibles en GenBank.

Tabla III: Posibles sitios de unién de factores de transcripcion en los promotores de genes
de arabinofuranosidasas de Ia familia GH51.

Organismo bp* AreA PacC CreA Acel XInR AlcR Numero de
acceso a
GenBank
Aspergillus Niger 553 1 2 11 1 2 2 129005
Aspergillus awamori 553 1 1 12 1 1 3 AB046702
Aspergillus oryzae 553 7 2 3 1 - 1 AP007165
Neurospora erassa 553 3 1 1 1 1 5 AABX01000383
Pencillium purpurogenum 553 4 - 2 1 - 1 EF490448

* Para comparar dichos sitios con los presentes en el promotor de abf 2 de P. purpurogenum, so decidit tomarla  misma
cantidad de nucle6tidos para los promotores de las Abfs de todos los organismos, numero que corresponde a la canitdad de
nucelétidos conocidos para el promotor de abf 2.

59




4. Discusién.
La degradacién microbiana de los polisacéridos estructurales de la pared celular vegetal,
incluyendo celulosa, hemicelulosas y pectinas es un proceso importante en la
naturaleza. En ella estdn involucradas una amplia variedad de enzimas, principalmente
producidas por hongos y bacterias saprofitas. La linea de investigacién de nuestro
laboratorio estd enfocada en el estudio del sistema hemicelulolitico del hongo
Penicillium purpurogenum. A la fecha ya se han caracterizado un gran nuamero de
enzimas, entre ellas xilanasas, glucosidasas, esterasas y arabinofuranosidasas (Abfs).
Cabe destacar que se ha encontrado que todas estas enzimas poseen isoenzimas y es
mas, se han llegado encontrar hasta cinco isoenzimas para catalizar una misma reaccion,
como es el caso de las feruloil esterasas.
En el caso de las Abfs de P. purpurogenum, se han encontrado al menos tres
isoenzimas, lo que nos ha {levado a preguntarnos el por qué de la existencia de tal
cantidad de enzimas para catalizar una misma reacci6n quimica: jexisten diferencias en
la catalisis que llevan a cabo estas enzimas? En caso de ser asi, ;se deberd a diferencias
estructurales enire ellas? ;Estara su expresion y su actividad reguladas por los mismos
mecanismos? ;Qué caracteristicas bioquimicas diferencian a unas de otras?, etc.
La determinacion de la estructura primaria de estas proteinas, junto con un acabado
analisis bioquimico, nos darian las bases necesarias para poder comprender las razones
de dicho fenémeno, y por ende para responder nuestras preguntas.
De las tres Abfs encontradas al inicio de esta tesis, se habia secuenciado
completamente y caracterizado bioquimicamente s6lo una, llamada Abf 1. Por esto, se
plante6 como objetivo principal de esta tesis la secuenciacién de una segunda isoenzima

(Abf 2) junto con una caracterizacién bioquimica general de esta.
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4.1 Efecto de Ia fuente de carbono en la produccién de arabinofuranesidasas.
Debido a su utilidad en aplicaciones industriales, se han llevado a cabo varios estudios
en relacién con las fuentes de carbono utilizables para la produccién de enzimas
involucradas en la degradacién de polisacaridos de la pared celular vegetal.

Asi, el primer tema ftratado en esta tesis consisti6 en evaluar la actividad
arabinofuranosidésica total de P. purpurogenum al utilizar distintos desechos
agroindustriales como fuentes de carbono. Ademds se evalué una fuente de carbono
artificial, el L-arabitol, por conocerse su efecto inductor en Ia expresién de
arabinofuranosidasas (Van der Veen y col., 1993; van Kuyk y col., 2001).

Se confirm6 por una parte que el L-arabitol es un fuerie inductor de Ia expresién de
Abfs, observandose valores de actividad enzimética superiores al resto de las fuentes de
carbono utilizadas. Se observé un valor de 0,5 U/mL ya al segundo dia de mcubacion, el
cual continudé en aumento hasta el décimo primer dia alcanzando valores cercanos a
1 U/mL. 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 extraccion del azicar) produce altos niveles de actividad
arabinofuranosidésica, tal como ocurre en 4. niger (Kaji y Tagawa, 1970; Van der
Veen y col.. 1991), a los que le siguieron en orden decreciente el xilano de avena vy la
coronta de maiz.

