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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 comtin la propiedad de producir enzimas hidrolfticas

extracelulares,  las cuales catalizan  la  hidr6lisis  de  la  celulosa  a
V

celobiosa, la que finalmente es degradada a glucosa. Los hongos son

los dnicos microorganismos capaces de degradar la celulosa cuando

esta   se   encuentra   en   los   tejidos   lignocelul6sicos.  El  sistema

celulolitico de los hongos de pudrici6n 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  A-glucosidasas.  La   cel/ulosa   cristalina   es

degradada por una acci6n  sinergica entre  las endoglucanasas y
celobiohidrolasas produci€ndose celobiosa u oligosacaridos cortos.

Estos olig6meros son hidrolizados a glucosa  por acci6n de  las  R-

glucosidasas. I.a expresi6n de las enzimas del sistema celulolitico de
los hongos de pudrici6n blanca y blanda es inducible por la celulosa

y reprimida por glucosa. La celulosa por sf misma no es el inductor,
sino que  disaciridos producidos por  hidr6lisis parcial de esta.
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Se ha identificado un tercer grupo de hongos, los hongos de

pudrici6n parda, capaces de degradar la celulosa presente  en  los
tejidos lefiosos. Estos hongos. presentan diferencias significativas con

respecto a los  hongos de pudrici6n blanca y blanda. En efecto, los

hongos de pudrici6n parda degradan la celulosa en presencia de la
barrera  de  lignina,  modificando  s6lo  parcialmente  este  dltimo

polinero.
El  sistema  celulolitico  de  estos  hongos  ha sido  muy  poco

estudiado; estos producirian solamente endoglucanasas, por lo tanto

no necesitarian de la acci6n sinergica entre las endoglucanasas y

celobiohidrolasas. Por otra parte, la regulaci6n de la expresi6n de las

endoglucanasas de estos hongos difiere de  la  de  los  hongos  de

pudrici6n blanca  y  blanda,  ya  que  se  ha  descrito  que  serian
constitutivas.

Las caracteristicas dnicas que presenta el sistema celulolitico

de los hongos de  pudrici6n parda  llevan  a  postular  el  objetivo

general de esta tesis, que fue el estudio de la expresi6n y regulaci6n
de las enzimas del sistema celulolitico.

En  primer  lugar  se  estudi6  la  producci6n  de  enzimas  del

sistema celulolitico  del  hongo  de  pudrici6n  parda  GJoeophyjJum

frabeHm bajo distintas condiciones de cultivo. Para ello, se us6 tanto

sistemas de cultivo liquidos como cultivo sobre soportes inertes. En

cultivos   liquidos   se   encontr6   que   G.    rrabeum       produjo

endoglucanasas en todos los medios de cultivos,   los que contenian

las diferentes fuentes de carbono analizadas;  aunque el  nivel de

expresi6n fue distinto. El nivel mayor de expresi6n se obtuvo cuando
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se  us6 celobiosa y celulosas como  fuentes de carbono.  Un  nivel

intermedio se logr6 con glucosa, manosa y lactosa. Finalmente, un

nivel bajo de expresi6n se obtuvo con galactosa, xilosa, glicerol y

fructosa.  Esto  sugiri6  que  la expresi6n  de  endoglucanasas  seria

inducible por celobiosa y no estaria bajo represi6n catab6lica. 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 expresi6n de endoglucanasas que en glucosa.

El  segundo  objetivo  especifico  de  la  tesis  consisti6  en

caracterizar  las  endoglucanasas  producidas  por  el  hongo  de

pudrici6n  parda  G.  frabeum.   En  electroforesis  en   geles   de

poliacrilamida-SDS, se  identificaron  dos  endoglucanasas  las  que

presentaron identica 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 porci6n de la endoglucanasa 11 de
Trj.choderma  reesej,    un    hongo    de   pudrici6n   blanda.   La

endoglucanasa 11 de I. reesej  presenta caracteristicas distintas a las

de las enzimas celuloliticas  de  este  hongo  y  a  las  del  hongo  de

pudrici6n blanca Pflaneriochae fe chrysaspon. un.
Las  masas  moleculares  determinadas  para  estas  enzimas

fueron de 36000 y 32000 Dalton y el punto isoelectrico para ambas

rue menor que 3,5. Por otra parte, estas proteinas no presentaron
homologia en la secuencia nucleotfdica con la endoglucanasa I de  T.

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

•     El  tercer objetivo  consisti6 en  estudiar la regulaci6n  de  la

expresi6n de las endoglucanasas. En primer lugar, se demostr6 que

la expresi6n de las endoglucanasas era inducible por celobiosa. Con

este fin, micelio pre-crecido fue transferido a medios de cultivo con

lactosa y se adicion6 celobiosa,  observandose  un claro efecto de

inducci6n. Posteriormente, se demostr6 que la expresi6n de estas

enzimas no es fa sujeta a represi6n catab6lica. Para ello, se agreg6

glucosa  en  distintas  concentraciones  a  cultivos  inducidos  con
celobiosa, sin que ella afectara la inducci6n por celobiosa. Mas adn,

fue  posible  inducir  la  expresi6n  de  estas  enzimas  al  agregar

celobiosa a cultivos que contenian altas concentraciones de glucosa.

Finalmente,  utilizando  cicloheximida,  un  inhibidor  de   la

sintesis proteica, se demostr6 que el efecto de la celobiosa sobre la

expresi6n de las endoglucanasas se debia a un verdadero efecto de
inducci6n y no a una activaci6n 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

L~

metabolized into glucose. Cellulose of woody tissues can be degraded

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  A-glucosidases.

Endoglucanases and cellobiohydrolases cooperate to produce the

hydrolysis of crystalline cellulose. These enzymes liberate cellobiose

and short oligosaccharides. A-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  GJoeopj]yJJum rrabetlm  under different  culture conditions

was studied. The culture conditions  were: liquid culture and solid

state fermentation. G. rrabezJm  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

cellobiose 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. frabeum  were characterized. Two endoglucanases were identified

by SDS-polyacrilamide electroforesis. These enzymes had identical

aminoterminal  sequences   and   showed   homology   with   the

XX



endoglucanase  11  of  I.  reesej  ,  a  soft-rot  fungus.   I.  reesej

endoglucanase 11 is different from other cellulolytic enzymes, as

those  of  T.  reeser.    and     the  white-rot  fungus  Phanerocj]aefe
chrysospon.rm. The molecular weight of G. frabeum  endoglucanases

were  36000 and 32000. These proteins showed no homology with

the  nucleotide  sequences  of  T.   reesej.     endoglucanase  I  and

P. chrysospon.urn   cellobiohydrolase I. These results suggest that

G. £rabezzm 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.  £rabeLrm     is   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 porci6n 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 degradaci6n.                                                   -
Los microorganismos son los dnicos seres vivos que tienen la

propiedad de la celulosa. Entre estos, 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  (Cougnlan  y  col.,  1988).  En  los  materiales

lignocelul6sicos, la celulosa se encuentra asociada a la lignina, lo que

hace atin mas dificil la degradaci6n de este polisacarido. Los hongos

son los dnicos microorganismos capaces de degradar eficientemente
los materiales lignocelul6sicos.

En los dltimos afros, se han logrado significativos avances en el

conocimiento de las enzimas que participan en la degradaci6n de

celulosa, tanto de bacterias como de hongos. Estas enzimas ham sido

purificadas, caracterizadas y  los genes que codifican para muchas
de ellas ham sido clonados  (Puls y col.,  1991.,  Gilkes y col.,  1991;

Goyal y col„ 1991; B€guin,1990).
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Sin embargo,  los mecanismos de regulaci6n de la expresi6n de

las enzimas del sistema celulolitico en bongos no ham sido estudiados

en~profundidad (Kubicek y col., 1993 ) .

Estructura  de  la  pared  vegetal.
ha madera es fa formada principalmente por celulosa, lignina y

hemicelulosas.   La  pared  celular  de  las  plantas  lefiosas  esta

compuesta por varias capas: lamela media y  paredes  primaria  y

secundarias.   Estas  capas  difieren  tanto  en  estructura como  en
composici6n quinica (Figura 1 ).                                                       '

La lamela media tiene por funci6n mantener las celulas unidas
entre si y se encuentra altamente lignificada. ha 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  porci6n  de  la  pared  celular.  En  la  pared
secundaria las microfibrillas de celulosa estan ubicadas en forma

paralela encontrindose entre ellas la lignina y hemicelulosas.

1.1.-  _D_egradaci6n de la par_eL4

Dentro de los bongos  que  degradan  la  madera  se  pueden
r=

distinguir tres  tipos  (Figura  2).  En  primer  lugar  los  hongos  de

pudrici6n blanca, los cuales se caracterizan  por su propiedad de
degradar los  tres componentes  de la madera,  lignina,  celulosa y

hemicelulosas.    El   segundo  tipo  lo   constit.uyen   los   hongos   de





Hongos de
pudrici6n blanca

25 50            75            100

Hongos de
pudrici6n parda

Lignina

Hrfucelulcus.`.\

25             50             75            100
J*

% de PERDIDA DE PESO

Hongos de
pudrici6n blanda

25            50            75           loo

% de PERDIDA DE PESO

Figura  2:   Degradaci6n de   lignina, celulosa y hemicelulosas por
diferentes tipos de hongos
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pudrici6n  parda,  que  degradan  la  celulosa  y  hemicelulosas  sin
alterar significativamente la barrera de lignina; y finalmente se

encuentran los hongos de pudrici6n blanda,  los cuales degradan

tanto  los  polisacaridos  como  la  lignina,  siendo  esta  tiltima

metabolizadaenmenorproporci6n(Erikssonycol.,1990).

2.-    Estructura  de  la  celulosa

La celulosa es un homopolimero formado por  unidades   de
D-glucopiranosa,  las  que  se  encuentran   unidas   por  enlaces

glicosfdicos B,1-4, formando una cadena de J§-glucano lineal;~cada
moleculadeglucosaseencuentraenunangulode180°conrespecto

a  sus vecinas  (Figura  3).  La molecula de J}-glucano  se  encuentra

estabilizada por enlaces de hidr6geno intramoleculares. ha unidad

basica repetitiva de la celulosa es la celobiosa, mas que la glucosa.

Varias cadenas de ft-glucano se encuentran asociadas entre si por

puentes  de  hidr6geno,  en  forma  paralela,   constituyendo  la
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  hidr6geno  intra e  inter  moleculares,  la

celulosa es insoluble en la mayorfa de los solventes.

La fibra de celulosa contiene regiones altamente ordenadas,

cristalinas, alternadas con regiones menos ordenadas o amorfas. fas
regiones cristalinas son mas resistentes a la degradaci6n microbiana

o enzimatica que las regiones amorfas (Walker y Wilson,1991 ).
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El tamafio de la mol€cula de celulosa se define en terminos del

grado de polimerizaci6n (DP), es decir, el ntimero de residuos de

glucosa  por  mol€cula  de  celulosa.  Una  mol€cula  de  celulosa  de

plantas superiores tiene un DP promedio de 14000, en cambio el DP
de la celulosa producida por la bacteria Acefobac.£er xpJjlmm  es de

3500.  El  mayor  DP  reportado,  25000,  pertenece  a  la  celulosa

producida por el alga VaJonja  (Eriksson y col.,1990).

2.1.-Deg±a±ac_i±cel_uirfe
Los microorganismos capaces de degradar la celulosa,   ti.enen

en   comtin   la  propiedad   de   producir   enzimas   hidroliticas

extracelulares, llamadas genericamente celulasas, las cuales catalizan

la hidr6lisis de la celulosa a celobiosa; esta  dltima  es  finalmente

degradada  a glucosa.

2.1.1.-   Sistema celulolitico de los hongos de pudrici6n  blanda y

blanca.

fas celulasas producidas por los hongos de pudrici6n blanca y
blanda son muy similares y ham sido estudiadas en profundidad

(Coughlan y Ljungdahl,  1988). Dentro de los hongos de pudrici6n
blanca  y   blanda,   los   mas   estudiados   son   el   basidiomicete

Phanerocliaete chrysosporlum  y   el  deutero"1cete  Trlchoclerma
lieesej, respectivamente. El sistema celulolitico de estos hongos esta

formado por las siguientes enzimas:
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-   Iuas endoglucanasas (EC 3.2.1.4), que son enzimas que hidrolizan

enlaces A-glucosidicos al arar, dentro de la mol€cula 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.
-   I.as A-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 oligosaciridos cortos.
Para que ocurra degradaci6n de la celulosa cristalina deben

participar todas las enzimas de este complejo enzimatico, lag que
acthan en forma sinergica (Wood y col.,1979). Se ha observado que

los componentes aislados de este complejo no hidrolizan la celulosa

cristalina (Coughlan,1985). I.a degradaci6n de la celulosa cristalina

se inicia por un ataque   de las endoglucanasas sobre las regiones

amorfas de la fibra de celulosa (Figura 4), seguido por una acci6n

combinada entre las endoglucanasas y celobiohidrolasas, 1as  que

liberan oligosacaridos cortos y celobiosa, los que son hidrolizados

finalmenteaglucosaporlafa-glucosidasa(Goyalycol.,1991).

Ambos tipos de hongos producen diferentes isoenzimas para

cada una de estas actividades. I. Jieeser.  secreta tres endoglucanasas

y    tres    celobiohidrolasas    (Coughlan   y   Ljungdahl,   1988).
P. chrysosporjHm produce cinco endoglucanasas,  dos JS-glucosidasas

y una celobiohidrolasa (Eriksson y Pettersson,  1975a;  Eriksson y
Pettersson,  1975b;  Deshpande y  col.,  1978).  Recientemente  fue

demostrado que este hongo posee al memos 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 glicosilaci6n y/o cortes

proteoliticos  (Penttila  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 uni6n a la celulosa

- el dominio catalitico; y fmalmente,

- el dominio puente, que une al dominio catalitico con el de uni6n a

la celulosa (Knowles y col.,1987).

I,a ubicaci6n de estos dominios en la secuencia primaria de las

proteinas varia de una enzima a otra. Es asi como, el dominio de
uni6n 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 8 (Figura 5). El bloque A corresponde al

dominio de uni6n a la celulosa y presenta una homologia de un 70%
entre las distintas celulasas. Por otra parte, la homologia entre los

bloques 8 es de un 50% a 60%. El bloque 8  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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CBHI

CBHH

EGH

SS      AB   B,

SSA8

Figura  5:  Representaci6n esquematica de los genes que codifican
para las enzimas celuloliticas de I. reesej,  en  que se compara la
ubicaci6ndelosdominiosdeuni6nalacelulosa,puenteycatalitico.
Lasregioneshom6logasenestasenzimassondenominadasA,8y8'.
Ias secuencias sefial para proteinas extracelulares son denominadas
SS.  CHB  I  y  CBH  11  corresponden  a  las  celobiohidrolasas  I  y  I I
respectivamente. EG I y EG Ill corresponden a las endoglucanasa I y
endoglucanasa 11 (denominaci6n actual) respectivamente.
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Dependiendo de la secuencia aminoacidica de los dominios

cataliticos,  las enzimas celuloliticas,  bacterianas y  fungicas,     se

pueden  agrupar  en  familias  (Gilkes  y  col.,  1991).  Las  enzimas
fungicas,  celobiohidrolasa  I  y  endoglucanasa  I  de  I.  reesej;

celobiohidrolasa  de    I.   vjrjc!e       y    celobiohidrolasa    I    de
P.  chrysosporjum   se encuentran agrupadas en la  familia  C.  La
endoglucanasa 11   de  I. reesej   pertenece a la familia A  a.  Ia  cual

pertenecen ademas enzimas bacterianas.

2.1.2.-Sistema celulolitico de los hongos de pudrici6n parda.    .'

El sistema celulolitico de los fiongos de pudrici6n parda es poco

conocido a pesar de las caracterfsticas rinicas que presentan estos

hongos.  A diferencia de los hongos de pudrici6n blanca y blanda, los

bongos de pudrici6n parda causan una fapida despolimerizaci6n de

tipo  oxidativa  de  los  polisacaridos  estructurales,  durante  las

primeras etapas de la degradaci6n de la madera  (Kleman-Leyer y
col., 1992). Se ha sugerido que un compuesto extracelular de baja

nasa molecular, capaz de penetrar y difundir a trav€s de la pared
vegetal, seria responsable de la rapida reducci6n inicial del grado de

polimerizaci6n de la 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 reacci6n
de Fenton (Fe +2 + H2C2), en la que se generan radicales hidroxilo

(Koenigs  y  col.,  1974;  Schmidt  y  col.,  1981).  Estos  dltimos  ham

demostrado la capacidad de  oxidar  celulosa  cristalina  jn  vjtro,

despolimerizindola (Halliwell,1965). Por otra parte,  los bongos de
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pudrici6n parda secretan acido oxalico (Espejo y Agosin,1991),  el
cual reduciria el Fe+3, normalmente presente en la madera, a Fe+2

(Schmidtycol.,1981).

El sistema celulolitico de estos hongos no ha sido estudiado en

profundidad.  En  cultivos  sumergidos  s6lo  se  ha  detectado  la

presencia de endoglucanasas y R-glucosidasas (Highley,1973). Bajo
estas  condiciones de cultivo,  no se observ6 despolimerizaci6n ni

degradaci6ndelacelulosacristalina;porlotanto,esprobablequeel

hongo    haya   expresado    el   sistema   celulolf tico   completo.

Alternativamente, existe la posibilidad que los hongos de pudrici6n

pardanorequierandelaacci6nsinergicaentrelasendoglucanasasy
las  celobiohidrolasas,  y  que  la  actividad  de  estas  dltimas  sea

desempefiada   por  el   compuesto   de   baja   masa   molecular

anteriormente mencionado,  el cual fragmentarfa las cadenas de
celulosa modificando su ordenamiento lo que permitirfa la acci6n

hidrolitica de las endoglucanasas.

