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RESUMEN

La celulosa es degradada exclusivamente por microorganismos,
dentro de los cuales se encuentran tanto hongos como bacterias.
Estos tienen en comun la propiedad de producir enzimas hidroliticas
extracelulares, las cuales catalizan la hidrdlisis de la celulgsa a
celobiosa, la que finalmente es degradada a glucosa. Los hongos son
los Gnicos microorganismos capaces de degradar la celulosa cuando
ésta se encuentra en los tejidos lignoceluldsicos. El sistema
celulolitico de los hongos de pudricién blanca y blanda, dos tipos de
hongos que degradan la madera, ha sido estudiado en profundidad.
Este esta formado por tres tipos de enzimas: las endoglucanasas,
celobiohidrolasas y B-glucosidasas. La celulosa cristalina es
degradada por una accion sinérgica entre las endoglucanasas y
celobiohidrolasas produciéndose celobiosa u oligosacaridos cortos.
Estos oligdmeros son hidrolizados a glucosa por accién de las R&-
glucosidasas. La expresién de las enzimas del sistema celulolitico de
los hongos de pudricién blanca y blanda es inducible por la celulosa
y reprimida por glucosa. La celulosa por si misma no es el inductor,

sino que disacaridos producidos por hidroélisis parcial de ésta.
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Se ha identificado un tercer grupo de hongos, los hongos de
pudricién parda, capaces de degradar la celulosa presente en los
tejidos lefiosos. Estos hongos presentan diferencias significativas con
respecto a los hongos de pudricion blanca y blanda. En efecto, los
hongos de pudricion parda degradan la celulosa en presencia de la
barrera de lignina, modificando sbélo parcialmente este altimo
polimero.

El sistema celulolitico de estos hongos ha sido muy poco
estudiado; éstos producirian solamente endoglucanasas, por lo tanto
no necesitarian de la accidén sinérgica entre las endoglucanasas y
celobiohidrolasas. Por otra parte, la regulacién de la expresion de las
endoglucanasas de estos hongos difiere de la de los hongos de
pudricidén blanca y blanda, ya que se ha descrito que serian
constitutivas.

Las caracteristicas tinicas que presenta el sistema celulolitico
de los hongos de pudricién parda llevan a postular el objetivo
general de esta tesis, que fue el estudio de la expresion y regulacién
de las enzimas del sistema celulolitico.

En primer lugar se estudié la produccién de enzimas del
sistema celulolitico del hongo de pudricién parda Gloeophyllum
trabeum bajo distintas condiciones de cultivo. Para ello, se usé tanto
sistemas de cultivo liquidos como cultivo sobre soportes inertes. En
cultivos liquidos se encontré que G. trabeum produjo
endoglucanasas en todos los medios de cultivos, los que contenian
las diferentes fuentes de carbono analizadas; aunque el nivel de

expresion fue distinto. El nivel mayor de expresioén se obtuvo cuando
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se uso celobiosa y celulosas como fuentes de carbono. Un nivel
intermedio se logré con glucosa, manosa y lactosa. Finalmente, un
nivel bajo de expresién se obtuvo con galactosa, xilosa, glicerol y
fructosa. Esto sugiriéo que la expresion de endoglucanasas seria
inducible por celobiosa y no estaria bajo represién catabdlica. En
cultivos sobre soportes inertes se obtuvieron resultados similares ,
en los cuales al utilizar celobiosa como fuente de carbono se obtuvo
un nivel mayor de expresion de endoglucanasas que en glucosa.

El segundo objetivo especifico de la tesis consistié en
caracterizar las endoglucanasas producidas por el hongo de
pudriciébn parda G. trabeum. En electroforesis en geles de
poliacrilamida-SDS, se identificaron dos endoglucanasas las que
presentaron idéntica secuencia aminoterminal. Al comparar esta
secuencia aminoterminal con las secuencias aminoacidicas
depositadas en un banco de datos se pudo comprobar que
presentaba homologia con una porcion de la endoglucanasa II de
Trichoderma reesei, un hongo de pudricibn blanda. La
endoglucanasa Il de T. reesei presenta caracteristicas distintas a las
de las enzimas celuloliticas de este hongo y a las del hongo de
pudricién blanca Phanerochaete chrysosporium.

Las masas moleculares determinadas para estas enzimas
fueron de 36000 y 32000 Dalton y el punto isoeléctrico para ambas
fue menor que 3,5. Por otra parte, estas proteinas no presentaron
homologia en la secuencia nucleotidica con la endoglucanasaIde T.

reesei ni con la celobiohidrolasa I de P. chrysosporium. Esto sugiere
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que estas enzimas serian diferentes a las descritas para otros
sistemas.

El tercer objetivo consistié en estudiar la regulacién de la
expresion de las endoglucanasas. En primer lugar, se demostré que
la expresion de las endoglucanasas era inducible por celobiosa. Con
este fin, micelio pre-crecido fue transferido a medios de cultivo con
lactosa y se adicioné celobiosa, observandose un claro efecto de
induccion. Posteriormente, se demostré que Ia expresién de estas
enzimas no esta sujeta a represién catabolica. Para ello, se agregd
glucosa en distintas concentraciones a cultivos inducidos con
celobiosa, sin que ella afectara la induccién por celobiosa. Més aiin,
fue posible inducir la expresién de estas enzimas al agregar
celobiosa a cultivos que contenian altas concentraciones de glucosa.

Finalmente, utilizando cicloheximida, un inhibidor de la
sintesis proteica, se demostré que el efecto de la celobiosa sobre la
expresion de las endoglucanasas se debia a un verdadero efecto de

induccion y no a una activaciéon de una enzima pre-existente
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ABSTRACT

Cellulose degradation occurring in nature is brought about by
microorganisms including fungi and bacteria. These microorganisms
produce extracellular hydrolytic enzymes, which catalyze the
hydrolysis of cellulose to cellobiose and the latter is finally
metabolized into glucose. Cellulose of woody tissues can be deg?aded
only by fungi. The cellulolytic system of white and soft-rot fungi,
two classes of wood degrading fungi, has been thoroughly
investigated. Three basic classes of enzymes are involved in these
systems: endoglucanases, cellobiohydrolases and &-glucosidases.
Endoglucanases and cellobiohydrolases cooperate to produce the
hydrolysis of crystalline cellulose. These enzymes liberate cellobiose
and short oligosaccharides. B-glucosidase hydrolyzes these latter
compounds into glucose. The expression of white and soft-rot fungi
cellulolytic system enzymes is induced by cellulose and repressed
by glucose. Disaccharides produced by parcial hydrolysis of cellulose
have been identified as the true inducers.

A third type of wood degrading fungi, the brown-rot fungi,
which has different characteristics than those mentioned above.
Indeed, brown-rot fungi degrade cellulose in the presence of lignin.

Moreover, lignin is only partially modified.

Xix




The brown-rot cellulolytic system has not been thoroughly
studied until now. These fungi would produce only endoglucanases.
Therefore, sinergism between endoglucanases and
cellobiohydrolases would not exist. The apparently constitutive
endoglucanase expression is another important difference between
brown and white and soft-rot fungi.

These unique features of brown-rot fungi allowed us to
postulate the general objective of this thesis: the study of expression
and regulation of the cellulolytic enzymes from brown-rot fungi.

First, the production of cellulolytic enzymes of the brown-rot
fungus Gloeophyllum trabeum under different culture conditions
was studied. The culture conditions were: liquid culture and solid
state fermentation. G. trabeum produced endoglucanases in liquid
cultures containing different carbon sources, but the expression
level was different. Highest expression was obtained on two
different celluloses and cellobiose. A middle level was reached on
glucose, mannose and lactose. Finally, galactose, xylose, glycerol and
fructose produced the lowest expression. This result suggested that
endoglucanase expression in brown-rot fungi is induced by
cellobjose and is not under catabolite repression. Similar results
were obtained in solid state fermentation, i.e. endoglucanase
expression was higher on cellobiose than on glucose.

Second, endoglucanases produced by the brown-rot fungus,
G. trabeum were characterized. Two endoglucanases were identified

by SDS-polyacrilamide electroforesis. These enzymes had identical

aminoterminal sequences and showed homology with the

XX




endoglucanase II of T. reesei , a soft-rot fungus. T. reesei
endoglucanase II is different from other cellulolytic enzymes, as
those of T. reesei and the white-rot fungus Phanerochaete
chrysosporium. The molecular weight of G. trabeum endoglucanases
were 36000 and 32000. These proteins showed no homology with
the nucleotide sequences of T. reesei endoglucanase I and
P. chrysosporium cellobiohydrolase 1. These results suggest that
G. trabeum endoglucanases are different to those described for other
systems.

Third, regulation of endoglucanase expression was studied.
When cellobiose was added to lactose containing media a significant
induction of endoglucanase production was observed. Expression of
this enzyme was not repressed when different concentrations of
glucose were added to cellobiose-induced cultures. Moreover,
cellobiose was able to induce the endoglucanase expression in
glucosa-containing media. These results clearly demonstrated that
the endoglucanase expression by G. trabeum 1is not glucose-
repressed. Finally, addition of cycloheximide, a protein synthesis
inhibitor, to the cultures showed that cellobiose induces
endoglucanase synthesis rather than to activate pre-existing

endoglucanases.
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INTRODUCCION

Los componentes de la materia vegetal, celulosa, hemicelulosas
y lignina, constituyen la principal porcién del carbono fijado durante
la fotosintesis, siendo la celulosa el polimero mas abundante. Debido
a la estructura quimica de la celulosa, este polimero es insoluble y
por lo tanto de dificil degradacion. -

Los microorganismos son los inicos seres vivos que tienen la
propiedad de la celulosa. Entre éstos, se incluyen tanto hongos como
bacterias, que pueden ser aerobios o anaerobios, mesofilicos o
termofilicos y por lo tanto se pueden encontrar en una gran
variedad de habitat (Coughlan y col., 1988). En los materiales
lignocelul6sicos, la celulosa se encuentra asociada a Ia lignina, lo que
hace atin més dificil la degradacién de este polisacarido. Los hongos
son los Gnicos microorganismos capaces de degradar eficientemente
los materiales lignoceluldsicos.

En los ultimos afios, se han logrado significativos avances en el
conocimiento de las enzimas que participan en la degradacién de
celulosa, tanto de bacterias como de hongos. Estas enzimas han sido
purificadas, caracterizadas y los genes que codifican para muchas
de ellas han sido clonados (Puls y col.,, 1991,, Gilkes y col., 1991;

Goyal y col., 1991; Béguin, 1990).
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Sin embargo, los mecanismos de regulacién de la expresion de
las enzimas del sistema celulolitico en hongos no han sido estudiados
en profundidad (Kubicek y col., 1993).

1.- Estructura de la pared vegetal.

La madera esta formada principalmente por celulosa, lignina y
hemicelulosas. La pared celular de las plantas lefiosas esti
compuesta por varias capas: lamela media y paredes primaria y
secundarias. Estas capas difieren tanto en estructura como en
composicion quimica (Figura 1). -

La lamela media tiene por funcién mantener las células unidas
entre si y se encuentra altamente lignificada. La pared primaria es
una estructura delgada que se encuentra formada por celulosa,
hemicelulosas, pectinas y proteinas las_ que se encuentran inmersas
en lignina. La pared secundaria consta de tres capas: la pared
secundaria externa, la media y la interna, siendo la pared secundaria
media la principal porcién de la pared celular. En la pared
secundaria las microfibrillas de celulosa estin ubicadas en forma

paralela encontrandose entre ellas la lignina y hemicelulosas.

1.1.- Degradacién de la pared

Dentro de los hongos que degradan la madera se pueden
distinguir tres tipos (Figura 2). En primer lugar’ los hongos de
pudricion blanca, los cuales se caracterizan por su propiedad de
degradar los tres componentes de la madera, lignina, celulosa y

hemicelulosas. El segundo tipo lo constituyen los hongos de
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Figura 1: Estructura de los tejidos lefiosos (a), Corte longitudinal
que muestra la pared celular (b). Relacién postulada entre 1a lignina,
las hemicelulosas y las fibras de celulosa en la pared secundaria (c).
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pudricién parda, que degradan la celulosa y hemicelulosas sin
alterar significativamente la barrera de lignina; y finalmente se
encuentran los hongos de pudricién blanda, los cuales degradan
tanto los polisacaridos como la lignina, siendo esta ultima

metabolizada en menor proporcion (Eriksson y col., 1990).

2.- Estructura de la celulosa

La celulosa es un homopolimero formado por unidades de
D-glucopiranosa, las que se encuentran unidas por enlaces
glicosidicos R,1-4, formando una cadena de R-glucano lineal;-cada
molécula de glucosa se encuentra en un angulo de 180° con respecto
a sus vecinas (Figura 3). La molécula de B-glucano se encuentra
estabilizada por enlaces de hidrégeno intramoleculares. La unidad
basica repetitiva de la celulosa es la celobiosa, mas que la glucosa.
Varias cadenas de R-glucano se eéncuentran asociadas entre si por
puentes de hidrégeno, en forma paralela, constituyendo Ia
microfibrilla de celulosa. Finalmente, varias microfibrillas
constituyen la fibra de celulosa (Eriksson y col., 1990).

Como consecuencia de la estructura fibrosa y de la gran
cantidad de enlaces de hidrégeno intra e inter moleculares, la
celulosa es insoluble en la mayoria de los solventes.

La fibra de celulosa contiene regiones altamente ordenadas,
cristalinas, alternadas con regiones menos ordenadas o amorfas. Las
regiones cristalinas son mas resistentes a la degradacién microbiana

O enzimatica que las regiones amorfas (Walker y Wilson, 1991).
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El tamaiio de la molécula de celulosa se define en términos del
grado de polimerizacién (DP), es decir, el niimero de residuos de
glucosa por molécula de celulosa. Una moleécula de celulosa de
plantas superiores tiene un DP promedio de 14000, en cambio el DP
de la celulosa producida por la bacteria Acetobacter xylinum es de
3500. El mayor DP reportado, 25000, pertenece a la celulosa
producida por el alga Valonia (Eriksson y col,, 1990).

2.1.- Degradacién de la celulosa

Los microorganismos capaces de degradar la celulosa, tienen
en comdn la propiedad de producir enzimas hidroliticas
extracelulares, llamadas genericamente celulasas, las cuales catalizan
la hidrélisis de la celulosa a celobiosa; esta dltima es finalmente

degradada a glucosa.

2.1.1.- Sistema celulolitico de los hongos de pudricién blanda y
blanca.

Las celulasas producidas por los hongos de pudricién blanca y
blanda son muy similares y han sido estudiadas en profundidad
(Coughlan y Ljungdahl, 1988). Dentro de los hongos de pudricién
blanca y blanda, los mas estudiados son el basidiomicete
Phanerochaete chrysosporium y el deuteromicete Trichoderma
reesei, respectivamente. El sistema celulolitico de estos hongos esta

formado por las siguientes enzimas:
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- Las endoglucanasas (EC 3.2.1.4), que son enzimas que hidrolizan
enlaces R-glucosidicos al azar, dentro de la molécula de glucano.

- Las exoglucanasas o celobiohidrolasas (EC 3.2.1.91), que liberan
unidades de celobiosa desde el extremo no reductor de la cadena
de celulosa.

- Las B-glucosidasas (EC 3.2.1.21) completan el proceso hidrolitico
convirtiendo la celobiosa en glucosa o hidrolizando residuos de
glucosa del extremo no reductor de oligosacaridos cortos.

Para que ocurra degradacién de la celulosa cristalina deben
participar todas las enzimas de este complejo enzimatico, 1as que
actian en forma sinérgica (Wood y col., 1979). Se ha observado que
los componentes aislados de este complejo no hidrolizan la celulosa
cristalina (Coughlan, 1985). La degradacién de la celulosa cristalina
se inicia por un ataque de las endoglucanasas sobre las regiones
amorfas de Ia fibra de celulosa (Figura 4), seguido por una accién
combinada entre las endoglucanasas y celobiohidrolasas, las que
liberan oligosacaridos cortos y celobiosa, los que son hidrolizados
finalmente a glucosa por la R-glucosidasa (Goyal y col., 1991).

Ambos tipos de hongos producen diferentes isoenzimas para
cada una de estas actividades. T, reesei secreta tres endoglucanasas
y tres celobiohidrolasas (Coughlan y Ljungdahl, 1988).
P. chrysosporium produce cinco endoglucanasas, dos R-glucosidasas
y una celobiohidrolasa (Eriksson y Pettersson, 1975a; Eriksson y
Pettersson, 1975b; Deshpande y col., 1978). Recientemente fue
demostrado que este hongo posee al menos tres genes que codifican

para celobiohidrolasas, los que se encuentran agrupados en un
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cromosoma (Covert y col., 1992). En todo caso, la presencia de
multiples isoformas puede deberse a varias causas, entre las cuales
se encuentran la existencia de varios genes que codifican para las
distintas isoenzimas, diferentes grados de glicosilacién y/o cortes
proteoliticos (Penttild y col., 1986; Saloheimo y col.,, 1988;
Shoemaker y col., 1983; Teeri y col., 1983 y 1987; Fagerstam y col.,
1984 y Stahlberg y col., 1988).

En la estructura proteica de las endoglucanasas y
celobiohidrolasas de ambos tipos de hongos se pueden distinguir
tres dominios: -

- el dominio de unién a la celulosa

- el dominio catalitico; y finalmente,

- el dominio puente, que une al dominio catalitico con el de unién a
la celulosa (Knowles y col., 1987).

La ubicacibén de estos dominios en la secuencia primaria de las
proteinas varia de una enzima a otra. Es asi como, el dominio de
union a la celulosa en algunos casos se encuentra en el extremo
amino terminal y en otros en el extremo carboxilo terminal (Figura
5) (Knowles y col., 1987).

En las distintas enzimas celuloliticas hay bloques de homologia
los que se denominaron A y B (Figura 5). El bloque A corresponde al
dominio de unién a la celulosa y presenta una homologia de un 70%
entre las distintas celulasas. Por otra parte, la homologia entre los

bloques B es de un 50% a 60%. El bloque B es rico en serinas y
treoninas, las que se encontrarian altamente glicosiladas, este bloque

corresponde al dominio puente (Eriksson y col, 1990).
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SS
CBHI —1 _ B

EGII

Figura 5: Representacion esquematica de los genes que codifican
para las enzimas celuloliticas de T. reesei, en que se compara la
ubicacién de los dominios de unién a Ia celulosa, puente y catalitico.
Las regiones homologas en estas enzimas son denominadas A, B y B'.
Las secuencias sefial para proteinas extracelulares son denominadas
SS. CHB Iy CBH II corresponden a las celobiohidrolasas I y 11
respectivamente. EG Iy EG III corresponden a las endoglucanasa I y
endoglucanasa II (denominacién actual) respectivamente.
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Dependiendo de la secuencia aminoacidica de los dominios
cataliticos, las enzimas celuloliticas, bacterianas y fangicas, se
pueden agrupar en familias (Gilkes y col,, 1991). Las enzimas
fangicas, celobiohidrolasa I y endoglucanasa I de T. reesei
celobiohidrolasa de T. viride y celobiohidrolasa I de
P. chrysosporium se encuentran agrupadas en la familia C. La
endoglucanasa II de T. reesei pertenece a la familia A a la cual

pertenecen ademads enzimas bacterianas.

