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Introduccion

1.1. Trichoderma: CARACTERISTICAS GENERALES

El género Trichoderma agrupa hongos filamentosos Deuteromicetos, que se
caracterizan por carecer de ciclo sexual conocido. Su forma de reproduccién conocida hasta
el momento es una alternancia micelio-conidio asexuada (Fassatiova, 1986). El micelio estd
formado por un conjunto de hifas mds o menos ramificadas cuyas células se encuentran
tabicadas y contienen mds de un niicleo. El niimero de cromosomas por niicleo se ha
estudiado mediante la técnica de electroforesis de campo pulsante e hibridacién de Southern,
encontrdndose entre 5 y 7 (Herrera-Estrella et al., 1993; Mintyla ez al., 1991). Los conidios
0 esporas poseen un sdlo nicleo probablemente haploide (Rosen et al., 1974). Los conidios
son ovoides, de color verde (excepcionalmente hialinos) y se forman sobre estructuras muy
ramificadas denominadas conidi6foros, que a su vez se sitdan sobre c€lulas especiales
denominadas fialidas. La conidiacién, en el laboratorio, se produce si el organismo es
expuesto a pulsos cortos de luz visible o ultravioleta o es sometido a hambre de nutrientes
(Horwitz et al., 1985). La germinacién, menos estudiada, se produce en numerosos
sustratos pero nunca en agua destilada, lo que indica que se necesita una fuente externa de
nutrientes para iniciar este proceso (Danielson y Davey, 1973). En determinadas condiciones
nutricionales adversas, o frente a la desecacién se producen otro tipo de estructuras
asexuales, esta vez intercaladas en el micelio y denominadas clamidosporas, que se han
descrito como formas de resistencia (Lewis y Papavizas, 1984). El género Hypocrea se ha
considerado que es la forma perfecta de Trichoderma (Davet, 1990), aunque aun no se ha
establecido de forma definitiva.

La taxonomia de Trichoderma permanece muy imprecisa. Dado su cardcter de hongo
imperfecto, no pueden establecerse cruces genéticos que definan especies dentro del género,
similares a los realizados para otros grupos de hongos (Anderson y Ullrich, 1979). El
esquema taxondmico inicial incluia nueve grupos, denominados "agregados”, que se
diferenciaban entre si por caracteres morfolégicos (R>ifai, 1969). Actualmente, los grupos
taxonémicos estdn mejor definidos gracias al uso de las técnicas de biologia molecular del
DNA. Meyer (1991) mediante andlisis de fragmentos de restriccion del DNA mitocondrial
establecié dos grupos dentro del agregado T. viride. Mds recientemente, el mismo autor
(Meyer et al., 1992), analizando mediante RFLPs nueve especies diferentes de Trichoderma,
estableci6 cinco grupos: el grupo I formado por T. reesei y T. todica; el grupo II formado
por T. longibrachiatum, T. polysporum, T. koningii y T. pseudoknoningii; el grupo III por
T. virgatum; €l grupo IV por T. saturnisporum y el grupo V y ultimo por T. harzianum.
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En cuanto a su ecologia y fisiologia, Trichoderma comprende especies ubicuas que
viven en el suelo (Papavizas, 1985). Posee caracteristicas que lo convierten en un organismo
de gran interés comercial. Por un lado, algunas especies producen grandes cantidades de
celulasas, enzimas capaces de transformar la celulosa en glucosa (Montenecourt, 1983),
utilizable para alimentacidn y para la manufactura de otros productos. Otros procesos en el
que la utilizacion de celulasas es de gran interés son las fermentaciones alcohdlicas, el
procesamiento del almidén y la produccién de zumos vegetales (Wood, 1989). Por otra
parte, Trichoderma puede servir como alternativa a los organismos ya usados
biotecnolégicamente para producir proteinas de mamiferos con fines farmacetticos. Entre
sus ventajas se encuentran la capacidad para excretar proteinas y la existencia de mutantes
carentes de actividad proteasa y de métodos efectivos de transformacién (Nevalainen et al.,
1991); de hecho algunas proteinas heterélogas, como la quimosina de ternera, se han
expresado ya en Trichoderma (Harkki er al., 1987). Finalmente, algunas especies de este
género se han usado como agentes de control biolégico de ciertas enfermedades de plantas
(Papavizas, 1985). Esta propiedad, observada por primera vez por Weidling (1934), junto
con su ubicuidad, la facilidad para ser aislado del suelo y crecer de forma axénica en medios
sintéticos con una amplia gama de fuentes de carbono y de nitrégeno, la amplia variedad de
patogenos de plantas a los que ataca y su cardcter inocuo para las plantas, lo hacen uno de

los organismos mds atractivos para el estudio del control biolégico.
1.2. PAPEL CELULOLITICO DE Trichoderma

Los hongos del género Trichoderma, y muy en particular T. reesei, son los
microorganismos celuloliticos mejor estudiados (Nevalainen er al., 1991). El
"descubrimiento" de Trichoderma se produce en el sudeste asidtico durante la Segunda
Guerra Mundial, como consecuencia de los destrozos que producia en las ropas de algodén
de los soldados y en las tiendas de campaiia. En 1950, Reese y Mandels, observaron que las
cepas aisladas de Trichoderma producian y excretaban una bateria enzimdtica de celulasas
requeridas para la sacarificacién de la celulosa en glucosa. En 1977, estas cepas se

nombraron en honor de uno de sus descubridores como T. reesei (Montenecourt, 1983).

En general, la degradacién de la celulosa, polimero de B-1,4-glucosa, se lleva a cabo
por un sistema enzimdtico bien definido: endoglucanasas (8-1,4-glucan glucanohidrolasas,
E.C. 3.2.1.4), exoglucanasas (B-1,4-glucan celobiohidrolasas, E.C. 3.2.1.91) y B-
glucosidasas (B-D-glucésido glucohidrolasa, E.C. 3.2.1.21). Las endoglucanasas (EG)

hidrolizan al azar enlaces B-1,4-glucosidicos internos en las moléculas de celulosa, las
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celobiohidrolasas (CBH) liberan disacdridos (celobiosa) a partir de los extremos no
reductores y las B-glucosidasas hidrolizan celobiosa y otros oligosacdridos de bajo peso
molecular hasta glucosa (Béguin, 1990). No obstante, la conversién de celulosa en glucosa
es mas compleja debido a la naturaleza del sustrato: la celulosa, en su forma natural, estd
embebida en una matriz de hemicelulosas y ligninas que reducen la accesibilidad a las
enzimas celuloliticas, por 1o que se requiere la pafticipacién de otras enzimas como
ligninasas, hemicelulasas, xilanasas etc. para una degradacién eficiente.

En T. reesei se han identificado al menos, tres formas inmunoldgicamente distintas
de endoglucanasas, EGI, EGII y EGIII, dos celobiohidrolasas, CBHI y CBHII y distintas
formas de B-glucosidasas, si bien una es mayoritaria (Nevalainen et al., 1991). Todas estas
enzimas han sido purificadas y caracterizadas por numerosos laboratorios (Hakansson et al.,
1974; Nummi et al., 1983; Penttild et al., 1986; Saloheimo ez al., 1988; Chirico y Brown,
1987). EGI representa entre el 5-10 % de la proteina total excretada por T. reesei cuando
utiliza celulosa como fuente de carbono; CBHI es el principal componente del sistema
celulolitico, constituyendo el 60 % de la proteina total excretada (Wood, 1989), mientras que
CBHII representa aproximadamente el 20 %. Las actividades minoritarias B-glucosidasa se
deben en parte a proteolisis parcial de la B-glucosidasa mayoritaria (Hofer et al., 1989); a
diferencia de las anteriores, la actividad 8-glucosidasa estd localizada fundamentalmente en la

pared celular (Sprey, 1986).