Unaendoglucanasaproducidaporelfiongodepudrici6nparda
feflzjres frabca  (sin6nimo de GJoeapjzyJJum frabeum) rue purificada

y parcialmente caracterizada (Herr,  1978). Esta enzima tiene  una
nasa molecular de 29000 Dalton y es activa sobre celulosas solubles

y xilano.

En conclusi6n, atin no se conoce el mecanismo que utilizan los
hongosdepudrici6npardaparadegradarlospolisacaridospresentes
en la madera. Al parecer este mecanismo es diferente al descrito

para los  hongos de pudrici6n  blanca y blanda.  Por  lo  tanto,  los
estudios  de  expresi6n  y  caracterizaci6n  de  cada  uno  de  los`
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componentes de este sistema son fundamentales para entender este
novedoso proceso degradativo.

3.-   Mecanismos  de  regulaci6n  de  la  expresi6n  genica  en

microorganismos  eucariontes.
La gran  diversidad  de  fuentes  de  carbono  que  utilizan  los

microorganismos eucariontes requiere que las enzimas involucradas

en la captaci6n y degradaci6n de estos nutrientes se encuentren

finamente reguladas.  Los estudios  de  regulaci6n de la expresi6n

genica en hongos han contribuido a entender estos mecanism-os en
organismos  eucariontes  superiores,  ya  que  las  investigaciones

realizadas en un amplio rango de sistemas  ham 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
regulaci6ntranscripcionaldeeucariontesseencuentranaquellosque

actrian  en  cis,  denominados  UAS   (secuencias  que  activan  la

transcripci6n  ubicadas  rfo  arriba  del  promotor)  en  hongos  y
"amplificadores"  en  mamfferos;  estos  elementos  son  secuencias

nucleotfdicasqueseencuentranadyacentesaungenquerespondea
sefiales ambientales, metab6licas 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 transcripci6n

y que pueden localizarse en diferentes posiciones relativas a otro
sitio que actda 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
transcripci6n del gen.  Tanto  las proteinas activadoras de hongos

como de eucariontes superiores  contienen un dominio de uni6n al

DNA, el cual reconoce   las secuencias reguladoras y un dominio de

activaci6n, el cual interactuaria directa o indirectamente con los
factores de transcripci6n generales (Roeder,1991; Flanagan y col.,

1991;  Lin  y  Green,  1991).  El  dominio  de  uni6n  al  DNA  de  los

distintos  activadores  transcripcionales  de  eucariontes,  contiene

secuencias ricas en residuos cisteina, los que son capaces de q-uelar

iones zinc,  formando  una estructura denominada dedo  de  zinc

(Pavletich,1991 ).  El dominio de activaci6n tiene la caracteristica de
ser  independiente  del  dominio  de  uni6n  al  DNA  y  puede  ser

intercambiable con dominios de activaci6n de otros organismos; es

asi como un dominio de activaci6n de levadura es activo en celulas

de mamiferos, plantas o insectos (Ptashne,1988). Estos dominios se

caracterizan por tener un exceso de residuos acidos.

3.1 -  Ia±±±e£±Sa±e±a£2Ep±es±a±±g±E±g±
3.1.1.-Levaduras

Dentro  de  los  bongos,  el  organismo  mas  estudiado  es  la
levadura  Saccharomyces cereVI.sjae  ,   en  la  cual  los   circuitos

regulatorios  de varios  genes ham  sido  bien caracterizados. Entre

€stos, uno de los mejor entendidos es el sistema qe utilizaci6n de

galactosa (Johnston,1987a).
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En la utilizaci6n de galactosa por S.  cerevisjae   participan al
menos seis enzimas de la via de Leloir (Leloir,1951).   Estas enzimas

es fan codificadas por los genes GAL I  ,  7   JO   y 5   y catalizan la

conversi6n de galactosa en glucosa-6-fosfato.  fa galactosa entra a la

celula a traves de una permeasa especffica codificada por el  gen

GAL 2.    La  expresi6n  de  los  genes  GAL    esta  regulada  por dos

mecanismosdiferentes:porunapartesoninduciblesporgalactosay

por otra, estin bajo represi6n catab6lica.
La inducci6n de la expresi6n de los genes  GAL esta regulada

por dos proteinas. Ija proteina GAL4 activa la transcripci6n de los

genes GAL, uni€ndose a los sitios us  localizados rio arriba de los

promotores de los genes GAL.   En la regulaci6n de la expresi6n de
estos  genes  tambien  participa  la  proteina  GAL80,     proteina

represora, que en ausencia del inductor, se une directam`ente a la

proteina GAL4,  evitando que esta pueda activar la transcripci6n

(johnston,  1987a).   Sin embargo,   recientemente se ha propuesto
otro mecanismo de represi6n de la transcripci6n en ausencia del
inductor (Parthun y Jaehning,1992). En este mecanismo no estaria

involucradaladisociaci6ndelasproteinasGAL80yGAL4,sinoque

GAI4 formaria un heterodimero con GAL80; asi la capacidad de

inducir la transcripci6n dependeria del grado de fosforilaci6n de la

proteina  GAL4  (Partbun  y Jaehning,  1992),  y  por  lo  tanto,  en
ausenciadelinductor,GAL4estariadesfosforiladayseriainactiva.

ha estructura quimica del inductor no se conoce, s6lo se sabe

que es una molecula de baja masa molecular sintetizada a partir de

galactosa,enunareacci6ncatalizadaporelproductodelgenGA£3
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(Torchiay Hopper,1986).  A pesar que no hay evidencia directa, se
supone que el inductor se uniria a la protefna GAL 80 e impediria

. qu-e esta 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 GAL80 o con el  complejo  GAL4-GAL80  (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 vfas metab6licas en  levaduras,  como por ejemplo-en la

regulaci6n  de  la expresi6n  de  las  enzimas  que  participan  en  la

sintesis de algunos aminoacidos (Greenberg y col.,  1986). En otros

sistemas, en  cambio,  se ha descrito  la participaci6n  de  s6lo  una

protefna reguladora. Es asi como, en la regulaci6n de la sintesis de
maltasa  participarfa 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.-Hongosfilamentosos

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  la

utilizaci6n de acido qufnico por los bongos NeHrospora  crassa   y

AspengjJJus j]jduJafls   (Giles y col.,1985; Grant y col.,1988), En  la

utilizaci6ndeestafuentedecarbonoparticipanvariasenzimas,las
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quetransformanelacidoquinicoaacidoprotocatequico.Enambos
hongos, los genes que codifican para estas enzimas se encuentran

organizados en   agrupaciones  (Geever y col.,  1989;  Lamb y  col.,

1990).En]aregulaci6ndelaexpresi6ndeestosgenesparticipandos

mecanismos;porunaparteexisteinducci6nporacidoquinicoypor
otrapartehayrepresi6nporglucosa(Hawkinsycol.,1984;Geevery

col.,1989).

Elcontroldelatranscripci6ndelosgenesqueparticipanenel
metabolizmo  del  acido  qufnico  esta  mediado  por  un  regulador

positivo y un regulador negativo (Giles y col.,  1985; Grant y col.,
1988).Elreguladorpositivoposeecaracteristicasmuysemejantesa

laproteinaGAI4delevadura,estoes,enlaregi6naminoterminal
se encuentra el dominio  de  union  al  DNA  el  cual  contiene  una

secuenciaricaenresiduoscisteina,caracteristicadelosreguladores

transcripcionales de eucariontes  (Baum y col.,  1987;  Beri  y  col.,

1987).Ademas,estaproteinaposeeunaregi6nacidaensuextremo

carboxilo  terminal,  similar  al  dominio   de   activaci6n   de   la

transcripci6n(Geeverycol.,1989).

En  hongos  filamentosos  tambien  ha  sido  descrito  que  la
inducci6n  de  la  expresi6n  puede  estar  mediada  por  una  sola

proteina. Un sistema muy bien caracterizado es el de la utilizaci6n
de  etanol  por  A.  njdzjJaj]s  (Lockington  y  col.,   1985).   En  la

metabolizaci6ndeetanolporestehongoparticipandosenzimas,la

alcoholdeshidrogenasa1ylaaldehidodeshidrogenasa,codificadas

por los genes aJCA  y aJdA, respectivamente. La expresi6n de estos

genesesinducidaporetanolyreprimidaporglucosa.Elactivadores
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laproteinaALCR,queestacodificadaporelgenalcR.Ademas,este

gen es autoinducible y tambien se encuentra sujeto a represi6n
catab6lica(Lockingtonycol.,1987).

EIactivadorALCRcontienelaestructuracaracteristica,dedode
zinc,deuni6nalDNA(Kulmburgycol.,1991).Estaproteinaseunea

secuenciasUAS,queseencuentranubicadasrioarribadelosgenes

a/c4,aJdAya/cR(Gwynneycol.,1987;Kulmburgycol.,1992ay

1992b).

Enconclusi6n,loseucariontesinferiores,engeneral,emplean
un mecanismo positivo de control de  la expresi6n  de  genes  que

codificanparaenzimascatab6licas,adiferenciadebacteriasenque

es frecuente encontrar mecanismos de regulaci6n negativos. Estos

mecanismoseneucariontestienenciertaspropiedadescomunes:
-unaproteinaactivadoraquetienelacapacidaddereconocer,ya

seadirectamente,oatravesdeproteinasintermediarias,sefialesdel
medio  ambiente;  ademas,  esta  proteina  es  capaz  de  entrar  y
acumularseenelndcleo,deunirseaelementosqueactdanencise
interactuar  ya  sea  directa  o  indirectamente  con  factores  de

transcripci6ngenerales,conelfindeinducirlaexpresi6ndeungen.
-   la  fuente  de carbono  de  preferencia es  la glucosa, ya que  la

mayoriadelasviascatab6licasestinsujetasarepresi6nporcarbono
o represi6n catab61ica.
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Larepresi6nporglucosaesunmecanismoglobalquecontrola

laexpresi6ndeungranntimerodegenes,incluyendolosgenesGA£.

EImecanismoderepresi6ncatab6licaescomplejoenlevaduras,ya

que participan varias protefnas  (Trumbly,  1992 y Gancedo,1992).
Estemecanismohasidoestudiadoprincipalmenteenlaregulaci6n

de los genes SUC,   debido a que la expresi6n de estos genes  esta

controladaexclusivamenteporglucosa,adiferenciadelaregulaci6n
de  las  otras  vfas  metab6licas  en  que  la  expresi6n  esta suj.eta  a

inducci6nyarepresi6ncatab6Iica.LosgenesSUCesunafamiliade

genes que codifican para la enzima invertasa,   Ia que cataliza la
hidr6lisis de sacarosa.

Dostiposgeneralesdemutantesqueparticipanenrepresi6n

por  carbono  de  estos  genes  ham  sido  aislados:  mutantes  de
desrepresi6n,loscualesnoexpresanlosgenesSUC,atinenausencia

deglucosa,ymutantesconstitutivas,queexpresanestosgenesen

presenciayausenciadeglucosa.Porlotanto,dostiposgeneralesde
protefnas  que   participan   en   represi6n  catab6lica  ham  sido
identificadas:

D   aquellas requeridas para la expresi6n de ]os genes controlados

porglucosa,cuandolacelulaseencuentraenausenciadeglucosa;
entrelasproteinasdedesrepresi6nseencuentranlosproductosde
I__   __._           I_  .__los genes CIATZ,  CIAT3, SNF2, SNF5,  SNF6 y MSNI. Algunas de estas

_ _ _  Jr-`,`+I+||\JO  uC

proteinasserfanfactorestranscripcionalesquetienenlapropiedad
deunirsealDNAenregionesUAS,ubicadasrfoarribadelpromotor,

r
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activandolaexpresi6ndeestosgenescuandolacelulaseencuentra

enausenciadeglucosa.EstasregionesUAS,hansidoidentificadasen

elcasodelosgenesSUC(SarokinyCarlson,1986).

iD  aquel]as  necesarias  para  reprimir  la  expresi6n  de  los  genes

regulados por glucosa, cuando la celula dispone de glucosa.   Entre

estas proteinas   se encuentran entre otros,  ]os productos de los

g\eQnoe.S\exK2i  HEX2i  CJIT80,  TUPI  CYC8,  MIGl    y  RGRi    (i=c=:,
1992).

El gen  MJGJ  codifica para una  proteina represora,  que se
uniria a sitios ubicados rfo arriba de los promotores de los genes

reprimiblesporglucosa(NehlinyRonne,1990).Enlospromotores

de los genes SUC   se ha identificado dos secuencias que tienen la

propiedad de unir la proteina MIG1.  Una de  estas  secuencias se
superponeconlassecuenciasUAS,queactivanlatranscripci6n.Por

lotanto,sesuponequeelefectoderepresi6ndeMIGlsedebeauna

competencia con los factores de transcripci6n  por unirse a estos

sitiosenelDNA.ElgenquecodificaparalaproteinaMIGlhasido

clonadoysecuenciado.hamasamoleculardeducidaparalaproteina

MIGlapartirdelasecuencianucleotidica,esde56000Dalton.ha

secuenciaaminoacfdicapresentaundominiodeuni6nalDNA,que

tienelaestructuracaracteristicadededodezinc.(NehlinyRonne,
1990)

Adnnoseconocecualserialasefialintracelular,productdaa

partir  de  la  glucosa,  que  ejerce  represi6n  catab6lica.  Se  ha
demostrado que  el  AMPc,  no  tendria  efecto    en  represi6n  por

carbono  en  eucariontes,  en  contraste  con  lo  que  ocurre  con
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procariontes  (Matsumoto  y  col.,  1983).  En  este  sentido,  se  ha
encontradoquelaenzimahexoquinasaisozimaPII,codificadaporel

genfzK2juegaunrolimportanteenrepresi6ncatab6lica(Entian,
1980).Estaenzimacatalizalafosforilaci6ndeglucosa,primerpaso

enlaglic6Iisis.Sebademostradoqueestaenzimatieneademasuna

actividad  quinasa,  capaz de autofosforilar y  de  fosforilar  otras

proteinas, actividad que podrfa estar relacionada con su funci6n
regulatoria   (Fernandez  y  col.,   1988;   Herrero  y  col.,  1989).

Recientemente,sedemostr6quelahexoquinasaPI,tambienestaria

asociadaconlarepresi6nporglucosa,noasilaglucoquinasa(Rosey

col.,1991).Enefecto,siseconsideraquelaglucosaeselsustratode

las  hexoquinasas,  parece  razonable  que  estas  enzimas  esten

implicadasenlasintesisotraducci6ndelasefialdelapresenciade

8lucosa-

haglucosareprimelaexpresi6ndelosgenesGA£,actuandoa
diferentes niveles (Trumbly,1992):

i)  reducci6n  de  los  niveles  del  inductor;  la  glucosa reprime  la

expresi6ndelosgenesGA£2yGA£3,quecodificanparalagalactosa

permeasa y la  enzima  que participa en  la sintesis  del inductor,
respectivamente(Tschoppycol.,1986;Bajwaycol.,1988).Estohace

que,enpresenciadeglucosa,lasfntesisdelinductorseencuentre
disminuida.

iD  ]a glucosa reprime la transcripci6n de los genes estructurales

GAfj,GAI7yGA£ZO,atinenpresenciadegalactosa.GA£Jcontiene

ensupromotorregionesdeuni6ndelaproteinarepresora,MIG1,

denominadasURS(FlickyTohnston,1990).
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imreducci6ndelosnivelesdeGAL4;1aglucosatambi€nacttia

disminuyendolevementelosnivelesdelaproteinainductoraGAL4

(GriggsyJobnston,1991),elpromotordelgenquecodificaparaesta

proteinacontienesecuenciasquesonreconocidasporMIG1(Nehlin

ycol.,1991).

Enconclusi6n,MIGlreprimeenformadirectalaexpresi6nde
los  genes  que  participan  en  el  metabolismo  de  la  galactosa,

uniendose a las regiones reguladoras de estas proteinas,     como

tambienenformaindirecta,aldisminuirenmuybajaproporci6n,
1os   niveles   de  la  protefna  activadora   GAl,4;  esta  modesta

disminuci6n  de  los  niveles  de  GAL4  produce   una  respuesta

amplificadaaloscambiosambientales(Griggsyjohnston,1991;

Nehlin y col.,1991).

Enlaregulaci6nporglucosadelaexpresi6ndelosgenesGA£,

juntoconMIG1,tambienparticipanlasotrasproteinasdescritasen
laregulaci6ndelosgenesSUC(Nehlinycol.,1991).

3.2.2.-Hongos filamentosos

La   represi6n   catab6lica
___ ----- v    JL 16 LJ.JCLlul'ICampliamentedistribuidoenhongosfilamentosos.EnA.IiidHJal]sse

encontr6queunamutaci6nenelgencTeAcausaladesrepresi6nde
ungranndmerodeactividadesenzimaticas(BaileyyArst,1975).

Estegenhasidoclonadoysecuenciado(DowzeryKelly,1989);

codifica para una protefna de 415  aminoacidos que contiene un

dominiodedodezinc,deuni6nalDNA.Porotraparte,Aspergr.JJHs

7]jger tambien  posee  un  gen  con  las  caracteristicas  de  c're  A

es   un   mecanismo  regulatorio
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(Drysdaleycol.,1993LEstasproteinastienenun84%dehomologfa
conlaprotefnarepresoraMIGldelevadura(DowzeryKelly,1991).

~    fa utiliraci6n de efanol por A. njduJafls esta sujeta a represi6n

catab61ica.faglucosareprimelaexpresi6ndelgenquecodificapara

la   protefna   activadora   ALCR   (Lockington   y   col.,    1987).