2.1.2.- Sistema celulolitico de los hongos de pudricién parda. -

El sistema celulolitico de los hongos de pudricién parda es poco
conocido a pesar de las caracteristicas tGinicas que presentan estos
hongos. A diferencia de los hongos de pudricién blanca y blanda, los
hongos de pudricién parda causan una rapida despolimerizacién de
tipo oxidativa de los polisacaridos estructurales, durante las
primeras etapas de la degradacién de la madera (Kleman-Leyer y
col, 1992). Se ha sugerido que un compuesto extracelular de baja
masa molecular, capaz de penetrar y difundir a través de la pared
vegetal, seria responsable de la rapida reduccién inicial del grado de
polimerizacién de Ia celulosa (Flournoy y col., 1991). La estructura
quimica de este compuesto no ha sido determinada, pero se propone
que el mecanismo implicado seria similar al que utiliza la reaccién
de Fenton (Fe +2 + H(Op), en la que se generan radicales hidroxilo
(Koenigs y col., 1974; Schmidt y col., 1981). Estos ultimos han
demostrado la capacidad de oxidar celulosa cristalina in vitro,

despolimerizandola (Halliwell, 1965). Por otra parte, los hongos de
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pudricién parda secretan acido oxalico (Espejo y Agosin, 1991), el
cual reduciria el Fe*3, normalmente presente en la madera, a Fe+2
(Schmidty col., 1981).

El sistema celulolitico de estos hongos no ha sido estudiado en
profundidad. En cultivos sumergidos sélo se ha detectado Ia
presencia de endoglucanasas y R-glucosidasas (Highley, 1973). Bajo
estas condiciones de cultivo, no se observo despolimerizacién ni
degradacion de Ia celulosa cristalina; por lo tanto, es probable que el
hongo haya expresado el sistema celulolitico completo.
Alternativamente, existe la posibilidad que los hongos de pudricién
barda no requieran de la accién sinérgica entre las endoglucanasas y
las celobiohidrolasas, y que la actividad de estas tltimas sea
desempefiada por el compuesto de baja masa molecular
anteriormente mencionado, el cual fragmentaria las cadenas de
celulosa modificando su ordenamiento Io que permitiria la accién
hidrolitica de las endoglucanasas.

Una endoglucanasa producida por el hongo de pudricién parda
Lenzites trabea (sinénimo de Gloeophyllum trabeum) fue purificada
y parcialmente caracterizada (Herr, 1978). Esta enzima tiene una
masa molecular de 29000 Dalton Yy es activa sobre celulosas solubles
y Xilano.

En conclusién, atin no se conoce el mecanismo que utilizan los
hongos de pudricién parda para degradar los polisaciridos presentes
en la madera. Al parecer este mecanismo es diferente al descrito
para los hongos de pudricién blanca y blanda. Por lo tanto, Ios

estudios de expresion y caracterizacién de cada uno de los.
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componentes de este sistema son fundamentales para entender este

novedoso proceso degradativo.

3.- Mecanismos de regulacién de la expresién génica en
microorganismos eucariontes.

La gran diversidad de fuentes de carbono que utilizan los
microorganismos eucariontes requiere que las enzimas involucradas
en la captacién y degradacién de estos nutrientes se encuentren
finamente reguladas. Los estudios de regulaciéon de la expresién
génica en hongos han contribuido a entender estos mecanisnios en
organismos eucariontes superiores, ya que las investigaciones
realizadas en un amplio rango de sistemas han aportado fuertes
evidencias que demuestran que el control transcripcional en
eucariontes presentan mecanismos comunes (Guarente, 1988).

Dentro de los elementos comunes que participan en la
regulacion transcripcional de eucariontes se encuentran aquellos que
actian en cis, denominados UAS (secuencias que activan la
transcripcion ubicadas rio arriba del promotor) en hongos y
"amplificadores" en mamiferos; estos elementos son secuencias
nucleotidicas que se encuentran adyacentes a un gen que responde a
sefiales ambientales, metabdlicas o del desarrollo (Guarente, 1988).
Estas secuencias comparten las caracteristicas de ubicarse a cientos
de pares de bases de distancia del sitio de inicio de la transcripcién
y que pueden localizarse en diferentes posiciones relativas a otro

sitio que actiia en cis, la caja TATA (Guarente, 1988).
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A estas secuencias reguladoras se unen de manera especifica
proteinas activadoras transcripcionales, las que aumentan la
transcripcion del gen. Tanto las proteinas activadoras de hongos
como de eucariontes superiores contienen un dominio de unién al
DNA, el cual reconoce las secuencias reguladoras y un dominio de
activacion, el cual interactuaria directa O indirectamente con los
factores de transcripcion generales (Roeder, 1991; Flanagan y col.,
1991; Lin y Green, 1991). El dominio de unién al DNA de los
distintos activadores transcripcionales de eucariontes, contiene
secuencias ricas en residuos cisteina, los que son capaces de quelar
iones zinc, formando una estructura denominada dedo de zinc
(Pavletich, 1991). El dominio de activacion tiene la caracteristica de
ser independiente del dominio de unién al DNA y puede ser
intercambiable con dominios de activacion de otros. organismos; es
asi como un dominio de activacién de levadura es activo en células
de mamiferos, plantas o insectos (Ptashne, 1988). Estos dominios se

caracterizan por tener un exceso de residuos acidos.

3.1- Induccién de la expresion génica en hongos.

3.1.1.- Levaduras

Dentro de los hongos, el organismo mas estudiado es la
levadura Saccharomyces cerevisiae , en la cual los circuitos
regulatorios de varios genes han sido bien caracterizados. Entre

€stos, uno de los mejor entendidos es el sistema de utilizacién de
galactosa (Johnston, 1987a).
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En la utilizacién de galactosa por S. cerevisiae participan al
menos seis enzimas de la via de Leloir (Leloir, 1951). Estas enzimas
estan codificadas por los genes GAL 1,7 10 y 5 y catalizan Ia
conversion de galactosa en glucosa-6-fosfato. La galactosa entra a la
célula a través de una permeasa especifica codificada por el gen
GAL 2. la expresién de los genes GAL estd regulada por dos
mecanismos diferentes: por una parte son inducibles por galactosa y
por otra, estan bajo represién catabdlica.

La induccién de Ia expresion de los genes GAL esti regulada
por dos proteinas. La proteina GAL4 activa la transcripcién de los
genes GAL, uniéndose a los sitios UAS localizados rio arriba de Ios
promotores de los genes GAL. Fn la regulacion de la expresién de
e€stos genes también participa la proteina GAL80, proteina
represora, que en ausencia del inductor, se une directamente a la
proteina GAL4, evitando que ésta pueda activar Ia transcripcion
(Johnston, 1987a). Sin embargo, recientemente se ha propuesto
Olro mecanismo de represién de Ia transcripcién en ausencia del
inductor (Parthun y Jaehning, 1992). En este mecanismo no estaria
involucrada la disociacién de las proteinas GALS0Q y GAL4, sino que
GAL4 formaria un heterodimero con GALSO; asi la capacidad de
inducir la transcripcién dependeria del grado de fosforilacién de Ia
proteina GAL4 (Parthun y Jaehning, 1992), Yy por lo tanto, en
ausencia del inductor, GAL4 estaria desfosforilada y seria inactiva.

La estructura quimica del inductor no se conoce, s6lo se sabe
que es una molécula de baja masa molecular sintetizada a partir de

galactosa, en una reaccién catalizada por el producto del gen GAL3
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(Torchia y Hopper, 1986). A pesar que no hay evidencia directa, se
Supone que el inductor se uniria a la proteina GAL 80 e impediria
_que ésta acttie como represora (Johnston, 1987a). Otra alternativa
podria ser que el inductor desplace el equilibrio de una forma
inactiva de GAL3 a una forma activa; luego, la proteina GAL3 activa
interactuaria con GALSO o con el complejo GAL4-GALSO (Bhat y
Hopper, 1992).

Este mecanismo regulatorio de dos componentes no es una
caracteristica exclusiva de los genes GAL, ya que ha sido encontrado
en otras vias metabdlicas en levaduras, como por ejemploen la
regulacion de la expresién de las €nzimas que participan en Ia
sintesis de algunos aminoacidos ( Greenberg vy col., 1986). En otros
sistemas, en cambio, se ha descrito la participacién de sélo una
proteina reguladora. Es asi Como, en la regulacién de la sintesis de
maltasa participaria unicamente la proteina activadora, la que se
une a las regiones UAS localizadas rio arriba de los promotores de
los genes que codifican para la maltasa y una permeasa especifica
(Needleman, 1991).

3.1.2.- Hongos filamentosos

El sistema regulatorio de dos componentes, similar al descrito
en levaduras, ha sido descrito COmo un mecanismo funcional en
hongos filamentosos. Un sistema bien caracterizado es el de Ia
utilizacién de acido quinico por los hongos Neurospora crassa y
Aspergillus nidulans (Giles y Col.,, 1985; Grant y col., 1988). En la

utilizacién de esta fuente de carbono participan varias enzimas, las
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que transforman el cido quinico a 4acido protocatéquico. En ambos
hongos, los &enes que codifican para estas enzimas se encuentran
organizados en agrupaciones (Geever y col., 1989; Lamb y col.,
1990). En la regulacién de Ia expresion de estos genes participan dos
mecanismos; por una parte existe induccién por 4cido quinico y por
otra parte hay represion por glucosa (Hawkins y col., 1984; Geever y
col., 1989).

El control de Ia transcripcién de los &€Nes que participan en el
metabolizmo del 4cido quinico estd mediado por un regulador
Positivo y un regulador negativo (Giles y col., 1985; Grant y col.,
1988). El regulador positivo posee caracteristicas muy semejantes a
la proteina GAL4 de levadura, esto es, en I region amino terminal
S€ encuentra el dominio de unién al DNA el cual contiene una
S€cuencia rica en residuos Cisteina, caracteristica de los reguladores
transcripcionales de €ucariontes (Baum y col., 1987; Beri y col.,
1987). Ademas, esta proteina posee una region acida en su extremo
carboxilo terminal, similar al dominio de activacion de 1la
transcripcién (Geever y col., 1989).

En hongos filamentosos también ha sido descrito que Ia
induccién de Ia expresion puede estar mediada por una sola
proteina. Un sistema muy bien caracterizado es e] de la utilizacién
de etanol por A. nidulans (Lockington y col.,, 1985). En Ia
metabolizacion de etanol por este hongo participan dos enzimas, la
alcohol deshidrogenasa I y la aldehido deshidrogenasa, codificadas
por los genes alcA y aldA, respectivamente. Ig expresion de estos

genes es inducida por etanol ¥ reprimida por glucosa. El activador es
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Ia proteina ALCR, que est3 codificada por el gen alcR . Ademas, este
g€n es autoinducible y también se encuentra sujeto a represién
catabdlica (Lockington y col., 1987).

El activador ALCR contiene la estructura Caracteristica, dedo de
zinc, de unién al DNA (Kulmburg y col,, 1991). Esta proteina se une gz
Secuencias UAS, que se €ncuentran ubicadas rio arriba de los genes
alcA, aldA y aicR (Gwynne y col., 1987; Kulmburg y col.,, 1992a y
1992b).

En conclusién, los €ucariontes inferiores, en general, emplean
un mecanismo positivo de control de la expresién de geneS que
codifican para enzimas catabolicas, a diferencia de bacterias en que
es frecuente encontrar mecanismos de regulacién negativos. Estos
mecanismos en eucariontes tienen ciertas propiedades comunes:

- Una proteina activadora que tiene la capacidad de reconocer, ya
sea directamente, O a través de proteinas intermediarias, seflales del
medio ambiente; ademds, esta proteina es capaz de entrar y
acumularse en el nicleo, de unirse a elementos que actgan €n cis e
interactuar ya sea directa o indirectamente con factores de
transcripcién generales, con el fin de inducir la expresién de un gen.

- la fuente de carbono de preferencia es Ia glucosa, ya que la
mayoria de las vias catabdlicas estan sujetas a represion por carbono

O represidn catabdlica.,
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3.2- Represion catabolica de la expresion génica en hongos
3.2.1.- Levaduras

La represién por glucosa es un mecanismo global que controla
la expresién de un gran numero de genes, incluyendo los genes GAL.
El mecanismo de represion catabélica es complejo en levaduras, ya
que participan varias proteinas (Trumbly, 1992 y Gancedo, 1992).

controlada exclusivamente por glucosa, a diferencia de la regulacién
de las otras vias metabdlicas en que la expresién esti Sujeta a
inducciény a represion catabdlica. Los genes SUC es una familia de
genes que codifican para la enzima invertasa, Ia que cataliza Ia
hidrélisis de sacarosa.

Dos tipos generales de mutantes que participan en represién
por carbono de estos genes han sido aislados: mutantes de
desrepresion, los Cuales no expresan los genes SUC, atin en ausencia
de glucosa, y mutantes constitutivas, que expresan estos genes en
pbresencia y ausencia de glucosa. Por Io tanto, dos tipos generales de
proteinas que participan en represién catabodlica han sido
identificadas:

i) aquellas requeridas para la expresién de los genes controlados
por glucosa, cuando Ia célula se encuentra €n ausencia de glucosa;
entre las proteinas de desrepresién se €ncuentran los productos de
los genes CATI1, CAT3, SNFZ2, SNF5, SNF6 Yy MSNI. Algunas de estas
proteinas serian factores transcripcionales que tienen la propiedad
de unirse al DNA en regiones UAS, ubicadas rio arriba del promotor,

¥

E
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activando Ia expresién de €stos genes cuando la célula Se encuentra
€n ausencia de glucosa. Estas regiones UAS, han sido identificadas en
el caso de los genes SUC (Sarokin y Carlson, 1986).

ii) aquellas hecesarias para reprimir Ia expresién de los genes
regulados por glucosa, cuando Ia celula dispone de glucosa. Entre
estas proteinas se €ncuentran entre otros, los productos de los
genes HXK2, HEX2, CAT80, TUP1 CYC8, MIG1 Y RGRI (Gancedo,
1992).

El gen MIG] codifica para una proteina represora, que se
uniria a sitios ubicados rio arriba de los Promotores de los genes
reprimibles por glucosa (Nehlin y Ronne, 1990). En los promotores
de los genes SUC se ha identificado dos Secuencias que tienen Ia
propiedad de unir Ia proteina MIG1. Una de estas secuencias se
superpone con las Secuencias UAS, que activan la transcripcién. Por
lo tanto, se Supone que el efecto de represion de MIG1 se debe a una
competencia con los factores de transcripcién POr unirse a estos
sitios en el DNA. Fi &€n que codifica para la proteina MIG1 ha sido
clonado y secuenciado, La masa molecular deducida para la proteina
MIG1 a partir de Ia Secuencia nucleotidica, es de 56000 Dalton. 1a
S€cuencia aminoacidica bresenta un dominio de unién al DNA, que
tiene Ia estructura caracteristica de dedo de zinc. (Nehlin y Ronne,
1990)

Atln no se conoce cual seria la sefial intracelular, producida a
partir de 1Ia glucosa, que ejerce represign catabdlica. Se ha
demostrado que el AMPc, no tendria efecto en represion por

carbono en €ucariontes, en contraste con lo que ocurre con
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Proteinas, actividad que podria estar relacionada con sy funcién
regulatoria (Fernandez y col., 1988; Herrero y col., 1989),
Recientemente, se demostré que la hexoquinasa PI, también estaria
asociada con Ia represion por glucosa, no asi Ia glucoquinasa (Rose y
col, 1991). En efecto, si se considera que Ia glucosa es e] sustrato de
las hexoquinasas, barece razonable que estas enzimas estén
implicadas en Ig sintesis o traduccién de Ia sefial de Ig presencia de
glucosa.

La glucosa reprime la expresién de los genes GAL, actuando a

diferentes niveles (Trumbly, 1992):

€xpresion de los genes GALZ y GAL3, que codifican para Ia galactosa
bermeasa y la enzimg que participa en Ig sintesis del inductor,
respectivamente (Tschopp y col, 1986; Bajwa y col,, 1988). Esto hace
que, en presencia de glucosa, la sintesis del inductor se encuentre
disminuida.

ii) Ia glucosa reprime la transcripcién de los genes estructurales
GALI, GAL7 Y GAL10, atin en presencia de galactosa, GALI contiene
€N su promotor regiones de unién de Ia proteina represora, MIG1,
denominadas URS (Flick y Johnston, 1990),
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iii) reduccion de los niveles de GAL4; la glucosa también actiga
disminuyendo levemente los niveles de I proteina inductorg GAL4
(Griggs y Johnston, 1991 ), €l promotor dej g€n que codifica para esta
pbroteina contiene Secuencias que son reéconocidas por MIG1 (Nehlin
ycol, 1991).

los genes que participan en g] metabolismo de Ig galactosa,
uniéndose 3 Ias regiones reguladoras de estas proteinas, como
también en forma indirecta, aj disminuir en muy baja proporcion,
los niveles de la proteina activadora GAL4; esta modesta
disminucién de los niveles de GAL4 produce una respuesta,
amplificada a Jos cambios ambientales (Griggs y Johnston, 1991;
Nehlin y col., 1991),

junto con MIG1, también participan las otras proteinas descritas en
la regulacién de los genes SUC (Nehlin y col., 1991).

3.2.2.- Hongos filamentosos

La represién Ccatabdlica es un mecanismo regulatorio
ampliamente distribuido en hongos filamentosos. En A. nidulans se
€ncontré que una mutacién en el gen creA causa I desrepresién de
un gran ndmero de actividades enzimaticas (Bailey y Arst, 1975),
Este gen ha sido clonado y Secuenciado (Dowzer y Kelly, 1989):
codifica para una proteina de 415 aminoacidos que contiene un
dominio dedo de zinc, de unién al DNA. Por otra barte, Aspergillus
niger también posee un gen con Ias Caracteristicas de cre A
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3.3.- Regulacién de la_expresion de las enzimas del Sistema

celulolitico fungico.

3.3.1- Hongos de pudricién blanda Y blanca.

de pudricién blanca Y blanda est3 regulada por dos mecanismos. Por
una parte se observa represion catabdlica ¥ por otra hay induccign
por el sustrato, Ia celulosa (Merivuori y col, 1984).