En el sistema celulolitico de T. reesei, el grado de hidrélisis que se alcanza por
combinacién de las actividades EGs, CBHs y B-glucosidasa es superior a la suma de las
actividades individualizadas, fenémeno denominado sinergismo (Cabib, 1987). El modelo
de sinergismo mds aceptado es aquel en el que las endoglucanasas generan grupos no
reductores libres del interior de las moléculas de celulosa nativa durante los primeros
estadios de hidrélisis. Estos extremos son atacados sucesivamente por las celobiohidrolasas
liberando celobiosa. La accién conjunta y continuada de endoglucanasas y celobiohidrolasas
determina la solubilizaci6én de la celulosa nativa en celobiosa y oligosacdridos cortos. La
actividad B-glucosidasa libera glucosa de estos tltimos. (Wood, 1989).

Se han clonado y caracterizado en detalle cuatro genes de celulasas de T. reesei, cbhl
(Shoemaker er al., 1983; Teeri et al., 1983), cbh2 (Chen er al., 1987; Teeri et al., 1987),
egll (Penttild et al., 1986; van Arsdell ez al., 1987) y egl3 (Saloheimo et al., 1988), y el gen
de la B-glucosidasa (bgll, Barnett er al., 1991; Flowler y Brown, 1992). Los genes cbhl,
cbh2 y egl3 se han mapado en el cromosoma Il y egl/ en el cromosoma VI (Méntyld ez al.,
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1991). Los cuatro genes contienen intrones de unas 40-150 pb (figura 1). El andlisis de las
secuencias de aminodcidos deducida de los genes anteriores muestran la presencia de
péptidos sefiales cortos en todas las proteinas, ademds s6lo existe homologias significativas
entre EGI y CBHI (un 45 % de identidad). Si bien no existe una homologia significativa
global entre las proteinas, la comparacion de las secuencias predichas de aminoécidos (figura
1) pone de manifiesto la presencia de algunas dreas interesantes de homologia, definidas
como los bloques AB (Knowles ez al., 1987). El bloque A contiene 35 aminodcidos y un 70
% de identidad para los cuatro genes. Esta region es rica en cisteina y glicina y posee dos
puentes disulfuro. El bloque se localiza en el extremo carboxilo terminal en CBHI y EGI y
en el extremo amino terminal en CBHII y EGIII. La segunda zona homéloga, denominada
bloque B, adyacente al bloque A, es rica en serina, treonina, prolina y arginina y estd
altamente O-glicosilada en las proteinas. El bloque B estd aparentemente duplicado en
CBHII.

cbhl TAA
e W ;B
I C —
cbh2

ATG TAA
I

— W T
gy 82N = N

Region codificante

Intréon

Péptido senal

Bloque A

Bloque B

Sitio posible de glicosilacion

~HREI &

FIGURA 1. Esquema de las estructuras de los genes de celulasas descritas
en T. reesei.

Andlisis bioquimicos de proteolisis parcial con papaina (van Tilbeurgh er al., 1986)

han permitido separar los bloques AB del resto de las proteinas; estos restos se denominan

nicleos porque portan los centros activos. La separacién no causa pérdida de actividad pero

30



Introduccion

si de afinidad por sustratos de alto peso molecular. Estos ensayos, reforzados por datos de
estructura terciaria obtenidos por difraccién de rayos X para CBHI y CBHII (Abuja et al.,
1988; Rouvinen et al., 1990), sugieren que las celulasas (figura 2) estdn compuestas por al
menos dos dominios, una regién grande o "cabeza" que contiene el centro activo y una cola
terminal flexible que contiene el bloque A. La regién B actuaria como una bisagra
manteniendo los dos dominios juntos. El bloque A seria entonces, aquel que define el centro
de unién a celulosa. La abundante O-glicosilacién y los residuos de prolina del bloque B se
han considerado como resistencias frente a ataques proteoliticos.

La hidrolisis enzimatica de la celulosa es muy semejante al mecanismo de catalisis
4cida establecido para las lisozimas. Se han descrito homologias entre el centro activo de las

lisozimas y zonas en la estructura primaria de algunas celulasas (Teeri ez al., 1987).
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FIGURA 2. Estructura terciaria de las celulasas CBHI y CBHIl de T. reesei.

La sintesis de las celulasas estd regulada a nivel transcripcional (Nevalainen et al.,
1991), se induce por sustrato y se reprime por glucosa, aunque no se conoce ni la naturaleza
del inductor ni el mecanismo de inducci6n. La soforosa y la celobiosa, productos de reaccion
de las B-glucosidasas, son buenos inductores (El-Gogary ef al., 1989; Kubicek ez al., 1993).
A nivel de actividad, las celulasas presentan inhibicién por producto: las endoglucanasas y
las celobiohidrolasas se inhiben por celobiosa y las B-glucosidasas por glucosa
(Montenecourt, 1983).

Se han expresado en levaduras copias de cDNAs de los cuatros genes anteriores
(Penttild et al., 1987; Penttild er al., 1988) ya que las levaduras son buenos modelos para
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estudiar las propiedades individuales de las celulasas sin la interferencia dada por la mezcla
de celulasas presentes en T. reesei. Més que el aumento de los niveles de actividad
enzimdtica por incremento de la dosis génica, la termorresistencia y la reduccién de la
inhibicién por producto se discuten como propiedades interesantes de mejora de las celulasas
(Knowles et al., 1987).

1.3. PAPEL ANTAGONISTA DE Trichoderma

Muchos hongos producen enfermedades en plantas, causando importantes pérdidas
en los rendimientos y descensos en la calidad de los cultivos. La aplicacién de fungicidas
artificiales tiene graves consecuencias ecoldgicas y repercusiones en la salud de personas y
animales que ingieren los vegetales tratados. Por tanto, los programas actuales de mejora se
centran en la seleccion de resistencias naturales transferibles a las plantas cultivables o en la
busqueda de fungicidas naturales. Las técnicas de biologia molecular han permitido
introducir en algunas plantas cultivadas genes de resistencia a fitopatégenos, incluyendo
bacterias, hongos e insectos (Lamb er al., 1992). Por otra parte, se conocen algunos
microorganismos que limitan el crecimiento de muchos patégenos de plantas y que se han
usado como agentes de biocontrol para la proteccién de las cosechas. En este sentido,
algunas especies del género Trichoderma se han descrito como antagonistas en el suelo de
una amplia variedad de hongos fitopatdgenos (Papavizas, 1985). Esta caracteristica ha
permitido la utilizacion de algunas estirpes de Trichoderma y del género afin Gliocladium
(Davet, 1990) como agentes del control de enfermedades producidas por hongos
fitopatégenos en el suelo o en los d6rganos aéreos de las plantas (tabla 1). Ademds,
Trichoderma produce sustancias que estimulan el crecimiento de las plantas, o potencian la
formacioén y el funcionamiento de las micorrizas (Baker, 1989).

TABLA 1. Hongos fitopatégenos controlados por las especies de
Trichodermay Gliocadium.