Recientementesedemostr6que,delamismamaneraqueocurreen
larepresi6ndelosgenesGAfdelevadura,elproductodelgencreA

regu]alaexpresi6ndelosgenesa/cAyaJdA,actuandoadosniveles.

Porunaparte,reprimelaexpresi6ndelaproteinaactivadora,pero

por  otra  reprime  directamente  la  expresi6n   de  los  genes
estructurales,uniendoseasitiosqueestanubicadosrfoarribadela

regi6nde]ospromotoresdeestosgenes(Kulmburgyco].,1993)

EEEEi  RIB  UEL  EE   idEEHEEN   ENE  HHE  EENEPIREHE  ELEEL   =bmEunH
3.3.1-Hongosdepudrici6nblandayblanca.

haexpresi6ndelasenzimasdelsistemaceluloliticoenhongos
depudrici6nblancayblandaestareguladapordosmecanismos.Por
unaparteseobservarepresi6ncatab6Iicayporotrahayinducci6n

porelsustrato,lacelulosa(Merivuoriycol.,1984).

El  mecanismo  molecular  de  inducci6n  por  celulosa de  la
expresi6n  de enzimas  del  sistema  celulolftico  no  se  conoce.  Sin

embargo,  fue demostrado recientemente que la regulaci6n de la
sintesisdecelulasasocurreaniveltranscripcional(EI-Gogaryycol.,

1989;Messnerycol.,1991).
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En  I. ]ieeser., hay evidencia de la existencia de  bajos niveles

constitutivosdeendoglucanasas,celobichidrolasasyJ3-glucosidasas,

lasquehidrolizarianpartedelacelulosaproduciendopequefias

cantidadesdecompuestosdebajamasamolecular;estostiltimos,

seriancapacesdepenetraralinteriordelac€Iula,induciendola
transcripci6ndelosgenesquecodificanparalascelulasas(El-Gogary

y  col.,  1989)   (Figura  6).  Consistente  con  este  modelo  son  los
resultadosobtenidosporCovertycoI.(1992),dondesedemuestr6

que  P. ct}rysospon.urn  expresa  dos  celobiohidrolasas  en  niveles
constitutivos  muy  bajos.  Los  mRNAs  que  codifican  para "estas

enzimassedetectaronenpresenciadeglucosaynosoninducibles

por celulosa.

Los compuestos de  baja  nasa molecular generados  por la
fiidr6lisis  parcial de la celulosa utilizarfan permeasas especfficas

paraingresaralahifa;enefecto,sedemostr6queT.reesejposee
unadisacaridopermeasa,involucradaenlacaptaci6ndelinductor

(Kubicekycol.,1993).hasintesisdeestapermeasaesinduciblepor
soforosa.

En trabajos recientes se investig6 Ia funci6n que cumple la
celobiohidrolasa11enlainducci6ndelaexpresi6ndelasenzimas

delsistemaceluloliticodeT.Iieesej(Seibothycol.,1992).Mutantes

quenoexpresanestaenzimamostraronunainducci6nretardadade
la expresi6n  de  las  celulasas.  De  esto se  puede  concluir  que  la

celobiohidrolasallnoesesencialenlainducci6ndelaformaci6nde

celulasas,perocontribuyedemaneraimportanteenlaliberaci6ndel

inductorenlasetapastempranasdelcrecimientosobrecelulosa.
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Lanaturalezaexactadelinductordelsistemacelulolfticoatin

nohasidodeterminada;enP.ct]rysosporjumelsistemacelulolitico
esinducidoporcelobiosaysoforosa,siendoelprimeromasefectivo

rEriks.inn  `, I].a__   ,^_,^`    _
.        _____  ++ riliiiciu lllas electivc)

(ErikssonyHamp,1978).Enr.reesej,elinductordebajamasa
molecular  mas  efectivo  encontrado  hasta  el  momento  es   el
disacarido soforosa  (Mandels  y  col.,  1962).  Este  inductor  seria

sintetizadoporunareacci6ndetransglicosilaci6ncatalizadaporla

JS-glucosidasa,utilizandocelobiosacomosustrato(Vaheriycol.,

1979).  Mutantes  de  I.  Iieesej,  que  no  expresan  la  A-glucosidasa,

mostraron una inducci6n retardada de  la  expresi6n  del  sistema
celulolftico(Straussycol.,1990;Fowlerycol.,1992).Estosugiere

queotrasactividadesenzimaticaspuedensustituirlafunci6ndela
JS-glucosidasadurantelainducci6n.Estasactividadesenzimaticas

puedendeberseaotrasR-glucosidasaspresentesenelhongo,yaque
hastalafechanoestaclarosihaymasdeunaJS-glucosidasaen

I.]ieeser.(MessneryKubicek,1990;Chenycol.,1992).

A pesar de  ser la soforosa el inductor mss  efectivo, se ha
encontradoqueestedisaciridos6loestimulalaexpresi6ndealgunas

delasisoenzimasdelsistemacelulol{tico(Messnerycol.,1988).En

trabajosrecientes,sehaencontradootrosinductoresparaf.jieesej,
comocelobiono-1,5-Iactona(Iyayiycol.,1989)ocelulosaoxidadaen

diferentesgrados(Kuhicek-Pranzycol.,1990).Porotraparte,seha

descritoquelacelobiosanoesunbueninductordelaexpresi6ndel

sistemaceluloliticoenr.reesej(Fritscllerycol.,1990).Sinembargo,

este  disacarido  acttia como inductor cuando la R-glucosidasa es

inhibidaconnojirimicina(Fritscherycol,1990).Posiblemente,la



28
soforosa sea un  mejor inductor,  debido  a  que  es  hidrolizada  a

glucosaavelocidadesmucbomenoresquelacelobiosa,existiendo
unacompetenciaentrelacaptaci6ndeldisacaridoparaquepueda

actuarcomoinductor,ysuhidr6lisis(Fritscherycol,1990).Ala

misma  conclusi6n  llegaron  otros  autores  cuando  estudiaron  la
inducci6ndelsistemacelulolfticodePemjcjJJI.umpurpunogenHm.En

estebongoseencontr6queotrodisa.cirido,gentiobiosa,eracaparde

inducirlaexpresi6ndecelulasas,cuandolaenzimaJl-glucosidasase

encontrabainfiibidaconnojirimicina(Kurasawaycol.,1992).Mas

atin, un derivado no metabolizable, tiogentiobiosa, result6 ser un
excelenteinductordelsistemaceluloliticodeestehongo.

Conrespectoaelementosreguladoresqueacttianencisenlos

promotoresdelosgenesquecodificanparalasenzimascelulolfticas
s6lorecientementesehanbechoalgunosprogresos.Aesterespecto,
el promotor del gen  que codifica para la celobiohidrolasa 11   de

I.  reeser.     poseerfa   ciertas  regiones  que  unirian  proteinas
regu]adoras(Stanglycol.,1993)

Sobre el control por carbono de la sintesis  de celulasas  se
conocemuypoco.Sinembargo,recientementesedemostr6queeste

control  ocurre  a  nivel  transcripcional  (El-Gogary  y  col.,  1989;

Messnerycol.,199"Enefecto,losmRNAsquecodificanparala

Crfea\,°=±^°.h.±=r=.1_a:al=eTresselnosedetectar=n:=a===-=L=±Lcae.:ao
delhongofueincubadoconcelulosayposteriormenteconglucosa.

Tampoco   se  detectaron   los   mRNAs   que  codifican  para  la

celobiohidrolasas1y11,cuandoelmiceliodeT.riessejfueincubado

solamenteconglucosa.
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Aligualquelaregulaci6nporglucosadelaexpresi6ndelos

genesGAfdelevadura,enlarepresi6ncatab6licadelosgenesque
c6dificanparalasenzimascelulolfticas,laglucosaejerceriasuefecto

a varios niveles. A este respecto, recientemente se identific6 una
regi6nhom6logaalsitiodeuni6ndelaproteinaCREAenelgen

cbfrJdeT.Iieeser..fadeleci6ndeestasecuenciacaus6expresi6nde

lacelobiohidrolasa1enpresenciadeglucosa(Kubicekycol.,1993a).

Porotrapartesedemostr6queenT.iieeser.,laglucosainhibeala

permeasa especifica para disacaridos,  por lo tanto la captaci6n del
inductor se ven'a disminufda (Kubicek y col"93 b).                 -~

3.3.2.-Expresi6ndelasenzimasdelsistemacelulolfticoenhongosde

pudrici6n panda.

haregulaci6ndelaexpresi6ndeendoglucanasasenloshongos
de  pudrici6n  parda,    presenta  al  parecer  caracteristicas  muy
diferentes.fasenzimasdelsistemaceluloliticoenestoshongosse

expresan en todas las fuentes de carbono, incluso en aquellas que
son facilmente metabolizables, como glucosa  (Highley,  1973L  En

experimentos de inducci6n con celobiosa en cultivos crecidos con
-__,_ _     ,carboximetilcelulosa

endoglucanasas,porloqueesteautorconcluy6quelaexpresi6nde1    _  _ __`,-+       \+1

estasenzimasenhongosdepudrici6npardaesconstitutiva.

no  se   observ6   mayor   expresi6n   de
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En  conclusi6n,  1as  caracteristicas  dnicas  que  presenta  la

regulaci6ndelaexpresi6ndelsistemaceluloliticodeloshongosde

pu.drici6n parda sugiere un mecanismo regulatorio completamente
distinto al descrito hasta ahora para otros microorganismos. Esto

llevaapostularelobjetivogeneraldeestetrabajoqueeselestudio
de la expresi6n y regulaci6n de las enzimas del sistema celulolitico

de los hongos de pudrici6n parda.
Para  cumplir  con  este  objetivo  general  se  plantearon  los

siguientes obj etivos especificos:

1.-    Estudiar la producci6n de enzimas celuloliticas, en el hon"go de

pudrici6n parda G.  frabeum,    en  distintas  condiciones  de
cultivo.

2.-     Caracterizar las endoglucanasas de este hongo.

3.-     Analizar la regulaci6n de la expresi6n de las endoglucanasas.
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MATERIALES  Y  METODOS

1.-  Organismos

La cepa utilizada a traves de todo el estudio rue  G.  £rabetlm

MAD 617-R, facilitada por el Center for Forest Mycology Research,

CFMR(ForestProductsljaboratory,Madison,Wisconsin).Comohongo

de referencia se  us6  P. chrysosporjLJm   BKMF  1767.  Estos  fueron

mantenidos en tubos extendidos con  agar 1,5 %,  extracto de malta
2%  y    extracto  de  levadura  0,2  %.    G.  frabeum    fue  siempre

propagadocomomiceliomolido;lapreparaci6ndelin6culoserealiz6
como se describe en Agosin y Odier (1985). P. chrysosporfLlm   rue

propagado a traves de esporas.
IjacepabacterianautilizadafueEschen.chl.acofjDH5a,donada

gentilm`enteporelDrAlejandroVenegasdelaFacultaddeCiencias
Biol6gicasdelaUniversidadCat6licadeChile.

2.-    Condiciones  de  cultivo
2.1.-ged±rdfaa±Q§±e±±QngQ±j±a±e!±ae
2.1.1.-Medio minimo de cultivo

El hongo fue cultivado en un  medio  minimo  que contenia

tartrato de amonio 25mM, como fuente de nitr6geno. Se us6 como

amortiguador  tartrato de sodio  50 mM,   pH 4,5.  Ademas,  a este

•---.-----
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mediodecultivoseleadicion6salesmineralescomolodescribeKirk

ycol.(1986).Ijafuentedecarbonofueutilizadaaunaconcentraci6n
ini.cialde55mM,exceptuandogalactomananoycarboximetilcelulosa

(CMC),1asqueseagregaronenunaconcentraci6ninicialde10g/1.
Despues  de  la inoculaci6n  los  cultivos  fueron  incubados  en  un

agitador orbital a 150 rpm y  28°C.

2.1.2.-  Obtenci6n de micelio pre-crecido

El micelio pre-crecido fue obtenido inoculando  1  ml de una

suspensi6n fungica que contiene micelio molido, correspondiente a

10mgdepesoseco,enmatracesErlenmeyerde250mlcon100ml

de un  medio  de cultivo  similar al descrito  anteriormente,  pero

utilizando galactomanano (1%) como fuente de carbono y 0,3 % de

carbopol.  Se emple6 galactomanano, ya que  con  esta  fuente de

carbono se obtuvo mayores rendimientos de biomasa (Tabla 1). Por

otraparte,seutiliz6carbopol,queesunderivadodepolimetacrilato,
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). Despues

decincod{asdecultivo,elmiceliofuecosechadoporcentrifugaci6n,

1avado tres veces  con  agua esteril y resuspendido  en  un  medio

minimo fresco, que no contenia fuentes de carbono ni nitr6geno.
Luego se incub6 toda la noche a 4°C. Despues de este tiempo, el

micelio  rue  resuspendido  en  un  medio  de  cultivo  similar  que

contenia la fuente de carbono apropiada, pero en ausencia de  la
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fuente de nitr6geno.  Los cultivos fueron incubados por los tiempos

sefialadosenlasleyendasdelasfiguras,enunagitadororbitala120
rpm y 28oc.

2.1.3.-Producci6n de biomasa

raproducci6ndebiomasafuedeterminadacomosigue:0,5ml

de una suspensi6n que contiene el micelio molido, equivalente a 5
mgdepesoseco,fueinoculadaenmatracesErlenmeyerde100ml

quecontienen50mldelmediodelcultivoantesdescrito.Despues
desietediasdeincubaci6n,losmiceliosfueronfiltrados,utilizando

papel filtro Whatman N°  1  previamente tarado, 1avados con agua
destiladaysecadoshastapesoconstantea105°C.

2.1.4.-Efecto     de     diferentes   fuentes   de    carbono  sobre    la

producci6ndeendoglucanasas.
Paraestudiarelefectodediferentesfuentesdecarbonosobre

laproducci6ndeendoglucanasasporG.£rabeLzm,seus6miceliopre-

crecido, el que rue transferido a medios con distintas fuentes de
carbono.Comofuentesdecarbonoseutiliz691icerol;monosacaridos

como glucosa, manosa,  galactosa,  fructosa y xilosa;   disacaridos,

1actosa y celobiosa; o celulosas tales como carboximetilcelulosa, un

derivado soluble, y una celulosa cristalina,  avicel.   Las  celulosas

fueron agregadas a una concentraci6n inicial de 10  g/1;  1as demas

fuentesdecarbonoestabanaunaconcentraci6ninicialde55mM.
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2.1.5.-Inducci6ndelaproducci6ndeendoglucanasas.

Para  los  estudios  de  inducci6n,  el  micelio  pre-crecido  en

galactomanano fue  transferido  a matraces  que  contenian  medio
minimo  con  1%  CMC,  1%  1actosa o  1%  glucosa.  El  inductor fue

agregadoaltiempoylaconcentraci6nindicadaenlaleyendadelas
figuras.

2.1.6.-  Represi6n de la producci6n de endoglucanasas.
Para determinar el efecto de la glucosa o el glicerol sobre la

formaci6ndeendoglucanasas,elmiceliopre-crecidofuetransferido
a  un  medio de cultivo  minimo que contenia  1% CMC  o  1%  CMC

suplementadocon5,5mMglucosaoglicerol.
Como  referencia  se  us6  el  hongo  de  pudrici6n  blanca

P. chrysosporium    BKMF  1767.  Este  rue  crecido  en  condiciones

similares  a  las  empleadas  para  el  hongo  G.  frabeum,     con  la

diferenciaquelatemperaturadeincubaci6nfuede39°C
Porotraparte,seestudi6elefectodelaglucosasobrecultivos

inducidos con celobiosa.  Para  ello,  los  micelios  pre-crecidos  se

transfirieronaunmediodecultivominimoquecontenia1%lactosa;
1uegodetreshorasdeincubaci6nseagreg6elinductor,celobiosa,a

una concentraci6n de 5,5 mM. Posteriormente,  a las cinco horas de

incubaci6n,seagreg6glucosaenlassiguientesconcentraciones:5,20

o 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 o 1% de glucosa. ha producci6n

deendoglucanasasfueinducidacon5,5mMdecelobiosa,laquefue

agregada  luego  de  tres  horas  de  cultivo.  La  cicloheximida  fue
suministrada en una concentraci6n de loo peg/ml y rue adicionada a

las 0, 4 o 6 horas de incubaci6n.

2. 2.- ged±±usQ12re£QQQIfe£6±i49

Columnas de Raimbault (Figura 7) de 20 cm de altura yto2 cm

de diinetro fueron llenadas con 2 gr del soporte inerte vermiculita

(tamizada con la malla ntimero 16) y suplementadas con 3  ml del
siguientemediodecultivo:Fuentedecarbono(glucosaocelobiosa)

100 g/I, tartrato de amonio 14 g/1, KH2P04 10,5 g/1, Mgs04 2.5 g/I,

Catc12 0,2 g/1 y sales de Kirk 50 ml/1 preparadas segdn Kirk y col.

(1986).  Las  columnas  fueron  inoculadas  con  2  ml  del  bongo
G.  frabeum  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 comparaci6n se realiz6 un cultivo sobre sustrato s6lido.

Para ello, las columnas de Raimbault fueron llenadas con  1  gr de

holocelulosa de pino,1a que fue embebida con 1,5 ml del siguiente
medio de cultivo: glucosa 2 g/I, tartrato de amonio 14 g/i, KH2P04

10,5 g/1, Mgs04 2.5 g/1, Cac12 0,2 g/1 y sales de Kirk 50 ml/i. 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 direcci6n del flujo de aire.
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2.2.1.-Determinaci6n de la cinetica de crecimiento en cultivos sobre

soportes y sustratos s6lidos.
~  -     Como fndice de crecimiento se utiliz6 la producci6n de C02.