El mecanismo molecular de induccién por celulosa de I3
€xpresion de enzimas de] sistema celulolitico o se conoce. Sin
embargo, fue demostrado recientemente que Ia regulacién de Ia
sintesis de celulasas ocurre a nivel transcripcional (El-Gogary y col,,
1989; Messner y col., 1991).




serian capaces de benetrar al interior de |g cé€lula, induciendo Ia
transcripcién de los 8enes que codifican para las celulasas (El-Gogary
y col., 1989) (Figura 6). Consistente con este modelo son Ios
resultados obtenidos por Covert y col. (1992), donde se demuestro
que P. chrysosporium expresa dos celobiohidrolasas en niveles

por celulosa.

Los compuestos de baja masa molecular generados por Ia
hidrélisis parcial de la celulosa utilizarian permeasas especificas
bara ingresar a Ia hifa; en efecto, se demostrs que T. reesei posee
una disacarido bermeasa, involucrada en I Captacion del inductor
(Kubicek y col.,, 1993). La sintesis de esta permeasa es inducible por
soforosa.

En trabajos recientes se investigé la funcién que cumple la
celobiohidrolasa Ii en la induccién de Ia €Xpresion de Ias enzimas
del sistema celulolitico de T. reesej (Seiboth y col,, 1992). Mutantes
que no expresan esta enzima mostraron una induccign retardada de
la expresi6n de las celulasas. De esto Se¢ puede concluir que la
celobiohidrolasa I ng es esencial en la induccién de Ia formacién de
celulasas, pero contribuye de manera importante en Ia liberacién del

inductor en Ias etapas tempranas del Crecimiento sobre celulosa.
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gulacion de la expresion del sistema celulolitico de
T. reesei.




hasta Ia fecha no estj claro si hay mas de una B-glucosidasa en
T. reesei (Messner Y Kubicek, 1990; Chen y col., 1992).
A pesar de ser lIa soforosa e] inductor mas efectivo, se ha

trabajos recientes, se ha €ncontrado otros inductores para T. reesej,
como celobiono-l,S-lactona (Ivayiy col., 1 989) o celulosa oxidada en

sistema celulolitico en T. reesei (Fritscher y col., 1990). Sin embargo,
este disacrido acttia como inductor cuando Ig B-glucosidasa es

inhibida con nojirimicina (Fritscher y col, 1990), Posiblemente, Ia




€ncontraba inhibida con nojirimicing (Kurasawa y col., 1992). Mi4s
aun, un derivado 110 metabolizable, tiogentiobiosa, resulté ser un

excelente inductor del sistema celulolitico de este hongo.

T. reesei poseeria ciertas regiones que unirian proteinas

reguladoras (Stangl y col,, 1993)

conoce muy poco. Sin embargo, recientemente se demostré que este
control ocurre a nive] transcripcional (El-Gogary y col.,, 1989;
Messner y col., 1991). En efecto, los mRNAs que codifican para Ia
celobiohidrolasa I de T ressei no se detectaron cuando el micelio
del hongo fue incubado con celulosa Y posteriormente con glucosa.
Tampoco se detectaron los mRNAs que codifican para la
celobiohidrolasas | y 11, cuando el micelio de T. ressei fue incubado

solamente con glucosa.
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Al igual que Ia regulacién por glucosa de Ia expresién de Ios
genes GAL de levadura, en Ia represion catabélica de los genes que
codifican para las enzimas celuloliticas, Ia glucosa ejerceria sy efecto
a varios niveles. A este respecto, recientemente se identificé una
region homéloga al sitio de union de la proteing CRE A en el gen
cbh 1 de T. reesei. 14 delecién de esta Seécuencia caus6 expresion de
la celobiohidrolasa 1 €N presencia de glucosa (Kubicek y col., 1993a).
Por otra parte se demostrd que en T reesei, la glucosa inhibe 2 la
bermeasa especifica para disacaridos, por lo tanto Ia captaciéon de]

-

inductor se veria disminuida (Kubicek y col,, 1993b).

3.3.2.- Expresion de las enzimas del sistema celulolitico en hongos de
pudricién parda.

La regulacién de Ia expresion de endoglucanasas en Ios hongos
de pudricién parda, presenta al barecer caracteristicas muy
diferentes. Las enzimas del sistema celulolitico €n estos hongos se
€Xpresan en todas las fuentes de carbono, incluso en aquellas que
son facilmente metabolizables, como glucosa (Highley, 1973). En
experimentos de induccidn con celobiosa en cultivos crecidos con
carboximetilcelulosa no se observo mayor expresién de
endoglucanasas, por lo que este autor concluyé que Ia expresién de

estas enzimas en hongos de pudricién parda es constitutiva,
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En conclusién, las caracteristicas Gnicas que presenta la
regulacion de la expresion del sistema celulolitico de los hongos de
pudricién parda sugiere un mecanismo regulatorio completamente
distinto al descrito hasta ahora para otros microorganismos. Esto
lleva a postular el objetivo general de este trabajo que es el estudio
de la expresion y regulacion de las enzimas del sistema celulolitico
de los hongos de pudricion parda.

Para cumplir con este objetivo general se plantearon los
siguientes objetivos especificos:

1.- Estudiar la produccion de enzimas celuloliticas, en el hongo de
pudricién parda G. trabeum, en distintas condiciones de
cultivo.

2.- Caracterizar las endoglucanasas de este hongo.

3.- Analizar la regulacion de la expresion de las endoglucanasas.




MATERIALES Y METODOS

1.- Organismos

1a cepa utilizada a través de todo el estudio fue G. trabeum
MAD 617-R, facilitada por el Center for Forest Mycology Research,
CFMR (Forest Products Laboratory, Madison, Wisconsin). Como hongo
de referencia se us6 P. chrysosporium BKMF 1767. Estos fueron
mantenidos en tubos extendidos con agar 1,5 %, extracto de malta
2% y extracto de jevadura 0,2 %. G. trabeum fue siempre
propagado como micelio molido; la preparacion del indculo se realizd
como se describe en Agosin y Odier (1985). P. chrysosporium fue

propagado a través de esporas.
La cepa bacteriana utilizada fue Escherichia coli DH5a, donada

gentilmente por el Dr Alejandro Venegas de la Facultad de Ciencias

Biolégicas dela Universidad Catolica de Chile.

2.- Condiciones de cultivo

2.1.- Cultivos liquidos del hongo G. trabeum

2.1.1.- Medio minimo de cultivo
El hongo fue cultivado en un medio minimo que contenia
tartrato de amonio 25mM, como fuente de nitrégeno. Se uso como

amortiguador tartrato de sodio 50 mM, pH 4,5. Ademas, a este
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medio de cultivo se le adiciono sales minerales como lo describe Kirk
y col. (1986). La fuente de carbono fue utilizada a una concentracion
inicial de 55 mM, exceptuando galactomanano y carboximetilcelulosa
(CMC), las que se agregaron en una concentracion inicial de 10 g/1.
Después de la inoculacién los cultivos fueron incubados en un

agitador orbital a 150 rpm 'y 28°C.

2.1.2.- Obtencion de micelio pre-crecido

El micelio pre-crecido fue obtenido inoculando 1 ml de una
suspension fangica que contiene micelio molido, correspondiénte a
10 mg de peso seco, en matraces Erlenmeyer de 250 ml con 100 ml
de un medio de cultivo similar al descrito anteriormente, pero
utilizando galactomanano (1%) como fuente de carbono y 0,3 % de
carbopol. Se empleo galactomanano, ya que con esta fuente de
carbono se obtuvo mayores rendimientos de biomasa (Tabla 1). Por
otra parte, se utilizo carbopol, que es un derivado de polimetacrilato,
con el objeto de tener particulas fungicas mas pequefias durante el
cultivo, lo que permite tener un mayor intercambio de nutrientes
con el medio de cultivo, lo que se traduce finalmente en un mayor
rendimiento con respecto a la biomasa (Jones y col., 1988). Después
de cinco dias de cultivo, el micelio fue cosechado por centrifugacion,
lavado tres veces con agua estéril y resuspendido en un medio
minimo fresco, que no contenia fuentes de carbono ni nitrégeno.
Luego se incubd toda la noche a 4°C. Después de este tiempo, el

micelio fue resuspendido en un medio de cultivo similar que

contenia la fuente de carbono apropiada, pero en ausencia de la




33
fuente de nitrégeno. Los cultivos fueron incubados por los tiempos

sefialados en las leyendas de las figuras, en un agitador orbital a 120

rpmy 28°C.

2.1.3.- Produccion de biomasa

La produccién de biomasa fue determinada como sigue: 0,5 ml
de una suspension que contiene el micelio molido, equivalente a 5
mg de peso seco, fue inoculada en matraces Erlenmeyer de 100 ml
que contienen 50 ml del medio del cultivo antes descrito. Después
de siete dias de incubaci6n, los micelios fueron filtrados, utilizando
papel filtro Whatman Ne 1 previamente tarado, lavados con agua

destilada y secados hasta peso constante a 105°C.

2.1.4.- Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la
produccién de endoglucanasas.

Para estudiar el efecto de diferentes fuentes de carbono sobre
la produccion de endoglucanasas por G. trabeum, se us6 micelio pre-
crecido, el que fue transferido a medios con distintas fuentes de
carbono. Como fuentes de carbono se utilizé glicerol; monosacaridos
como glucosa, manosa, galactosa, fructosa y xilosa; disacaridos,
lactosa y celobiosa; O celulosas tales como carboximetilcelulosa, un
derivado soluble, y una celulosa cristalina, avicel. Las celulosas
fueron agregadas a una concentracion inicial de 10 g/1; las demas

fuentes de carbono estaban a una concentracion inicial de 55 mM.
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2.1.5.- Induccién de la produccion de endoglucanasas.

Para los estudios de induccién, el micelio pre-crecido en
galactomanano fue transferido a matraces que contenian medio
minimo con 1% CMC, 19% lactosa o 1% glucosa. El inductor fue
agregado al tiempo y la concentracion indicada en la leyenda de las

figuras.

2.1.6.- Represién de la produccién de endoglucanasas.

Para determinar el efecto de la glucosa o el glicerol sobre la
formacion de endoglucanasas, el micelio pre-crecido fue transferido
a un medio de cultivo minimo que contenia 1% CMC o 1% CMC
suplementado con 5,5 mM glucosa o glicerol.

Como referencia se usé el hongo de pudricién blanca
P. chrysosporium BKMF 1767. Este fue crecido en condiciones
similares a las empleadas para el hongo G. trabeum, con la
diferencia que la temperatura de incubacién fue de 39°C

Por otra parte, se estudi6 el efecto de la glucosa sobre cultivos
inducidos con celobiosa. Para ello, los micelios pre-crecidos se
transﬁrieron a un medio de cultivo minimo que contenia 1% lactosa;
luego de tres horas de incubacién se agrego el inductor, celobiosa, a
una concentracion de 5,5 mM. Posteriormente, a las cinco horas de
incubacion, se agrego glucosa en las siguientes concentraciones: 5, 20

0 40 mM.
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2.1.7.- Efecto de cicloheximida

Micelio pre-crecido en galactomanano se traspas6 a medios de
cultivo que contenian 1% de lactosa 0 1% de glucosa. La produccion
de endoglucanasas fue inducida con 5,5 mM de celobiosa, la que fue
agregada luego de tres horas de cultivo. La cicloheximida fue

suministrada en una concentracion de 100 pg/ml y fue adicionada a

las 0, 4 0 6 horas de incubacion.

2.2.- Cultivo sobre soporte solido

Columnas de Raimbault (Figura 7) de 20 cm de altura y-2 cm
de diametro fueron llenadas con 2 gr del soporte inerte vermiculita
(tamizada con la malla nimero 16) y suplementadas con 3 ml del
siguiente medio de cultivo : Fuente de carbono (glucosa o celobiosa)
100 g/1, tartrato de amonio 14 g/1, KHPO4 10,5 g/1, MgSO4 2.5 ¢g/l,
CaClp 0,2 g/1 y sales de Kirk 50 ml/1 preparadas segun Kirk y col.
(1986). Las columnas fueron inoculadas con 2 ml del hongo
G. trabeum en la forma de micelio molido y posteriormente
incubadas en una camara termorregulada a 28° C con una humedad
constante de 90%. Durante todo el cultivo las columnas fueron
aireadas en forma continua.

Como comparacion se realizo un cultivo sobre sustrato solido.
Para ello, las columnas de Raimbault fueron llenadas con 1 gr de
holocelulosa de pino, la que fue embebida con 1,5 ml del siguiente
medio de cultivo: glucosa 2 g/1, tartrato de amonio 14 g/1, KH2PO4
10,5 g/1, MgS04 2.5 g/], CaCl 0,2 g/1y sales de Kirk 50 ml/1. Estas

columnas fueron inoculadas con 1 ml de micelio molido.
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Figura 7: Esquema de las columnas de Raimbault. Las flechas
indican la direccion del flujo de aire.
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2.2.1.- Determinacion de la cinética de crecimiento en cultivos sobre
soportes y sustratos solidos.

Como indice de crecimiento se utiliz6 la produccién de COa.
Para este fin, el aire de salida de la columna se atrapd en NaOH 1 N,
el que posteriormente fue valorado con acido clorhidrico para
determinar su concentracién. Como control se usé columnas de
Raimbault con el soporte y el medio de cultivo, pero sin inocular. Los
mmoles de CO2 producidos fueron determinados de la siguiente

manera:

T

mmoles de CO2 prod. /col.={mlde HCI control-ml de HCl muestra) x 10 x [N] ac.

Vol de la muestra titulada x 2

2.3.- Medio de cultivo para bacterias

La cepa de E. coli fue crecida en medio de cultivo Luria , el
que contenia 10 g/1 de triptona, 5 g/1 de extracto de levadura y 5
g/1 de NaCl y ajustado a pH 7,4. Las placas contenian medio Luria

con 1,5 % de agar.

3.- Determinacién de las actividades enzimaticas
Todas las mediciones de las actividades enzimaticas fueron
determinadas en triplicado. Los resultados fueron expresados como

el promedio de cultivos realizados en triplicado.




38

3.1.- Ensayo de las endoglucanasas
La actividad endoglucanasa en los medios de cultivo fue

determinada por viscosimetria a 30°C, agregando 1 ml de una
dilucién adecuada de los medios de cultivo en amortiguador acetato
de sodio 50 mM, pH 4,5 a 6 ml de carboximetilcelulosa (CMC Sigma
de baja viscosidad) 0,5%, en amortiguador acetato de sodio 50 mM
pH 4,5. La viscosidad fue medida en un viscosimetro Ostwald
(tiempo de eflujo de agua: 179 seg. a 30°C) sumergido en un baiio de
agua a 30°C.

Una unidad de actividad enzimatica se define como la caritidad
de enzima que disminuye la viscosidad relativa en 0,01 por minuto,
en las condiciones definidas de temperatura y pH. La viscosidad
relativa se define como la proporcion entre el tiempo de eflujo de la
solucion con la enzima y el tiempo de eflujo del amortiguador.

La actividad endoglucandasica en las fracciones de las columnas
se midi6 por el método de liberacidén de azticares reductores, usando
como sustrato carboximetilcelulosa en una concentracién de 2% en
amortiguador acetato de sodio 50 mM, pH 4,5. Las mezclas de
reaccion fueron incubadas a 50° C por 2 h. Posteriormente la
liberacién de azuicares reductores fue determinada por el método de

Somogy y Nelson (1944). Una unidad de endoglucanasa se definié en

forma arbitraria como el aumento de la absorbancia a 520 nm en
o,1.
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Por otra parte, las endoglucanasas producidas en cultivos sobre
soportes solidos fueron medidas en el medio extracelular. Este medio
extracelular fue obtenido por prensado del soporte solido. La

actividad endoglucanasica fue determinada por viscosimetria.

3.2.- Ensayo de las celobiohidrolasas
La actividad celobiohidrolasica se midi6é por liberacion de

azucares reductores, utilizando celulosa cristalina, Avicel, como
sustrato. Para ello, 0,5 ml de una suspension de celulosa cristalina al
1% en amortiguador acetato de sodio 50 mM, pH 4,5 fue inctibada
con 0,5 ml de los medios de cultivo tanto liquidos como sobre
soportes s6lidos. La reaccién se hizo a 50°C por 1 h. Posteriormente
la liberacién de azticares reductores fue cuantificada utilizando el
método de Somogy y Nelson (1944).

Para las mediciones de las actividades endoglucanasicas y
celobiohidrolasicas por liberacién de azticares reductores se hicieron
los siguientes controles: se incub6 por 1 h a 50°C el sustrato con el
amortiguador en ausencia de la alicuota que contenia las enzimas,
por otra parte se midi6é los azticares reductores en muestras que
contenian el sustrato, el amortiguador y las alicuotas con las

enzimas, sin incubar 1 h a 50°C.
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4.- Analisis de proteinas por electroforesis en geles de
poliacrilamida.
4.1.- Electroforesis en condiciones no desnaturantes.

Los medios de cultivo obtenidos después de crecer el hongo en
diferentes fuentes de carbono fueron analizados por electroforesis
en geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturantes. Se
utilizaron minigeles en placas (10 x 10 x 0,05 cm). La solucién que
contenia las proteinas fue mezclada con un volumen igual del
siguiente amortiguador: Tris-HCI 0,135 M pH 6,8; glicerol 20% y azul
de bromofenol 0,01%. Las proteinas fueron separadas en geles de
poliacrilamida al 10%, en ausencia de SDS, utilizando en primer lugar
un gel concentrador al 4,5%. La electroforesis se realiz6 a 10mA
durante 3 ha 4°C.

Con el objeto de revelar las bandas proteicas que tenian
actividad endoglucanasa, el gel de poliacrilamida fue preincubado en
amortiguador acetato de sodio 50 mM, pH 4,5, durante 10 minutos y
puesto sobre un gel de agarosa al 0,4 % que contenia CMCal 0,3 %y
amortiguador acetato de sodio 50 mM pH 4,5. Las endoglucanasas

fueron visualizadas como lo describe Bertheau y col. (1984).

4.2.- Electroforesis en condiciones desnaturantes.
La electroforesis en condiciones desnaturantes se hizo de
manera similar a la descrita en el punto 4.1. La Gnica diferencia fue

que los geles contenian SDS al 0,1 %. Las muestras que contenian las

proteinas fueron mezcladas con un volumen igual de un
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amortiguador que contenia Tris-HCI 0,135 M pH 6,8; SDS 6 %, R-
mercaptoetanol 10 %, glicerol 20% y azul de bromofenol 0,01%. Las
electroforesis se realizaron a 20 mA, corriente constante, y a
temperatura ambiente.

Después de la electroforesis, las proteinas fueron fijadas por 15
min en isopropanol 50% y TCA 10%. Luego fueron tefiidas por 1 h
en isopropanol 25%, TCA 10% y 0,1% de azul brillante de Coomassie
R-250. El gel fue destefiido durante toda la noche en acido acético al
10%.

o

5.- Caracterizacién de las endoglucanasas de G. trabeum.