En general se observé una disminucién de la actividad Abf total luego del décimo
primer dfa de incubacién, lo que puede deberse a la disminucién en la produccién de
Abf asi como a la accién de proteasas en el medio de cultivo. La presencia de proteasas
en los medios de cuitivo de P. purpurogenum ha sido demostrada previamente en

nuestro laboratorio (Belancic, A., Seminario de Investigacién, 1990).
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4.2 Purificacién de Abf2 de P. purpurogenum.

Como material de partida para esta purificacion se utilizé el sobrenadante de cultivo de
P. purpurogenum utilizando xilano de avena como fuente de carbono. De las fuentes de
carbono ensayadas, esta presenté el tercer lugar de mayor actividad Abf, pero se prefirié
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 mostré ser el segundo
mejor inductor, producia una cantidad de proteinas muy superior a las otras fuentes de
carbono, lo que haria més complicada la purificacién.

El perfil cromatogréfico de la primera columna muestra solamente un pico de actividad
arabinofuranosidésica, correspondiente a un {mico pico de proteinas en el lavado de la
columna. Cabe destacar, que Ia Abf 1 es inactivada Iuego 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 separacién de las Abf2 y
3. El titimo paso de purificacién, tuvo por objefo eliminar los ultimos contaminantes
proteicos de la Abf 2 de manera de obtenerla pura. El rendimiento obtenido en esta
purificacion, de aproximadamente 2,9%, se encuentra en el limite inferior del Tango
encontrado para otras purificaciones de Abfs obtenidas de microorgamismos no
hiperproductores, el cual flucttia entre 2,8 a 58% (Luonteri y col., 1995; Filho v col,,
1996). El bajo rendimiento obtenido no debe ser subestimado, ya que debemos recordar
que hay otras Abfs en el extracto crudo inicial, las cuales, como ha sido comprobado en

nuestro laboratorio, han sido purificadas con rendimientos que van ente el 3 y el 6%.
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4.3 Caracterizacion de Abf 2.

La Abf 2 purificada en esta tesis presentd una masa de aproximadamente 70 kDa
determinada por SDS-PAGE, mientras que la masa molecular de la proieina madura,
calculada por su secuencia aminoacidica, es de aproximadamente 67 kDa. La causa mas
probable de esta diferencia puede deberse a a modificaciones post- traduccionales, entre
ellas las glicosilaciones. Se comprob6 previamente en el laboratorio (Ravanal, MC,
datos no publicados), mediante la tincién de PAS (tincién utilizada para la deteccién de
polisacéridos), que la Abf 2 de P. purpurogenum se encuentra glicosilada. Ademis, 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
enconfraron 6 posibles sitios,

El punto isoeléctrico determinado para Abf 2 fue de 5,3, que, al igual que el resto de las
Abfs de la familia GH51 se encuentra en un rango 4cido (Tabla IV). El pH dptimo
observado para la Abf 2 utilizando amortiguador citrato fue de de 5,0 y se encuentra
dentro del rango de pH observado para otras Abfs de GHS1, el cual se extiende entre 3,8
y 6,5 (Tabla IV). El amotiguador citrato fue utilizado ya que éste es capaz de amortiguar
en un rango de pH de entre 2,5 y 7,0, pero se ha discutido su capacidad amortiguadora a
pHs mayores que 6,2 (Nozawa, 1995). Sin embargo, experimentos realizados en nuestro
laboratorio (Ravanal, comunicacién personal), en los que se utilizo amortiguador
Mcllvaine (amortiguador citrato-fosfato), mostraron valores muy cercanos de actividad
a distintos pHs comparados con los obtenidos en este trabajo. Mas ain, arrojaron un
valor de pH 6ptimo de 5,0 para Abf 2.

Debido a la gran aplicacién industrial que han adquirido estas enzimas, ha existido gran
interés en la determinacién del efecto de la temperatura sobre la actividad y la

estabilidad enzimética. 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 incubacién en un 60%.