Para este fin, el aire de salida de la columna se atrap6 en NaoH 1 N,

el que  posteriormente rue valorado  con  acido  clorhidrico  para
determinar su concentraci6n.  Como control se  us6  columnas de

Raimbault con el soporte y el medio de cultivo, pero sin inocular. Los

mmoles de C02  producidos fueron  determinados  de  la  siguiente

manera:
t~

-oles de co2 prod/col._(ml de HCI  control-nd de Hcl muestra) x. .|Q±[P]] af±.

Vol de la muestra titulada x 2

2.3.-  M_edio de cultivo para bacterias

La cepa de E. cch.  fue crecida en   medio de cultivo Luria , el

que contenia 10 g/I de triptona, 5 g/I de extracto de levadura y 5

g/I de Nacl y ajustado a pH 7,4.   Las placas contenfan medio Luria
con 1,5 % de agar.

3.-  Determinaci6n  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.
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3.1.-Ensavo de las endoglucanasas

La actividad endoglucanasa en  los  medios  de  cultivo  fue

determinada  por viscosimetrfa  a  30°C,  agregando  1  ml  de  rna

diluci6n 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 bafio de
agua a 3ooc.

Una unidad de actividad enzimatica se define como la cafitidad
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 proporei6n entre el tiempo de eflujo de la

soluci6n con la enzima y el tiempo de eflujo del amortiguador.

I.a actividad endoglucanasica en las fracciones de las columnas

se midi6 por el metodo de liberaci6n de azdcares reductores, usando

como sustrato carboximetilcelulosa en una concentraci6n de 2% en

amortiguador acetato de  sodio  50  mM,  pH  4,5.    Las  mezclas de

reacci6n  fueron  incubadas a 50°  C  por 2  h.    Posteriormente  la

liberaci6n de azdcares reductores fue determinada por el metodo de
Somogy y Nelson ( 1944). Una unidad de endoglucanasa se defini6 en

forma arbitraria como el aumento de la absorbancia a 520 nm en
0,1.
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Por otra parte, las endoglucanasas producidas en cultivos sobre

soportes s61idos fueron medidas en el medio extracelular. Este medio

extracelular  rue  obtenido  por  prensado  del  soporte  s6lido.  La

actividad endoglucanisica fue determinada por viscosimetria.

3.2.-  Ensayo de las celobiohidrolasa_a

La actividad celobiohidrolasica se  midi6 por liberaci6n  de

azdcares  reductores,  utilizando  celulosa cristalina, Avicel,  como

sustrato. Para ello, 0,5 ml de una suspensi6n 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 reacci6n se hizo a 50°C por 1 h. Posteriormente

la liberaci6n de azdcares reductores rue cuantificada utilizando  el
metodo de Somogy y Nelson ( 1944).

Para  las mediciones de  las  actividades  endoglucanasicas y

celobiohidrolasicas por liberaci6n de ardcares 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 midi6 los azdcares 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 despuds 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 soluci6n que

contenia  las  proteinas  fue  mezclada con  un volumen  igual  del
siguiente amortiguador: Tris-Hcl 0,135 M pH 6,8; glicerol 20%  y azul

de bromofenol 0,01%. I.as proteinas fueron separadas en geres 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 h a 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 CMC al 0,3 % y
amortiguador acetato de sodio 50 mM pH 4,5. I.as 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 dnica diferencia fue

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

proteinas   fueron   mezcladas   con   un  volumen  igual  de   un
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amortiguador que conten{a Tris-HCI 0,135  M pH 6,8;  SDS  6  %,   B-

mercaptoetanol 10 %,  glicerol 20% y azul de bromofenol 0,01%. Las

elettroforesis  se  realizaron  a  20  rnA,  corriente  constante,  y  a

temperatura ambiente.
Despues de la electroforesis, las protefnas fueron fijadas por 15

min en isopropanol 50% y TCA 10%.  Luego fueron teflidas por 1  h

en isopropanol 25%, TCA 10% y 0,1% de azul brillante de Ccomassie

R-250.  El gel fue destefiido durante toda la noche en acido acetico al

loryol
E=

5.-  Caracterizaci6n  de  las  endoglucanasas  de  G.  rrabeHm.

5 .1.- Determinaci6n  de  la   secuencia   aminoterminal   de   las

endoglucanasas de G. £raberm.

5.1.1-  Recuperaci6n 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

ultrafiltraci6n en un AMICON empleando membranas de polisulfona

de 3000  Dalton de exclusi6n  molecular,  fueron sometidos a una

electroforesis en  condicion.es  no desnaturantes.  Las bandas  que

mostraban  actividad  endoglucanasa,  reveladas  por  el  m€todo

descrito en 4.1, fueron cortadas. Las proteinas fueron eluidas del

ttrozo de gel, incubando durante toda la noche el gel en amortiguador

acetato  de  sodio  50mM  pH  4,5.  La  soluci6n  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.-  Identificaci6n  de  las  endoglucanasas  por  la  tecnica  de

Western.
--     Medios de cultivo concentrados, segtin 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,   estas   fueron  transferidas   a   membranas   de
nitrocelulosa, utilizando el sistema Phast  (Pharmacia). I,a membrana

fue lavada por 30 min con BSA al 1% en amortiguador TEST (Tris-

Hcl 10 mM, Nacl 150 mM y Tween 20 0,05%), con el objeto de tvitar

uniones inespecificas a la membrana de nitrocelulosa. Para eliminar

el  exceso  de   BSA,   la  membrana  rue   lavada  dos  veces   con

anortiguadorTBST.

Luego, anticuerpos policlonales contra la endoglucanasa I de

P. chrysospon.urn   (anticuerpo  regalado  por el Dr Daniel Cullen,

IMBT, Forest Products I.aboratory, Madison Wisconsin, EEUU.) fueron

agregados  en  amortiguador  TEST  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

conj ugado a la enzima fosfatasa alcalina (Promega) en amortiguador

TEST, fue incubado por 30 min y lavado dos veces con amortiguador

TEST.

I.as  bandas  proteicas que reaccionaron con los anticuerpos
fueron reveladas con el metodo de desarrollo de color de Promega,

el cual contenfa NET y BCIP en Tris-Hcl 100 mM pH 9,5; Nacl loo

mMy  Mgc12  5 mM.
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5 .1.3.-Determinaci6n de la secuencia aminoterminal.

El micelio pre-crecido rue transferido a un medio de cultivo
minimo que contenia 55 mM de celobiosa como fuente de carbono. El

hongo se incub6 por 24 horas en un agitador orbital a 28°C y 120

rpm.  Para separar el micelio del medio de cultivo se filtr6 el cultivo

a traves  de una gasa esteril.  Luego el medio de cultivo  libre de

micelio fue concentrado cien veces por ultrafiltraci6n, segdn 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)  segdn

Laemmli (1970). Despues de la electroforesis, las proteinas ffieron

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,    segdn  se
describe en  Matsudaira  (1987),  en  el  UW Biotechnology  Center,

Madison, Wisconsin.

5.2.-  _D_eterminaci6n de la masa molecular y del punto isoel€ctrico_d_e

_las endoglucanasas de G. frabeLrm.

La  determinaci6n  de  las  masas  moleculares  se  hizo  por

comparaci6n de la migraci6n electroforetica de las endoglucanasas

de G. fraberzm con proteinas de masa molecular conocida. Para ello,

se creci6 el hongo, por tres dias a 28°C, en un medio minimo que

contenia celobiosa 55  mM como fuente de carbono y tartrato  de

amonio 25 mM, como fuente de nitr6geno. Luego se obtuvo medio de

cultivo libre de micelio por centrifugaci6n. Este medio de cultivo rue
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concentrado segdn se describe en el punto 5.1.1 y sometido a una

electroforesis  en  condiciones   desnaturantes,   en   un  gel   de

po~liacrilamida al  12,5%.  I.as proteinas fueron tefiidas con azul de
Coomassie y la masa molecular se calcul6 a partir de un gfafico de

logaritmo  de  las  masas  moleculares  de  las  proteinas  con  masa

molecular conocida versus el Rf de cada una de estas protefnas. EI Rf

se defini6 como distancia del origen a la banda dividido  por la

distancia del origen a un punto de referencia.
El  punto  isoelectrico  se  determin6  por  isoelectroenfoque,

utilizando un gradiente de pH  de  3,0  a  6,0.  Para este  efe€to  se

emplearon geles de poliacrilamida prehechos (Servalyt Precotes 3-6,

Serva Fine Biochemicals).

Medios de cultivo, obtenidos despues de crecer el hongo con

con celobiosa   fueron concentrados por ultrafiltraci6n, segdn fue

descrito anteriormente, y aplicados a estos geles. Sobre los extremos
del  gel  se   pusieron   bandas  de   papel   filtro   embebidas  en

amortiguador an6dico y cat6dico, sobre los cuales se apoyaron los
electrodos. El amortiguador an6dico contenia acido aspartico 25 mM

y  acido  glutamico   25   mM.  El  amortiguador  cat6dico  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 tinci6n especifica para endoglucanasas (Ver

punto4.1).
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El    punto    isoelectrico    se    determin6    tambien   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 incubaci6n, a 28°C en

un agitador orbital (200 rpm), el micelio fue separado del  medio de

cultivo por filtraci6n a traves 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 saturaci6n. El precipitado fue
resuspendido en amortiguador acetato de sodio 50 mM pH 4,5.

Con el objeto de intercambiar el amortiguador y de elimi-nar el

sulfato de anonio remanente  las muestras  fueron filtradas por una
columna Sephadex G-10  (8  cm x 0,5  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 pH  7,4 y

3,0.   Para este fin, se utiliz6 una columna de Polybuffer exchanger

94, Sigma (30 cm x 1 cm) equilibrada con amortiguador imidazol 25

mM pH 7,4. Despues de aplicar la muestra, la columna fue lavada

con  tres  voldmenes  del  mismo  amortiguador  y  las  protefnas
adsorbidas fueron eluidas con 8 voldmenes de Polybuffer 74 diluido

10 veces y equilibrado a pH 4,0.  Una vez que las fracciones que

elufan de la columna alcanzaron pH 5,0, esta fue lavada con dos

voldmenes  de  amortiguador  dimetilsuccinato  25  mM  pH  3,0.

Finalmente la columna fue lavada con dos vommenes 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

ac tividad endoglucanasa.

6.-  Purificaci6n  de  acidos  nucleicos

6.1.-    Purificaci6n de DNA gen6mico de G. frabeHzp_._

Micelio molido de G.  £rabeHm  fue inoculado en un medio de

cultivo que contenia 2% de extracto de malta y 0,2 % de extracto de

levadura. Se incub6 por cinco dfas en un agitador orbital a 28°C y

150  rpm.  Al  cabo  de  este  tiempo  el  micelio  fue cosechado por

filtraci6n  sobre  papel  filtro  Whatman  N°  1  y  lavado  con"agua

destilada esteril. Posteriormente, el micelio lavado fue liofilizado.

I.a purificaci6n del DNA gen6mico se hizo segdn 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 continu6 la molienda en un vortex a 4°C

hasta que el micelio estuvo como un polvo fino. Luego, el micelio se

resuspendi6 en soluci6n de lisis  (10  mM Tris-Hcl pH  8;  250  mM

EDTA pH 8,0; proteinasa K (Sigma) 200 pug/ml y Triton X-loo al 0,5

%  (v/v)).  Esta  suspensi6n  se  incub6  toda  la  noche  a  37°C,  con

agitaci6n suave.  Posteriormente, se hicieron extracciones con fenol-

cloroformo y tratamiento con RNAsa (BRL).  Finalmente el DNA se

precipit6 con 0.54 voldmenes (v/v) de isopropanol y se extrajo con
una pipeta Pasteur esteril. Se lav6 con etanol al 75%, se sec6 en un

liofilizador y se resuspendi6 en amortiguador TE (Tris-Hcl  10 mM

pH 8,0 y EDTA 1 mM pH 8,0) esteril, durante toda la noche.
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6.2.-  P±±rificaci6n de RNA  de G. £rabeH_z3|

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

incub618 h a 28°C en un agitador orbital a 120 rpm. El micelio rue

cosechado por filtraci6n, utilizando gasa esteril, y congelado con

nitr6geno liquido.

El micelio congelado se moli6 en un mortero   en presencia de

nitr6geno liquido,  para que  se  mantuviera  congelado.  Luego,  se

traspas6 a un tubo Corex y se le agreg6 amortiguador de extfacci6n

(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 relaci6n de 10 ml de  amortiguador por 1 g de micelio

hdmedo.  Enseguida  se  extrajo  con  fenol:cloroformo  (1:1)  y  se

precipit6  con  2.5  vol  de  etanol.  Finalmente,  el  RNA  total  se
resuspendi6 en H20 tratada con dietilpirocarbonato.

7.-  Analisis  de  los  acidos  nucleicos

7.1.-   DNA

Los acidos nucleicos -tanto DNA gen6mico, como plasmidios,

fragmentos de restricci6n y productos de PCR- fueron analizados en

electroforesis en geles de agarosa, utilizando amortiguador TEE (Tris

44,5  mM, acido b6rico 44,5  mM y 1  mM EDTA pH 8,0),  segdn los

metodos  estandares  descritos  en  Maniatis  y  col.   (1982).  La

visualizaci6n de los acidos nucleicos fue realizada utilizando tinci6n

con bromuro de etidio.
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7.2.-   RNA

EI RNA se cuantific6 por su absorbancia a 260 nm. Su pureza se

determin6 por la relaci6n 260/280 nm (Maniatis y col.,  1982).  La

integridad del RNA se evalu6 en geles de agarosa con formaldehido,

por la relaci6n 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 tinci6n con bromuro de etidio.

8.-    Detecci6n    de     mRNAs     que     codifican     parav   |as

endoglucanasas.
Para  la  detecci6n  de  los  mRNAs  que  codifican  para  las

endoglucanasas se utiliz6 la tecnica de RACE (amplificaci6n fapida de

los terminales de CDNA),  descrita por Frohman  (Frohman y col.,

1988)    La tecnica de RACE amplifica CDNA, los que son obtenidos a

partir de un mRNA (Figura 8).   En esta  tecnica 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. I.a secuencia de este partidor es la siguiente:

5'-GACTCGAGTCGACATCGA
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El otro  partidor es  el  adaptador  5',  que es  hom6logo  a  la

porci6n 5' del adaptador (dT). La secuencia de esta partidor es  la
si8uiente:

5'GACTCGAGTCGACATCG~3'

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

para el gen que se quiere amplificar.

8.1.-I  Qb_tenci6n del partidor 3 ' am_D._

El disefio del partidor 3' rue efectuado a partir de la secuencia

amino terminal de la endoglucanasa de G. £rabeLrm, basandose en la

preferencia codogenica para  los  genes  de  lignina  peroxidasa  de
P. chrysosporfum  y del gen egJ I   de  T. Jieesej .  ( Holzbaur y col.,

1991 y Penttila y col.,1986).

Los tres partidores fueron sintetizados por el Dr. Daniel Cullen

del IMBT, Forest Products Laboratory, Madison, Wisconsin, EEUU.

8.2.-  Amplificaci6n del gen de la endoglucanasa.

8.2.1.-Sintesis de CDNA.

La reacci6n enzimatica se llev6 a cabo en un volumen final de
20  prl.  La  mezcla  de  reacci6n  contenia:     1   ng  de  RNA  total,

amortiguador de PCR (Tris-Hcl 20 mM pH 8,4 y 50 mM Kcl), 1 mM

de cada uno de los dNTPs (BRL), Mgc12  5  mM, inhibidor de RNasa

(BRL) 10 U,  DTT  5 mM, partidor (adaptador dT) 71 pmoles y
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Figura   8:   Representaci6n esquematica del protocolo del RACE.
**apllT, adaptador (dT). ****, adaptador 5'. 3' amp es el partidor
especfflco para el gen de la endoglucanasa.



51

transcriptasa inversa (M-MVL Reverse transcriptase, BRL)  40 U.  La

mezcla  de  reacci6n  se  cubri6  con  aceite  mineral  (Sigma)  y  se

utilizaron las siguientes condiciones de reacci6n:  10 min a 23°C, 45

min a 42°C, 5 min a 95°C y luego rue enfriado a 5°C. I.a incubaci6n se

realiz6 en un termociclador M. J. Research Inc.

8.2.2-Amplificaci6n del CDNA.

Para  amplificar el CDNA, a los 20 prl que contenian el CDNA se

le agregaron 2 prl de Mgc12  25 mM,   10 prl de amortiguador PCR (200

mM Tris-Hcl  y 500 mM de Kcl), 2 prl de cada uno de los dNTPS,   72

pmoles de los partidores 3' amp y adaptador 5', respectivamente y 5
U de DNA polimerasa de Tj±ermus aqL[afjcus.   El volumen final de la

reacci6n fue de loo prl. Se utilizaron las siguientes condiciones de

reacci6n: 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 TEE al 0,8%. Para ello se tom6 una alicuota de 10 prL

8.2.3.- Amplificaci6n 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 reacci6n los productos del

PCR purificados. Estos productos se puriflcaron a partir de un gel de

agarosa al  0,8%.  Se  us6  agarosa  (BRL)  de  bajo  punto  de fusi6n.
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Despues  de  la  electroforesis,  el  gel  de  agarosa  fue  tefiido  con

bromuro de etidio y se cortaron trozos de agarosa que contenian los
ffagmentos de interes. EI DNA contenido en la agarosa fue purificado

utilizando el sistema de purificaci6n 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 Droductos de PCR.

Para  el  clonamiento  fue   utilizado   el  vector   PCR   11   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. aqLlafjcHs  cataliza

la adici6n de un residuo clAMP, en extremo  3'  de los  terminales

romos de una molecula de DNA (Mead y col.,1991), lo que permite

la ligaci6n directa de los productos de PCR al vector.