5.1.- Determinacion de la secuencia aminoterminal de las

endoglucanasas de G. trabeum.

5.1.1- Recuperacion de las proteinas con actividad endoglucanasa de
geles de poliacrilamida en condiciones no desnaturantes.

Para identificar las bandas proteicas que corresponden a las
endoglucanasas, los medios de cultivo concentrados por
ultrafiltracién en un AMICON empleando membranas de polisulfona
de 3000 Dalton de exclusion molecular, fueron sometidos a una
electroforesis en condiciones no desnaturantes. Las bandas que
mostraban actividad endoglucanasa, reveladas por el método
descrito en 4.1, fueron cortadas. Las proteinas fueron eluidas del
trozo de gel, incubando durante toda la noche el gel en amortiguador
acetato de sodio 50mM pH 4,5. La soluciébn que contenia las

proteinas fue centrifugada, para separarla del resto del gel de

poliacrilamida y las proteinas fueron precipitadas con TCA al 10%.
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5.1.2.- Identificacién de las endoglucanasas por la técnica de
Western.

Medios de cultivo concentrados, segiin se describe en 5.1.1,
fueron sometidos a electroforesis en geles de poliacrilamida al
12,5%, en condiciones desnaturantes.

Una vez que las proteinas fueron separadas en la
electroforesis, éstas fueron transferidas a membranas de
nitrocelulosa, utilizando el sistema Phast (Pharmacia). La membrana
fue lavada por 30 min con BSA al 1% en amortiguador TBST (Tris-
HCI 10 mM, NaCl 150 mM y Tween 20 0,05%), con el objeto de evitar
uniones inespecificas a la membrana de nitrocelulosa. Para eliminar
el exceso de BSA, la membrana fue lavada dos veces con
amortiguador TBST.

Luego, anticuerpos policlonales contra la endoglucanasa I de
P. chrysosporium (anticuerpo regalado por el Dr Daniel Cullen,
IMBT, Forest Products Laboratory, Madison Wisconsin, EEUU.) fueron
agregados en amortiguador TBST e incubados por 30 min a
temperatura ambiente. La membrana fue lavada dos veces con
amortiguador TBST y se agreg6 un segundo anticuerpo anti-IgG
conjugado a la enzima fosfatasa alcalina (Promega) en amortiguador
TBST, fue incubado por 30 min y lavado dos veces con amortiguador
TBST.

Las bandas proteicas que reaccionaron con los anticuerpos
fueron reveladas con el método de desarrollo de color de Promega,
el cual contenia NBT y BCIP en Tris-HCI 100 mM pH 9,5; NaCl 100
mMy MgClz 5 mM.
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5.1.3.- Determinacion de Ia secuencia aminoterminal.

El micelio pre-crecido fue transferido a un medio de cultivo
minimo que contenia 55 mM de celobiosa como fuente de carbono. El
hongo se incubd por 24 horas en un agitador orbital a 28°C y 120
rpm. Para separar el micelio del medio de cultivo se filtré el cultivo
a través de una gasa estéril. Luego el medio de cultivo libre de
micelio fue concentrado cien veces por ultrafiltracién, segin ha sido
descrito en 5.1. Este concentrado fue sometido a una electroforesis
en geles de poliacrilamida al 12,5% (10 x 10cm x 0,5mm) segtn
Laemmli (1970). Después de la electroforesis, las proteinas flieron
transferidas a una membrana de PVDF (Matsudaira, 1987).

Las bandas correspondientes a las endoglucanasas fueron
cortadas de la membrana de PVDF y la secuencia aminoterminal fue
determinada directamente sobre estas membranas, segun se
describe en Matsudaira (1987), en el UW Biotechnology Center,

Madison, Wisconsin.

5.2.- Determinacién de la masa molecular v del punto isoeléctrico de

las endoglucanasas de G. trabeum.

La determinacion de las masas moleculares se hizo por
comparacion de la migracién electroforética de las endoglucanasas
de G. trabeum con proteinas de masa molecular conocida. Para ello,
se creci6 el hongo, por tres dias a 28°C, en un medio minimo que
contenia celobjosa 55 mM como fuente de carbono y tartrato de
amonio 25 mM, como fuente de nitrégeno. Luego se obtuvo medio de

cultivo libre de micelio por centrifugacién. Este medio de cultivo fue
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concentrado segiin se describe en el punto 5.1.1 y sometido a una
electroforesis en condiciones desnaturantes, en un gel de
poliacrilamida al 12,5%. Las proteinas fueron tefiidas con azul de
Coomassie y la masa molecular se calcul6 a partir de un grafico de
logaritmo de las masas moleculares de las proteinas con masa
molecular conocida versus el Rf de cada una de estas proteinas. El Rf
se definié como distancia del origen a la banda dividido por la
distancia del origen a un punto de referencia.

El punto isoeléctrico se determiné por isoelectroenfoque,
utilizando un gradiente de pH de 3,0 a 6,0. Para este efeCto se
emplearon geles de poliacrilamida prehechos (Servalyt Precotes 3-6,
Serva Fine Biochemicals).

Medios de cultivo, obtenidos después de crecer el hongo con
con celobiosa fueron concentrados por ultrafiltracion, segin fue
descrito anteriormente, y aplicados a estos geles. Sobre los extremos
del gel se pusieron bandas de papel filtro embebidas en
amortiguador anédico y catédico, sobre los cuales se apoyaron los
electrodos. El amortiguador anddico contenia acido aspartico 25 mM
y acido glutamico 25 mM. El amortiguador catdédico estaba
compuesto por etilendiamina 2 M, lisina 25 mM y arginina 25 mM.
Antes de aplicar la muestra los geles fueron sometidos a 4000 V
por 5 min. Luego la muestra fue sembrada y los geles se sometieron
a 4000 V por 5 min y a 8000 V por otros 5 min. Los geles fueron
tefiidos con azul de Coomassie, del modo descrito para los geles de

poliacrilamida SDS y por tincién especifica para endoglucanasas (Ver

punto4.1).
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El punto isoeléctrico se determiné también por
cromatoenfoque. Para ello, micelio pre-crecido fue traspasado.a un
medio de cultivo minimo que contenia celobiosa 55 mM, como
fuente de carbono. Al cabo de doce horas de incubacién, a 28°C en
un agitador orbital (200 rpm), el micelio fue separado del medio de
cultivo por filtracién a través de un filtro de fibra de vidrio. Las
proteinas presentes en este medio de cultivo fueron precipitadas con
sulfato de amonio hasta un 90% de saturacién. El precipitado fue
resuspendido en amortiguador acetato de sodio 50 mM pH 4,5.

Con el objeto de intercambiar el amortiguador y de elimifar el
sulfato de amonio remanente las muestras fueron filtradas por una
columna Sephadex G-10 (8 cm x 0,5 c¢cm), la que se encontraba
equilibrada con amortiguador imidazol 25 mM pH 7,4. y se
colectaron fracciones de 1 ml.

Las fracciones que presentaban actividad endoglucanasa
fueron juntadas y sometidas a un cromatoenfoque entre pPH 74 y
3,0. Para este fin, se utilizdé una columna de Polybuffer exchanger
94, Sigma (30 cm x 1 cm) equilibrada con amortiguador imidazol 25
mM pH 7,4. Después de aplicar la muestra, la columna fue lavada
con tres volimenes del mismo amortiguador y las proteinas
adsorbidas fueron eluidas con 8 voliimenes de Polybuffer 74 diluido
10 veces y equilibrado a pH 4,0. Una vez que las fracciones que
eluian de la columna alcanzaron pH 5,0, ésta fue lavada con dos
volimenes de amortiguador dimetilsuccinato 25 mM pH 3,0.

Finalmente la columna fue lavada con dos voliimenes de NaCl 1 M en

amortiguador dimetilsuccinato a pH 3,0. Fueron colectadas fracciones
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de 1,5 ml a las que se les midi6 pH, absorbancia a 280 nm y

actividad endoglucanasa.

6.- Purificacion de acidos nucleicos
6.1.- Purificacién de DNA genémico de G. trabeum.

Micelio molido de G. trabeum fue inoculado en un medio de
cultivo que contenia 2% de extracto de malta y 0,2 % de extracto de
levadura. Se incubd por cinco dias en un agitador orbital a 28°C y
150 rpm. Al cabo de este tiempo el micelio fue cosechado por
filtracion sobre papel filtro Whatman N° 1 y lavado con” agua
destilada estéril. Posteriormente, el micelio lavado fue liofilizado.

La purificacion del DNA genémico se hizo segiin Bainbridge y
col. (1990), con algunas modificaciones. 500 mg del micelio seco y
congelado a -20°C fueron molidos en un mortero a 4°C. La biomasa
molida fue transferida a un tubo Corex de 30 ml y se le adicionaron
seis perlas de vidrio; se continué la molienda en un vortex a 4°C
hasta que el micelio estuvo como un polvo fino. Luego, el micelio se
resuspendié en solucion de lisis (10 mM Tris-HCI pH 8; 250 mM
EDTA pH 8,0; proteinasa K (Sigma) 200 pg/ml y Triton X-100 al 0,5
% (v/v)). Esta suspensién se incubd toda la noche a 37°C, con
agitacion suave. Posteriormente, se hicieron extracciones con fenol-
cloroformo y tratamiento con RNAsa (BRL). Finalmente el DNA se
precipit6 con 0.54 volumenes (v/v) de isopropanol y se extrajo con
una pipeta Pasteur estéril. Se lavé con etanol al 75%, se secé en un

liofilizador y se resuspendi6 en amortiguador TE (Tris-HCl 10 mM
pH 8,0 y EDTA 1 mM pH 8,0) estéril, durante toda la noche.
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6.2.- Purificacién de RNA de G. trabeum.

Micelio pre-crecido en galactomanano fue traspasado a un
medio de cultivo minimo suplementado con 55 mM de lactosa como
fuente de carbono y 5,5 mM de celobiosa como inductor. El hongo se
incub6 18 h a 28°C en un agitador orbital a 120 rpm. El micelio fue
cosechado por filtracion, utilizando gasa estéril, y congelado con
nitrégeno liquido.

El micelio congelado se moli6 en un mortero en presencia de
nitrégeno liquido, para que se mantuviera congelado. Luego, se
traspaso a un tubo Corex y se le agreg6 amortiguador de extriccién
(0.5 M NaCl; 0.2 M Tris-HCl, pH 7.5; 0.01 M EDTA: 1% SDS y 0.1 mM
DTT) en una relacién de 10 ml de amortiguador por 1 g de micelio
humedo. Enseguida se extrajo con fenol:cloroformo (1:1) v se
precipité con 2.5 vol de etanol. Finalmente, el RNA total se

resuspendio en HO tratada con dietilpirocarbonato.

7.- Analisis de los acidos nucleicos
7.1.- DNA

Los acidos nucleicos -tanto DNA gendémico, como plasmidios,
fragmentos de restriccién y productos de PCR- fueron analizados en
electroforesis en geles de agarosa, utilizando amortiguador TBE (Tris
44,5 mM, acido bérico 44,5 mM y 1 mM EDTA pH 8,0), segin los
métodos estindares descritos en Maniatis y col. (1982). La
visualizacién de los 4cidos nucleicos fue realizada utilizando tincién

con bromuro de etidio.
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7.2.- RNA

El RNA se cuantificé por su absorbancia a 260 nm. Su pureza se
determiné por la relacién 260/280 nm (Maniatis y col., 1982). La
integridad del RNA se evalu6 en geles de agarosa con formaldehido,
por la relacién existente entre las bandas de RNA ribosomal 23S y
18S de 2:1. Los geles de agarosa-formaldehido fueron realizados
como se describe en Maniatis y col. (1982). Los RNAs fueron

visualizados por tincién con bromuro de etidio.

8.- Deteccion de mRNAs que codifican para las
endoglucanasas.

Para la deteccién de los mRNAs que codifican para las
endoglucanasas se utiliz6 la técnica de RACE (amplificacién rapida de
los terminales de cDNA), descrita por Frohman (Frohman y col,
1988) La técnica de RACE amplifica cDNA, los que son obtenidos a
partir de un mRNA (Figura 8). En esta técnica se emplean tres
partidores. El primero es utilizado como sustrato para la
transcriptasa reversa. Este partidor es el adaptador (dT), el cual
contiene una cola de dT, lo que le permite hibridar con la cola de

poli A de los mRNAs. La secuencia de este partidor es la siguiente:

S*-GACTCGAGTCGACATCGATTTTTITTTTTITITTTIT-3
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El otro partidor es el adaptador 5', que es homologo a la
porcién 5' del adaptador (dT). La secuencia de esta partidor es la

siguiente:

S'-GACTCGAGTCGACATCG-3'

Finalmente, el tercer partidor, partidor 3' amp, es especifico

para el gen que se quiere amplificar.

8.1.- Obtencidén del partidor 3' amp.

El disefio del partidor 3' fue efectuado a partir de la secuencia
amino terminal de la endoglucanasa de G. trabeum, basiandose en la
preferencia codogénica para los genes de lignina peroxidasa de
P. chrysosporium y del gen egl 1 de T. reesei . ( Holzbaur y col.,
1991 y Penttild y col., 1986).

Los tres partidores fueron sintetizados por el Dr. Daniel Cullen
del IMBT, Forest Products Laboratory, Madison, Wisconsin, EEUU.

8.2.- Amplificacién del gen de la endoglucanasa.
8.2.1.- Sintesis de cDNA.

La reaccion enzimatica se llevé a cabo en un volumen final de
20 pl. 1a mezcla de reaccién contenia: 1 pg de RNA total,
amortiguador de PCR (Tris-HCI 20 mM pH 8,4 y 50 mM KCl), 1 mM
de cada uno de los dNTPs (BRL), MgClz 5 mM, inhibidor de RNasa
(BRL) 10 U, DTT 5 mM, partidor (adaptador dT) 71 pmoles y
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MRNA  AMYWWWWWAMAA AAAAAAAAAAAAAAA

.- cona ¢ L Hebre (-) TTTTT%
I‘. [

Desnat?racién
Hibridacion dell partidor [3amp]
Polimerizacidn
| 3'amp | Hebra (+) [+
L Hebra(-) [TTTTT x|
Desnaturacin
Hibridecidn del partidor [ex=x)
Polimerizacién
[ 3'amp | Hebra (+) |
Hebra{-) [seseseses]
I
Desnatxlxracwn
Hibridacidn de los partidores 35
y [Dexsex] ciclos
Polimen‘zaciﬁn
| 3'amp | Hebra {+) |
L Hebra{-) f 3¢ 3¢ 2.

Figura 8: Representacién esquemadtica del protocolo del RACE.
*TTTT, adaptador (dT). ***** adaptador 5'. 3' amp es el partidor
especifico para el gen de la endoglucanasa.
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transcriptasa inversa (M-MVL Reverse transcriptase, BRL) 40 U. La
mezcla de reaccién se cubrié con aceite mineral (Sigma) y se
utilizaron las siguientes condiciones de reaccién: 10 min a 23°C, 45
min a 42°C, 5 min a 95°C y luego fue enfriado a 5°C. La incubacién se

realiz6 en un termociclador M. J. Research Inc.

8.2.2- Amplificacién del cDNA.
Para amplificar el cDNA, a los 20 ul que contenian el cDNA se

le agregaron 2 pl de MgClz 25 mM, 10 pl de amortiguador PCR (200
mM Tris-HCl y 500 mM de KCI), 2 ul de cada uno de los dNTPs, 72
pmoles de los partidores 3' amp y adaptador 5, respectivamente y5
U de DNA polimerasa de Thermus aquaticus. El volumen final de la
reaccion fue de 100 pl. Se utilizaron las siguientes condiciones de
reaccion: un ciclo de 6 min a 94°C, 2 min a 54°C y 40 min a 72°C. 35
ciclos de: 1 min a 94°C, 2 min a 54°C y 5 min a 72°C. Se finaliz6 con 1
ciclo de 15 min a 72°C y se enfri6 a 4°C. Las incubaciones se
efectuaron en un termociclador M. J. Research Inc.

Los productos de PCR fueron analizados en un gel de agarosa
en amortiguador TBE al 0,8%. Para ello se tom6 una alicuota de 10 ul
8.2.3.- Amplificacién de los productos de PCR y de los fragmentos
clonados.

Los productos del PCR fueron reamplificados utilizando las
mismas condiciones que las descritas en 8.2.2., con la diferencia que
en vez de los cDNAs se agreg6 al medio de reaccién los productos del
PCR purificados. Estos productos se purificaron a partir de un gel de

agarosa al 0,8%. Se us6 agarosa (BRL) de bajo punto de fusién.
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Después de la electroforesis, el gel de agarosa fue tefiido con
bromuro de etidio y se cortaron trozos de agarosa que contenian los
fragmentos de interés. El DNA contenido en la agarosa fue purificado
utilizando el sistema de purificacién de DNA GlassMax de BRL, bajo
las condiciones recomendadas por el fabricante.

Por otra parte, los fragmentos clonados fueron purificados y
amplificados de la misma manera que la descrita en el parrafo

anterior.

8.3.- Clonamiento de los productos de PCR.
Para el clonamiento fue utilizado el vector pCR II de

Invitrogen (Figura 9). Este es un vector lineal el cual tiene dos
residuos de dTMP en los extremos 3'. La estrategia de clonamiento
se basa en el hecho que la DNA polimerasa de T. aquaticus cataliza
la adicién de un residuo dAMP, en extremo 3' de los terminales
romos de una molécula de DNA (Mead y col., 1991), lo que permite
Ia ligacion directa de los productos de PCR al vector.

Otra de las caracteristicas de este vector es que tiene el gen
que codifica para la R-galactosidasa, por lo tanto las colonias
transformantes que contengan el inserto seran de color blanco, en
placas que tengan el marcador X-gal. En cambio, seran de color azul,

las colonias que posean el vector sin inserto.
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<o - e v e m we e g e

M13 Reversa Primer So6 Promoter
CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC T|AT TTA GGT GAC ACT ATA| caa
GIC CTT TGT_CGA_TAC TGIG TAC TAA TGC GGT TCG A[TA AAT CCA CTG TGA TAT| CTT

Nsil". Hindlil Kpnl Sacl BamH! Spel
TAC TCA AGC TAT GCA TCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA GTA ACG GCC
ATG AGT TCG ATA CGT AGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT CAT TGC CGG

BstX! .EcoRl EcoRl

H GCC AGT GTG CTG GAA TTC GEC TT PCH Praduct A GCC GAA TTC TGC AGA TAT
) CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG A TT CGG CTT AAG ACG TCT ATA

Aval
. PaeR7! . .
BstXi Noti Xhol Nsii Xbal Apal
CA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG{CCC TAT
GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA

T7 Promoter, M13 (-20) Forward Primer. M13(-40) Forward Primar
AGT GAG TCG TAT TACAAT TCA|CTG GCC GTC GIT TTA ClAA CG|T CGT GAC TGG GAA AAC
\TCACTCAQCATAA GTTA AGT |GAC_CGG CAG CAA AAT GTT GClA GCA CTG ACC CTT TTG /

Figura 9: Representacién esquematica y secuencia nucleotidica de
una porcion del vector pCR II.
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Para la ligacién se usé diferentes estrategias. En primer lugar,
los productos obtenidos después del RACE fueron ligados
directamente al vector. Por otra parte, estos productos fueron
purificados utilizando el sistema de purificacién de DNA GlassMax de
BRL y ligados al vector; finalmente, una tercera mezcla de ligacién
fue hecha con los productos del RACE reamplificados y el vector.