La determinacién de Ky de Abf2 para pNPAra arrojé un valor de 0,1 mM. A pesar de
que este valor es preliminar, coincide con valores obtenidos a partir de otras
determinaciones realizadas en nuestro laboratorio (Ravanal, comunicacion personal) en
las cuales el ajuste se realizé con una mejor distribucién de datos. Es importante notar
que la Ky para pNPAra de Abf 2 es cinco a ocho veces menor que los valores obtenidos
para Abfs miembros de GH51 (Tabla IV). Ademss, al comparar los valores de Ky de
las Abfs de P. purpurogenum (Tabla VI), se aprecia que el de Abf3 yAbflesentre6y
10 veces mayor que el de Abf 2, respectivamente. El bajo valor de Ky de Abf 2 sugiere
una gran afinidad de Abf 2 por pNPAra, y podria estar dando cuenta de una mayor

afinidad de esta enzima por sustratos pequefios.

Tabla IV. Propiedades de las arabinofurangsidasas de 1a familia GHS1,

Microorganismo Masa molecular pI pH éptimo T°éptima Ky Referencias

(XDa) 0 (@M
Hongos
P. purpurogenum 70 53 50 60 0,1 Este trabajo
A. niger 128 6-6,5 4,1 50 0,6 Rombonts y cols (1988)
A. awamori 81 3,3 40 60 Kaneko y cols. (1998)
P. chrysogenum 79 4-6,5 50 0,8 Sakamoto y cols. (2003)
H. insolens 94 6,0 40 Serensen y cols. (2006)
M. giganteus 69 3,8 48 Idem.
Bacterias
C. stercorarium 56 5,0 70 Schwarz y cols. (1995)
S. chatreusis 80 6,6 5,5 55 Matsuo y cols. (2000)
T. xylanolytica 56 5,6-6,2 75 0,72  Debeche y cols.(2000)
C. xylanolytica 56 6,1 58 45 0.5 Remner y Breznack (1998)
8. lividans 69 4,6 6,0 60 0,6 Manin y cols. (1994)
Plantas
H. vulgare 65 4.8 43 0,77  Leey cols. (2001)

*La masa molecular corresponde a la de la subunidad, La Ky es para el sustrato pNPAra

64




4.4 Induccién de la actividad arabinofuranosidsica.

Existen diversos motivos para estudiar y comprender el fenémeno de induccién de 1a
produccion de enzimas de interés. Por una parte, conocer la fisiologia del organismo
productor y sus vias metabdlicas y por otra, conocer las condiciones dptimas para lograr
la maxima produccién de dicha enzima. Esto iltimo cobra una importancia atin mayor
cuando se trata de enzimas de interés industrial.

Asi, se estudi6 la induccién de arabinofuranosidasas de P. purpurogenum mediada por
aziicares pentosas y polioles generados en la via metabélica del catabolismo de la
L-arabinosa y la D-xilosa.

Se pudo demostrar que la induccién de las Abfs de este hongo estan bajo el control de
dos sistemas regulatorios: induccion y represion catabélica por glucosa.

La primera fue demostrada al observarse induccién con L-arabitol y con L-arabinosa,
(que como se mencioné anteriormente son compuestos asociados a la via metabélica de
la L-arabinosa y la D-xilosa), siendo el L-arabitol el mejor inductor. Sin embargo, no se
observo induccidn con xilosa ni xilitol.

La induccion pudo observarse mediante zimogramas, en los cuales se observd el patrén
diferencial de actividad de las distintas Abfs a distintos tiempos de incubacion. Las Abf
1y Abf 3 se expresan bajo ambos inductores. Estas isoenzimas no se observan antes del
cuarto dia de induccién. Sin embargo, sélo se observa actividad de Abf 2 bajo
L-arabitol en el cuarto dia, la cual posteriormente desaparece.