Patogeno Planta - Agente de

combatido tratada biocontrol

Rhizoctonia solani Remolacha T. harzianum
Rabano T. hamatum
Raébano T. harzianum
Judia T. harzianum
Zanahoria T. harzianum
Patata G. virens
Patata T. viride
Tabaco T. harzianum
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Sclerotinia minor Lechuga ‘ T. harzianum
Sclerotium cepivorum Ajo T. harzianum
S. rolfsii Tomate T. harzianum
Judia T. viride
Judia T. harzianum
Judia G. virens
Girasol T. harzianum
Fusarium oxysporum Algodén T. harzianum
Melén T. harzianum
Judia G. catenulatum
Patata T. harzianum
Phytophtora spp. Patata T. harzianum
Verticilium spp. Patata T. viride
Tomate T. harzianum
Armillaria mellea Frutales T. harzianum
Botrytis spp. Patata G. roseum

Para explicar el antagonismo de Trichoderma se han descrito tres mecanismos de

accion: 1.- competicion, 2.- antibiosis y 3.- micoparasitismo.

1.- El efecto protector de Trichoderma se ha explicado mediante una competicion en
la rizosfera por los nutrientes (Sivan y Chet, 1989). La capacidad para competir por el hierro
podria cumplir un papel importante en algunas especies antagonistas de Trichoderma. Se ha
descrito la produccién de sideréforos semejantes a los caracterizados para las bacterias del
género Pseudomonas (Nakas y Hagedorn, 1990), aunque no se ha encontrado una buena
correlacién entre produccién de sideréforos y las propiedades antagonistas de las especies de
Trichoderma analizadas. En otros casos, se ha observado correlacién entre mutantes
competentes en la rizosfera y la capacidad de éstos para utilizar sustratos celuloliticos
asociados a la raiz (Ahmad y Baker, 1987). Trichoderma no sélo parece competir por los
nutrientes sino también por el espacio (Davet, 1990). La proteccién de los racimos de uvas
contra la enfermedad conocida como podredumbre gris causada por el hongo patégeno
Botrytis cinerea se debe a que las estirpes antagonicas de Trichoderma se instalan antes que
B. cinerea en los capuchones florales de las vides; colonizados éstos por el primero, no

existe infeccion por el segundo.
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2.- Ciertas cepas de Trichoderma producen, en presencia de fitopatégenos,
antibidticos clasificados como voldtiles y no voldtiles (Dennis y Webster, 1971a; Dennis y
Webster, 1971b). Algunos de ellos, se han caracterizado en detalle: la tricodermina es un
sesquiterpeno y la alemeticina y la suzukamicina son péptidos con propiedades
antibacterianas y antifingicas (Nakas y Hagedorn, 1990). Aunque el efecto antibiético de
estas sustancias se ha demostrado por mdltiples ensayos in vitro (Lewis et al., 1989), la
produccién de antibidticos por Trichoderma vy el control biolégico in vivo tampoco guardan

una buena correlacion.

3.- El micoparasitismo se define como el parasitismo de un hongo sobre otro, es
decir el fendmeno por el que un hongo establece una asociacién intima con otro del que
extrae parte o todos sus nutrientes sin ofrecer ningin tipo de beneficio a cambio. El término
hiperparasitismo define la accién parasitaria de un hongo sobre cualquier tipo de
microorganismo que a su vez es parasito o patégeno. Los micopardsitos se han dividido en
dos grupos (Lewis er al., 1989), los bidtrofos que obtienen nutrientes de las células o tejidos
que invaden sin matarlos y los necrétrofos que matan a sus hospedadores antes o tras la
invasion de sus células o tejidos, absorbiendo los nutrientes de las células que estdn
muriendo o de las ya muertas. Los micopardsitos bidtrofos son de espectro restringido y
comunmente producen estructuras especializadas para absorber los nutrientes, mientras que
los necrétrofos son de amplio espectro y estdn poco especializados en su modo de accion.

Los hongos del género Trichoderma, especialmente las especies T. harzianum y T.
viride, incluyen parésitos e hiperpardsitos con caracteristicas intermedias entre micoparasitos
bidtrofos y necrétrofos. Trichoderma forma estructuras diferenciadas propias de los
bidtrofos para permitir el contacto y la penetracién, aunque mata a sus victimas,
generalmente pardsitos de plantas, por lo que tendria que ser clasificado como necrétrofo

hiperpardsito.

El proceso micoparasitario de Trichoderma puede dividirse arbitrariamente en varias
fases: 1.- acercamiento, 2.- reconocimiento, 3.- ataque, 4.- penetracién y 5.- digestiéon de
los contenidos intracelulares (Chet, 1990).

1.- La primera fase comprende la localizacién del hospedador por el micoparésito. En
este sentido, Chet et al. (1981) demostraron que T. hamatum puede detectar a sus
hospedadores a distancia creciendo hacia las hifas del hongo susceptible sin ningiin tipo de

contacto previo. El mecanismo bioquimico que define esta fase no se conoce, aunque se
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especula sobre la formacién de un gradiente quimico originado en el hospedador y detectado
por el micoparasito.

2.- La segunda fase es el reconocimiento, en ellé tanto las hifas del hospedador como
las del micoparésito crecen paralelas unas a otras sin que se produzcan contactos (Dennis y
Webster, 1971c). El reconocimiento hospedador-pardsito se ha entendido como una
interaccién entre lectinas del pardsito y residuos de azicares, generalmente galactosa o
fucosa, de la pared celular de Trichoderma (Elad et al., 1983a). De hecho, se han aislado
lectinas de las hifas o de los filtrados de cultivo de hongos parasitados por Trichoderma,
tales como Rhizoctonia solani (Elad et al., 1983a) o Sclerotium rolfsii (Barak et al., 1985),
capaces de aglutinar conidios de algunas especies micoliticas de Trichoderma. Barak et al.
(1986) han descrito la purificacién y caracterizaci6n de lectinas de R. solani y S. rolfsii; al
menos, la de R. solani posee residuos L-fucosilos que podrian servir de receptores en la
interaccién de T. harzianum. Recientemente, Inbar y Chet (1992) han proporcionado una
evidencia muy clara del papel de las lectinas en el micoparasitismo: cultivando T. harzianum
en presencia de fibras de nylon tratadas con la lectina de plantas, concanavalina A, o con la
lectina purificada de S. rolfsii, se observé que éste interaccionaba con las fibras tratadas de
manera semejante a como lo harfa en presencia de un hongo susceptible de micoparasitismo.

3.- Tras el reconocimiento se producen uniones entre la hifas del micopardsito y las
del hospedador. El uso de la microscopia Gptica y electrénica de barrido han demostrado que
la unién de Trichoderma se produce fundamentalmente por enrollamiento a las hifas del
hospedador mediante horquillas o apresorios (Elad et al., 1983b).

4.- La siguiente fase es la penetracién del antagonista en el interior del micelio
hospedador. La invasion intracelular se supone consecuencia de una accién mecénica junto a
una accion enzimadtica en las zonas de la pared celular del hospedador encerrada por los
enrollamientos, horquillas o apresorios. Mientras que el papel de la accién mecénica durante
la penetracion es especulativo (Goldman, 1993), el papel enzimdtico estd bien establecido.
Se tienen algunas evidencias de actividad enzimadtica en las zonas de penetracién mediante
observacién microscépica, el uso de indicadores fluorescentes y estudios bioquimicos.