La mezcla de ligacion se hizé en 11 ul, volumen final, utilizando
las condiciones sugeridas por Invitrogen; se us6é una proporcion de
1:3 de vector con respecto al inserto. La reaccién de ligacién fue
hecha a 12°C durante toda la noche. i

Las células competentes fueron transformadas con 1 o0 5 ul de
cada una de las mezclas de ligacién. La preparacién de las células
competentes se hizo por el método del CaClp, descrito en Maniatis
(1982). La cepa bacteriana utilizada fue E. coli DH5a. Las bacterias
fueron transformadas segtin la técnica descrita en Maniatis (198 2) y
sembradas en placas que contenjan medio Luria con agar, segiin esta
descrito en 2.3. Estas placas ademds tenian ampicilina (Sigma) 50
ng/ml, IPTG (Sigma) 0,5 mM y X-gal (BRL) 40 pg/ml.

8.4- Analisis de los transformantes.

Las colonias blancas fueron crecidas en 5 ml de medio de
cultivo Luria, en presencia de 50 ug/ml de ampicilina, durante toda
la noche a 37°C y con agitacién. Los plasmidios de estas
transformantes fueron purificados segtin la técnica de lisis alcalina

descrita en Maniatis (1982). Aquellos plasmidios que mostraron un

patron de migracion diferente al purificado a partir de una colonia
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azul, plasmidio circularizado sin inserto, fueron digeridos con Hind
III o Eco RI (BRL), segtun las condiciones recomendadas por el
fabricante. Los productos de digestién fueron analizados en geles de

agarosa como se describe en 7.1.

9.- Hibridacién de acidos nucleicos
9.1.- Preparacion de los filtros

Muestras de DNA genémico de G. trabeum digeridas con
distintas enzimas de restriccién fueron separadas en un gel de
agarosa al 0,8%. Después de la electroforesis el gel fue sumergido en
20 volumenes de HCI 0,25M, con el fin de despurinar parcialmente
el DNA. Luego, el DNA fue desnaturado lavando el gel en 20
volumenes de NaCl 1,5M y NaOH 0,5M por 20 minutos a
temperatura ambiente. Finalmente el gel fue neutralizado con 20
volumenes de Tris-HCI 1,0M y NaCl 1,5M. El DNA fue transferido
durante toda la noche, a una membrana de nylon (PhotoGene™, BRL).
E1 DNA fue unido a la membrana en un horno al vacio a 80°C por dos

horas.

9.2.- Obtencién de las sondas marcadas con 32P

Para las reacciones de hibridacion se utilizé el gen que codifica
para la endoglucanasa I de T. ressei y el gen que codifica para la
celobiohidrolasa I de P. chrysosporium. Ambos genes fueron

facilitados marcados con 32P, por el Dr Daniel Cullen del IMBT, Forest

Products Laboratory, Madison, Wisconsin, EEUU,
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Las soluciones de prehibridacion e hibridacién contenian 35%
de formamida, SDS al 7%, NapHPO4 0,25 M y EDTA 1 mM. La
hibridacién se hizo en condiciones poco estrictas, esto es, a 37°C. El
lavado del filtro fue hecho a temperatura ambiente con una solucién
que contenia SDS al 2%, NaHPO4 0,25 M y EDTA 1 mM.
Posteriormente el filtro fue expuesto durante toda la noche, a -70° C,

con un film Kodak XAR, utilizando pantalla intensificadora.

10.- Otras determinaciones

La concentracién de amonio en los medio extracelulares de los
soportes solidos fue determinada por el método de Muftic (1964).
Los azucares reductores fueron determinados por el método de
Somogy y Nelson (1944). Estas determinaciones se realizaron en

triplicado.
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RESULTADOS

1.- Produccién de enzimas celuloliticas por G. trabeum

1.1.- Produccién de endoglucanasas en medios de cultivo liquidos
1.1.1- Produccién de biomasa en diferentes fuentes de carbono

El efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la produccién
de biomasa del hongo G. trabeum se muestra en la tabla 1. Con
glicerol, xilosa, celobiosa, maltosa, lactosa y CMC se obtuvieron bajos
rendimientos de produccién de biomasa. Rendimientos mayores se
lograron con glucosa y manosa. Sin embargo, se obtuvo cuatro veces
mas biomasa cuando se utilizé galactomanano como fuente de
carbono. Debido a esto, en los experimentos posteriores donde se
empled micelio precrecido se utilizé galactomanano como fuente de
carbono para obtener la biomasa.

Por otra parte, galactosa y fructosa no fueron empleadas como
fuentes de carbono por el microorganismo, debido a que no se

obtuvo crecimiento cuando se utilizaron estos compuestos.
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Tabla 1: Crecimiento del hongo G. trabeum en diferentes fuentes

de carbono
Fuente de carbono Biomasa
Peso seco del micelio
(mg)
Glicerol 13,0
Fructosa 4,3
Galactosa 47
Xilosa 18,9
Glucosa 42,4
Manosa 45,6
Celobiosa 18,8
Maltosa 25,8
Lactosa 22,7
Carboximetilcelulosa 24,3
Galactomanano 164,6
ala concentracion a la cual las fuentes de carbono fueron agregadas
fue de 55 mM, excepto en el caso de carboximetilcelulosa y
galactomanano, las cuales estaban en una concentracién inicial de 1%
(p/v). En todos los casos el micelio fue colectado a los siete dias de
_cultivo.
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1.1.2.- Produccién de endoglucanasas sobre diferentes fuentes de
carbono

Para estudiar el efecto de diferentes fuentes de carbono sobre
la produccion de endoglucanasas por el hongo G. trabeum, se utilizé
micelio precrecido, el que fue transferido a medios que contenian
diferentes fuentes de carbono. A estos medios no se les agregd
fuente de nitrégeno, para evitar un crecimiento adicional y de esta
manera tener la misma biomasa en todos los ensayos.

Las endoglucanasas fueron producidas en todas las fuentes de
carbono analizadas (Figura 10). Sin embargo, fue posible observar
tres niveles de produccién enzimatica. El nivel mayor se obtuvo
cuando se utilizé celobiosa, CMC o avicel (entre 20 y 48 U/ml). Con
glucosa, manosa o lactosa se logré un nivel intermedio (alrededor de
7 U/ml). Finalmente, el nivel mads bajo de rendimiento en la
produccién de endoglucanasas se obtuvo cuando se utilizé fructosa,
galactosa, xilosa o glicerol (1 U/ml).

Es importante destacar, que a pesar que la mayor actividad se
obtuvo con el disacarido celobiosa (48,1 U/ml), con glucosa, manosa
o lactosa también el hongo produjo endoglucanasas, siendo la
actividad de éstas alrededor de cinco a seis veces menor que la
obtenida sobre celobiosa. Estos resultados sugieren que la
produccion de endoglucanasas por el hongo de pudricién parda

G. trabeum no seria constitutiva, sino que inducible y que no se

produciria el efecto de represién catabdlica.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA [U/mi]

Gly Glce Man Gal Xyl Fru Cel Lac CMC AVI

FUENTES DE CARBONO

Figura 10: Efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la
produccién de endoglucanasas por G. trabeum.

Micelio precrecido (25 ml de biomasa correspondiente a 170 mg en
peso seco) fue transferido a medios de cultivo sin nitrégeno y con
diferentes fuentes de carbono. Las fuentes de carbono usadas
fueron: glicerol (Gly), glucosa (Glu), manosa (Man), fructosa (Fru),
galactosa (Gal), xilosa (Xyl), celobiosa (Cel), lactosa (Lac),
carboximetilcelulosa (CMC) y avicel (AVI). Estas fueron agregadas en
una concentracion inicial de 55 mM, exceptuando las celulosas, CMC
y avicel las cuales fueron agregadas al 1% (p/v). La actividad
endoglucanasa fue medida a las 18 horas de incubacidn, ya que a
este tiempo se alcanzé el maximo de produccion enzimatica
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Las endoglucanasas producidas en las distintas fuentes de
carbono fueron analizadas en geles de poliacrilamida en condiciones
no desnaturantes (Figura 11). Alicuotas de los medios de cultivo (10
ul) del hongo crecido en CMC, glucosa, fructosa, lactosa, celobiosa y
Avicel por 18 h fueron cargados en estos geles, luego se revelaron
por tincion especifica para endoglucanasas. Se observa que en todas
estas fuentes de carbono se produjeron al menos cinco enzimas con
actividad endoglucanasa. La migracién de estas proteinas fue mucho
mas rapida que la de las endoglucanasas del hongo P. chrysosporium

ped

(Figura 11, carril 7).

1.2.- Produccién de endoglucanasas en cultivo sobre soportes sélidos
1.2.1.- Produccion de biomasa en distintas fuentes de carbono

El objetivo de esta parte del trabajo fue estudiar si la
expresion de endoglucanasas sobre soportes sélidos se asemeja a la
observada en cultivos liquidos y por otra parte determinar si bajo
estas condiciones de cultivo el hongo expresa celobiohidrolasas; ya
que se ha descrito que la degradacién de celulosa critalina ocurre
exclusivamente en cultivos sobre soportes sélidos (Espejo y Agosin,
1991). Para ello, se disefi6 un medio de cultivo que permitié el
crecimiento del hongo sobre soportes inertes. La ventaja del uso de
este tipo de soportes es que en éstos se puede utilizar un medio de
cultivo conocido similar al utilizado en cultivos liquidos, lo que

permite comparar los resultados obtenidos en fermentacién sobre

soporte so6lido con los obtenidos en medios liquidos.
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Figura 11: Endoglucanasas producidas por G. trabeum utilizando
medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono.
1

Alicuotas de los ‘medios de cultivo (10 ul) fueron aplicados en un gel
de poliacrilamida en condiciones no desnaturantes. Carriles 1-6
corresponden al hongo G. trabeum incubado por 18 h en un medio
de cultivo con CMC (1), glucosa (2), fructosa (3), lactosa (4), celobiosa
(5) y avicel (6). El carril 7 corresponde a una alicuota de un medio
de cultivo del hongo P. chrysosporium crecido en avicel como fuente
de carbono.
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En la figura 12 se muestra el crecimiento sobre soportes
inertes, usando como fuentes de carbono celobiosa o glucosa y se
compara con el crecimiento sobre un soporte organico, holocelulosa
de pino. Bajo las condiciones de cultivo empleadas se observé que el
hongo fue capaz de crecer sobre el soporte inerte vermiculita,
utilizando ambas fuentes de carbono. La velocidad de produccién de
(02 durante los primeros dias de crecimiento fue muy similar a la
obtenida sobre holocelulosa, pero se observa que en presencia de
glucosa como fuente de carbono el crecimiento fue un poco mayor
que el obtenido sobre celobiosa. Al sexto dia de cultivo comenz6 la
fase estacionaria de crecimiento en cultivos sobre glucosa. En
cambio, sobre celobiosa la fase de crecimiento estacionaria se
alcanzo al octavo dia de cultivo. En ambos casos, esto se correlacioné
con el agotamiento de las fuentes de carbono (Figura 13 a y b). No
ocurrié lo mismo sobre holocelulosa, porque la fuente de carbono
estaba en exceso, ya que en este caso el soporte es al mismo tiempo
la fuente de carbono. Pero se observa que después de 10 dias de
crecimiento hay un cambio leve en la pendiente de la produccién de

(02, lo que esta correlacionado con el agotamiento de la fuente de

nitrégeno (Figura 15)
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Figura 12: Cinética de crecimiento de G. trabeum sobre soportes
solidos. Como indice de crecimiento se usé la produccion de CO».

Como soporte solidos se us6 vermiculita, la que fue suplementada
con medios de cultivo que contenian glucosa (O0) o celobiosa (#)
como fuente de carbono. Como referencia se determiné la ciriética de
crecimiento sobre el soporte organico holocelulosa (m).




65

J . 10 =
Land "
~ a r =
on
= -8 =
03, =
L o

B =

. B -6 =
[ 1ol
g )

13

=
ey

i o - 4 g

T g)_l &

* [m'4 -
<L -7 b
g 1w
= X

¥ E 2

o

! 0 fac

10 '

10 w= >
= b ~
s =
= 8 o
e B =
S b
= -6 <L
o L
= Fay
= =
o -4 O
O
&2 =
: =
S -2 =
= ul
= . S
o
0 T T T T L 1 ¥ T T o u

0] 2 4 6 8 10

TIEMPO DE INCUBACION [dias]

Figura 13: Cinética de consumo de las fuentes de carbono y
nitrégeno por G. trabeum crecido sobre soporte inerte, utilizando

‘como fuente de carbono glucosa (a) o celobiosa (b). La concentracién
de aziicares reductores (0) y amonio (#) fue medida en los extractos
obtenidos por prensado de la vermiculita.
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1.2.2.- Produccién de endoglucanasas

En la figura 14 se muestra la cinética de produccién de
endoglucanasas en fermentacién sobre el soporte inerte vermiculita,
utilizando glucosa o celobiosa como fuentes de carbono. En ambas
fuentes de carbono se observé un pico de produccién enzimatica, el
cual tenia un maximo de actividad al tercer y quinto dia cuando se
utilizé glucosa o celobiosa, respectivamente. La produccién
enzimatica fue mayor (53 U/ml) cuando se utilizé celobiosa como
fuente de carbono, pero al igual que lo observado para cultivos
liquidos G. trabeum expres6é endoglucanasas en presencia de
glucosa.

La disminucion de la actividad enzimatica después del tercer y
quinto dia, cuando se utilizé glucosa o celobiosa se correlaciona con
el agotamiento de las fuentes de nitrégeno y carbono en el medio de
cultivo.

La produccion de endoglucanasas en el soporte organico
holocelulosa alcanzé un maximo al octavo, manteniéndose la
actividad en el tiempo (Figura 15), en este caso no se observd un
pico de produccién de endoglucanasas como el producido sobre el
soporte inerte, a pesar que al octavo dia de cultivo se consumio

totalmente la fuente de nitrégeno.
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ACTIVIDAD ENZIMATICA [U/mi]
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Figura 14: Cinética de produccién de endoglucanasas por
G. trabeum en fermentacién sobre soporte sélido, utilizando como
fuente de carbono glucosa (O0) o celobiosa (#). La actividad
enzimatica se midio6 en los extractos obtenidos por prensado de la
vermiculita.
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Figura 15: Cinética de produccién de endoglucanasas por
G. trabeum crecido sobre holocelulosa como soporte sélido. La
actividad endoglucanasa (O) y la concentracién de amonio (#) fueron
medidas en los extractos extracelulares obtenidos por prensado de la
holocelulosa.
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1.3.- Produccién de celobiohidrolasas en cultivos liquidos v en

fermentacién sobre soportes solidos.
-~ Laproduccién de celobiohidrolasas se buscé en forma indirecta

utilizando una celulosa cristalina como sustrato. Bajo estas
condiciones de ensayo no se detecté la presencia de
celobiohidrolasas ni en medios liquidos ni sobre soportes solidos;
tampoco se pudo determinar esta enzima en aquellos medios de
cultivo que tenian distintas celulosas (CMC, avicel y holocelulosa)

como fuente de carbono.

2.- Caracterizacién de las endoglucanasas

Debido a que solamente se detectdé la presencia de
endoglucanasas, tanto en cultivos liquidos como soélidos, se
caracterizaron parcialmente estas enzimas con el objeto de
determinar si presentaban caracteristicas semejantes a otras

endoglucanasas de otros sistemas flngicos anteriormente descritas.

2.1- Determinacién de la secuencia aminoterminal de las

endoglucanasas de G. trabeum .

La secuencia aminoterminal de las endoglucanasas de
G. trabeum fue determinada sin necesidad de purificar las proteinas
a homogeneidad. Esta fue obtenida a partir del medio de cultivo de
G. trabeum incubado con celobiosa. Este medio de cultivo fue

posteriormente concentrado por ultrafiltracién y sometido a una

electroforesis en condiciones desnaturantes.
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2.1.1- Identificacién de las endoglucanasas.

Las bandas proteicas de una alicuota del medio de cultivo
concentrado sometido a una electroforesis en condiciones
desnaturantes y que corresponden a endoglucanasas, fueron
identificadas utilizando diferentes estrategias.

La primera consistié en comparar el patrén electroforético de
las proteinas presentes en medios de cultivo al incubar G. trabeum
con celobiosa o galactosa por 12 h (Figura 16, carriles 4 y 5
respectivamente). Se utiliz6 estas fuentes de carbono debido a que
en celobiosa se produce una cantidad importante de endoglucanasas,
en cambio en galactosa la produccién de esta enzima es muy baja
(Figura 10). El medio de cultivo del hongo incubado con celobiosa
presento dos bandas proteicas importantes, indicadas como banda 1
y 2 en la figura, las cuales no estaban presentes en el medio de
cultivo incubado con galactosa por 12 h. Posiblemente estas bandas
corresponden a endoglucanasas, las que fueron llamadas EGI y EGII,
correspondientes a las bandas 1 y 2 respectivamente.

Para confirmar esta hip6tesis, medio de cultivo del hongo
crecido en celobiosa fue concentrado y sometido a una electroforesis
en condiciones no desnaturantes. Las endoglucanasas fueron
visualizadas por una tincion especifica con rojo Congo. Las proteinas
que presentaban actividad endoglucanasa fueron cortadas y eluidas
del gel. Luego, estas proteinas fueron cargadas en un gel de
poliacrilamida en condiciones denaturantes (Figura 16, carril 7). Se

observa una banda proteica que corresponde a la endoglucanasa
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denominada EG 1. Utilizando este procedimiento no fue posible
visualizar la endoglucanasa EG II.

Por otra parte, los carriles 1 y 2 de la figura 16 muestran
endoglucanasas producidas por G. trabeum crecido en un medio de
cultivo con celobiosa por 3 d. En estos carriles se puede apreciar la
presencia de tres bandas proteicas predominantes, las denominadas
1y 2, correspondientes a las endoglucanasas I y II, y una banda que
tiene una masa molecular de alrededor de 28000 Dalton, esta Gltima
banda no se detecta en los medios de cultivo en los cuales el hongo
fue incubado con celobiosa por menos tiempo (Carril 4, figura 16).