La represion catabolica por glucosa se demostr, por una parte, al hacer cultivos
utilizando D-glucosa como tnica fuenie de carbono, en los cuales no se observéd
actividad Abf, como se muesira en la Figura 23. Mas atn, al utilizar las fuentes
inductoras de dicha actividad (L-arabitol y L-arabinosa) en conjunto con D-glucosa, se

observé una drastica disminucién de ésta. Estos resultados demuestran que la presencia
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de glucosa reprime la actividad arabinofuranosidasa tal como ha sido previamente
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 represion
catab6lica mediada por CreA, ya que se encontraron posibles sitios de unién a CreA en
el promotor de los genes que codifican para las Abfs 1y 2 de P. purpurogenum. Sin
embargo, se ha descrito previamente que existen genes que codifican para proteinas
involucradas en el metabolismo de la L-arabinosa que estin sujetas a represion
catabolica no mediada por CreA (VanKuyk, 2001). Este efecto podria deberse
alternativamente a una exclusién del inductor, donde la présencia de D-glucosa previene

la captacion de L-arabinosa o de L-arabitol.

4.5 Secuenciacion del cDNA de Abf 2.

Para comenzar la secuenciacién del cDNA se utilizaron partidores disefiados a partir de
las secuencias del amino terminal de la Abf 2 y de un péptido interno, secuencias
obtenidas por el método de Edman y por espectrometria de masas, respectivamente. El
producto de PCR esperado no se logré obtener a las concentraciones estandar de MgCl;
usadas para las reacciones de PCR (1,5 mM), por lo que fue necesario determinar 1a
concentracion de magnesio éptima para dicha reaccién. Asi, se obtuvo un producto de
aproximadamente 1400 pb, a concentraciones altas de MgCl, (desde 3 2 5 mM) y a una
temperatura de hibridacién baja (48°C). Es importante, por lo tanto, determinar la
concentracién 6ptima de magnesio, ya que ésta afecta la accién de la Taq polimerasa.

La continuacién de la secuenciacién se realizé utilizando partidores no degenerados
disefiados a medida en que se avanzaba en la secuencia.

El marco de lectura abierto obtenido codifica para una proteina de 635 amino4cidos, con

un péptido sefial de 17 aminoécidos seguido de un polipéptide maduro de 618
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aminodcidos. La masa molecular calculada para este polipéptido maduro fue de 67.212
Da. La secuencia aminoacidica deducida de Abf 2 fue comparada con otras secuencias
realizando una bisqueda por BLAST (utilizando los parimetros por defecto, y
realizando la blsqueda contra la base de datos de secuencias no redundantes). Los
resultados mostraron alta similitud de secuencia entre la Abf 2 de P. purpurogenum y
varias Abfs pertenecientes a la familia 51 de las glicosil hidrolasas (GHS51). Mas atin, se
encomtrd una region cercana al N- terminal, denominada “X10", que abarca desde los
residuos Val'® a Val'”, presente en un gran nimero de GH de la familia 51 de bacterias,
hongos y plantas. Esta secuencia podria tratarse de un médulo de unién a carbohidratos,
sin embargo ésto no ha sido comprobado (Coutinho, comunicacién personal).

En cuanto a las relaciones filogendticas de Abf 2 cabe destacar que al alinear las
secuencias aminoacidicas de Abfs representantes de la familia GH51, y luego hacer un
arbol no enraizado, se pudo observar un claro patrén de diferenciacion enira las Abfs
provenientes de organismos de distintos reinos, las cuales se separaron en tres ramas:
hongos, bacterias y planta. Ademas, segin los porcentajes de identidad de secuencia, y
como era de esperarse, la Abf 2 de P. purpurogenum se encuentra més cercana a las
Abfs 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

30 232% y con bacterias de un 26 2 29%.

4.6 Prediccion de los residuos cataliticos de Abf 2.
En estudios previos se establecié que varias familias de las GHs que actian reteniendo
la configuracién anomérica (entre ellas las Abfs de la familia GH51) comparten

similitud local de secuencia aminoacidica, particularmente en segmentos corios que

contienen residuos catalfticamente importantes, y que las enzimas de estas familias




poseen una estructura fridimensional bésica comun (Liebl y col, 1994). Esta
observacién fue ganando validez a medida que las estructuras tridimensionales se
fueron haciendo disponibles para representantes de algunas de estas familias, y su
topologia comun fue identificada como un barril (B/at)s, también conocido como “TIM
Barrel” (Liebl y col., 1994; Henrissat y col., 1995). Hasta la fecha, 28 familias de las
GHs pertenecen a esta amplia “superfamilia” de las GHs.