La figura 3 muestra que la eliminaci6n de las hifas de T. harzianum en las zonas de

penetracion revela la presencia de zonas de lisis en toda la zona de interaccién y de perfectos
agujeros a través de los que se ha producido la penetracién (Elad et al., 1983b).
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FIGURA 3. Efecto micoparasito de T. hamatum durante la uniéon y la
penetracion. Microfotografias al microscopio electrénico de barrido (8300 aumentos). (A)
Enrollamiento y penetracién a una hifa de R. solani. (B) Hifa de S. rolfsii que muestra las
zonas de penetracién tras eliminar la hifa de T. hamatum.

El calcofluor se une selectivamente a los extremos de oligémeros de polisacdridos
degradados de pared celular. Tales sitios de unién estdn presentes en los lugares donde, tras
una accién enzimdtica, se ha producido la penetracién de Trichoderma en la hifa hospedadora
(Elad et al., 1983b). Otros indicadores son aquellas lectinas que tienen compuestos
fluorescentes conjugados, tales como el FITC-aglutinina del endospermo de trigo. Este
compuesto fluorescente se une especificamente a oligémeros de GIcNAc y su unién en las
zonas de enrollamiento determina la presencia de GIcNAc en las mismas, resultado de una
digestion enzimdtica (Elad er al., 1983b). Finalmente, son numerosos los estudios
bioquimicos que asocian una accién enzimdtica con la penetracién (Elad et al., 1982; Ridout
et al., 1988; Sivan y Chet, 1989): 1a pared celular de 1a mayoria de los hongos filamentosos
estd constituida fundamentalmente por los polimeros estructurales quitina y B-glucanos, de
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manera que las actividades quitinasa y B-glucanasas deben ser cruciales durante la
penetracion. Trichoderma excreta B-glucanasas y quitinasas al medio de cultivo cuando se
cultiva en presencia de quitina, B-glucanos o en presencia de paredes celulares de hongos
como fuente de carbono (Elad et al., 1982; Ridout et al., 1986). En numerosos casos, ¢l
grado de biocontrol de un patégeno se ha relacionado con los niveles de actividad enzimdtica
producidos por el antagonista (Elad er al., 1982; Papavizas, 1985; Sivan y Chet, 1989).

5.- La tltima fase del micoparasitismo consiste en la digestion de los contenidos
intracelulares de los hongos atacados. La digestién va acompaiiada de algunos efectos
morfoldgicos como vacuolizacién, perdida de citoplasma y desintegracién de las hifas del
hospedador. En algunos casos se ha comprobado que, tras la completa digestién de los
hongos atacados, Trichoderma esporula (Elad et al., 1984).

1.4. ENZIMAS HIDROLITICAS DE POLIMEROS DE LA PARED
CELULAR DE HONGOS FILAMENTOSOS

1.4.1. La pared celular de los hongos

La pared celular es la estructura que Trichoderma debe franquear para nutrirse de los
contenidos intracelulares de los hongos a los que ataca. Ademds de la funcién de barrera
fisica a los ataques de pardsitos, la pared cumple entre otros los siguientes papeles: es
responsable de la forma celular de los hongos, permite la integridad osmética, actia como
filtro para la secrecién e incorporacién de sustancias y es una buena reserva de carbono,
movilizdndose ciertos componentes de la misma en situaciones de déficit nutricional
(Santandreu et al., 1983).

La composicién quimica de la pared celular de los hongos es relativamente simple:
carbohidratos, proteinas, lipidos, pigmentSs y sales minerales en orden decreciente de
abundancia (Peberdy, 1990). Los carbohidratos, en forma de homo o heteropolisacéridos,
constituyen mds del 80 % del peso seco de la pared. Los polisacdridos de la pared celular se
dividen en dos grupos atendiendo a su estado de agregaciéon. Unos forman estructuras
fibrilares y en otros no existe una organizacion aparente. Los fibrilares son los componentes
estructurales de la pared y sus cadenas se enlazan formando fibras embebidas en una matriz
compuesta por polisacdridos mds solubles en agua y de apariencia amorfa y granular. Los
polisacdridos fibrilares fundamentales son la quitina, los B-glucanos y la celulosa (figura 4).
La quitina, homopolimero de GlcNAc unidas por enlaces de tipo 8-1,4 glucosidico, permite
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distinguir claramente las paredes celulares de los hongos de las de las plantas. Los B-
glucanos son homopolisacdridos de glucosa unidas generalmente por enlaces B8-1,3-
glucosidicos y contienen ramificaciones de glucosas unidas por enlaces del tipo B-1,6-
glucosidicos. Ciertos grupos de hongos contienen celulosa, un B-glucano de glucosas unidas
por enlaces B-1,4-glucosidicos pero, con la excepcién de los hongos Oomicetos,

practicamente todos los hongos contienen quitina y B-glucanos como elementos esqueléticos

mayoritarios.
CHz0H CH20H CH 20H CH 20H
o o o o
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FIGURA 4. Estructura primaria de la quitina, celulosa, B-1,3-glucano y B-1,6-
glucano. Proyecciones de Haworth.

A diferencia de los fibrilares, los carbohidratos de la matriz son poco cristalinos y
mds solubles en agua. Entre ellos se incluyen el quitosan (GIcN unidas por enlaces B-1,4
glucosidicos), los galactanos y los a-glucanos. El polisacdrido matricial mds comtn es el o-

1,3-glucano, denominado pseudonigeran, que a veces alterna con glucosas unidas por
enlaces o-1,4 (nigeran). Otros carbohidratos en la matriz, tales como los de las

manoproteinas de las levaduras, forman parte de las glucoproteinas de pared.

La composicién quimica en los polisacdridos mayoritarios de la pared sirve de

indicador taxondémico (Garraway y Evans, 1984).
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Basado en aquellos azicares presentes en mayor concentracién se han distinguido ocho

grupos taxondmicos que se exponen en la tabla 2.

TABLA 2. Relaciéon entre la composicion de pared celular y grupos
taxonémicos de hongos.

Grupo Composicion Organismos

I Celulosa-glucégeno Acrasiomicetos

11 Celulosa-glucano Oomicetos

I1I Celulosa-quitina Hifoquitridiomicetos
v Quitina-quitosan Zigomicetos

A% Quitina-glucano Quitridiomicetos,

Ascomicetos (miceliares),
Basidiomicetos (miceliares),

Deuteromicetos
VI Manano-glucano Ascomicetos (levaduras),
Deuteromicetos (levaduras)
VII Manano-quitina Basidiomicetos (levaduras)
VIII Poligalactosamina-galactano Tricomicetos

Las proteinas de la pared celular estdn fundamentalmente en la matriz y constituyen
un 10 % del peso seco de la misma. Estas pueden ser estructurales o enzimaticas. Las
estructurales tienen en general cardcter glucoproteico, destacando las manoproteinas de la
pared celular de las levaduras; en éstas las unidades de manosa se unen bien a la treonina o la
serina por un enlace O-glucosidico, o bien a la asparragina mediante un enlace N-
glucosidico, con dos GIcNAc de puente. Las enzimas son fundamentalmente hidrolasas que
permiten la conversion de sus sustratos en sustancias fdcilmente asimilables; entre otras se
distinguen las fosfatasas dcidas, las o-amilasas, las proteasas, las B-glucosidasas, etc.
(Peberdy, 1990).