Otra de las caracteristicas de este vector es que tiene el gen

que  codifica  para  la  A-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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M13 Bavors® Pn.nor
CIAG  GAA  ACA  Gcr   ATG  A
GTC  CTT  TGT   CGA   TAC  T

C ATG  ATT   Ace  CCA   AGO
GTAc  TAA  TGc  GGr  TCG

So6 Promoter
A:IT  TT^  erin   GAic   NCFT    A:ITA
TA  AAT   CCA   CTG  TGA   TAT

Nsil..                 Hindlll           Kpiil               Sacl                    BaiTHI       Spel
TAc  TCIA  Ace  TAT   GCA  TCA  AGO  TTG  GTA  COG  AGO  TCG  cat   CCA  CITA  cifA  Ace  Gce
Ate  ACT  Tcx:  ATA   CCIT   ACIT   TCG  AAc  CAT   GGc  Ta;  AGO  CITA  GGT   CAT   CIAT   TGc  CGG

..,

BstxI                                     _ EcoF]I                                                                                                            Eco Rl
Gce  AGr  GTG  CITG  GAA  TTc  GGc
CGG  TCA  cAc  GAc  CTT  AAa  OcG Hit:IfflmEFA   Gce  GAA  TTC  TcO  ACIA  TAT

T CGG  crT  AAG  ACG  TCT  ATA

Ava'
PaoR7I

BstxI                                Notl                       Xho I                  Nsl[              Xbal              Apal
CX=A   TCIA  CAC   TGG   CGG   COG   CTC   CRAG   CIAl-   GCA   TCT   ACIA  GGG   CX=C   AAT   TCG
GGr  ACIT  GrG  Acc  Gcc  GGc  CIAG  cTc  erA  OGr  ACIA  Ten  ccc  GGG  TTA  AGO

CCC  TAT
ee ATA

Figura  9:   Representaci6n esquematica y secuencia nucleotfdica de
una porci6n del vector PCR 11.
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Para la ligaci6n se us6 diferentes estrategias. En primer lugar,

los   productos   obtenidos   despues   del   RACE   fueron   ligados

directamente  al vector.  Por  otra  parte,  estos  productos  fueron

purificados utilizando el sistema de purificaci6n de DNA GlassMax de
BRL y ligados al vector; finalmente, una tercera mezcla de ligaci6n

rue hecha con los productos del RACE reanplificados y el vector.
ha mezcla de ligaci6n se hiz6 en 1 1 prl, volumen final, utilizando

las condiciones sugeridas por Invitrogen; se us6 una proporci6n de

1:3 de vector con respecto al inserto.  La reacci6n de ligaci6n fue

hecha a 12°C durante toda la noche.

I.as celulas competentes fueron transformadas con 1 o 5 prl de

cada una de las mezclas de ligaci6n. La preparaci6n de las celulas
competentes se hizo por el metodo del Cac12, descrito en Maniatis

(1982). ha cepa bacteriana utilizada rue E. cch.  DH5er. Las bacterias

fueron transformadas segdn la tecnica descrita en Maniatis ( 1982) y

sembradas en placas que contenian medio Luria con agar, segdn esta
descrito en 2.3. Estas placas ademas tenian ampicilina (Sigma)   50

pug/ml, IPTG (Sigma) 0,5 mM y X-gal (BRL) 40 pug/ml.

8.4-    Analisis de los transformante_s_._

Las colonias blancas fueron crecidas en 5  ml de medio   de
cultivo Luria, en presencia de 50 pug/ml de ampicilina, durante toda

la   noche   a   37°C   y   con  agitaci6n.   Los  plasmidios  de  estas

transformantes fueron purificados segdn la tecnica de lisis alcalina

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

patr6n de migraci6n diferente al purificado a partir de una colonia
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azul, plasmidio circularizado sin inserto, fueron digeridos con Hind

Ill  o  Eco  RI  (BRL),  segdn  las  condiciones  recomendadas  por el

fabricante. I.os productos de digesti6n fueron analizados en geles de

agarosa como se describe en 7.1.

9.-  Hibridaci6n  de  acidos  nucleicos

9.1.-Preparaci6n de los filtros

Muestras  de  DNA  gen6mico  de  G.  £rabeum  digeridas  con

distintas enzimas de restricci6n fueron  separadas  en  un  gel  de

agarosa al 0,8%. Despues de la electroforesis el gel fue sumergi-do en

20 voldmenes de Hcl 0,25M, con el fin de despurinar parcialmente

el  DNA.  Luego,  el  DNA  fue  desnaturado  lavando  el  gel  en  20

voldmenes  de  Nacl   1,5M  y  NaoH   0,5M  por  20  minutos  a

temperatura ambiente.  Finalmente el gel fue neutralizado con 20

voldmenes de Tris-Hcl 1,OM y Nacll,5M.   EI DNA rue transferido

durante toda la noche, a una membrana de nylon (PhotoGene", BRL).

EI DNA fue unido a la membrana en un horno al vacio a 80°C por dos

horas.

9.2.- Obtenci6n de las sondas marcadas con 32PL

Para las reacciones de hibridaci6n se utiliz6 el gen que codifica

para la endoglucanasa I de  I. ressez.  y el gen que codifica para la
celobiohidrolasa  I  de  P.  chrysosporfum.  Ambos  genes  fueron

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

Products I-aboratory, Madison, Wisconsin, EEUU,
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has soluciones de prehibridaci6n e hibridaci6n contenian 35%

de formamida,  SDS al  7%,  Na2m04  0,25   M  y  EDTA  1   mM.  La

hibridaci6n se hizo en condiciones poco estrictas, esto es, a 37°C. El

lavado del filtro fue hecho a temperatura ambiente con una soluci6n

que  contenia  SDS  al   2%,   Na2rm04   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 concentraci6n de amonio en los medio extracelulares ae los

soportes s6lidos fue determinada por el metodo de Muftic (1964).

Los azdcares reductores fueron determinados  por el  m€todo de

Somogy y Nelson  (1944).  Estas determinaciones se realizaron en

triplicado.
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RESULTADOS

1.-    Producci6n  de  enzimas  celuloliticas  por  G.  trabeHm

1.1.- Pr.oducci6nLde endoglucanasas en medios de cultivo lfc_I_u±de

1.1.1-    Producci6n de biomasa en diferentes fuentes de carbono

El efecto de diferentes fuentes de carbono sobre la producci6n

de biomasa del hongo G.  £rabeLrm   se muestra en la tabla  1.   Con

glicerol, xilosa, celobiosa, maltosa, lactosa y CMC se obtuvieron bajos
rendimientos de producci6n de biomasa. Rendimientos mayores se

lograron con glucosa y manosa. Sin embargo, se obtuvo cuatro veces

mas   biomasa cuando  se  utiliz6  galactomanano  como  fuente  de

carbono. Debido a esto, en los experimentos posteriores donde se

emple6 micelio precrecido se utiliz6 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. £rabeHm  en diferentes fuentes

de carbono

Fuente de carbono Biomasa
Peso seco del micelio

(mg)

Glicerol

Fructosa

Galactosa

Xilosa

Glucosa

Manosa

Celobiosa

Maltosa

I.actosa

Carboximetilcelulosa

Galactomanano

13,0

4,3

4,7

18,9

42,4

45,6

18,8

25,8

22,7

24,3

164,6
al.a concentraci6n 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 concentraci6n inicial de 1%
(p/v). En todos los casos el micelio fue colectado a los siete dias de
fultivo.
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1.1.2.-    Producci6n de endoglucanasas sobre diferentes fuentes de

carbono
Para estudiar el efecto de diferentes fuentes de carbono sobre

la producci6n de endoglucanasas por el hongo G. frabezJm, se utiliz6

micelio precrecido, el que rue transferido a medios que contenian
diferentes  fuentes  de  carbono.  A estos  medios  no  se  les  agreg6

fuente de nitr6geno, para evitar un crecimiento adicional y de esta

manera tener la misma biomasa en todos los ensayos.

I.as endoglucanasas fueron producidas en todas las fuentes de

carbono analizadas (Figura 10). Sin embargo,  fue posible obs-ervar

tres  niveles  de producci6n enzimatica.  El nivel mayor se obtuvo

cuando se utiliz6 celobiosa, CMC o avicel (entre 20 y 48 U/ml). Con

glucosa, manosa o lactosa se logr6 un nivel intermedio (alrededor de
7  U/ml).  Finalmente,  el  nivel  mas  bajo  de  rendimiento  en  la

producci6n de endoglucanasas se obtuvo cuando se utiliz6 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  tambien  el  hongo  produjo  endoglucanasas,   siendo la

actividad de estas alrededor de cinco a seis veces  menor  que  la

obtenida  sobre  celobiosa.     Estos  resultados  sugieren  que  la

producci6n de endoglucanasas por el hongo  de  pudrici6n parda
G. £rabeLlm   no seria constitutiva, sino que   inducible y que no se

produciria el efecto de represi6n catab61ica.
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Gly               Glc   Man   Gal    Xyl    Fru               Cel     Lac              CMC  Avl

FUENTES DE CARBONO

Figura   10:  Efecto  de  diferentes  fuentes  de  ca.rbono  sobre  la
producci6n de endoglucanasas por G. £raberm.

Micelio precrecido (25 ml de biomasa correspondiente a 170 mg en
peso seco) fue transferido a medios de cultivo sin nitr6geno 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   (Gel),   lactosa   (Lac),
carboximetilcelulosa (CMC) y avicel (AVI). Estas fueron agregadas en
una concentraci6n inicial de 55 mM, exceptuando las celulosas, OuC
y  avicel  las  cuales  fueron  agregadas  al  1%  (p/v).  La  actividad
endoglucanasa fue medida a las 18 horas de incubaci6n, ya que  a
este tiempo se alcanz6 el maximo de producci6n 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

prl) del hongo crecido en CMC, glucosa, fructosa, lactosa, celobiosa y
Avicel por 18 h fueron cargados en estos geles, luego se revelaron

por tinci6n especffica para endoglucanasas. Se observa que en todas
estas fuentes de carbono se produjeron al memos cinco enzimas con

actividad endoglucanasa. ha migraci6n de estas proteinas fue mucho

mas fapida que la de las endoglucanasas del hongo P. chrysospor[.urn

(Figura 11, carril 7).

1.2.-_P_roducci6n de endoglucanasas en cultivo sobre soportes s6lid_Q_s_

1.2.1.,-Producci6n de biomasa en distintas fuentes de carbono

El  objetivo  de  esta  parte  del  trabajo  fue  estudiar  si  la

expresi6n de endoglucanasas sobre soportes s6lidos 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 degradaci6n de celulosa critalina ocurre
exclusivamente en cultivos sobre soportes s6lidos (Espejo y Agosin,

1991).  Para ello,  se disefi6 un  medio  de  cultivo  que  permiti6  el

crecimiento del hongo sobre soportes inertes. I.a ventaja del uso de

este tipo de soportes es que en estos se puede utilizar un medio de

cultivo conocido similar al utilizado en  cultivos  liquidos,  lo  que

permite comparar los resultados obtenidos en fermentaci6n sobre
soporte s6lido con los obtenidos en medios lfquidos.
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I

Figura   11:   Endoglucanasas producidas por G. frabeLrm utilizando
medios de cultivo con diferentes fuentes de carbono.

Alicuotas de los inedios de cultivo (10 prl) fueron aplicados en un gel
de  poliacrilamida en condiciones  no desnaturantes.  Carriles  1-6
corresponden al hongo G. £rabeLlm  incubado por 18 h en un medio
de cultivo con CMC ( 1 ), glucosa (2), fructosa (3),1actosa (4), celobiosa
(5) y avicel (6). El carril 7 corresponde a una alicuota de un medio
de cultivo del hongo P. chrysospon.urn  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 observ6 que el

hongo  fue  capaz  de  crecer  sobre  el  soporte  inerte vermiculita,

utilizando ambas fuentes de carbono. I.a velocidad de producci6n de

co2 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. AI sexto dia de cultivo comefiz6 la
fase  estacionaria  de  crecimiento  en  cultivos  sobre  glucosa.  En

cambio, sobre  celobiosa    la  fase  de  crecimiento  estacionaria  se

alcanz6 al octavo dia de cultivo. En ambos casos, esto se correlacion6

con el agotamiento de las fuentes de carbono (Figura 13 a y b). No

ocurri6 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 despues de  10  dias de

crecimiento hay un cambio leve en la pendiente de la producci6n de

co2 , lo que esta correlacionado con el agotamiento de la fuente de

nitr6geno (Figura 15)
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Figura  12: Cin€tica de crecimiento de G. £rabeLlm   sobre soportes
s6lidos. Como indice de crecimiento se us6 la producci6n de C02.

Como soporte s6lidos se us6 vermiculita, la que fue suplementada
con medios de cultivo que contenian   glucosa (H)  o celobiosa (+)
como fuente de carbono. Como referencia se determin6 la cih€tica de
crecimiento sobre el soporte organico holocelulosa (.).



02468

TIEMPO  DE  INCUBACION  [dias]

Figura   13:   Cinetica  de  consumo  de  las  fuentes  de  carbono  y
nitr6geno por G. £rabeum   crecido sobre soporte inerte, utilizando
como fuente de carbono glucosa (a) o celobiosa (b). La concentraci6n
de azticares reductores (I) y anonio (+) fue medida en los extractos
obtenidos por prensado de la vermiculita.
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1.2.2.-Producci6n de endoglucanasas

En  la  figura  14  se  muestra  la  cinetica  de  producci6n  de
endoglucanasas en fermentaci6n sobre el soporte inerte  vermiculita,

utilizando  glucosa o celobiosa como fuentes de carbono. En ambas

fuentes de carbono se observ6 un pico de producci6n enzimatica, el

cual tenia un maximo de actividad al tercer y quinto dia cuando se
utiliz6  91ucosa  o  celobiosa,   respectivamente.   La  producci6n

enzimatica fue mayor (53 U/ml) cuando se utiliz6 celobiosa como

fuente de carbono, pero  al igual que  lo  observado  para cultivos

liquidos  G.  £rabeL[m    expres6  endoglucanasas  en  presenc.ia  de

8lucosa.

La disminuci6n de la actividad enzimatica despu€s del tercer y

quinto dfa, cuando se utiliz6 glucosa o celobiosa se correlaciona con
el agotamiento de las fuentes de nitr6geno y carbono en el medio de

cultivo.

La  producci6n  de  endoglucanasas  en  el  soporte  organico

holocelulosa alcanz6  un  maximo  al  octavo,  manteniendose  la

actividad en el tiempo   (Figura 15), en este caso no se observ6 un

pico de producci6n de endoglucanasas como el producido sobre el
soporte inerte, a pesar que al octavo dia de cultivo se consumi6

totalmente la fuente de nitr6geno.
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Figura    14:   Cinetica  de  producci6n  de  endoglucanasas  por
G. frabeum en fermentaci6n sobre soporte s6lido, utilizando como
fuente  de  carbono  glucosa  (I)   o  celobiosa  (+).  La  actividad
enzimatica se midi6 en los extractos obtenidos por prensado de la
vermiculita.
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Figura   15:      Cinetica  de  producci6n  de  endoglucanasas    por
G.  £rabeum  crecido  sobre holocelulosa como soporte   s6lido.   La
actividad endoglucanasa (1]) y la concentraci6n de amonio (+) fueron
medidas en los extractos extracelulares obtenidos por prensado de la
holocelulosa.
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1.3.-  Pro,duc.ci6n  de  celobiohldrolasas  en  cultivos  lici_uidos  y _eE

fermentaci6n  sobre soportes s6lidos.
~ -La producci6n de celobiohidrolasas se busc6 en forma indirecta

utilizando  una  celulosa  cristalina  como  sustrato.   Bajo  estas

condiciones   de   ensayo   no   se   detect6    la    presencia   de
celobiohidrolasas ni en medios liquidos ni   sobre soportes s6lidos;

tampoco se pudo determinar esta enzima en aquellos  medios de

cultivo que tenian distintas celulosas  (CMC, avicel y holocelulosa)

como fuente de carbono.
L~

2.-  Caracterizaci6n    de  las  endoglucanasas

Debido   a   que   solamente   se   detect6   la   presencia   de

endoglucanasas,  tanto  en  cultivos  liquidos  como  s6lidos,  se

caracterizaron  parcialmente  estas  enzimas  con  el  objeto  de

determinar  si  presentaban  caracteristicas  semejantes  a  otras
endoglucanasas de otros sistemas fungicos anteriormente descritas.

2.1-   Determinaci6n   de   la   secuencia   aminoterminal   de   las

endoglucanasas de G. frabeHm .

La  secuencia  aminoterminal  de   las   endoglucanasas  de

G. I:rabez]m  fue determinada sin necesidad de purificar las proteinas

a homogeneidad. Esta fue obtenida a partir del medio de cultivo de

G.  I:rabeum    incubado  con  celobiosa.  Este  medio  de  cultivo  fue

posteriormente concentrado por ultrafiltraci6n y sometido a una
electroforesis en condiciones desnaturantes.
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2.1.1-Identificaci6n 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.

I.a primera consisti6 en comparar el patr6n electrofor€tico de
las protefnas presentes en  medios de cultivo al incubar G. frabeLzm

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 producci6n de esta enzima es muy baja

(Figura 10). El medio de cultivo del hongo incubado con celobiosa

present6 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 tinci6n especifica con rojo Congo. has 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  I.  Utilizando  este  procedimiento  no  fue  posible

visualizar la endoglucanasa EG 11.
` ~     Por otra parte,  los  carriles  1  y  2  de  la figura  16  muestran

endoglucanasas producidas por G. £rabezJm 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
1 y 2, correspondientes a las endoglucanasas I y 11, y una banda que

tiene una masa molecular de alrededor de 28000 Dalton, esta dltima

banda no se detecta en los medios de cultivo en los cuales el hongo

rue incubado con celobiosa por memos tiempo (Carril 4, figura 16).