Con respecto a la maquinaria catalitica, los intentos por identificar los residuos
cataliticos de las arabinofuranosidasas estuvieron limitados inicialmente 2 alineamientos
de secuencia, llevados a cabo por Zverlov y colaboradores (Zverlov y col., 1998). Estos
autores mostraron que las enzimas de la familia GHS51 contienen dos regiones
conservadas que también estan presentes en otras familias de enzimas que actian con
retencién de la configuracion anomeérica que pertenecen a la superfamilia con topologia
(B/o)s (Jenkins y col, 1995). Més aim, todas las enzimas en esta superfamilia
comparten el hecho de que las dos regiones conservadas mencionadas anteriormente,
contienen los glutamatos cataliticos esenciales y que estin localizados en los extremos
terminales de las hebras B4 y 7 (Figura 19).

Estos estudios han servido de guia para realizar predicciones de los residuos cataliticos
de arabinofuranosidasas, entre ellas la Abf 2 de P. purpurogenum, como se observa en
Ia Figura 19. Ademds, esta prediccion ha sido 1til para escoger residuos a mutar en
experimentos de mutaciones sitio-dirigidas, y asi determinar experimentalmente los
residuos cataliticos de algunas Abfs (Debeche y col., 2002; Shallom y col., 2002; Beylot

y col., 2001; Lee y col., 2001).
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4.7 Secuenciacién y andlisis del gen abf 2.

Como se observa en la Figura 17, el gen abf2 posee un marco de lectura abierto de 2295
pb, que a diferencia del gen abf 1 de P. purpurogenum, posee intrones, Los 7 intrones
presentes en el gen abf 2 son de tamafios variables entre 50 y 63 pb, lo cual concuerda
con los tamafios de los intrones de hongos, que en general van desde los 50 a los 70
nucledtidos (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 llamada zona de corte y empalme canénica. En estudios
previos, en los cuales se analizaron diversos grupos de hongos, se encontré que més del
98% de ellos posefan intrones cortos y pertenecientes a la clase canénica de corte y

empalme (Kupfer, 2004).

4.8 Secuenciacién y anilisis de la regién rio arriba del gen abf2.

Mediante la técnica de “Genome Walking”, fue posible conocer la secuencia de 553 pb
rio arriba del codén de inicio y 795 pb rio abajo del codén de término. Al realizar un
analisis de la region rio arriba, se encontrd una posible caja TATA a -105 pb (Figura
21). Esta caja estd presente en promotores de hongos filamentosos enire -100 y -200 pb
rio arriba del codén de inicio {(O’Connell y Kelly, 1989). Ademas se encontraron
posibles sitios de unién a factores de transcripcién 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 alternativas se conoce como represién por
glucosa o represién catabélica por carbono (Aro y col, 2005). En muchos hongos
ascomicetes, esta represién estd mediada por el factor de transcripcion CreA. Se ha

demostrado experimentalmente que los genes de muchas celulasas, hemicelulasas y
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pectinasas estdn reguladas por proteinas Cre en Trichoderma reesei y especies de
Aspergillus (Margolles-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 abf 2 de P.
purpurogenum podria tener una funcién similar a los de otros hongos.

Las cajas CCAAT se encuentran en las regiones 5" de aproximadamente el 30% de los
genes eucaritticos (Aro y col., 2005) y estan presentes en los promotores de muchos
genes de celulasas y hemicelulasas, asi como también en genes ligninoliticos (Mach y
Zeilinger, 2003; Soden y Dobson, 2003; Karahanian v col., 1998). Se ha visto que
mutaciones en la secuencia CCAAT de promotores, generalmente reducen la expresién
del gen que preceden, ya sea a nivel basal o en respuesta a una sefial estimuladora
especifica (Aro y col., 2005).

Por otra parte, es sabido que la regulacién de la enzimas involucradas en el metabolismo
del nitrgeno en hongos filamentosos, durante el uso de de fuentes de nitrégeno
secundarias como nitrato, nitrito y purinas, involucra factores GATA, entre ellos AreA,
que son una clase de reguladores transcripcionales eucari6ticos. Dichos factores se unen
a elementos del DNA que poseen la secuencia 5" GATA. Se ha visto en Aspergillus
nidulans que AreA juega un rol en la activacion de la expresion de celulasas, lo que
sugiere una comunicacién cruzada entre las vias de utilizacién de nitrogeno y de
carbono en estos hongos (Locckington y col., 2002). La presencia de cuatro posibles
sitios de unién a AreA en el promotor de ab/2, podria estar dando cuenta también del
mismo efecto.