Los lipidos constituyen generalmente menos del 8 % del peso seco de la matriz. Las

propiedades hidréfobas que distinguen a algunas estructuras como por ejemplo algunas
esporas, resultan del contenido en lipidos de la pared (Peberdy, 1990).
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Los componentes minoritarios son los pigmentos y las sales minerales. El principal
pigmento en la pared celular es la melanina, presente en la pared celular de muchas esporas y
que juega un papel de proteccion frente a la radiacion ultravioleta y a la desecacion, asi como
un papel protector frente a enzimas liticas de pared a las que inhibe no competitivamente. Los
elementos menos abundantes de la pared son las sales minerales, como los fosfatos, presente
en los azicares fosforilados y en los fosfolipidos. El calcio y el magnesio también se

encuentran en pequeias cantidades (Peberdy, 1990).

La tabla 3 resume las sustancias de las que se ha hablado antes y que forman parte de
la pared celular de los hongos.

TABLA 3. Componentes de la pared celular de los hongos.

1. Componentes esqueléticos: insolubles en agua
altamente cristalinos
homopoliméricos

- quitina ( B-1,4-GIcNAc)
- B-glucanos o R-glucano (B8-1,3-Glc, B-1,6-Glc)

2. Componentes matriciales: mds solubles en agua
poco cristalinos o amorfos
homopoliméricos

- a-glucanos: «-1,3-glucano, S-glucano o pseudonigeran (o-1,3-Glc)

a-1,3-1,4-glucano o nigeran (a-1,3-Glc, a-1,4-Glc)
- glucoproteinas

3. Otras:

- quitosan (-1,4-GIcN)
- polimeros de GalN

- poliurénidos

- melaninas

- lipidos

- sales minerales

La composicién quimica de la pared puede variar cuantitativa y cualitativamente con
las condiciones de cultivo, la edad del micelio o el estado de crecimiento. Las variaciones de
composicién mds drdsticas son aquellas que suceden en aquellas especies dimérficas con una

fase levaduriforme y otra micelial que puede esporular, como es el caso de Mucor rouxii.
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Las formas levaduriformes de M. rouxii son mds ricas en mananos que las miceliares
(Garraway y Evans, 1984); igualmente, la pared de las esporas de M. rouxii son ricas en B-
glucanos mientras que la de las dos formas vegetativas de éste lo son en quitosan (Peberdy,
1990).

Con cortes transversales se aprecia que la pared celular estd constituida por distintas
capas. Normalmente, los componentes fibrilares o esqueléticos son interiores y los
componentes matriciales son exteriores. Esta estructura simple es la que se encuentra
tipicamente en hongos tales como Schizophyllum commune, Aspergillus nidulans y S.
cerevisiae (Peberdy, 1990). En otros hongos, como Neurospora crassa, la estructura de la
pared es mds compleja, ya que presenta una capa fibrilar interna de quitina cubierta de
proteinas y un red de glucoproteinas, que a su vez se recubre de una capa exterior de o y -

glucanos.

El crecimiento de los hongos filamentosos estd intimamente asociado al crecimiento
de su pared celular. Los hongos filamentosos s6lo crecen apicalmente; ademds, el
crecimiento se considera marcadamente polarizado pues sdlo se produce en la porcion mas
curva del dpice (Santandreu er al., 1983). El alargamiento tiene lugar gracias a la
incorporaci6n a la pared de material fibrilar recién sintetizado en la zona subapical y que se
transporta a la zona apical a través de diversos tipos de vesiculas, algunas de las cuales
(quitosomas) contienen también las enzimas biosintéticas. La fusion de estas vesiculas con la
membrana plasmética del dpice de las hifas, facilita la incorporacion del material a la
estructura preexistente. La porcién de pared que rodea al dpice es mds fina y simple en
estructura y la rigidez de la pared se debe a la adicién posterior de los restantes componentes
matriciales o cementantes. La pared celular no es una estructura rigida. Para explicar la
extension de la misma en la zona apical es necesario un equilibrio controlado de sintesis y
degradacion. Se han propuesto distintos modelos de extension, entre ellos, el modelo de
Barcnicki-Garcia (Santandreu ez al., 1983) supone una sintesis continua acompafiada de una
hidroélisis continua y controlada. La ruptura de algunos enlaces permite la incorporacién en
esos sitios de mds mondémeros con el consiquiente alargamiento (figura 5).

Puesto que la quitina y los B-glucanos son los polimeros mayoritarios de pared
practicamente universales para todos los grupos de hongos, las quitinasas y las B-glucanasas
deben ser las enzimas claves en la accién micoparasitaria. Si los componentes matriciales
embeben a los anteriores, otras enzimas hidroliticas, como proteasas y o-glucanasas también

deben jugar un papel importante que permitan, con €xito, la completa degradacién en las
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zonas de penetracion. En el siguiente apartado, se exponen mds detalladamente algunas de

las enzimas liticas de la pared celular de los hongos.
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FIGURA 5. Esquema de los cambios morfogenéticos que se suceden
durante el crecimiento apical de los hongos filamentosos.

1.4.2. Las quitinasas

La quitina es el segundo compuesto mds abundante en la Naturaleza tras la celulosa y
las quitinasas se han encontrado en casi todos los organismos, desde bacterias, levaduras,
hongos filamentosos, plantas, artrépodos y vertebrados. Se han descrito también para

protozoos, celentereos, nematodos y moluscos (Jeuniaux, 1966).

La hidrolisis enzimdtica de la quitina a GIcNAc se lleva a cabo por un sistema, en

parte andlogo al ya descrito para las celulasas, que actda de manera sinérgica y consecutiva
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en aquellos organismos que contienen todo el sistema (Deshpande, 1986). Las
endoquitinasas (E.C. 3.2.1.14) liberan oligosacdridos a partir de las moléculas integras de
quitina, asi como de los oligosacdridos liberados por la misma. Las exoquitinasas (E.C.
3.2.1.14) liberan consecutivamente a partir del extremo no reductor dimeros de GIcNAc
denominados quitobiosa. Finalmente, las quitobiasas (N-acetil-8-D-glucosaminidasas, E.C.
3.2.1.30) hidrolizan la quitobiosa y oligosacdridos cortos de quitina a moléculas de GIcNAc.
La GlcNAc formada se usa entonces como fuente de carbono y potencialmente como fuente
de nitrégeno.

La funcién de las quitinasas depende de la naturaleza del organismo que las posee.
En bacterias, organismos que no contienen quitina, las quitinasas son hidrolasas que
proporcionan GlcNAc¢ como fuente de carbono y energia (Jones et al., 1986). Las bacterias
quitinoliticas m4s citadas en la literatura son las especies de Bacillus (Watanabe et al.,
1992a), Serratia (Jones et al., 1986) y Streptomyces (Robbins et al., 1992). En levaduras,
se ha atribuido una funcién morfogenética en la separacion de las yemas hijas de la célula
madre durante la reproduccion vegetativa (Kuranda y Robbins, 1991). En este sentido,
mutantes de S. cerevisiae carentes de quitinasa son incapaces de separarse y forman
"rosarios” celulares. Este mismo fenotipo se ha observado usando dimetilalosamidina, un

fuerte inhibidor de la quitinasa de levaduras.

Se han propuesto tres funciones principales para las quitinasas de hongos
filamentosos: un papel autolitico asociado a la liberacién de las esporas en algunos cuerpos
fructiferos de basidiomicetos, una funcién morfogenética en el crecimiento y diferenciacion
de los hongos que contienen quitina, y un papel nutricional, para el aprovechamiento de la
quitina o como via de penetracion, en los hongos saprofitos y micopardsitos,
respectivamente (Gooday et al., 1985).