Una tercera aproximacién para identificar las endoglucanasas
presentes en un medio de cultivo de G. trabeum consisti6 en utilizar
anticuerpos policlonales contra la endoglucanasa I de
P. chrysosporium. Para ello, se utiliz6 la técnica de Western, donde
se observo que este anticuerpo reacciond principalmente con la
proteina EG II (Figura 17). De esto podemos concluir que las bandas

1y 2 corresponden a endoglucanasas del hongo G. trabeum.

2.1.2.- Secuencia aminoterminal de las endoglucanasas de
G. trabeum

Para determinar la secuencia aminoterminal de las
endoglucanasas, éstas fueron sometidas a una electroforesis en
condiciones desnaturantes. Luego las proteinas fueron transferidas a

una membrana de PVSF y las bandas correspondientes a las

endoglucanasas fueron cortadas y secuenciadas. La secuencia
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Figura 16: Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturantes de proteinas presentes en los medios de cultivo del
hongo G. trabeum.

Medios de cultivo concentrados por ultrafiltracién (exclusion
molecular 3000 Dalton) obtenidos al incubar micelio pre-crecido de
G. trabeum con celobiosa (carril 4) o galactosa (carril 5) por12h
Endoglucanasa eluida de un gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturantes (carril 7). El carril 3 muestra estandares de masa
molecular, expresados en KDa, cuyas masas se indican en la figura.
Los carriles 1 y 2 corresponden a medios de cultivo concentrados
por ultrafiltracién (3000 Dalton de exclusién molecular) de
G. trabeum crecido con celobiosa como fuente de carbono por 3 d.
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Figura 17: Analisis mediante la técnica de Western de las proteinas
presentes en los medios de cultivo concentrados de G. trabeum.

El medio de cultivo de G. trabeum crecido en celobiosa como fuente
de carbono fue concentrado y sometido a una electroforesis en
condiciones denaturantes; luego se hizo reaccionar con anticuerpos
policlonales contra la enzima endoglucanasa 1 de P. chrysosporium.
Carril 1, estandares de masa molecular; carriles 2 y 3, alicuotas de
medios de cultivo concentrados. En la figura estan indicados las
masas (en KDa) de los estandares.
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aminoterminal de ambas proteinas se muestra en la figura 18,
donde se observa que las dos son idénticas.

Al analizar esta secuencia en el banco de datos Genebank se
pudo comprobar que la endoglucanasa presenta cierta homologia
con una porcion de la endoglucanasa II de T. reesei (Figura 19).
Una region de 10 aminoéacidos consecutivos del aminoterminal de las
endoglucanasas de G. trabeum es idéntica a una porcién de la
proteina EG II de T. reesei. Esta regién se encuentra en el dominio
catalitico de EG II de T. reesei, préxima al dominio de glicosilacién
Yy no corresponde a los dominios altamente conservados de las
enzimas celuloliticas de T. reesei, los bloques A y B, es decir,
dominio de unién a la celulosa y dominio de glicosilacién,

respectivamente (Figura 5) (Saloheimo y col., 1988).

2.2.- Determinacion de la masa molecular y el punto isoeléctrico.

Con el objeto de caracterizar las endoglucanasas se determiné
su masa molecular. Esta fue obtenida a partir de geles de
poliacrilamida, en los cuales se compar6 la migracién de las
endoglucanasas con proteinas de masa molecular conocida. Las
masas moleculares aproximadas de las endoglucanasas EGly EGII
fueron 36000 y 32000 Dalton, respectivamente.

Por otra parte, se determiné el punto isoeléctrico. Para ello un
medio de cultivo de G. trabeum con celobiosa, como fuente de

carbono, fue concentrado y sometidoa isoelectroenfoque. El gel fue

dividido en dos partes iguales. Una mitad fue tefiida con azul de




75

EGI:
5 10 15 20 25 30
V-T-G-P-A-P-L-K-F-A-G-V-N-I-A-G-F-D-F-G-X-G-T-D-G-T-X-H-V-S-G-A

EGII:
S 10 15 20 25 30
V-T-G-P-A-P-L-K-F-A-G-V-N-I-A-G-F-D-F-G-G-G-T-D-G-T-X-H-V-S-G-A

Figura 18: Secuencia aminoacidica del aminoterminal de dos
endoglucanasas principales secretadas por G. trabeum.

EG Ide G. trabeum:
10 20 30
V-T-G-P-A-P-L-K-F-A-G-V-N-I-A-G-
ITITIII
-P-P-T-S-S-G-V-R-F-A-G-V-N-I-A-G-F-D-F-G-C-T-T-D-G-T-C-V-T-S-K-
90 100 110

P

EGII de T. reesei:

Figura 19: Homologia entre la endoglucanasas de G. trabeum y la
endoglucanasa II de T. reesei. Las barras indican aquellos
aminoacidos que son idénticos.
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coomassie (Figura20) y la otra por tincién especifica para
endoglucanasas. El punto isoélectrico se determiné por comparacién
de la migracién con estindares de punto isoeléctrico conocido. La
proteina con un punto isoeléctrico bajo 3,6 presentaba actividad
endoglucanasa; por lo tanto, es posible concluir que las
endoglucanasas de G. trabeum tendrian un punto isoeléctrico menor
que 3,0.

Para confirmar este resultado, el medio de cultivo de
G. trabeum con celobiosa como fuente de carbono, obtenido como se
indica en Materiales y Métodos, fue sometido a un cromatoenfoque
entre pH 7,4 y 3,0 (Figura 21). Se observa un pico importante de
proteina, medido por absorbancia a 280 nm, que eluyé alrededor de
PH 3,5; este pico proteico present6 actividad endoglucanasa. Otro
pico de proteina que también presentd actividad endoglucandsica
eluy6 con NaCl 1 M. Por lo tanto, con esta técnica pudimos separar
dos formas de endoglucanasas, presentando la primera un punto
isoeléctrico cercano a 3,5 lo que concuerda con los resultados

obtenidos por la técnica de isoelectroenfoque.

2.3.- Homologia con enzimas celuloliticas de hongos de pudricién

blanca v blanda

El objetivo de este punto fue analizar si las endoglucanasas de
G. trabeum presentaban homologia en la secuencia nucleotidica con
otras enzimas celuloliticas. Con este fin, se utiliz6 el gen que codifica
para la endoglucanasa 1 (egll ) de T. reesei y el gen que codifica

para la celobiohidrolasa 1 (cbhl ) de P. chrysosporium. El empleo de
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Figura 20: Isoelectroenfoque de las proteinas presentes en los
medios de cultivo de G. trabeum.

Carril 1: muestra los estdndares de pl, los cuales se indican en la
figura. Carril 2: medio de cultivo con celobiosa concentrado por
ultrafiltracion. El gel fue tefiido con azul de coomassie. La flecha
indica la proteina que presentaba actividad endoglucanasica




ACTIVIDAD ENZIMATICA [U/m1]

78

~ 10
- B
= - 3
o
o3 L
N
R
= L [m B
&
a L4
o
w3 -.'-a
o
<T - 2
- 0

0 100 200 300

NUMERO DE FRACCION

Figura 21: Separacién por cromatoenfoque de las proteinas
presentes en el medio de cultivo de G. trabeum con celobiosa como
fuente de carbono.

Las proteinas fueron eluidas con un gradiente de pH entre 7,4 y 3,0
(-). La actividad endoglucandsica (m) fue medida en las fracciones de
la columna por el método de liberacién de azticares reductores. (&)
absorbancia a 280 nm. La flecha indica el momento en que se
comenzd a lavar con NaCl 1M.
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este Gltimo gen tenfa dos objetivos; el primero era analizar si existia
en G. trabeum algin gen que tuviera homologia con las
celobiohidrolasas, ya que se ha descrito que este hongo no
expresaria esta enzima. Con este fin, se utilizé este gen sin la regién
que codifica para el dominio de unién a la celulosa, debido a que
esta region presenta gran homologia entre las diferentes enzimas del
sistema celulolitico de distintos hongos. El segundo objetivo era
analizar si presentaba homologia con el gen de la endoglucanasa de
G. trabeum. Para ello se utiliz6 el gen completo, incluyendo la regién
que codifica para el dominio de union a la celulosa. i
Para hacer estos estudios se obtuvo DNA gendmico de
G. trabeum el que fue digerido con distintas enzimas de restriccién
(Xhol, EcoRI, HindIIl y BamHI). Los fragmentos de restriccién fueron
separados en un gel de agarosa al 1,0 % y traspasados a un filtro de
nylon. Luego se hibridé en condiciones poco estrictas con 1os genes
egll de T. reesei (Figura 22 A) y cbhl de P, chrysosporium con y sin
el dominio de unién a la celulosa (Figura 22 B y C respectivamente).
Se observé que no hay bandas de homologia importantes entre
los genes egil de T. reesei y cbhl de P. chrysosporium con y sin el
dominio de unién a la celulosa y el DNA genémico de G. trabeum. Ya
que la hibridacién se realizé en condiciones poco estrictas, se puede
concluir que no existiria homologia, a nivel de la secuencia
nucleotidica, entre las endoglucanasas de G. trabeum y la

endoglucanasa de T. reesei o celobiohidrolasa de P. chrysosporium,
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Figura 22: Andlisis mediante la técnica de Southern del DNA
genOmico de G. trabeum.

El DNA gen6mico de G. trabeum fue digerido con Xho I (X), EcoRI
(R), BamHI (B) y HindIII (H3). Como sonda se usd el gen que codifica
para la endoglucanasa 1 de T. reesei (A), el gen que codifica para la
celobiohidrolasa 1 de P. chrysosporium con el dominio de unién a la
celulosa (B) y el gen que codifica para la celobiohidrolasa 1 de
P. chrysosporium sin el dominio de unién a la celulosa (C).
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2.4- Identificacién de mRNAs que codifican para las endoglucanasas

de G. trabeum.

Con el objeto de determinar si existian dos poblaciones
distintas de mRNAs que codificaran para las endoglucanasas que
presentaban igual secuencia aminoterminal se usé la siguiente
estrategia experimental: los mRNAs que codificaban para las
endoglucanasas Se amplificaron utilizando la técnica RACE
(amplificacion rapida de los terminales de cDNA), segiin se describe
en Materiales y Métodos ( Figura 8 ). En esta técnica se emplean
tres partidores. El primero es el adaptador (dT). El otro partidor es
el adaptador 5', que es homoélogo a la porcién 5' del adaptador (dT).
Finalmente, el tercer partidor, partidor 3' amp, es especifico para el

gen que se quiere amplificar.

2.4.1.- Disefio del partidor, 3' amp, para la amplificacién de los genes
de las endoglucanasas.

El disefio de este partidor se hizo a partir de la secuencia
aminoterminal de las endoglucanasas de G. trabeum. Debido a que
1no se conoce la preferencia codogénica de este hongo, el disefio de la
sonda se baso en la preferencia codogénica para los genes de lignina
peroxidasa de P. chrysosporium y del gen egl 1 de T. reesei .
( Holzbaur y col., 1991 y Penttild y col., 1986)..
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Se sintetizé el siguiente oligonucledtido degenerado formado

por 20 nucleétidos:
5" AAG TTC GC(C/T) GG(T/C/A) GT(C/T) AAC AT-3'

Este oligonucle6tido corresponde a la porcion de la
endoglucanasa de G. trabeum que es homologa con la endoglucanasa

II de T. reesei.

2.4.2.- Amplificacién de los genes que codifican para las
endoglucanasas de G. trabeum.

Para amplificar los genes que codifican para Ias
endoglucanasas de G. trabeum se usé como material de partida
mRNAs. Para ello, se purificé el RNA total a partir de micelio
precrecido, el que fue transferido a un medio de cultivo con lactosa
y se indujo la produccién de endoglucanasas con celobiosa durante
un periodo de 12 h. La obtencién del RNA total se hizo como se
describe en Materiales y Métodos. La concentracién de RNA 6ptima
para amplificar los mRNAs fue de 1 pg por reaccién de amplificacion,
ya que con concentraciones mayores 0 menores de RNA se obtenian
productos de muy baja masa molecular, menores de 500 pb

(resultado no mostrado).
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Los resultados de la amplificacién, usando una concentracion
de RNA de 1 png, se muestran en la figura 23, carriles 7 y 8. Se
obtuvieron tres bandas, las que correspondian a 1000, 800 y 500
pb. Seglin el tamaifio de las endoglucanasas se esperaba obtener un
fragmento de aproximadamente 1000 pb.

A continuacién las bandas correspondientes a 1000 y 800 pb
fueron purificadas (Figura 23, carriles 5 y 6) y reamplificadas
(Figura 23, carriles 2 y 3). Cuando se reamplificé la banda de 1000
pb se obtuvo una banda de 800 pb y principalmente una de 500 pb.
No se observé una banda correspondiente a 1000 pb (Figufa 23,
carril 3). Cuando se reamplificé la banda de 800 pb se obtuvo la
banda correspondiente a 800 pb y una de 500 pb (Figura 23, carril
2).

2.4.3.- Analisis de los transformantes

Los productos del RACE fueron clonados en el vector pCR II, en
el cual es posible clonar directamente los productos de PCR. Este
plasmidio contiene el gen de la B-galactosidasa, por lo tanto aquellas
colonias que poseian sélo el vector eran de color azul, debido a que
se habia expresado el gen de la R-galactosidasa. En cambio, aquellas
colonias que tenian el vector con un inserto eran de color blanco, ya

que no se expreso el gen de la R-galactosidasa.
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Figura 23: Analisis por electroforesis en gel de agarosa de los
productos del RACE.

Carriles 7 y 8, productos del RACE. Carriles 5 y 6, purificacién de
los productos del RACE, bandas de 800 y 1000 pb respectivamente.
Carriles 2 vy 3, reamplificacién de las bandas purificadas de 800 y
1000 pb, respectivamente. Carriles 1 y 4, estandares de masa
molecular. Los tamafios de los fragmentos estan indicados en pares
de bases en la figura.
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Fueron replicadas 50 colonias blancas y se purificé el DNA
plasmidial. A este DNA se le analizd, en primer lugar, la presencia
de un inserto del tamafio esperado; posteriormente, se estudio si los
insertos podian ser reamplificados utilizando los mismos partidores
que para el RACE.

La figura 24 muestra los plasmidios purificados y digeridos
con las enzimas de restriccion Eco R1 y Hind III, obtenidos de
algunas de las colonias transformantes. El plasmidio pCR II tiene dos
sitios de restriccién para la enzima Eco RI, cercanos al sitio de
clonamiento, lo que permite liberar el inserto completo al digerir con
esta enzima de restriccién. En cambio, este plasmidio tiene un nico
sitio de corte para la enzima Hind III, por lo tanto con esta enzima
solo se linealiza el plasmidio.

Al analizar la figura 24 se puede observar que se obtuvieron
tres tipos de transformantes; aquellas que tenian inserto un
fragmento de 1000 pb (Carriles 4 y 5), otras con un fragmento de
800 pb (Carriles 1 y 2) y finalmente las que tenian un inserto de
500 pb (Carriles 7 y 8).

Posteriormente, los insertos de 1000 y 800 pb fueron
purificados y reamplificados por PCR, utilizando condiciones de
amplificacién similares a las descritas para las amplificaciones
anteriores. Los resultados de la amplificacién se muestran en la

figura 25. Los carriles 3 y 4 muestran la amplificacion del fragmento
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Figura 24: Analisis por electroforesis en geles de agarosa de los
plasmidos de algunas células transformantes.

Los plasmidios fueron digeridos con las enzimas de restriccién Hind
Il (carriles 1, 4 y 7) y Eco RI (carriles 2, 3 y8). DNA plasmidial
correspondiente a los clones 1.14 (carriles 1 y 2). 2.33 (carriles 4 y
5) y 3.31 (carriles 7 y 8) Carriles 3 y 6 corresponden a estandares
de masa molecular. Los tamafios de los insertos estan indicados en
pares de bases en la figura.
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de 1000 pb y los carriles 5 y 6 muestran la amplificacién del
fragmento de 800 pb. Cuando se reamplificé el fragmento de 800 pb
se’obtuvo un producto tinico de 800 pb. En cambio, cuando se
reamplifico el fragmento de 1000 pb se obtuvo mayormente un
producto de 500 pby en mucho menor proporcién uno de 1000 pb.

Para demostrar si estos productos de PCR clonados
correspondian a mRNAs que codificaban para las endoglucanasas los
insertos de mayor masa molecular (1000 y 800 pb) fueron
secuenciados. La secuencia fue realizada gentilmente por el Sr
Eduardo Rojas de Regeneron Pharmaceutical en E.E.U.U y porel Dr
Dan Cullen del IMBT, Forest Products Laboratory, Madison,
Wisconsin, E.E.U.U. El inserto de 800 pb correspondi6 al gen de la
glutamina sintetasa, ya que por andlisis de la secuencia en Genbank
se encontro que presentaba homologia con este gen. En cambio, el
inserto de 1000 pb no presenta homologia con ninguno de los genes
depositados en este banco de datos.

En la figura 26 se muestra la homologia que presenta la
glutamina sintetasa de levadura con la de G. trabeum. Los
aminoacidos subrayados son aquellos altamente conservados en
todas las glutamina sintetasa de diferentes organismos tanto
eucariontes como procariontes.

De esto podemos concluir que ninguno de los clones
correspondia a los genes que codificaban para las endoglucanasas de
G. trabeum. Por lo tanto, los mRNAs amplificados no codificaban para

endoglucanasas.
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Figura 25: Amplificacién de los productos del RACE clonados.

Se hizo una reamplificacién de los insertos de los clones de 1000 pb
(carriles 3 y 4) y de 800 pb (carriles 5 y 6). Los carriles 2 y 7
corresponden a los controles de la reaccion de amplificaciéon sin DNA
polimerasa y sin DNA, respectivamente. Carril 1, estandard de masa

molecular DNA del fago A digerido con Hind Il
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LHRVAEEFGIKISFHPKPLKGDWNGAGCHTNVSTKEMRQP

LVRIAEQWGIKVSFHPKPLQGDWNGAGAHT-- ---- ----

GGMKYIEQAIEKLSKRHAEHIKLYGSDN

GGMKHIEAAIEHLSKRHDEHIA?YGEDN

Figura 26: Comparacion de la secuencia primaria de parte de la
glutamina sintetasa de levadura (arriba) con la de G. trabeum
(abajo). Los aminoacidos subrayados son aquellos altamente
conservados en las glutamina sintetasas de todas las especies
secuenciadas tanto eucariontes como procariontes.
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3. - Regulacién de la produccién de endoglucanasas por
G. trabeum

-

3.1.- Induccion de la produccién de endoglucanasas

Debido a que la produccién de endoglucanasas es mayor
cuando se usa celobiosa como fuente de carbono se estudi6 el efecto
de este disacdrido sobre la expresion de estas enzimas por
G. trabeum. Para ello, micelio precrecido fue transferido a medios
que contenian CMC o lactosa. Cuando la celobiosa se agregé a medios
que contenian CMC, como fuente de carbono, no se observé una
mayor produccion de endoglucanasas (Figura 27A). Sin embargo,
cuando la celobiosa fue agregada a medios que contenian lactosa se
produjo una importante induccién de la expresion de estas enzimas
(Figura 27B). El efecto de induccién es apreciable una hora después
de agregar la celobiosa a los cultivos. Al agregar glucosa a los

cultivos en vez de celobiosa, no ocurrié induccién (Figura 27B).
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Figura 27: Efecto de la celobiosa sobre la produccién de
endoglucanasas por G. trabeum.