Una tercera aproximaci6n para identificar las endoglucanasas

presentes en un medio de cultivo de G. frabeHm  consisti6 en utilizar
anticuerpos   policlonales   contra   la   endoglucanasa    I    de

P. chr];:sospon.rm.  Para ello, se utiliz6 la t€cnica de Western, donde

se  observ6  que  este  anticuerpo  reaccion6 principalmente con la

proteina EG 11 (Figura 17). De esto podemos concluir que las bandas
1 y 2 corresponden a endoglucanasas del hongo G. frabeLlm.

2.1.2.-     Secuencia  aminoterminal  de   las   endoglucanasas   de

G. tl.abeum

Para   determinar   la   secuencia   aminoterminal   de   las

endoglucanasas,  €stas  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.    I.a  secuencia
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Figura  16:    Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturantes de protefnas presentes en los medios de cultivo del
hongo G. frabeum.
Medios  de  cultivo  concentrados  por  ultrafiltraci6n  (exclusi6n
molecular  3000 Dalton)  obtenidos al incubar micelio pre-crecido de
G. frabeHm   con celobiosa (carril 4)  o  galactosa (carril 5) por 12 h
Endoglucanasa eluida de un gel de poliacrilamida en condiciones no
desnaturantes (carril 7). El carril  3  muestra estandares  de nasa
molecular, expresados en KDa, cuyas masas se indican en la figura.
Los carriles  1 y 2 corresponden a medios de cultivo concentrados
por  ultrafiltraci6n  (3000  Dalton  de  exclusi6n  molecular)  de
G. £rabeHm  crecido con celobiosa como fuente de carbono por 3 d.
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Figura  17:  Analisis mediante la tecnica de Western de las proteinas
presentes en  los medios de cultivo concentrados de G. frabeHm .

El medio de cultivo de G. £rabeLrm  crecido en  celobiosa como fuente
de carbono rue concentrado y sometido a una electroforesis  en
condiciones denaturantes;  luego se hizo reaccionar con anticuerpos
policlonales contra la enzima endoglucanasa 1 de P. chrysospon.urn.
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 identicas.
• '     Al analizar esta secuencia en el banco de datos Genebank se

pudo comprobar que la endoglucanasa  presenta cierta homologia
con una porci6n de la endoglucanasa 11  de  T.  reesej   (Figura  19).

Una regi6n de 10 aminoacidos consecutivos del aminoterminal de las

endoglucanasas  de  G. £rabeLzm    es   identica  a  una  porci6n  de  la

proteina EG 11 de T. ]ieesej.  Esta regi6n se encuentra en el dominio
catalitico de EG 11 de I. ]ieesej,   pr6xima al dominio de glicosilaci6n

y no corresponde a  los  dominios  altamente  conservados  de  las
enzimas  celuloliticas  de  I. rieesej,   los  bloques   A  y  8,   es  decir,

dominio   de   uni6n  a  la  celulosa  y  dominio  de  glicosilaci6n,

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

2.2.-De±_erminaci6n de la  masa molecular y el punto isoelect_Eta.

Con el objeto de caracterizar las endoglucanasas se determin6

su  masa  molecular.  Esta  rue  obtenida  a  partir  de  geles   de

poliacrilamida,  en  los  cuales  se  compar6  la  migraci6n  de  las
endoglucanasas con proteinas de masa molecular conocida.   Las

masas moleculares aproximadas de las endoglucanasas  EGI y    EGII

fueron 36000 y 32000 Dalton, respectivamente.

Por otra parte, se determin6 el punto isoel€ctrico. Para ello un

medio de cultivo  de  G.  £raberJm   con  celobiosa,  como fuente de

carbono,  rue concentrado y sometido a  isoelectroenfoque. El gel rue

dividido  en  dos  parte§  igua±esg   Una mitad rue tefiida con azul de
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10 15 20                    25                       30

EGI:

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

EG  11  :

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. frabeLrm.

EG I de G. rrabezlm :
10                                                   20                                                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

1111111111111111
-P-P-T-S-S-G-V-R-F-A-G-V-N-I-.A-G-F-iD-F-G-C-T-T-D-G-T-C-V-T-S-K-

90                                         loo                                         Ilo

EG 11 de I. reeser. :

Figura  19:  Homologia entre la endoglucanasas de G. £rabeHm y la
endoglucanasa  11  de   I.   reesej.   Las   barras  indican  aquellos
aminoacidos que son identicos.
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coomassie   (Figura20)   y   la   otra   por   tinci6n    espec{fica  para

endoglucanasas. El punto isoelectrico se determin6 por comparaci6n

de- la  migraci6n  con  estandares  de punto isoel€ctrico conocido.  I.a

proteina con un punto isoelectrico bajo 3,6 presentaba actividad
endoglucanasa;   por   lo   tanto,   es   posible   concluir   que   las

endoglucanasas de G. £rabeum  tendrian un punto isoelectrico menor

que 3,6.

Para  confirmar  este  resultado,     el  medio  de  cultivo  de
G. frabeum  con celobiosa como fuente de carbono, obtenido como se

indica en Materiales y Metodos, 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 eluy6 alrededor de

pH   3,5; este pico proteico present6 actividad endoglucanasa. Otro

pico de proteina que tambien present6 actividad endoglucanasica
eluy6 con Nacl 1 M. Por lo tanto, con esta t€cnica pudimos separar

dos formas de endoglucanasas, presentando la primera un punto
isoelectrico  cercano  a  3,5  lo  que  concuerda  con  los  resultados

obtenidos por la tecnica de isoelectroenfoque.

2.3.-  HQ±mologia cc2fl±n_zimas celuloh'ticas de hongos de pudrlcjfe

blanca v blanda

El objetivo de este punto fue analizar si las endoglucanasas de

G. frabeum  presentaban homologfa en la secuencia nucleotidica con

otras enzimas celuloliticas. Con este fin,  se utiliz6 el gen que codifica

para la endoglucanasa 1 (egJJ  )  de  I. reesej  y el gen que codifica

para la celobiohidrolasa 1 (cthJ ) de P. chrysosporfum.  El empleo de
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Figura   20:   Isoelectroenfoque  de  las  proteinas  presentes en  los
medios de cultivo de G. traberm.
Carril 1:   muestra los esfandares de pl, los cuales se indican en la
figura.   Carril 2:   medio de cultivo con celobiosa concentrado por
ultrafiltraci6n.  El gel fue tefiido con azul de coomassie.  La flecha
indica la proteina que presentaba actividad endoglucanasica
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Figura   21:     Separaci6n  por  cromatoenfoque  de  las  proteinas
presentes en el medio de cultivo de G. frabeum  con celobiosa como
fuente de carbono.

I,as proteinas fueron eluidas con un gradiente de pH entre 7,4 y 3,0
(-). I.a actividad endoglucandsica (.) rue medida en las fracciones de
la columna por el metodo de liberaci6n de azdcares reductores. (  A )
absorbancia a  280  nm.  La flecha  indica el  momento en  que  se
comenz6 a lavar con Nacl lM.
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este dltimo gen tenia dos objetivos; el primero era analizar si existfa

en   G.  frabezJm     algtin   gen   que   tuviera  homologia  con  las

celobiohidrolasas,  ya  que  se  ha  descrito  que  este  hongo  no

expresaria esta enzima. Con este fin, se utiliz6 este gen sin la regi6n

que codifica para el dominio de uni6n a la celulosa, debido a que
esta regi6n presenta gran homologia entre las diferentes enzimas del

sistema  celulolftico  de  distintos  hongos.   El  segundo  objetivo  era

analizar si presentaba homologia con el gen de la endoglucanasa de

G. £raberm. Para ello se utiliz6 el gen completo, incluyendo la regi6n

que codifica para el dominio de uni6n a la celulosa.
Para  fiacer  estos  estudios  se  obtuvo  DNA  gen6mico  de

G. frabeHm  el que fue digerido con distintas enzimas de restricci6n

(Xhol, EcoRI, Hindlll y BamHI). Los fragmentos de restricci6n fueron

separados en un gel de agarosa al 1,0 % y traspasados a un filtro de
nylon. Luego se hibrid6 en condiciones poco estrictas con los genes

egll de T. reesel (F±guraL 22 A) y cbhl de P. clirysosporium  con y stn

el dominio de uni6n a la celulosa (Figura 22 8 y C respectivamente).

Se observ6 que no hay bandas de homologia importantes entre
los genes egll de T. reesel  y cbhl de P. chrysosporium  con y sin el
dominio de uni6n a la celulosa y el DNA gen6mico de G. frabeum.  Ya

que la  hibridaci6n se realiz6 en condiciones poco estrictas,  se puede
concluir  que  no  existiria  homologia,  a  nivel  de  la  secuencia

nucleotfdica,  entre  las  endoglucanasas  de  G.   £rabeum   y    la

endoglucanasa de T. reesej o celobiohidrolasa de P. chrysosporjun..
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Figura   22:    Analisis  mediante  la  tecnica  de  Southern  del  DNA
gen6mico de G. £rabeum.

EI DNA gen6mico de G.  £rabezJm   fue digerido con Xho I  (X), EcoRI
(R), BamHI (8) y Hindlll (H3). Como sonda se us6 el gen que codifica
para la endoglucanasa 1 de I. reeser. (A), el gen que codifica para la
celobiohidrolasa 1 de P. chrysosporz.Hm  con el dominio de uni6n a la
celulosa (8)  y el  gen  que  codifica para  la celobiohidrolasa  1  de
P. chrysosporfzJm  sin el dominio de uni6n a la celulosa (C).
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2.4-  ELe_ntificaci6n de mRNAs c_I_ue codifican _Dara las endoglucanasa§

die_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  us6  la  siguiente
estrategia  experimental:    los  mRNAs  que  codificaban  para  las

endoglucanasas   se   amplificaron    utilizando   la    tecnica      RACE

(amplificaci6n rapida de los terminales de CDNA) , segdn se describe
en MaterialesyMetodos  ( Figura 8 ).   En  esta  tecnica  se  emplean

tres partidores.   El primero es el adaptador (dT). El otro partidor  es

el adaptador 5', que es hom6logo a la porci6n 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 amplificaci6n de los genes

de las endoglucanasas.

El disefio  de este partidor se  hizo  a  partir de  la secuencia

aminoterminal de las endoglucanasas de G. £rabeLrm.   Debido a que

no se conoce la preferencia codogenica de este hongo, el disefio de la

sonda se bas6 en la preferencia codogenica para los genes de lignina

peroxidasa de P.  chrysospor[.urn   y del gen  egJ  I    de  I.  reesej .
( Holzbaur y col.,1991 y Penttila y col.,1986).
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Se sintetiz6 el siguiente oligonucle6tido degenerado formado

por 20 nucle6tidos:

5' AAG TTC GC(C/T) GG(T/C/A) GT(C/T) IIAC AT-3'

Este  oligonucle6tido   corresponde  a  la   porci6n   de   la

endoglucanasa de G. £rabeHm  que es hom6loga con la endoglucanasa

11 de  I. ]ieesej.

2.4.2.-  Amplificaci6n   de   los   genes   que   codifican   par-a   las

endoglucanasas de G. fraberm.

Para   amplificar   los   genes   que   codifican   para   las
endoglucanasas de G.  £rabeHm se  us6  como  material de  partida

mRNAs.  Para ello,  se  purific6  el  RNA  total  a  partir  de  micelio

precrecido, el que fue transferido a un medio de cultivo con lactosa

y se indujo la producci6n de endoglucanasas con celobiosa durante
un periodo de  12  h.  La obtenci6n del RNA total se hizo como  se

describe en Materiales y Metodos. La concentraci6n de RNA 6ptima

para amplificar los mRNAs fue de 1 pug por reacci6n de amplificaci6n,

ya que con concentraciones mayores o menores de RNA se obtenian

productos  de  muy  baja  nasa  molecular,  menores  de  500  pb
(resultado no mostrado) .
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Los resultados de la amplificaci6n, usando una concentraci6n
de RNA  de  1  pug,  se  muestran  en  la figura  23,  carriles  7  y  8.  Se

o-b-tuvieron tres bandas, las que correspondian a 1000, 800  y  500

pb. Segdn el tamafio de las endoglucanasas se esperaba obtener un
fragmento de aproximadamente 1000 pb.

A continuaci6n 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 reamplific6 la banda de 1000

pb se obtuvo una banda de 800 pb y principalmente una de 500 pb.
No se observ6 una banda correspondiente a 1000 pb  (Figu¥a 23,

carril 3). Cuando se reamplific6 la banda de  800  pb se obtuvo  la

banda coITespondiente 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 11, en

el cual es posible clonar directamente los productos de PCR. Este

plasmidio contiene el gen de la fa-galactosidasa, por lo tanto aquellas
colonias que poseian solo el vector eran de color azul, debido a que
se habia expresado el gen de la ft-galactosidasa. En cambio, aquellas

colonias que tenian el vector con un inserto eran de color blanco, ya

que no se expres6 el gen de la A-galactosidasa.



84

1234   5    6     7   8

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,   purificaci6n de
los productos del RACE, bandas de 800 y 1000 pb respectivamente.
Carriles 2 y 3, reamplificaci6n de las bandas purificadas de 800 y
1000  pb,  respectivamente.  Carriles  1  y  4,  estandares  de  nasa
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  purific6  el  DNA

plasmidial. A este DNA se le analiz6, en primer lugar, la   presencia
de un inserto del tamafio esperado; posteriormente, se estudi6 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  restricci6n  Eco  Rl  y Hind  Ill,  obtenidos  de

algunas de las colonias transformantes. El plasmidio PCR 11 tiene dos

sitios  de  restricci6n  para la enzima Eco  RI,  cercanos al  sitio  de

clonamiento, lo que permite liberar el inserto completo al digerir con

esta enzima de restricci6n. En cambio, este plasmidio tiene un dnico

sitio de corte para la enzima Hind Ill, por lo tanto con esta enzima

s6lo se linealiza el plasmidio.

AI 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 tenfan 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
amplificaci6n  similares  a  las  descritas  para  las  amplificaciones

anteriores. Los resultados  de la amplificaci6n  se muestran en  la

figura 25. Los carriles 3 y 4 muestran la amplificaci6n del fragmento



Figura  24:  Analisis por electroforesis en geles  de  agarosa de los
plasmidos de algunas celulas transformantes.

Los plasmidios fueron digeridos con las enzimas de restricci6n Hind
Ill  (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  (caITiles 7 y 8) Carriles 3 y 6 corresponden a estandares
de masa molecular. Los tamalfios 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 amplificaci6n  del

fragmento de 800 pb. Cuando se reamplific6 el fragmento de 800 pb

s-e~obtuvo  un  producto  tinico  de  800  pb.  En  cambio,  cuando  se

reamplific6 el fragmento de  1000  pb se obtuvo  mayormente  un

producto de 500 pb y en mucho menor proporci6n 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 por-el 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 analisis de la secuencia en Genbank
se encontr6 que presentaba homologia con este gen. En cambio, el

inserto de 1000 pb no presenta homologfa 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.  frabeLrm.   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

correspondfa a los genes que codificaban para las endoglucanasas de

G. fraberm. Por lo tanto, 1os mRNAs amplificados no codificaban para

endoglucanasas.
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Figura  25:  Amplificaci6n de los productos del RACE clonados.

Se hizo una reamplificaci6n 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 reacci6n de amplificaci6n sin DNA
polimerasa y sin DNA, respectivamente. Carril 1, estandard  de masa
molecular DNA del fago ^ digerido  con  Hind  Ill.
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Figura  26:    Comparaci6n de la secuencia primaria de parte de la
glutamina  sintetasa  de  levadura  (arriba)  con  la  de  G.  £rabeHm
(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.   -   Regulaci6n  de  la  producci6n   de  endoglucanasas  por

G.  trabeum

3.1.-hiucci6n de la producci6n de endogluca|±qsas

Debido  a  que  la  producci6n  de  endoglucanasas  es  mayor

cuando se usa  celobiosa como fuente de carbono se estudi6 el efecto

de  este  disacarido  sobre  la  expresi6n  de  estas  enzimas  por

G. frabezrm. Para ello, micelio precrecido rue transferido a medios

que contenian CMC o lactosa. Cuando la celobiosa se agreg6 a medios

que contenian CMC, como fuente de  carbono,  no se observ6  una
mayor producci6n de endoglucanasas  (Figura 27A).  Sin embargo,

cuando la celobiosa fue agregada a medios que contenian lactosa se

produjo una importante inducci6n de la expresi6n de estas enzimas
(Figura 278). El efecto de inducci6n es apreciable  una hora despues
de  agregar  la celobiosa  a  los  cultivos.  Al  agregar glucosa  a los

cultivos en vez de celobiosa, no ocurri6 inducci6n (Figura 278).
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Figura   27:      Efecto  de  la  celobiosa  sobre  la  producci6n de
endoglucanasas por G. £raberm.

(A)  Micelio precrecido fue  transferido  a  medios  de  cultivo  que
contenian CMC all0/o (p/v)  (I)  o CMC al 1% (p/v) mas celobiosa 5,5
mM (+).
(8)  Micelio  precrecido  fue  transferido  a  medios  de  cultivo  que
contenian lactosa al 1% (p/v)  (D)  o lactosa al 1% mas celobiosa 5,5
mM  (+) o lactosa al 1% mas glucosa 5,5 mM (+);     la celobiosa se
agreg6 al tiempo de incubaci6n indicado por la flecha.
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3.2.-  Esrfei_os  de  represi6n  catab6±±£a±p_roducciQrrfe
endoglucana§a±

Los  niveles  de expresi6n de endoglucanasas en medios que

contenfan 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 producci6n de estas enzimas cuando el

bongo G.  £rabezJm   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 rue suplementado

con  glucosa  o  glicerol.  Ambos,  glucosa  y  glicerol,  retardafon  la

producci6n de endoglucanasas;  este efecto rue mayor en el caso de
la  glucosa.  Sin  embargo,  al  cabo  de  10  horas  de  incubaci6n,  se

alcanz6 el mismo nivel de producci6n de estas enzimas.