Acel es un factor de transcripcion que se une a las secuencias S’AGGCA, (Saloheimo y
col., 2000) y que en Trichoderma reesei funciona como un represor de la expresién de

celulasas y xilanasas (Aro y col., 2003) Por tltimo, AlcR, es un factor de transcripcion
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de la via de utilizacion del etanol en Aspergillus nidulans (Pateman y col., 1983;
Lockington y col., 1987).

Cabe destacar que todos los sitios de unién a factores de transcripcién encontrados en
el promotor de abf2 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 comprobacion experimental.

4.9 Arabinofuranosidasas de P. purpurogenum.

Como se ha mencionado previamente, P. purpurogenum secreta al medio tres Abfs
distintas, las cuales son codificadas por genes distintos (Tabla V). Se conoce la
secuencia génica completa de los genes abf 1 y abf 2, y datos preliminares indican que
la Abf 3, es codificada por un gen distinto a abf 1 y abf 2 (Ravanal, MC., comunicacién

personal). En la Tabla V se resumen las caracteristicas de los genes abf 1 y abf 2.

Tabla V. Caracteristicas de los genes codificantes para Abfs de P, pupurogenum.

'Gen  Temafio gen  Tamafio cDNA  N°intrones pb conocidos  Sitios de unién a factores
(pb) (pb) tio arriba de transcripei6n encontrados

abf 1 1518 1518 0 989 CreA :
XinR
PacC :
CCAAT :
AreA

abf2 2295 1508 7 553 CreA
XinR
PacC :
CCAAT
AreA :
AlcR
Acel

P s e =

—_-rno o




Ademds, las caracteristicas propias de cada una de estas Abfs difieren en ciertos

aspectos, mientras que en otros son similares, como se puede apreciar en la Tabla VI.

Tabla VL. Propiedades de las Abfs de P. purpurogenum.

Proteina Masamolecular pI Ky pHoptimo T°éptima N-glicosilaciones Familia GII

(KDa) (M) G
Abf1 55 6,5 1,23 4,0 50 Si 54
Abf2 70 53 0,1 5,0 60 Si 51
Abf 3 475 58 0,65 5,0 50 Si nd. *

* Datos preliminares indicarian que AbL3 perteneceria a la familia GH43 (Ravanal, MC. datos nio
publicados),

A partir de estudios llevados a cabo en nuestro laboratorio (Ravanal, MC., datos no
publicados), se ha podido determinar que estas enzimas difieren considerablemente en
la especificidad de sustrato y por lo tanto, cumplen roles distintos en la degradacion de

polisacéridos que contienen arabinosa, tal como se puede apreciar en la Tabla VII.

Tabla VIIL. Accién de las Abfs de P. purpurogenum sobre sustratos poliméricos.

% liberacion de arabinosa

Enzima Arabinano Arabinano desramificado  Arabinoxilano
Abf1 25,6 2,87 32,8
Abf2 1,35 0,58 5,86
Abf3 0,82 1,35 15,9

La Abf 2 muestra muy baja actividad sobre sustratos poliméricos, como arabinano,
arabinano desramificado y arabinoxilano. La Abf 1 y Abf 3, por el contrario, si pueden
hidrolizar sustratos poliméricos, aunque Abf 3 sélo actiia sobre arabinoxilano. Mas afin,
se ha encontrado que al igual que muchas Abfs de la familia GH43, la Abf3 posee doble