(A) Micelio precrecido fue transferido a medios de cultivo que
contenian CMC al1% (p/v) (O0) o CMC al 1% (p/v) mas celobiosa 5,5
mM (#).

(B) Micelio precrecido fue transferido a medios de cultivo que
contenian lactosa al 1% (p/v) (O) o lactosa al 1% mas celobiosa 5,5
mM (#) o lactosa al 1% mads glucosa 5,5 mM (a); la celobiosa se
agrego6 al tiempo de incubacién indicado por Ia flecha.
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3.2.- Estudios de represién catabdlica en la produccién de

endoglucanasas.
"~ Los niveles de expresién de endoglucanasas en medios que

contenian glucosa o glicerol son menores a los producidos sobre
celulosa (Figura 10). Debido a esto, se estudi6 si estos compuestos
eran capaces de reprimir la produccién de estas enzimas cuando el
hongo G. trabeum era incubado en un medio que contenia CMC
(Figura 28A). Para esto, el micelio precrecido fue transferido a un
medio con CMC, como fuente de carbono, el cual fue suplementado
con glucosa o glicerol. Ambos, glucosa y glicerol, retardaron la
produccion de endoglucanasas; este efecto fue mayor en el caso de
la glucosa. Sin embargo, al cabo de 10 horas de incubacién, se
élcanzé el mismo nivel de produccién de estas enzimas.

Como control se realiz6 los mismos experimentos con el hongo
de pudricién blanca P. chrysosporium (Figura 28B). En este hongo se
observo claramente un efecto de represién catabdlica por glucosa, ya
que este compuesto reprimié completamente la produccién de
endoglucanasas. Por el contrario, el glicerol no reprimio la expresion
de estas enzimas.

Por otra parte, se verificé que la glucosa y el glicerol no
inhibian a las endoglucanasas a las concentraciones empleadas para
estos ensayos. Para ello, se midi6 la actividad endoglucanasica en
una alicuota de un medio de cultivo que contenia endoglucanasas.
Por otra parte, la reaccién enzimatica también fue hecha en

presencia de glucosa o glicerol en una concentracién final de 5,5 mM

(Tabla 2).
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Figura 28: Produccién de endoglucanasas por G. trabeum (a) y
P. chrysosporium (b) en medios de cultivo que contenian CMC al 1%
(p/v) (W), CMC al 1% (p/v) mas glucosa 5,5 mM (0) o CMC al 1% (p/Vv)
mas glicerol 5,5 mM (#).
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Tabla 2: Efecto de la glucosa y el glicerol sobre la actividad
enzimatica de las endoglucanasas de G. trabeum

Condicién Actividad enzimatica [U/ml]
Enzima controld 13,8 + 0,1 ~
Enzima mas glucosa 5,5 mM 13,6 + 0,3
Enzima mas glicerol 5,5 mM 13,6 + 0,2

ala enzima control empleada se obtuvo después de incubar el hongo
G. trabeum por 18 h en un medio de cultivo que contenia
carboximetilcelulosa (CMC). Para estudiar el efecto de la glucosa o
glicerol, éstos fueron incluidos en el medio de reaccién de la
endoglucanasa en una concentracién de 5,5 mM y la actividad
enzimatica se midié en triplicado por viscosimetria.
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Para confirmar que en G. trabeum Ila produccién de
endoglucanasas no estaba sujeta a represion catabdlica, se agreg6
diferentes concentraciones de glucosa, desde 5 a 40 mM, a cultivos
inducidos con celobiosa que contenian lactosa como fuente de
carbono (Figura 29). La adicién de glucosa a estos cultivos no
disminuy0 la expresioén de endoglucanasas.

Finalmente, se estudio si la expresion de endoglucanasas era
inducible en medios de cultivo que contenian glucosa. Para ello,
micelio precrecido fue transferido a medios con glucosa, y al cabo de
tres horas se agregé celobiosa, como inductor (Figura 30). La
celobiosa fue capaz de inducir la expresion de endoglucanasas, ain
en aquellos medios que contenian glucosa como fuente de carbono.
Por lo tanto la glucosa no suprimié el efecto estimulatorio de la
celobiosa. Sin embargo, la induccién fue més lenta que la observada
en un medio que contenia lactosa como fuente de carbono, ya que la
pendiente de la curva de induccién en el medio con lactosa es mayor

que la obtenida para un medio con glucosa.
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Figura 29: Efecto de la glucosa sobre la produccién de
endoglucanasas por G. trabeum en cultivos inducidos por celobiosa.

Micelio precrecido fue transferido a un medio de incubacién que
contenia lactosa al 1% (p/v). Despiies de tres horas de cultivo se
indujo con celobiosa utilizando una concentracién de 5,5 mM.
Posteriormente, al tiempo indicado por la flecha, se agregd glucosa
(@) 5 mM, (m) 20 mM o (<) 40 mM.
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Figura 30: Efecto de la celobiosa sobre la produccién de
endoglucanasas por G. trabeum en un medio con glucosa.

Micelio precrecido fue trasferido a un medio que contenia glucosa al
1% (p/v) (O) o glucosa al 1% (p/v) mas celobiosa 5,5 mM (#). La
celobiosa fue agregada al tiempo indicado por la flecha.
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3.3.- Sintesis de proteinas

El objetivo de este punto fue analizar si ocurria sintesis de
endoglucanasas como consecuencia de la induccién con celobiosa.
Para ello, se utilizé cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de
proteinas en células eucariontes.

En primer lugar, se analiz6 si este inhibidor podia entrar a la
c€lula. Para ello se creci6 el hongo en glucosa como fuente de
carbono y se adicioné distintas concentraciones de cicloheximida
(Tabla 3). Se observé que el hongo no fue capaz de crecer cuando la
cicloheximida se encontraba presente en el medio de cultivo, Io que
demuestra que este inhibidor fue capaz de entrar a la célula fangica
e inhibi0 la sintesis proteica, lo que impidi6 el crecimiento del hongo.

Para los estudios del efecto de la cicloheximida en la
produccion de endoglucanasas se utiliz6 micelio precrecido el que
fue transferido a medios de cultivo con lactosa o glucosa como
fuentes de carbono. Luego de tres horas de incubacion, se agregd
celobiosa como inductor. La cicloheximida fue agregada a las 0,4y 6
h de cultivo a una concentracién de 100 ug/ml. Se observa que la
cicloheximida agregada a las O y 4 horas de cultivo inhibi6
completamente la produccién de las endoglucanasas (Figura 31 a y
b). En cambio, cuando se agregé cicloheximida a las 6 horas de
cultivo hubo expresion de endoglucanasas previa a la incorporacion
del inhibidor, pero ésta ces6 totalmente al momento de agregar la
cicloheximida. Este bajo nivel de expresién alcanzado con

anterioridad a la adicion del inhibidor se mantuvo constante durante

el tiempo en que se realizé el experimento.
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Tabla 3: Efecto de la cicloheximida en el crecimiento del hongo

G. trabeum

Concentracion de cicloheximida Biomasa obtenida
(ng/ml) (mg en peso’seco)

0 35,7

10 2,4

50 2,0

100 1,3

500 1.4

1000 1,2

5000 1,3

G. trabeum se crecié en glucosa como fuente de carbono y se le
adicioné diferentes concentraciones de cicloheximida; al quinto dia
de cultivo se determiné la biomasa por peso seco.




20 — : : - 100

¥

10 ~

ACTIVIDAD ENZIMATICA [U/mi]

o
)
)
+> l’
[ 73 »

0 10 20
20
. B
E
s
2
=
o
-
=T
=
™~ 10
=
(T8 )
fa
<=L
f
>
| -
[dh}
~L
0 . .
0 10 20

TIEMPO DE INCUBACION [ h ]

Figura 31: Efecto de la cicloheximida en la sintesis de
endoglucanasas por el hongo G. trabeum.

Micelio precrecido fue transferido a medios con lactosa (A) o glucosa
(B), como fuentes de carbono. Al cabo de 3 horas se indujo con
celobiosa(D). Se agregd cicloheximida a una concentracién de 100
ng/ml alas O (W), 4 (#) y 6 (a) horas de cultivo.
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DISCUSION

El sistema celulolitico de los hongos de pudricién blanca y
blanda ha sido caracterizado en detalle (Coughlan y Ljungdahl,
1988), en cambio el sistema celulolitico de los hongos de pudricién
parda ha sido muy poco estudiado a pesar de las caracteristicas
Unicas que éstos poseen. Se ha descrito que estos hongos exp}esan
solo endoglucanasas en cultivos liquidos (Highley, 1973), pero en
estas condiciones de cultivo no degradan la celulosa cristalina. Sin
embargo, en cultivos sobre un soporte sélido, estos hongos son
capaces de degradar este tipo de celulosa. Debido a esto, en esta tesis
se comparo la producciéon de enzimas del sistema celulolitico en
cultivos liquidos y en cultivos sobre soportes sélidos. El hongo de
pudricion parda G. trabeum produjo endoglucanasas en todos los
cultivos analizados, pero no fue posible detectar la produccién de
celobiohidrolasas. La produccién de endoglucanasas por este hongo
en medio liquido y sobre soportes sélidos fue muy similar, ya que,
en cultivos sobre soportes sélidos también se produjeron estas
enzimas cuando se utilizé glucosa como fuente de carbono. Ademas,
la expresion de endoglucanasas fue mayor en medios de cultivo que

contenian celobiosa que en los que contenian glucosa.
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Al comparar la actividad de las endoglucanasas producidas en
medios de cultivo liquidos que contenian glucosa o celobiosa con la
actividad de estas enzimas en cultivos sobre soportes solidos, se
observé que en el caso de los cultivos sobre soportes solidos, en
presencia de glucosa, la actividad enzimatica producida fue de
aproximadamente 40 U/ml, cuatro veces mayor que la actividad
endoglucanasica lograda en medios de cultivo liquidos que contenian
glucosa. Una de las ventajas que presenta el cultivo sobre soportes
sOlidos con respecto a los cultivos en medio liquido es que los
productos extracelulares se obtienen mucho mas concentrados y fue
lo que se observé cuando se utilizé glucosa como fuente de carbono.
Sin embargo, no ocurri6 lo mismo al usar celobiosa como fuente de
carbono. En cultivos liquidos la produccién de endoglucanasas fue
similar a la alcanzada en cultivos sobre soportes soélidos
(aproximadamente 50 U/ml, en ambos casos). Esto se debe
posiblemente a que la biomasa obtenida en cultivos sobre soportes
solidos, que contenian celobiosa, fue mucho menor que en los que
contenian glucosa. Esto se tradujo, finalmente, en que la cantidad de
endoglucanasas secretadas en cultivos sobre soportes sélidos al
utilizar celobiosa como fuente de carbono fue muy baja.

La suposicion que en cultivos sobre soportes sélidos, utilizando
celobiosa como fuente de carbono, hay una menor produccién de
biomasa que en presencia de glucosa se apoya en los siguientes
argumentos: la produccién de biomasa de G. trabeum en cultivos
liquidos fue mayor en presencia de glucosa que de celobiosa (424 y

18,8 mg respectivamente). Por otra parte, las curvas de crecimiento
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sobre soportes s6lidos, en presencia de glucosa o celobiosa, medidas
en forma indirecta como la liberacién de (2, presentaron pequefias
diferencias, sobre todo al inicio del cultivo, siendo la produccidn de
2 sobre glucosa levemente superior. Esto sugiere que el
Crecimiento seria mayor en presencia de glucosa como fuente de
carbono, lo que se correlaciona finalmente con lo observado en las
cinéticas de consumo de las fuentes de carbono, en cultivos sobre
soportes solidos, en donde se aprecié un consumo mas rapido de la
glucosa que de la celobiosa.

Otro de los aspectos que llama la atencién al analizar las
endoglucanasas secretadas sobre soportes sélidos inertes es que se
produce un pico de expresién de estas enzimas; en cambio en
medio liquido o en cultivos sobre el sustrato solido, holocelulosa, Ia
produccién de endoglucanasas presenté un maximo el que se
mantuvo en el tiempo. Esto puede deberse a que en los cultivos
sobre el soporte sélido inerte, vermiculita, en presencia de glucosa o
celobiosa como fuentes de carbono se produjeron proteasas
extracelulares. La produccién de estas enzimas estaria regulada por
la limitacién de las fuentes de carbono y/o nitrégeno. En A. nidulans
y N. crassa se ha determinado que la expresion de las proteasas
extracelulares estaria regulada por la limitacién de la fuente de
carbono, nitrégeno o azufre (Hanson y Marzluf, 1975; Cohen, 1973 y
Abbott y Marzluf, 1984). Por otra parte, la expresion de estas
proteasas en N, crassa (Hanson y Marzluf, 1975 y Abbott y Marziuf,
1984) es inducible por proteinas extracelulares. Todos estos factores

podrian estar dando cuenta de una diferencia en la produccién de
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proteasas extracelulares por G. trabeum en medio liquido o sobre
holocelulosa por una parte, y sobre el soporte solido inerte,
vermiculita, por otra.

Una de las caracteristicas que distingue a los hongos de
pudricion parda de los otros microorganismos celuloliticos conocidos
es la regulacion de la expresién de las enzimas involucradas en la
degradacién de Ia celulosa. En el hongo de pudricién blanda T. reesei
la expresién de estas enzimas ha sido estudiada con algin detalle
(Merivuori y col. 1984). La expresién de las enzimas celuloliticas en
este hongo estd bajo represion catabdlica, lo que significa que son
reprimidas en presencia de compuestos facilmente metabolizables
como glucosa, glicerol, etc. Por otra parte, la produccién de estas
enzimas es inducible por celulosa. En el hongo de pudricién blanca
P. chrysosporium la glucosa también reprime la expresion de las
celulasas. De los resultados obtenidos en esta tesis es evidente que
existen diferencias importantes en la regulacién de Ia expresion de
las endoglucanasas entre los hongos de pudricién blanca y blanda y
el hongo de pudricién parda G. trabeum.

En un trabajo anterior (Highley, 1973) se postulé que la
produccion de endoglucanasas en varios hongos de pudricién parda
era constitutiva, debido a que este autor encontré estas enzimas en
todos los medios de cultivo ensayados. En cambio, durante el
desarrollo de esta tesis se demostré que la produccién de
endoglucanasas por el hongo de pudricién parda G. trabeum es
inducible. A pesar que este hongo produjo endoglucanasas en todas

las fuentes de carbono estudiadas, es claro que existen tres niveles
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de produccién enzimatica. El nivel mas bajo fue obtenido cuando se
uso galactosa, fructosa, xilosa y glicerol como fuentes de carbono. Los
monosacéridos galactosa y fructosa no fueron empleados como
fuentes de carbono por el hongo, posiblemente, debido a que no
existe un sistema de transporte para estos azticares. Por otra parte,
la expresion de las endoglucanasas sobre xilosa y glicerol podria
corresponder al nivel constitutivo de expresion de estas enzimas por
el hongo de pudricién parda G. trabeum, el cual es muchas veces
superior al que se ha reportado para T. reesei.

Dentro de los azticares que permiten el crecimiento del hongo,
manosa, glucosa y lactosa producen un efecto de induccién
significativamente mayor que xilosa y glicerol; por lo tanto, se
podria especular que existiria alguna relacién entre éstos o algtin
compuesto derivado de ellos y la induccién de la expresion de las
endoglucanasas por G. trabeum . Ademas, resulta interesante la
observacion de Highley (1977) en la cual la adicién de celobiosa,
manosa o glucosa, pero no de xilosa, a cultivos del hongo de
pudricion parda Postia placenta causé una reduccion drastica del
grado de polimerizacién de la celulosa. Tomando en conjunto ambos
resultados se podria concluir que estos compuestos, celobiosa
manosa y glucosa, estarian participando en la induccién tanto del
sistema celulolitico como del sistema de despolimerizacién.

El mayor efecto de induccién fue obtenido con avicel, CMC y
celobiosa. La celobiosa, en bajas concentraciones, agregada a medios
de cultivo con lactosa o glucosa fue capaz de inducir la expresion de

las endoglucanasas. Sin embargo, este efecto inductor no fue
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apreciado cuando se agregd celobiosa a medios que contenian CMC
como fuente de carbono. Este resultado puede explicarse por un
efecto de saturacién del sistema de induccién en este medio. Se
obtuvieron resultados similares cuando el hongo T. reesei fue
crecido en celulosa e inducido con soforosa, donde no se aprecié un
efecto de induccién por la soforosa (Fritscher y col., 1990).

La naturaleza exacta del inductor del sistema celulolitico en
otros hongos no ha sido elucidada. En P. chrysosporium se ha
demostrado que la celobiosa induce la expresion de las enzimas del
sistema celulolitico (Eriksson y Hamp, 1978). Por otra parte, en
T. reesei se encontré que la soforosa es el compuesto que mejor
induce la expresién de estas enzimas (Mandels y col., 1962,
Sternberg y Mandels, 1979) Sin embargo, fue recientemente
demostrado que la celobiosa también puede inducir la expresién de
las celulasas, pero solamente cuando la hidrolisis de este compuesto
fue artificialmente inhibida con nojirimicima (Fritscher y col., 1990).

En el hongo P. purpurogenum se encontré que otro disacarido,
gentiobiosa, era capaz de inducir la expresion de celulasas, cuando la
enzima B-glucosidasa se encontraba inhibida con nojirimicina
(Kurasawa y col., 1992).

Al analizar la induccién del sistema celulolitico de varios tipos
de hongos se puede observar que en todos los casos son disacaridos
los que actian como inductores; s6lo se ha descrito un caso de un
monosacarido en T. reesei que causa induccién del sistema
celulolitico, la L-sorbosa, pero se postula que el efecto inductor seria

indirecto. En efecto, este compuesto produce alteraciones a nivel de
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la pared fingica, debido a que es un inhibidor de la sintesis de B-.
1,3-glucano, lo que provoca modificaciones en la morfologia y
composicion de la pared celular (Kubicek y col., 1993a). En cambio,
en el hongo de pudricién parda G. trabeum, monosacaridos como
glucosa 0 manosa provocan una mayor expresion de las enzimas del
sistema celulolitico. Por lo tanto, resultaria interesante estudiar a
través de que mecanismo molecular estos compuestos pueden
inducir la expresién de las endoglucanasas en estos hongos.