En las plantas, se ha encontrado actividad quitinasa en hojas, tallos y raices de
numerosas familias, llegdndose a considerar ubicua dentro de este reino (Collinge et al.,
1993). Aparentemente, esta ubicuidad no estd relacionada con una funcién indispensable en
el metabolismo, en el crecimiento o en el desarrollo, dado que la quitina, sustrato de las
quitinasas, no se encuentra presente en las plantas, sino que se ha sugerido que pueden
participar en la defensa directa o indirecta frente a los fitopatégenos potenciales. Aunque la
quitina no estd presente en las plantas, se ha sugerido un papel para una endoquitinasa
acidica en zanahoria que podria tener una funcién importante durante los primeros estadios
del desarrollo del embrién (de Jong et al., 1992). Ademds, la GIcNAc se encuentra como
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residuo en los oligosacdridos de las glucoproteinas y de algunos factores de nodulacion de
ciertas especies de Rhizobium (Collinge er al., 1993). No obstante, se desconoce si las
quitinasas estdn implicadas en los procesos de embriogénesis, glicosilacién o nodulacién y
son varias las evidencias que apoyan la hipétesis de su papel defensivo, incluyendo su
accidn inhibitoria del crecimiento de algunos hongos filamentosos (Mauch ez al., 1988).

Las quitinasas de los artrépodos son morfogenéticas, ya que las cuticulas de los
artrépodos contienen quitina y las quitinasas participan en su degradacion durante las mudas
(Cabib, 1987). Las quitinasas también se secretan en las mucosas digestivas de anfibios,

reptiles, peces, aves y mamiferos (Jeuniaux, 1966).

Es muy frecuente la presencia de distintas isoenzimas en todas las enzimas que
hidrolizan polisacdridos, incluyendo las quitinasas. Por ejemplo, Bacillus circulans produce
seis quitinasas (Watanabe et al., 1990) y Serratia marcescens dos (Jones et al., 1986). Los
hongos filamentosos y las plantas también producen varias quitinasas (Cabib, 1987). La
variedad de formas se ha interpretado como la disponibilidad de distintas enzimas, cada una
con un modo de accion distinto, para degradar la quitina mds eficientemente (Deshpande,
1986). En cuanto a su localizacién celular, las quitinasas bacterianas y la mayoria de las
descritas en hongos filamentosos son extracelulares. En otros hongos, como es el caso de
M. rouxii, estd en la pared celular (Pedraza-Reyes y Lopez-Romero, 1989). La actividad
quitinasa de S. cerevisiae tiene localizacién peripldsmica (Elango er al., 1982). En plantas, se
localizalizan en las vacuolas o en los espacios intercelulares (Collinge et al., 1993).

Se han purificado quitinasas de distintos organismos gracias a su afinidad por su
sustrato insoluble o mediante métodos convencionales de cromatografia. En general, son
proteinas mondmericas de masas moleculares comprendidas entre 30 y 50 kDa y poseen
puntos isoeléctricos bdsicos, neutros o acidicos. Las quitinasas muestran generalmente un
intervalo de pH 6ptimo amplio respecto a su actividad frente a quitina, con una actividad
mdxima en torno a pH 6 y un 50 % de la actividad médxima a pH 3 6 pH 9. Las temperaturas
optimas frecuentes son de unos 40 °C y son estables a temperaturas superiores a 50 °C. Se
ha asignado un cardcter glucoproteico a las quitinasas de levaduras (Correa ez al., 1982) y a
algunas quitinasas acidicas de plantas (Collinge et al., 1993). En los casos estudiados,
carecen de cofactores y se inhiben por GIcNAc o por las alosamidinas, conjunto de
sustancias artificiales andlogos toxicos de la quitobiosa.

De la misma manera que sucede para otras hidrolasas, la formacion de producto

versus concentracion de enzima o tiempo, no son lineales y su modo de accién puede ser exo
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o endohidrolitico (Cabib, 1987). Las quitinasas exohidroliticas liberan dimeros de GIcNAc
desde el extremo no reductor de las moléculas y las endohidroliticas actian en el interior de
las cadenas de quitina y en los oligosacdridos que generan. Las quitinasas bacterianas son
fundamentalmente exohidroliticas y las de hongos y plantas endohidroliticas. En todos los
casos estudiados, las quitinasas rinden fundamentalmente como productos finales de la
hidrélisis de la quitina dimeros y trimeros de GlcNAc. Los productos de reaccién (iniciales y
finales) pueden identificarse ficilmente cuando se usa como sustrato quitina tritiada o
coloidal y como métodos de separaci6n cromatografia en papel, en capa fina o cromatografia
liquida de alta presién (HPLC). Las quitinasas presentan una alta especificidad por sustrato.
No obstante, numerosas quitinasas de plantas poseen actividad lisozima (E.C. 3.2.1.17), es
decir, son capaces de degradar los enlaces B-1,4 presentes entre el N-acetil-murdmico y la
GIcNACc en el peptidoglucano de la pared celular de las bacterias (Collinge et al., 1993).
Igualmente, se han descrito reacciones de transglicosilacién (Collinge et al., 1993; Usui er
al., 1990). Finalmente, en la planta Coix lachryma-jobi se ha descrito una endoquitinasa que
posee actividad inhibidora de ct-amilasas (Ary ez al., 1989) y en la levadura Kluyveromyces
lactis, el factor killer es una poderosa toxina de tres subunidades, una de las cuales presenta
actividad exoquitinasa (Butler ez al., 1991).

La estructura primaria de las quitinasas no estd muy conservada entre los distintos
organismos. Esta caracteristica ha servido para indicar un origen polifilético para las mismas
o una extremada divergencia desde la aparicion del ancestro comtn. Otras hipdtesis apuntan
a que a partir de un nimero reducido de ancestros y mediante diferentes tipos de
recombinaciones se originG una gran diversidad de enzimas que hidrolizan polisacdridos,
incluyendo las quitinasas (Yanai et al., 1992).

Las secuencias de aminodcidos, deducidas de las secuencias de nucleétidos, sugieren
que estas proteinas estdn divididas en dominios estructurales. Los primeros 20-40
aminodcidos de las quitinasas analizadas de bacterias y levaduras corresponden al péptido
sefial para su secrecion. A continuacion, se sitda la region central que contiene el sitio activo
de las enzimas. Esta region central presenta homologias para las quitinasas de los distintos
organismos y otras hidrolasas de polisacdridos, incluyendo las celulasas y las lisozimas. En
esta region se incluyen tres residuos de 4cido aspértico y uno de glutdmico, que por analogia
con las lisozimas, pueden estar implicados en la catdlisis (Malcolm ez al., 1989). Otros
dominios son ricos en serina y treonina, regiones que contienen una alta O-glicosilacion con
residuos de manosa. Especial interés suscitan los dominios de unién a la quitina, que en la

estructura primaria de las proteinas suelen localizarse en el extremo carboxilo terminal. En la
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quitinasa A1 de B. circulans este dominio es muy homdlogo a las fibronectinas de tipo 11,
proteinas de la matriz extracelular que permiten la adhesion de las células de mamiferos
(Watanabe et al., 1990). El dominio de unién a quitina para la quitinasa de S. cerevisiae
también se situa en el extremo carboxilo de la proteina; la delecién de este fragmento
imposibilita a la proteina truncada unirse a quitina o a paredes celulares aunque no afecta
significativamente a la actividad sobre sustratos de bajo peso molecular (Kuranda y Robbins,
1991).