Como control se realiz6 los mismos experimentos con el hongo

de pudrici6n blanca P. chrysospon.Hm  (Figura 288). En este hongo se

observ6 claramente un efecto de represi6n catab6lica por glucosa, ya

que  este  compuesto  reprimi6  completamente  la  producci6n  de
endoglucanasas.  Por el contrario, el glicerol no reprimi6 la expresi6n

de estas enzimas.

Por otra parte, se verific6 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  reacci6n  enzimatica  tambi€n  rue  hecha  en

presencia de glucosa o glicerol en una concentraci6n final de 5,5  mM

(Tabla 2).
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Figura   28:   Producci6n de endoglucanasas por G.  £rabeLrm  (a)  y
P. chrysospon.Hm (b) en medios de cultivo que contenian CMC al 1%
(p/v) (I), CMC al 1% (p/v) mas glucosa 5,5 mM (D) o CMC al 1% (p/v)
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. frabeLrm

Condici6n

Enzima contro|a

Enzima mas glucosa 5,5 mM

Enzima mas glicerol 5,5 mM

Actividad enzimatica [U/ml]

13,8  -+  0,1

13,6  -+  0,3

13,6  -+  0,2

ala enzima control empleada se obtuvo despues de incubar el hongo
G.  trabeLrm     por  18  h  en  un  medio  de  cultivo  que  contenfa
carboximetilcelulosa (CMC).  Para estudiar el efecto de la glucosa o
glicerol,  estos  fueron  incluidos en  el  medio  de  reacci6n  de  la
endoglucanasa en  una  concentraci6n  de  5,5  mM  y  la  actividad
enzimatica se midi6 en triplicado por viscosimetria.
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Para  confirmar  que  en  G.   rrabeum     la  producci6n  de
endoglucanasas no estaba sujeta a represi6n catab6lica,   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  adici6n  de  glucosa  a  estos  cultivos  no

disminuy6 la expresi6n de endoglucanasas.

Finalmente, se estudi6 si la expresi6n 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  agreg6  celobiosa,  como  inductor  (Figura  30).  La

celobiosa fue capar de inducir la expresi6n de endoglucanasas, adn

en aquellos medios que contenian glucosa como fuente de carbono.
Por lo tanto la glucosa no suprimi6 el efecto  estimulatorio de  la

celobiosa. Sin embargo, la inducci6n rue mas lenta que la observada

en un medio que contenia lactosa como fuente de carbono, ya que la

pendiente de la curva de inducci6n 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   producci6n   de
endoglucanasas por G. rrabezJm  en cultivos inducidos por celobiosa.

Micelio precrecido fue transferido a un medio de incubaci6n que
contenia lactosa al  1%  (p/v). Despdes de tres horas de cultivo se
indujo  con  celobiosa  utilizando  una  concentraci6n  de  5,5  mM.
Posteriormente, al tiempo indicado por la flecha,  se agreg6 glucosa
(I) 5 mM, (.) 20 mM o (a) 40 mM.
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Figura   30:   Efecto   de  la  celobiosa  sobre  la  producci6n  de
endoglucanasas por G. frabeHm  en un medio con glucosa.

Micelio precrecido rue trasferido a un medio que contenia glucosa al
1% (p/v)  (I) 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 protei_Q+as

El objetivo de este punto fue analizar si ocurria sfntesis de

endoglucanasas como consecuencia de la inducci6n con celobiosa.

Para ello,  se utiliz6 cicloheximida,  un inhibidor de la sintesis de

proteinas en c€lulas eucariontes.
En primer lugar, se analiz6 si este inhibidor podia entrar a la

celula.  Para  ello  se  creci6  el  hongo  en  glucosa  como  fuente  de

carbono y se adicion6 distintas concentraciones de cicloheximida

(Tabla 3). Se observ6 que el hongo no rue capaz de crecer cuando la
cicloheximida se encontraba presente en el medio de cultivo, I-o que

demuestra que este inhibidor rue capaz de entrar a la celula fungica

e inhibi6 la sintesis proteica, 1o que impidi6 el crecimiento del hongo.

Para  los  estudios  del  efecto  de  la  cicloheximida  en  la

producci6n de endoglucanasas se utiliz6 micelio precrecido el que
rue  transferido  a medios  de  cultivo  con  lactosa o glucosa como

fuentes de carbono. Luego de tres horas de incubaci6n, se agreg6

celobiosa como inductor. La cicloheximida rue agregada a las 0, 4 y 6
h de cultivo a una concentraci6n de loo pug/ml.   Se observa que la

cicloheximida  agregada  a  las  0  y  4  horas  de  cultivo  inhibi6

completamente la producci6n de las endoglucanasas (Figura 31 a y

b).  En cambio,  cuando  se  agreg6  cicloheximida  a  las  6  horas de

cultivo hubo expresi6n de endoglucanasas previa a la incorporaci6n

del inhibidor, pero esta ces6 totalmente al momento de agregar la

cicloheximida.   Este  bajo  nivel   de   expresi6n   alcanzado   con

anterioridad a la adici6n del inhibidor se mantuvo constante .durante

el tiempo en que se realiz6 el experimento.
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Tabla  3:  Efecto de la cicloheximida en el crecimiento del hongo

G. trabeum

Concentraci6n de cicloheximida

(pug/ml)

Biomasa obtenida

(mg en peso.-seco)

0

10

50

loo
500

1000

5000

35,7

2,4

2,6

1,3

1.4

1,2

1,3

G.  frabeum   se creci6 en glucosa como fuente de carbono y se le
adicion6 diferentes concentraciones de cicloheximida; al quinto dia
de cultivo se determine la biomasa por peso seco.
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Figura   31:   Efecto   de   la   cicloheximida   en   la   sintesis   de
endoglucanasas por el hongo G. £rabeLrm.

Micelio precrecido fue transferido a medios-con lactosa (A) o glucosa
(8), como fuentes de carbono. AI cabo de  3  horas  se  indujo  con
celobiosa(H).  Se agreg6 ciclobeximida a una concentraci6n de  loo
peg/ml a las 0 (I), 4 (+) y 6 (+) horas de cultivo.
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DISCUSION

El sistema celulolitico de los hongos de pudrici6n  blanca y

blanda  ha sido  caracterizado  en  detalle  (Coughlan  y  Ljungdahl,

1988), en cambio el sistema celulolitico de los hongos de pudrici6n

parda ha sido muy poco estudiado a  pesar de  las  caracteristicas
dnicas que estos poseen. Se ha descrito que estos hongos expresan

s6lo endoglucanasas en cultivos liquidos  (Highley,1973), pero en

estas condiciones de cultivo no degradan la celulosa cristalina. Sin

embargo,  en  cultivos  sobre  un  soporte  s61ido,  estos  hongos  son

capaces de degradar este tipo de celulosa. Debido a esto, en esta tesis

se compar6 la producci6n de enzimas del sistema celulolitico en

cultivos liquidos y en cultivos sobre soportes s6lidos. El hongo de

pudrici6n parda G. £rabezJm   produjo endoglucanasas en todos los
cultivos analizados, pero no rue posible detectar la producci6n de

celobiohidrolasas. I.a producci6n de endoglucanasas por este hongo

en medio liquido y sobre soportes s6lidos fue muy similar, ya que,

en  cultivos  sobre  soportes  s6lidos  tambi€n  se  produjeron  estas

enzimas cuando se utiliz6 glucosa como fuente de carbono. Ademas,

la expresi6n 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 lfquidos que contenfan glucosa o celobiosa con la

actividad de estas enzimas en cultivos sobre soportes s6lidos,   se

observ6 que en el caso de los cultivos sobre soportes s6lidos, en

presencia de  glucosa,  1a  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
s6lidos  con  respecto  a  los  cultivos  en  medio  lfquido  es  que  los

productos extracelulares se obtienen mucho mas concentrados` y fue
lo que se observ6 cuando se utiliz6 glucosa como fuente de carbono.

Sin embargo, no ocurri6 lo mismo al usar celobiosa como fuente de

carbono. En cultivos liquidos   la producci6n de endoglucanasas fue

similar   a   la   alcanzada   en   cultivos  sobre  soportes  s6lidos

(aproximadamente  50  U/ml,  en  ambos  casos).   Esto  se  debe

posiblemente a que la biomasa obtenida en cultivos sobre soportes
s6lidos, que contenian celobiosa, rue mucho menor que en los que

contenian glucosa.  Esto se tradujo, finalmente, en que la cantidad de
endoglucanasas  secretadas  en  cultivos  sobre  soportes  s6lidos  al

utilizar celobiosa como fuente de carbono fue muy baja.

ha suposici6n que en cultivos sobre soportes s6lidos, utilizando

celobiosa como fuente de carbono, hay una menor producci6n de

biomasa que en presencia de glucosa se  apoya en  los  siguientes

argumentos:  la producci6n de biomasa de G.  frabezjm  en cultivos

l{quidos fue mayor en presencia de glu~cQsa qtle de celQbiQsa (42,4 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 liberaci6n de cO2,  presentaron pequefias

diferencias, sobre todo al inicio del cultivo, siendo la producci6n de

cO2   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

cineticas de consumo de las fuentes de carbono, en cultivos sobre

soportes s6lidos, en donde se apreci6 un consumo mas fapido de la

glucosa que de la celobiosa.
Otro de  los  aspectos  que llama  la  atenci6n  al  analizar  las

endoglucanasas secretadas sobre soportes s6lidos inertes es que se

produce un pico de expresi6n de estas enzimas;   en  cambio    en
medio liquido o en cultivos sobre el sustrato s6lido,  holocelulosa,  1a

producci6n  de  endoglucanasas  present6  un  maximo  el  que  se
mantuvo en el tiempo.  Esto  puede deberse a que en los cultivos

sobre el soporte s6lido inerte, vermiculita, en presencia de glucosa o

celobiosa  como  fuentes  de  carbono  se  produjeron    proteasas
extracelulares. ha producci6n de estas enzimas estaria regulada por

la limitaci6n de las fuentes de carbono y/o nitr6geno. En A. njdHJans

y N. crassa  se ba determinado que la expresi6n de las proteasas
extracelulares estaria regulada por la limitaci6n de la fuente de
carbono, nitr6geno o azufre (Hansom y Marzluf,1975; Cohen,1973 y

Abbott y Marzluf,  1984).  Por  otra  parte,  la  expresi6n  de  estas

proteasas en N. crassa (Hansom y Marzluf, 1975 y Abbott y Marzluf,
1984) es inducible por proteinas extracelulares, Todos estos factores

podrfan estar dando cuenta de una diferencia en la producci6n de
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proteasas extracelulares por G. £rabeHm   en medio liquido o sobre
holocelulosa por una  parte,  y  sobre  el  soporte  s6lido  inerte,

veimiculita, por otra.

Una  de  las  caracterfsticas  que  distingue  a  los  bongos  de

pudrici6n parda de los otros microorganismos celuloliticos conocidos
es la regulaci6n de la expresi6n de las enzimas involucradas en la

degradaci6n de la celulosa. En el hongo de pudrici6n blanda I. reesej

la expresi6n de estas enzimas ha sido estudiada con algdn detalle

(Merivuori y col.  1984). La expresi6n de las enzimas celuloliticas en
este hongo esta bajo represi6n catab6lica, lo que significa qu-e son

reprimidas en presencia de compuestos facilmente metabolizables

como glucosa, glicerol, etc. Por otra parte, la producci6n de  estas

enzimas es inducible por celulosa. En el hongo de pudrici6n blanca

P. cj±rysosporf rm   la glucosa tambien reprime la expresi6n  de las

celulasas.   De los resultados obtenidos en esta tesis es evidente que

existen diferencias importantes en la regulaci6n de la expresi6n de

las endoglucanasas entre los hongos de pudrici6n blanca y blanda y
el hongo de pudrici6n parda G. frabezrm.

En  un    trabajo  anterior  (Highley,  1973)  se  postul6  que  la

producci6n de endoglucanasas en varios hongos de  pudrici6n parda
era constitutiva, debido a que este autor encontr6 estas enzimas en

todos  los  medios  de  cultivo  ensayados.  En  cambio,  durante  el

desarrollo de  esta  tesis    se  demostr6  que    la  producci6n  de

endoglucanasas por el hongo de pudrici6n parda  G.  frabeum  es

inducible. A pesar que este bongo produjo endoglucanasas en todas

las fuentes de carbono estudiadas, es claro que existen tres niveles
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de producci6n enzimatica. El nivel mas bajo fue obtenido cuando se

us6 galactosa, fructosa, xilosa y glicerol como fuentes de carbono. Los

in6nosacaridos galactosa y  fructosa  no  fueron  empleados  como

fuentes de carbono por el bongo, posiblemente, debido a que  no

existe un sistema de transporte para estos azdcares. Por otra parte,

la expresi6n de las endoglucanasas sobre xilosa y glicerol podria

corresponder al.nivel constitutivo de expresi6n de estas enzimas por

el hongo de pudrici6n parda G.  £rabezrm,  el cual es  muchas veces

superior al que se ha reportado para I. reesej.
Dentro de los azdcares que permiten el crecimiento del h~ongo,

manosa,  glucosa  y  lactosa  producen  un  efecto  de  inducci6n

significativamente mayor que  xilosa y  glicerol;  por  lo  tanto,  se

podria especular   que existirfa alguna relaci6n entre €stos o algdn
compuesto derivado de ellos y la inducci6n de la expresi6n de las

endoglucanasas por G.  £rabeLrm .    Ademas,  resulta interesante  la

observaci6n de Highley  (1977)  en la cual la adici6n de celobiosa,

manosa  o  glucosa,  pero  no  de  xilosa,  a  cultivos  del  hongo  de

pudrici6n parda Postja pJacenfa caus6 una reducci6n drastica del

grado de polimerizaci6n de la celulosa. Tomando en conjunto ambos
resultados  se  podria  concluir  que  estos  compuestos,  celobiosa

manosa y glucosa,  estarian participando en la inducci6n tanto del

sistema celulolitico como del sistema de despolimerizaci6n.

El mayor efecto de inducci6n rue obtenido con avicel, CMC y

celobiosa. I.a celobiosa, en bajas concentraciones, agregada a medios

de cultivo con lactosa o glucosa fue capaz de inducir la expresi6n de

las  endoglucanasas.  Sin  embargo,  este  efecto  inductor  no  fue



106

apreciado cuando se agreg6 celobiosa a  medios que contenfan CMC

como fuente de carbono. Este resultado puede  explicarse por  un

efecto de saturaci6n del sistema de  inducci6n  en  este  medio.  Se

obtuvieron resultados similares   cuando el hongo  T.  reeser.    fue

crecido en celulosa e inducido con soforosa, donde no se apreci6 un

efectodeinducci6nporlasoforosa(Fritscherycol.,1990).

La naturaleza exacta del inductor del sistema celulolitico en

otros hongos no ha sido elucidada.  En P. chrysosporjum    se  ha

demostrado que la celobiosa induce la expresi6n de las enzimas del

sistema celulolitico  (Eriksson y Hamp,  1978).  Por otra parte,  en

I. iieesej  se encontr6 que la soforosa es el compuesto que mejor

induce  la  expresi6n  de  estas  enzimas  (Mandels  y  col.,   1962,

Sternberg  y  Mandels,  1979)    Sin  embargo,    fue  recientemente

demostrado que la celobiosa tambien puede. inducir la expresi6n de

las celulasas, pero solamente cuando la hidr61isis de este compuesto

fueartificialmenteinhibidaconnojirimicima(Fritscherycol.,1990).

En el bongo  P. purpunogeflum  se encontr6 que otro disacarido,

gentiobiosa, era capaz de inducir la expresi6n de celulasas, cuando la
enzima  R-glucosidasa  se  encontraba  inhibida  con  nojirimicina

(Kurasawa y col.,1992).

Al analizar la inducci6n del sistema celulolitico de varios tipos
de  bongos  se puede observar que en todos los casos son disacaridos

los que actdan como inductores; s6lo se ha descrito un caso de un

monosacarido  en  T.  reesej    que  causa  inducci6n  del  sistema

celulolitico, la L-sorbosa, pero se postula que el efecto jnductor seria

indirecto. En efecto, este compuesto produce alteraciones a nivel de
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la pared fungica, debido a que es un inhibidor de la sfntesis de   B-

1,3-glucano,  lo que  provoca  modificaciones  en  la  morfologia  y

coinposici6n  de la pared celular (Kubicek y col.,1993a). En cambio,

en el hongo de pudrici6n parda G.  £rabeLrm,  monosacaridos como

glucosa o manosa provocan una mayor expresi6n de las enzimas del
sistema celulolitico. Por lo tanto, resultaria interesante estudiar a

traves  de  que  mecanismo  molecular  estos  compuestos pueden

inducir la expresi6n de las endoglucanasas en estos hongos.