En los estudios de induccidn realizados en este t;abajo se
observd que ésta ocurria aproximadamente una hora después de
agregar la celobiosa, lo que sugiere que habria sintesis de RNA o de
proteinas de novo. Para demostrar esto altimo, se analizé el efecto
de la cicloheximida un inhibidor de la sintesis proteica. De los
resultados obtenidos con este inhibidor se puede concluir que el
aumento de la actividad endoglucanasica, producido después de
agregar la celobiosa, no se debe a la modificacién de una enzima
pre-existente sino a un verdadero efecto de induccién. La celobiosa
induciria de manera indirecta la sintesis de las endoglucanasas, ya
que lo mas probable es que ésta esté induciendo la sintesis de
mRNAs que codifican para las endoglucanasas, como se ha descrito
para las celulasas de T. reesei y P. chrysosporium (El-Gogary y col.,
1989 y Covert y col., 1992).

Por otra parte, la naturaleza del inductor verdadero de la
sintesis de endoglucanasas en G. trabeum, esto es aquella molécula
que se uniria a las proteinas activadoras o represoras, no se conoce,

Lo mismo sucede con la expresion del sistema celulolitico en otros
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sistemas. Es asi como algunos autores (Kubicek, 1993a) se refieren a
aquellos compuestos que causan induccién de la sintesis de estas
enzimas como "provocadores”, para diferenciarlos de un inductor.
Otra importante diferencia en la expresiéon de las
endoglucanasas entre el hongo de pudricién parda G. trabeum y los
hongos de pudricién blanca P. chrysosporium y blanda T. reesei es
que en presencia de glucosa G. trabeum produce enddglucanasas.
Mas aln, no se observé represiéon por glucosa cuando ésta fue
agregada a cultivos inducidos. Por otra parte, hubo induccién por
celobiosa en cultivos que contenian glucosa como fuente de carbono.
Sin embargo, cuando la glucosa fue agregada a los cultivos desde el
comienzo se observé un retardo en el efecto estimulatorio del
inductor. Una posible explicacién es que la glucosa podria inhibir a
la enzima que participa en la sintesis del inductor. Esta enzima es.
posiblemente la R-glucosidasa, ya que en otros hongos se ha
propuesto que esta enzima participa en la sintesis del inductor
(Vaheri y col., 1979; Kurasawa y col., 1992). La R-glucosidasa de
G. trabeum es séOlo parcialmente inhibida por glucosa; una
concentracion de 55 mM inhibié la actividad de esta enzima en un
25% solamente (Belancic, comunicacién personal). Asi, esta leve
disminucién de la actividad de la R-glucosidasa podria estar dando
cuenta de este efecto de retardo de la expresion de las
endoglucanasas en presencia de glucosa. En T. reesei se encontré

que mutantes en la 8-glucosidasa presentan una induccién retardada

de la expresion de las endoglucanasas (Strauss y col., 1990; Fowler y
col., 1992).
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Por lo tanto, es posible concluir que la produccién de
endoglucanasas en el hongo de pudricién parda G. trabeum no esti
bajo represion catabdlica y que los niveles de expresion mas bajos
observados en glucosa o lactosa se deben a la ausencia de un buen
inductor. Recientemente, otros autores trabajando con T. reesei,
llegaron a una conclusién similar (Messner y Kubicek, 1991). Ellos
observaron que T. reesei producia celobiohidrolasa I en presencia
de glucosa cuando el micelio era precrecido en lactosa. El nivel de
expresidn enzimatica fue,‘ sin embargo, muy bajo. La enzima solo
pudo ser detectada utilizando anticuerpos monoclonales. Estos
autores sugirieron que la expresién de celulasas en T. reesei no esta
bajo represion catabdlica y que estas enzimas son expresadas a un
bajo nivel en glucosa debido a la ausencia del inductor. Sin embargo,
la conclusion de estos autores no explica los resultados obtenidos por
El-Gogary y col. (1989), donde se observa un efecto de represion
catabdlica. Estos autores demostraron que T. reesei no produce
transcritos del gen de la celobiohidrolasa I cuando el hongo es”
crecido en avicel por 21 horas y luego expuesto a glucosa por 1 hora.
Por otra parte, recientemente se demostré que el promotor del gen
que codifica para la celobiohidrolasa I tiene una secuencia que seria
reconocida por una proteina represora del tipo CRE A; al eliminar
esta secuencia el gen chbl es expresado en presencia de glucosa
(Kubicek, 1993b). Esto demuestra claramente que en T. reesei la

expresion de las enzimas celuloliticas es reprimida por glucosa.
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El mecanismo de degradacion de la celulosa difiere entre los
hongos de pudricién parda y blanca (Kleman-Leyer y col., 1992).
Estos autores trabajando con los hongos de pudricién parda y blanca
P. Placenta y P. chrysosporium, respectivamente, demostraron que
los hongos de pudricién blanca atacan la superficie de Ia
microfibrilla degradando inmediatamente los productos. Por 1o tanto,
en este caso no habria acumulacién de compuestos de bajo masa
molecular. Distinto es el caso de los hongos de pudricién parda los
cuales hidrolizan enteramente la celulosa, posiblemente por ataque
sobre las zonas amorfas, causando una disminucién importanté en el
DP de ésta (Kleman-Leyer y col., 1992). Durante esta
despolimerizacién inicial no hay degradacién de los productos
obtenidos. Esto haria que se libere una cantidad importante de
compuestos de bajo masa molecular, los que se acumularian antes
de la accion de las endoglucanasas. Esto explicaria los resultados
obtenidos en esta tesis, donde se demostré que la produccién de
endoglucanasas por G. trabeum no estd bajo represion catabélica.
Por lo tanto, el hongo tendria que expresar las endoglucanasas en
presencia de una alta concentracion de compuestos de bajo masa

molecular.
Uno de los principales intereses de estudiar la regulacién de la

expresion de los genes de las endoglucansas en el hongo de
pudricion parda G. trabeum es que, como fue demostrado en este
trabajo, la expresion de estas enzimas no estaria sujeta a represién
catabolica, lo que permitirfa la produccién de estas enzimas en

medios de cultivos econdmicos.




111

Mas interesante atn, es estudiar el promotor y las secuencias
reguladoras de estos genes, debido a que, es un promotor muy
fuerte e inducible por celobiosa, por lo tanto, en medios inducidos la
mayor parte de las proteinas extracelulares corresponden a las
endoglucanasas. Y finalmente no esti regulado por glucosa. Todas
estas caracteristicas lo convierten en un buen candidato para ser
utilizado en la expresién de proteinas heterdlogas en hongos
filamentosos. Esto permitiria obtener practicamente sélo la enzima
heterdloga clonada bajo el promotor de las endoglucanasas de
G. trabeum Yy en altas concentraciones, ya que las demas proteinas
estarian reprimidas.

A nivel molecular, la ausencia de represion catabélica en la
expresion de las endoglucanasas por G. trabeum podria deberse a
que en la regién rio arriba del promotor no se encontraria presente
la secuencia reconocida por una proteina represora del tipo MIG1
de levadura o CREA de A. nidulans. En el caso de otras enzimas
celuloliticas se ha encontrado que el promotor del gen que codifica
para la celobiohidrolasa 1 de T. reesei posee una regién homologa al
sitio de unién de la proteina CREA de A. nidulans; la delecidon de esta
region produjo la expresién de este gen en presencia de glucosa
(Kubicek y col., 1993a).

Cuando se estudi6 la produccién de enzimas celuloliticas por
G. trabeum en medios liquidos y en cultivos sobre soportes solidos
utilizando diferentes fuentes de carbono, s6lo se detectd la presencia
de endoglucanasas. Debido a esto, se realizd una caracterizacidon

preliminar de estas enzimas. En primer lugar, se identificaron, en
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geles de poliacrilamida en condiciones desnaturantes, dos
endoglucanasas las que tenian una masa molecular de 36000 y
32000 Dalton, respectivamente. Estas masas moleculares no
coinciden con la descrita en un trabajo anterior, donde se purificé y
caracterizo parcialmente una endoglucanasa de L. trabea (sinbnimo
de G. trabeum ); la masa molecular determinada para esta enzima
fue de 29000 Dalton (Herr y col., 1978). Posiblemente estos autores
no encontraron las endoglucanasas de mayor masa molecular debido
a que, para la purificacion utilizaron las proteinas que se
encontraban en un medio de cultivo obtenido después de nueve dias
de incubacién, lo que podria haber facilitado la degradacion de las
especies de mayor masa molecular, para obtener una enzima de
29000 Dalton. A este respecto, se puede agregar que durante el
desarrollo de esta tesis se detecté la presencia de una proteina
extracelular de 28000 Dalton, cuando se trabajé con cultivos de
varios dias, no asi en cultivos a tiempos mas cortos.

Por otra parte, se determind la secuencia aminoterminal de las
dos endoglucanasas de G. trabeum identificadas durante este
trabajo por electroforesis en geles de poliacrilamida y se encontré
que éstas eran idénticas. El hecho que estas enzimas presenten
diferente masa molecular, pero que su secuencia aminoterminal sea
idéntica puede deberse a modificaciones post-traduccionales como
diferentes grados de glicosilacién o a cortes proteoliticos. Por otra
parte, la presencia de estas enzimas con idéntica secuencia
aminoterminal puede deberse, ademds, a modificaciones post-

transcripcionales, lo que daria poblaciones distintas de RNAs
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codificadas en un mismo gen, tal vez por inicio de la transcripcion en
sitios diferentes o por un procesamiento diferente de éstos.

Con respecto a la modificacion proteolitica, recientemente se
demostré que este mecanismo contribuye a la diversidad de las
endoglucanasas en diferentes microorganismos (Paice y col.,, 1984 y
Stahlberg y col., 1988). Es asi como, el basidiomicete Schizophyllum
commune produce dos formas de endoglucanasas, EG-I y EG-II. Se
ha propuesto que EG-II se produce a partir de EG-I por liberacién
proteolitica de la regién aminoterminal (Paice y col., 1984). Por otra
parte, en T. reesei se encontré una endoglucanasa de 38 KDa, la cual
es producida por corte proteolitico a partir de la endoglucanasa EG I 1
(Stdhlberg y col., 1988). Esta endoglucanasa modificada es activa
sobre sustratos solubles como carboximetilcelulosa, pero presenta
una actividad muy disminuida sobre celulosas cristalinas como
Avicel. Esto se debe a que la region eliminada de esta proteina
corresponde a la regién aminoterminal donde se encuentra el
dominjo de unién a la celulosa. Esto sugiere que, al igual que en
T. reesei y S. commune, la existencia de dos endoglucanasas, en
G. trabeum, con idéntica secuencia aminoterminal podria deberse a
modificaciones proteoliticas, en las cuales se eliminaria una region
cercana al extremo carboxiterminal.

Con respecto a la secuencia aminoterminal de las
endoglucanasas de G. trabeum se puede apreciar que ésta no
contiene las secuencias conservadas de los dominios de unién a la
celulosa de las enzimas celuloliticas de T, reesei o P. chrysosporium

(Gilkes y col., 1991). Por otra parte, a pesar de poseer varios
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residuos treonina y uno de serina la region aminoterminal de las
endoglucanasas de G. trabeum no corresponderia al dominio de
glicosilacion; porque éste tiene un alto contenido de este tipo de
aminoacidos. Por ejemplo, en la endoglucanasa Il de T. reesei se ha
descrito que hay 21 residuos serina o treonina de un total de 34
aminoacidos en este dominio (Saloheimo y col., 1988). Concordante
con este analisis, se puede mencionar el hecho que la region
aminoterminal de las endoglucanasas de G. trabeum presenta cierta
homologia con una porcién de la endoglucanasa Il de T. reesei que
corresponde a una region en el dominio catalitico préxima al sitio de
glicosilacién y no a los dominios altamente conservados (Saloheimo y
col.,, 1988). Estos antecedentes sugieren que en la regién
aminoterminal de las endoglucanasas de G. trabeum no se
encontraria el dominio de unién a la celulosa, sin6 que éste estaria
en el extremo carboxiterminal y que la region aminoterminal
formaria parte del dominio catalitico.

Por otra parte, se intenté estudiar la posibilidad de que
modificaciones post-transcripcionales de los mRNAs que codifican
para las endoglucanasas dieran cuenta de proteinas con idéntica
secuencia aminoterminal. Para ello, se amplificaron los mRNAs que
codifican para estas enzimas utilizando un partidor degenerado. Pero
al analizar, por secuenciacién, los productos de la amplificacién se
vi6é que no correspondian a las endoglucanasas sindé que a otros
genes, entre ellos la glutamina sintetasa. Este resultado se debié
posiblemente a la utilizacién de un partidor degenerado el cual

hibridé con genes diferentes, los que posteriormente fueron
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amplificados. Para evitar este problema se tendria que haber
disefiado un partidor mas especifico. Esto no fue posible debido a
que no se conocia la preferencia codogénica de este hongo.

El hecho de haber clonado el gen de la glutamina sintetasa
puede aportar a este respecto, debido a que, actualmente se puede
contar con al menos un antecedente de preferencia codogénica de
G. trabeum, 1o que podria ser utilizado en trabajos posteriores para
sintetizar una sonda mas especifica que permitiria detectar aquellos
clones que contendrian los genes de las endoglucanasas de este
hongo. Por otra parte, analizando la preferencia codogénica que
empled G. trabeum en el gen de la glutamina sintetasa se pudo
comprobar que ésta se asemeja mas a la que emplea
P. chrysosporium, para los genes de lignina peroxidasa, que la que
utiliza T. reesei, para los genes de las celulasas (Holzbaur y col.,
1991 y Penttild y col., 1986).

Durante la caracterizacién de las endoglucanasas de
G. trabeum se determind ademds el punto isoeléctrico que fue
alrededor de 3,5. Esto se correlaciona con el hecho que las
endoglucanasas de G. trabeum migran mucho mas rapido en una
electroforesis en condiciones no desnaturantes que 1las
endoglucanasas de P. chrysosporium, lo que indicaria que las
enzimas del hongo de pudricién parda tendrian un pl mas bajo que
las enzimas de P. chrysosporium.

El punto isoeléctrico fue determinado tanto por
isoelectroenfoque como por cromatoenfoque; es importante destacar

que el procedimiento empleado para realizar el cromatoenfoque es
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una buena alternativa para la purificacién de las endoglucanasas, ya
que se emplearon muy pocos pasos de purificacidn. Ademas, se
utiliz6 micelio precrecido el que fue posteriormente incubado en un
medio con celobiosa por un tiempo corto, de esta manera se
minimizé la protedlisis. Ademads, la mayor parte de las enzimas
producidas correspondian a endoglucanasas.

Otro de las aspectos que se estudiod, durante Ia caracterizacion
de las endoglucanasas de G. trabeum fue su posible homologia con
otras enzimas celuloliticas. Para ello, se emplearon diferentes genes
que codifican para celulasas de T. reesej y P. chrysosporium. 12 idea
de usar estos genes como sondas se baso en el hecho que los genes
que codifican para las celulasas tienen regiones altamente
conservadas, las que presenta homologia incluso de una especie a
otra (Eriksson y col., 1990). Mas aun, parte del gen chhl de T. reesej
fue usado como sonda para clonar el gen cbhl de P. chrysosporium
(Sims y col., 1988 y Covert y col., 1992). Al utilizar los genes egll
de T. reesei o chhl de P chrysosporium, como sondas, no dieron
bandas de hibridacién importantes con el DNA gendémico de
G. trabeum; lo que puede deberse 2 que las enzimas de este hongo
serian muy diferentes a las de T reesei y P. chrysosporium. De
hecho, en este trabajo se demostré que las endoglucanasas de
G trabeum presentan cierta homologia con una porcién de la
endoglucanasa II de T. reesei, enzima distinta de las otras celulasas

de T. reesei.
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CONCLUSIONES

- La expresion de estas enzimas no esti bajo represion catabdlica,

caracteristica Gnica de estos tipos de hongos.

- La produccién de endoglucanasas por el hongo de pudricién parda
G. trabeum es inducible por celobiosa. EI efecto de la celébiosa
sobre la expresion de las endoglucanasas se debi6 a un verdadero
efecto de induccién y no a Ia activacién de una enzima pre-

existente.

- G. trabeum produjo sélo endoglucanasas en los medios de
cultivos liquidos analizados en los cuales se empled diferentes
fuentes de carbono (glicerol, glucosa, manosa, xilosa, lactosa,
celobiosa carboximetilcelulosa y Avicel). En cultivos sobre
soportes sOlidos también se detecté sélo Ia expresion de
endoglucanasas, la que fue muy similar a la obtenida en medio
liquido. En todas estas condiciones de cultivo no se detectd la

presencia de celobiohidrolasas
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- En geles de poliacrilamida se identificaron dos endoglucanasas las
que presentaron una secuencia aminoterminal idéntica., La masa
" molecular de estas proteinas es de 36000 y 32000 Dalton Yy su
punto isoeléctrico inferior a 3,5. La regién aminoterminal de las
endoglucanasas de 36000 y 32000 Dalton de G, trabeum presenta
homologia con la endoglucanasa II de T. reesei. Por otra parte las
endoglucanasas de G. trabeum no presentaron homologia, en su
secuencia nucleotidica, con la endoglucanasa I de T. reesei ni con

la celobiohidrolasa I de P. chrysosporium.
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PROYECCIONES

La conclusiones obtenidas de este trabajo de tesis da lugar a
muchas proyecciones entre las cuales se puede citar el estudio de Ia
secuencia primarja de las endoglucanasas lo que permitiria
comprobar lo que se sugiri6 en esta tesis que estas enzimas serian
distintas a las enzimas de los sistemas celuloliticos de los hongos de
pudricién blanca y blanda.

Otra de las proyecciones interesantes de esta tesis es estudiar
a que se debe que la expresion de estas enzimas no esta bajo
represion catabdlica. A este respecto, en el laboratorio de la Dra
Merja Penttila en Finlandia se est4 estudiando si G. trabeum posee
una proteina represora de las caracteristicas de CRE A. Otra forma
de enfocar este problema es estudiar el promotor de las
endoglucanasas, para establecer si existen secuencia capaces de unir
la proteina represora del tipo CRE A.

Finalmente la obtencién del promotor y de las secuencias que
llevan la informacién para la secrecién de las endoglucanasas al
medio, permitiria construir un vector de expresion para hongos
filamentosos, el que presentaria la caracteristica de ser inducible
por celobiosa en presencia de glucosa. Lo que haria que se libere al
medio de cultivo casi exclusivamente la proteina heterdloga, ya que

las otras proteinas estarian reprimidas por glucosa.
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