Las referencias de secuencias de genes de quitinasas de hongos filamentosos son
escasas. Se han caracterizado hasta la fecha sélo tres genes, uno en Aphanocladium album
(Blaiseau y Lafay, 1992) y dos en Rhizopus oligosporus (Yanai et al., 1992). Las
secuencias definen un péptido sefal, una regién central que mantiene los aminodcidos dcidos
anteriormente citados (con alta probabilidad, responsables de la catdlisis) y dominios ricos en
serina y treonina donde se situan las O-glicosilaciones de manosa. En R. oligosporus el
dominio de unién a quitina se ha identificado por el 50 % de homologia que éste posee con el

dominio encontrado en la quitinasa de S. cerevisiae (Yanai et al., 1992).

En plantas se han clonado, secuenciado y caracterizado numerosos genes de
quitinasas de distintas fuentes. La comparacién de la estructura primaria de las proteinas
deducidas permiten clasificarlas en cuatro categorias. Las de la clase I son enzimas
generalmente bdsicas, que poseen dos dominios bien definidos y conservados. El dominio
amino terminal, de aproximadamente 40 aminodcidos, es rico en cisteina y define el dominio
de unién a quitina, el segundo es central y determina el dominio catalitico. En el dominio de
unidn a quitina, existen ocho cisteinas que definen cuatro enlaces disulfuro. Este dominio es
altamente homdlogo a secuencias de lectinas de plantas, proteinas que unen carbohidratos
con una alta afinidad (Chrispeels y Raiknel, 1991). Las quitinasas de tipo II estdn
representadas por las quitinasas acidicas y poseen un dominio principal, homélogo al
dominio central de las quitinasas anteriores. Las de tipo III son distintas de las anteriores y
presentan homologias débiles con las quitinasas bacterianas. Recientemente, se han definido
las quitinasas de tipo I'V, que recuerda a las de tipo I aunque contienen cuatro deleciones que
las hacen mds cortas (Collinge er al., 1993). Estructura y localizacién van asociadas en las
quitinasas de plantas, puesto que las de tipo I y I'V son vacuolares mientras que las de tipo 11
se localizan en los espacios intercelulares. Es necesario y suficiente un dominio carboxilo

terminal para dirigir las quitinasas de tipo I al interior de la vacuola (Neuhaus et al., 1991).
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En general, las quitinasas estdn reguladas transcripcionalmente. En bacterias y en los
hongos en los que se ha estudiado, existe una clara induccién por quitina y represion
catabélica. El modelo bacteriano incluye un represor (ChiD) que actuaria en ausencia de
quitina, y un activador (ChiE), que actuarfa en trans tras la adicién de quitina y la ausencia de
una fuente de carbono facilmente metabolizable (Joshi et al., 1987). En Streptomyces
plicatus y en la regién promotora de los dos genes caracterizados de quitinasa se han
encontrado repeticiones directas de secuencias de nucleétidos implicadas en la represion
catabélica (Delic et al., 1992). En hongos, son numerosos los trabajos que demuestran la
aparicion de actividad quitinasa en medios que contienen quitina y ausencia de actividad en
aquellos que incluyen glucosa, atin conteniendo quitina. En A. album, la regulacion se ha
demostrado que es transcripcional (Blaiseau et al., 1992). Aunque la regulacién por quitina
estd demostrada, la naturaleza exacta del inductor no se conoce. Obviamente, la quitina es
una macromolécula demasiado grande para ser considerada el inductor molecular,
habiéndose apuntado un posible papel inductor para la quitobiosa (Cabib, 1987). En plantas,
el esquema de regulacion es mds complejo y los estudios mds profundos (Collinge et al.,
1993). Los niveles basales de actividad y de mensajero de las quitinasas difieren entre
distintas plantas y distintos 6rganos dentro de una misma planta. En ciertos tejidos o semillas
la expresién es constitutiva, mientras que en otros la actividad esta regulada
transcripcionalmente por numerosos factores tales como tratamientos hormonales (por
ejemplo, induccién por etileno), infeccién por patégenos viricos, bacterianos o fiingicos,
tratamientos con paredes celulares de hongos o componentes de las mismas (grupo de
sustancias que se conocen con el término anglosajon elicitor), condiciones adversas como
heridas o tratamientos con metales pesados. Durante el desarrollo floral también existe
induccién de las quitinasas. Actualmente se ha iniciado el andlisis de los elementos
regulatorios, es decir los promotores y aquellos reguladores que en trans participan en las
inducciones (Collinge et al., 1993).

En ciertas quitinasas también parece que existe regulacién post-traduccional. En
algunas quitinasas de hongos se ha encontrado activacién proteolitica, indicando la existencia
de formas zimGgenas para las mismas (Cabib, 1987). En R. oligosporus se ha encontrado
una secuencia carboxilo terminal que es necesario eliminar para hacer la enzima

funcionalmente activa (Yanai et al., 1992).
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1.4.3. Las B-1,3-glucanasas

Las B-1,3-glucanasas o las 8-1,3-glucan glucanohidrolasas son enzimas hidroliticas
de los B-1,3-glucanos tanto lineales como ramificados, ampliamente distribuidas en la
Naturaleza. Se ha descrito la presencia de B-1,3-glucanasas en hongos, bacterias, plantas,
algas y animales (Reese y Mandels, 1959). Son enzimas extracelulares en bacterias y hongos
filamentosos (Reese y Mandels, 1959) aunque en algunos hongos se han descrito como
asociadas a la pared celular (Hiura er al., 1986). Las bacterias carecen de B-glucanos, por lo
que se les ha establecido un papel nutricional asociado a la capacidad para lisar hongos y
levaduras (Andrews y Asenjo, 1987). En levaduras se ha asignado un papel morfogenético.
El B-1,3-glucano constituye el principal polisacarido responsable de la forma y la rigidez de
la envoltura celular de las levaduras (Peberdy, 1990) y las B-1,3-glucanasas podrian
participar en el control de la hidrélisis de la pared celular durante los procesos de gemacion,
expansién celular y esporulacién (Muthukumar ez al., 1993). Las B-1,3-glucanasas de
plantas pertenecen a la familia de proteinas relacionadas con la patogenicidad (PR-proteins)
que se acumulan en respuesta a invasiones de organismos patogenos (Collinge et al., 1993).
En este sentido, las 8-1,3-glucanasas de plantas podrian actuar sinérgicamente junto a otras
hidrolasas como proteasas y quitinasas, inhibiendo el crecimiento de los hongos invasores
(Mauch ez al., 1988) o liberando oligosacdridos de las paredes celulares de los mismos que
podrian actuar como sefiales quimicas para la activacién de otras respuestas de defensa
(Keen y Yoshikawa, 1983). A diferencia de la quitina, las plantas contienen B-glucanos
(calosa), que engrosan la pared celular de las células vegetales tras una agresién, por lo que
las 3-1,3-glucanasas deben estar implicadas en la eliminacién posterior de estos B-glucanos.
Tambi€n desempefian papeles morfogenéticos, por ejemplo, durante la germinacién de las

semillas de cereales (Fincher, 1989).