En los estudios de  inducci6n realizados  en  este  trabajo  se

observ6 que esta ocurria aproximadamente una hora despu~es de
agregar la celobiosa,  lo que sugiere que habria sintesis de RNA o de

proteinas de novo.  Para demostrar esto dltimo, se analiz6 el efecto
de la cicloheximida un  inhibidor de  la  sfntesis  proteica.  De  los

resultados obtenidos con este inhibidor se puede concluir que   el

aumento  de  la actividad endoglucanasica, producido despues de

agregar la celobiosa, no se debe a la modificaci6n de una enzima

pre-existente sino a un verdadero efecto de inducci6n. La celobiosa
induciria de manera indirecta la sintesis de las endoglucanasas, ya

que lo mss probable es que esta este induciendo   la  sintesis  de
mRNAs que codifican para las endoglucanasas, como se ha descrito

para las celulasas de I. reeser.  y P. chrysosporfum  (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.  frabezJm, esto es aquella molecula

que se uniria a las proteinas activadoras o represoras, no se conoce.
Lo mismo sucede con la expresi6n del sistema celulolftico en otros
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sistemas. Es asi como algunos autores (Kubicek, 1993a) se refieren a

aquellos compuestos que causan inducci6n de la sintesis de estas

ehzimas como "provocadores" , para diferenciarlos de un inductor.

Otra  importante  diferencia   en   la   expresi6n   de   las
endoglucanasas entre el hongo de pudrici6n parda G. frabeum y los

hongos de pudrici6n blanca P. chrysosporjHm  y blanda I. reesej es

que en presencia de glucosa G.  £rabeum   produce  endoglucanasas.
Mas  atin,  no  se  observ6  represi6n  por glucosa  cuando  esta  rue

agregada a cultivos inducidos. Por otra parte, hubo inducci6n 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  observ6  un  retardo  en  el  efecto  estimulatorio del
inductor.  Una posible explicaci6n es que la glucosa podria inhibir a

la enzima que participa en la sintesis del inductor. Esta enzima esL

posiblemente    la  fi-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 fa-glucosidasa de
G.  frabeum     es  s6lo  parcialmente  inhibida  por  glucosa;  una

concentraci6n de 55 mM inhibi6 la actividad de  esta enzima en un

25% solamente  (Belancic,  comunicaci6n  personal).  Asi,  esta leve

disminuci6n de la actividad de la fo-glucosidasa podria estar dando

cuenta  de   este   efecto   de   retardo   de   la   expresi6n   de  las
endoglucanasas en presencia de glucosa. En I.  reesej   se encontr6

que mutantes en la A-glucosidasa presentan una inducci6n retardada
de la expresi6n de las endoglucanasas (Strauss y col., 1990; Fowler y

col.,1992).
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Por  lo  tanto,  es  posible  concluir  que  la.  producci6n  de

endoglucanasas en el hongo de pudrici6n parda G. £rabeum  no esta

bajo represi6n catab6lica y que los niveles de expresi6n mas bajos

observados en glucosa o lactosa se deben a la ausencia de un buen

inductor. Recientemente,   otros autores  trabajando con  T.  reesej,

llegaron a una conclusi6n  similar (Messner y Kubicek,1991). Ellos

observaron que I. reesej  producia celobiohidrolasa I en presencia

de glucosa cuando el micelio era precrecido en lactosa. El nivel de

expresi6n enzimatica fue,  sin embargo,  muy bajo.  La enzima s6lo

pudo  ser  detectada  utilizando  anticuerpos  monoclonales.*-Estos
autores sugirieron que la expresi6n de celulasas en I. reesej  no esta

bajo represi6n catab6lica 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 represi6n.:

catab6lica.   Estos autores demostraron que I.  reesej   no produce

transcritos  del gen  de  la celobiohidrolasa I  cuando  el  hongo  es.a

crecido en avicel por 21 horas y luego expuesto a glucosa por 1 hora.

Por otra parte, recientemente se demostr6 que el promotor del gen

que codifica para la celobiohidrolasa I tiene una secuencia que serfa
reconocida por una proteina represora del tipo CRE A; al eliminar

esta secuencia el gen  chbJ  es expresado en presencia de glucosa

(Kubicek,  1993b). Esto demuestra claramente que  en  I. reesej   la
expresi6n de las enzimas celulol£ticas es reprimida por glucosa.
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El mecanismo de degradaci6n de la celulosa difiere entre los

hongos de pudrici6n parda y blanca (Kleman-Leyer y col.,  1992).

Estos autores trabajando con los hongos de pudrici6n parda y blanca

P. PJacenfa  y P. chrysospon.rm, respectivamente, demostraron que

los  hongos  de  pudrici6n  blanca  atacan   la  superficie  de  la

microfibrilla degradando inmediatamente los productos. Por lo tanto,

en este caso no habrfa acumulaci6n de compuestos de bajo masa

molecular. Distinto es el caso de los hongos de pudrici6n parda los

cuales hidrolizan enteramente la celulosa, posiblemente por ataque

sobre las zonas amorfas, causando una disminuci6n importante- en el

DP    de    esta    (Kleman-Leyer   y   col.,    1992).   Durante   esta

despolimerizaci6n  inicial  no  hay degradaci6n  de  los  productos

obtenidos.  Esto  haria que se libere una cantidad importante de

compuestos de bajo nasa molecular, los que se acumularian   antes

de la acci6n de las endoglucanasas. Esto explicaria los resultados

obtenidos en esta tesis, donde se demostr6 que la producci6n de
endoglucanasas per G. £rabeum   no esta bajo represi6n catab6lica.

Por lo tanto,  el hongo tendria que expresar las endoglucanasas en

presencia de  una alta concentraci6n de compuestos de bajo masa
molecular.

Uno de los principales intereses de estudiar la regulaci6n de la

expresi6n  de  los  genes  de  las  endoglucansas  en  el  hongo  de

pudrici6n parda G.  frabezJm  es que, como rue demostrado en este
trabajo, 1a expresi6n de estas enzimas no estarfa sujeta a represi6n

catab6lica,  lo que permitiria la producci6n  de  estas  enzimas en

medios de cultivos econ6micos.
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Mss interesante atin, 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 esta regulado por glucosa. Todas

estas caracteristicas lo convierten en un buen candidato para ser
utilizado  en  la  expresi6n  de  proteinas  heter6logas  en  hongos

filamentosos. Esto permitiria obtener pfacticamente s6lo la enzima

heter6loga clonada bajo el  promotor  de  las  endoglucanasas  de

G. £rabeLIm  y en altas concentraciones, ya que las demas profeinas

estarian reprimidas.

A nivel molecular, la ausencia de represi6n catab6lica en la
expresi6n de las endoglucanasas por G.  £rabeHm   podria deberse a

que en la regi6n rio arriba del promotor no se encontraria presente
la secuencia reconocida por una  proteina represora del tipo MIGl

de levadura o CREA de A. njdHJans.   En  el caso  de otras enzimas

celuloliticas se ha encontrado que el promotor del gen que codifica

para la celobiohidrolasa 1 de T. reesct  posee una regi6n hom61oga al
sitio de uni6n de la proteina CREA de A. njcrLrJans; la deleci6n de esta

regi6n produjo la expresi6n de este gen en presencia de glucosa

(Kubicek y col.,1993a).

Cuando se estudi6 la producci6n de enzimas celuloliticas por
G. £rabeHm  en medios liquidos y en cultivos sobre soportes s6lidos

utilizando diferentes fuentes de carbono, s6lo se detect6 la presencia

de endoglucanasas.  Debido a esto,  se realiz6  una caracterizaci6n

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

3-2-000  Dalton,  respectivamente.    Estas   masas   moleculares  no

coinciden con la descrita en un trabajo anterior, donde se purific6 y

caracteriz6 parcialmente una endoglucanasa de I. frabea  (sin6nimo

de G. frabezJm );  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  purificaci6n  utilizaron  las  proteinas  que  se

encontraban en un medio de cultivo obtenido despues de nueva dias

de incubaci6n, lo que podrfa haber facilitado la degradaci6n de las

especies de mayor nasa molecular, para obtener una enzima de
29000 Dalton. A este respecto,  se puede agregar que durante el

desarrollo de esta  tesis  se detect6  la presencia de  una proteina

extracelular de  28000  Dalton,  cuando se  trabaj6 con cultivos de

varios dfas, no asi en cultivos a tiempos mas cortos.

Por otra parte, se determin6 la secuencia aminoterminal de las
dos endoglucanasas de  G.  frabeum    identificadas  durante  este

trabajo por electroforesis en geles de poliacrilamida y se encontr6

que estas eran identicas.   El hecho que estas enzimas  presenten
diferente masa molecular, pero que su secuencia aminoterminal sea

identica puede deberse a modificaciones post-traduccionales como

diferentes grados de glicosilaci6n o a cortes proteoliticos. Por otra

parte,  la  presencia  de  estas  enzimas  con  identica  secuencia
aminoterminal  puede  deberse,  ademas,  a  modificaciones  post-

transcripcionales,  lo  que  darfa  poblaciones  distintas  de  RNAs
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codificadas en un mismo gen, tal vez por inicio de la transcripci6n en

sitios diferentes o por un procesainiento diferente de €stos.

Con respecto a la modificaci6n proteolitica, recientemente se

demostr6 que este mecanismo contribuye a la diversidad de las

endoglucanasas en diferentes microorganismos (Paice y col., 1984 y

Stanlberg y col.,1988). Es asi como, el basidiomicete Scjljzopj2y[Jrm

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 liberaci6n

proteolitica de la region aminoterminal (Paice y col., 1984).   Por otra

parte, en T. reesej se encontr6 una endoglucanasa de 38 KDa, ra cual
es producida por corte proteolitico a partir de la endoglucanasa EG I I

(Stanlberg y col.,  1988). Esta endoglucanasa modificada es activa
sobre sustratos solubles como carboximetilcelulosa, pero presenta

una  actividad  muy  disminuida sobre cel.ulosas  cristalinas  como

Avicel.  Esto se debe a que  la  regi6n  eliminada de esta prote{na

corresponde a  la  regi6n  aminoterminal  donde  se  encuentra  el
`  dominio de uni6n a la celulosa.   Esto sugiere que,  al igual que en

T. reesej   y  S. commune, la existencia de dos endoglucanasas, en

G. £rabezrm, con identica secuencia aminoterminal  podria deberse a

modificaciones proteoliticas, en las cuales se eliminaria una regi6n

cercana al extremo carboxiterminal.

Con   respecto   a   la   secuencia   aminoterminal   de   las
endoglucanasas de  G.  frabeLrm    se  puede  apreciar  que  €sta  no

contiene las secuencias conservadas de los dominios de uni6n a la

celulosa de las enzimas celuloliticas de I. reese{.  o P. chrysaspon.tJm

(Gilkes y col.,  1991).  Por  otra  parte,  a  pesar  de  poseer varios
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residuos treonina y uno de serina la regi6n aminoterminal de las

endoglucanasas de G.  £rabeHm  no  corresponderia al dominio  de

glicosilaci6n;   porque este tiene un alto contenido de este tipo de
aminoacidos. Por ejemplo, en la  endoglucanasa 11 de I. ]ieesez.  se ha

descrito que hay 21 residuos serina o treonina de un total de 34

aninoacidos 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. rrabeum  presenta cierta
homologia con una porci6n  de  la endoglucanasa 11 de T. reesej  que

corresponde a una regi6n en el dominio catalitico pr6xima al si`{io de

glicosilaci6n y no a los dominios altamente conservados (Saloheimo y
col.,  1988).   Estos  antecedentes     sugieren  que   en   la   regi6n

aminoterminal  de  las  endoglucanasas  de  G.  £rabeum      no   se

encontraria el dominio de uni6n a la celulosa, sin6 que este estaria

en  el  extremo  carboxiterminal  y  que  la  region  aminoterminal

formaria parte del dominio catalitico.

Por  otra  parte,  se  intent6  estudiar  la  posibilidad  de  que
modificaciones post-transcripcionales de los mRNAs que codifican

para las endoglucanasas dieran cuenta de proteinas con identica
secuencia aminoterminal.  Para ello, se amplificaron los mRNAs que

codifican para estas enzimas utilizando un partidor degenerado. Pero
al analizar, por secuenciaci6n, los productos de la amplificaci6n se
vi6 que no correspondian a las  endoglucanasas sin6  que a otros

genes, entre ellos la glutamina sintetasa.  Este resultado se debi6

posiblemente a la utilizaci6n de  un partidor degenerado el  cual
hibrid6  con  genes  diferentes,  los  que  posteriormente  fueron
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amplificados.  Para  evitar  este  problema  se  tendria  que  haber

disefiado un partidor mas especffico. Esto no rue posible debido a

qu-enoseconocfalapreferenciacodogenicadeestehongo.
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 memos un antecedente de preferencia codogenica de

G. £raberm, lo que podria ser utilizado en trabajos posteriores para

sintetizar una sonda mss especifica que permitiria detectar aquellos
clones que contendrian  los genes de  las endoglucanasas de este
hongo. Por otra parte, analizando la preferencia codogenic"a que

emple6  G.  rrabeLrm en  el gen  de  la glutamina  sintetasa se  pudo

comprobar  que  €sta   se   asemeja      mss   a   la   que   emplea
P. chr);:sospon.un, para los genes de lignina peroxidasa, que la que

utiliza I. reeser.,   para los genes de las celulasas  (Holzbaur y col.,

1991 y Penttifa y col., 1986).

Durante   la   caracterizaci6n   de   las   endoglucanasas  de

G.  £rabeHm  se  determin6  ademas  el  punto  isoelectrico  que  fue

alrededor de  3,5.    Esto  se  correlaciona  con  el  hecho  que  las

endoglucanasas de G. frabeum   migran mucho mas rapido en una

electroforesis   en   condiciones   no   desnaturantes   que   |as
endoglucanasas  de P.  chrysospon.rm,  lo  que  indicarfa  que  las
enzimas del hongo de pudrici6n panda  tendrian un pl mas bajo que
las enzimas de P. chr];sosporl.rm.

El    punto    isoelectrico   rue   determinado   tanto   por

isoelectroenfoque como por cromatoenfoque; es importante destacar

que el procedimiento empleado para realizar el cromatoenfoque es
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unabuenaalternativaparalapurificaci6ndelasendoglucanasas,ya

que  se emplearon  muy pocos  pasos  de  purificaci6n.  Ademas,  se
utiliz6 micelio precrecido el que fue posteriormente incubado en un

medio  con  celobiosa  por  un  tiempo  corto,  de  esta  manera  se

minimiz6  la  prote6lisis.  Ademas,  1a mayor parte  de  las enzimas

producidascorrespondianaendoglucanasas.
Otro de las aspectos que se estudi6, durante la caracterizaci6n

de las endoglucanasas de G. trabeun  rue su posible homologfa con

otras enzimas celuloliticas. Para ello, se emplearon diferentes genes

que codifican para celulasas de I. Iieesej y P. chrysospon.urn. fa idea
de usar estos genes como sondas se bas6 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 ann, parte del gen cbflJ  de I. jieesej

fue usado como sonda para clonar el gen c.bfrJ de P. chrysosporj.urn

(Sims y col.,1988 y Covert y col.,1992).   Al  utilizar los genes  egJJ

de I. reesel.   o cbtiJ  de P chrysospon.Hm, como sondas, no dieron

bandas  de  hibridaci6n  importantes  con  el  DNA  gen6mico  de

G. £rabeum; lo que puede deberse a que las enzimas de este hongo

sen'an muy diferentes a las de I. reeser.  y  P. chrysosporjLrm.   De
becho,  en  este  trabajo  se  demostr6  que  las  endoglucanasas de
G frabeum   presentan  cierta  homologia  con  una  porci6n  de  la
endoglucanasa 11 de I. ]ieeser., enzima distinta de las otras celulasas

de T. I.eesel.
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CONCLUSIONES

-  La expresi6n de estas enzimas no esta bajo represi6n catab6lica,

caracteristica dnica de estos tipos de hongos.

-  fa producci6n de endoglucanasas por el hongo de pudrici6n parda

G. frabeum   es inducible por celobiosa.   El efecto de la celobiosa

sobre la expresi6n de las endoglucanasas se debi6 a un verdadero

efecto  de  inducci6n  y no  a  la activaci6n  de  una  enzima  pre-

existente.

-     G.  trabeum   produjo  s6lo  endoglucanasas  en  los  medios  de

cultivos lfquidos analizados en los cuales se emple6 diferentes

fuentes de carbono  (glicerol, glucosa,  manosa, xilosa, lactosa,

celobiosa  carboximetilcelulosa  y  Avicel).    En  cultivos  sobre

soportes  s6lidos  tambien  se  detect6  s6lo  la  expresi6n  de

endoglucanasas, la que fue muy similar a la obtenida en medio

liquido.   En todas estas condiciones de cultivo no se detect6 la

presencia de celobiohidrolasas
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-  En geles de poliacrilamida se identificaron dos endoglucanasas las

que presentaron una secuencia aminoterminal identica. La  masa
-inolecular de estas protefnas es de 36000 y 32000  Dalton y su

punto isoelectrico inferior a 3,5.  ha regi6n aminoterminal de las
endoglucanasas de 36000 y 32000 Dalton de G.1rabeum  presenta

homologia con la endoglucanasa 11 de I. reesej. Por otra parte las

endoglucanasas de  G.  frabeLrm  no presentaron homologfa, en su

secuencia nucleotidica, con la endoglucanasa I de I. ]ieesej ni con

la celobiohidrolasa I de P. chrysosporjzrm.
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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 la

secuencia  primaria  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 hong~os de

pudrici6n blanca y blanda.
Otra de las proyecciones interesantes de esta tesis es  estudiar

a  que  se  debe  que  la  expresi6n  de  estas  enzimas  no  esta  bajo

represi6n catab6lica. A este respecto, en el laboratorio de  la Dra

Mertya Penttila en Finlandia se esta estudiando si G. £rabezrm   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 obtenci6n del promotor y de las secuencias que
llevan la informaci6n para la secreci6n de las endoglucanasas  al

medio, permitiria construir un vector de expresi6n para bongos
filamentosos, el que presentarfa la caracteristica de ser inducible

por celobiosa  en presencia de glucosa. Lo que haria que se libere al
medio de cultivo casi exclusivamente la protefna heter6loga, ya que

las otras proteinas estan'an reprimidas por glucosa.
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