actividad: arabinofuranosidasa y B-xilosidasa.
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Se ha intentado establecer una correlacion entre la familia a la que pertenecen estas
enzimas y su especificidad de sustrato (Beldman y col., 1997, Kaneko y col.,, 1998). Se
ha propuesto que las enzimas de la familia GH51, muestran muy poca o nula actividad
sobre polisacéridos que contienen arabinosa, y actian preferentemente sobre arabino-
oligosacéridos (Beylot y col., 2001), mieniras que las enzimas pertenecientes a GH54
liberan los residuos de arabinosa que se presentan como cadenas laterales desde los
polimeros. La Abf 2 de P. purpurogenum sigue este patrén (Tabla VII) al igual que
otras enzimas pertenecientes a la familia GH51, como la Abf A de Aspergillus niger
(Rombouts y col., 1988). Sin embargo, otras Abfs de esta familia si son capaces de
hidrolizar poliscaridos que contienen arabinosa, como el caso de la AbfI de Aspergillus
awamori (Kaneko y col., 1998) y una Abf de cebada (Lee y col., 2001). Por lo tanto no
existe una correlacién clara entre la especificidad de sustrato y la familia de las glicosil

hidrolasas.

73




10.

11.

12,

5. Conclusiones.

. De las fuentes de carbono ensayadas en los medios de cultivo, el L-arabitol

resulto ser el mejor inductor para la produccién de Abfs, A este le siguen la
coseta de remolacha, el xilano de avena y finalmente la coronta de maiz,

La Abf 2 se logré purificar mediante 5 pasos de purificacién, con un
rendimiento de cerca del 3% y un incremento de la actividad especifica de
alrededor de 38 veces.

Abf2 posee una masa molecular de 70 kDa, calculada por SDS-PAGE.

El punto isoeléctrico para la enzima purificada, determinado por
isoelectroenfoque es de 5.3,

Abf2 es activa sobre pNPAra.

La enzima presenta un pH 6ptimo de 5,0 y una temperatura éptima de 60 °C en
las condiciones de ensayo uiilizadas. Presenta inestabilidad térmica sobre los
50°C.

La Ky de Abf 2, utilizando pNP Ara como sustrato es de 0,1 mM.,

La expresién de Abfs es inducida por L-arabitol y en menor cantidad por
L-arabinosa, y no asi por D-xilosa ni xilitol.

La induccién de Abfs por L-arabitol esté influenciada por represién por glucosa.
El gen abf 2 consta de 2295 pb, y posee 7 intrones.

El cDNA de abf 2 posee un marco de lectura abierto de 1908 pb, que codifica
para una proteina de aproximadamente 69 kDa con un péptido sefial de 37
residuos. La masa molecular calculada de la proteina madura es de
aproximadamente 67 kDa.

Abf 2 pertenece a la familia 51 de las glicosil hidrolasas.
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Anexo I

Tabla de uso de codones para P. purpurogenum.

campos: [triplete] [frecuencia: por miles] (fnumero})

ugu
uuc
UUA
uuGe

cuu
cuc
CUA
cuG

AUU
AUC
AURA
AUG

GUU
GUC
GUA
GUG

11.1(44)
27.4(109)
8.3(33)

11.6(46)

14.8(59)
13.1(52)

6.0(24)
15.3(61)

16.9(67)
23.1(92)

4.8(19)
15.6(62)

14.3(57)
28.7(114)
5.5(22)

15.1{60)

ucu
Ucc
uca
uce

CCU
Cccc
ccA
cece

ACU
ACC
ACA
ACG

GCu
GCC
GCA
GCG

24.9(99)
21.4(85)
14.1(56)
14.8(59)

13.3(53}
8.8(35)
15.3(61)
8.0(32)

20.9(83)
31.4(125)
19.6(78)
17.4(69)

32.8(131)
30.4(121)
20.1(80)
13.3(53)

UAU
UAC
UAA
UAG

CAU
CAC
CARA,
CAG

ALT
AAC
AAA
AMG

GAD
GAC
GARA
GAG

18.4(73)

27.4(109)
0.5(2)
1.0(4)

9.8({39}
6.5(26)
13.6(54)
20.1.(80)

21.4(85)
36.7{146}
9.8(39)

15.1(60)

27.4(109)
24.1(96)
11.8{47)
i8.6(74)

UGy
uGe
UGA.
Uuce

CGU
CGC
CGA
CeG

AGU
AGC
AGA
AGG

GGU
GGC
GGA
GGGE

5.5(22)
11.6(486)
1.0(4)
22.6(90)

4.0(1e)
5.8(23)
4.8(19)
3.0(12)

11.3(45)
25.4{101)
2.5(10)
2.5(10}

28.4(113)

40.2(160)

21.9(87)
8.6(34)

83