En hongos filamentosos se han asignado funciones semejantes a las descritas en el
apartado anterior para las quitinasas. En primer lugar, un papel morfogenético durante el
crecimiento y la diferenciacién celular (Peberdy, 1990). Durante los procesos autoliticos
asociados a carencia de fuente de carbono, los hongos movilizan los B-glucanos capsulares
mediante B-1,3-glucanasas (Rapp, 1992). Finalmente, se han establecido papeles
nutricionales para las -1,3-glucanasas de hongos sapréfitos o de penetracion en los hongos
patdgenos de plantas que degradan la calosa o los B-1,3-glucanos de las paredes de los
hongos en el caso de los micoparasitos (Papavizas, 1985).
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Existen dos familias de enzimas distinguibles por sus mecanismos de accion. Las
endo-B-1,3-glucanasas (EC 3.2.1.6 o EC 3.2.1.39) actian en el interior de las moléculas
liberando oligosacéridos y las exo-8-1,3-glucanasas (EC 3.2.1.58) liberan consecutivamente
unidades de glucosa a partir de extremos no reductores de las moléculas de glucano y en el
caso de una accion conjunta de los oligosacaridos generados por las anteriores.

La multiplicidad de enzimas, consecuencia de la presencia de diferentes isoenzimas y
de proteolisis de una determinada glucanasa, también es frecuente en el caso de las B-1,3-
glucanasas, e implica diferentes maneras de actuacién en el polisacdrido que determina una
degradacién mds eficiente (Watanabe et al., 1992a).

En S. cerevisiae se ha descrito una multiplicidad de formas, diferentes en
propiedades estructurales y en especificidad por sustrato, presentes en distintas etapas del
crecimiento. Durante el crecimiento vegetativo, se segregan endo y exo-B-1,3-glucanasas,
algunas de las cuales permanecen atrapadas en la pared celular (Sdnchez et al., 1982a). Otras
se inducen durante la meiosis, estando asociadas al proceso de esporulacion (Correa et al.,
1992; Muthukumar et al., 1993).

En las plantas, las B-1,3-glucanasas estdn constitutivamente presentes en las raices y
en las flores de plantas sanas y son enzimas inducibles por los procesos de infeccion por
patégenos. Existen formas acidicas y formas bdsicas. Las acidicas se segregan al espacio

extracelular y las bdsicas se localizan en el interior de la vacuola (Carvalho ef al.,1992).

Las B-1,3-glucanasas de numerosos organismos han sido bien caracterizadas tanto a
nivel bioquimico como a nivel molecular. Incluso se ha descrito la localizacién cromos6mica
en levaduras (Correa et al., 1992). Generalmente son proteinas monomeéricas cuyas masas
moleculares estdn comprendidas entre 30 y 80 kDa, de puntos isoeléctricos acidicos, neutros
o bésicos y estables hasta temperaturas préximas a los 70 °C. Las temperaturas Optimas son
de 40-50 °C y el pH de actividad Gptima ligeramente acidico de pH 5-6. En los casos
estudiados, aparentemente no requieren metales ni cofactores. Se ha investigado la
importancia de determinados residuos cataliticos mediante el uso de agentes modificadores
de grupos funcionales e inhibidores. La inhibicién por iones Ag®, Hg2+ y Fe2+ sugiere un
posible papel de grupos tidlicos en la catalisis o en el mantenimiento de la estructura terciaria
en estas proteinas.
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En cuanto a su mecanismo de accién, las B-1,3-glucanasas especificamente hidrolizan
sustratos que contiene enlaces B-1,3-glucosidicos incluyendo la laminarina, el curdlan,
escleroglucanos, pachiman y en general todos aquellos glucanos extraidos de paredes
celulares de hongos o levaduras. En los casos en los que las B-1,3-glucanasas puedan actuar
frente a paredes intactas o microorganismos, las enzimas se denominan liticas. Son muy
pocas las excepciones de enzimas con carencia de especificidad, como el caso de las exo-3-
1,3-glucanasas descritas en levaduras que hidrolizan B-1,3-glucanos pero igualmente -1,6-

glucanos y disacdridos (Sénchez et al., 1982a).

Se han clonado y caracterizado molecularmente las B3-1,3-glucanasas de numerosos
organismos, incluyendo bacterias, levaduras, hongos y plantas. En B. circulans se han
determinado en la secuencia de nucleétidos de la B-1,3-glucanasa Al tres dominios N-
terminales esenciales en la unién a los B-glucanos (Watanabe et al., 1992a). En S. cerevisiae
se han descrito dos genes, cuyos productos se excretan al medio (EXG1, Vazquez de Aldana
et al., 1991) o se incorporan a la pared celular (BGL2, Mrsa et al., 1993), respectivamente.
Adicionalmente, se ha descrito otro gen, significativamente homdlogo a EXGI, que se
expresa en esporulacion (SPRI, Muthukumar ez al., 1993). Las B-1,3-glucanasas de plantas
forman una familia multigénica. Por ejemplo, se han caracterizado al menos cinco genes de
proteinas acidicas y tres genes de proteinas basicas en tabaco. Todas las proteinas bdsicas
contienen una extensién carboxilo terminal necesaria para dirigirlas a las vacuolas (Linthorst
et al., 1990).

En general, las B-1,3-glucanasas de bacterias y hongos estdn sometidas a represion
catabdlica, alin con niveles basales altos (Santos ez al., 1978a). En determinados casos existe
induccion por sustrato (del Rey et al., 1979). En hongos filamentosos, la desrepresion en
condiciones carenciales de fuente de carbono se asocia a fenémenos de movilizacién de los
B-glucanos capsulares o de pared celular (Copa-Patifio et al., 1989; Rapp, 1992). En
plantas, el esquema de regulacioén apuntado es andlogo al ya descrito para las quitinasas
(Carvhalo er al., 1992).

Existe una regulacién post-traduccional para determinadas 8-1,3-glucanasas. Por

ejemplo, en B. circulans al menos cuatro 3-1,3-glucanasas son productos proteoliticos de la

misma proteina (Watanabe et al., 1992b).
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1.4.4. Las B-1,6-glucanasas

Se han descrito dos tipos de enzimas con capacidad para degradar enlaces 8-1,6-
glucosidicos. Por una parte, las endo-B-1,6-glucanasas (EC 3.2.1.75) que actdan en el
interior de los polisacdridos que contienen estos enlaces y por otra, las B-glucosidasas (EC
3.2.1.21) que producen la hidrélisis del residuo terminal no reductor de una amplia variedad
de B-glucodsidos, incluida la gentibiosa (B-1,6-glucésido). La actividad B-1,6-glucanasa es
importante cuando se lleva a cabo la lisis de los componentes polisacaridicos de las paredes
celulares de levaduras y hongos filamentosos (Yamamoto ez al., 1974).

Las referencias de B-1,6-glucanasas en la literatura son muy escasas, encontrandose
ejemplos s6lo en bacterias y hongos. Reese et al. (1962) realizaron un estudio exhaustivo de
la presencia de la actividad B-1,6-glucanasa extracelular en 150 hongos filamentosos,
detectdndose la actividad en al menos dos tercios de los hongos ensayados. Estudios
posteriores (Shibata y Fukimbara, 1972) definen tres tipos de hongos en relacion a la
actividad B-1,6-glucanasa: hongos que producen constitutivamente la actividad incluso en
presencia de glucosa, hongos en los que la enzimas se inducen por sustrato, y hongos de
comportamiento parcialmente inducible. En cuanto a su funcién, se ha establecido que la
actividad B-1,6-glucanasa puede cumplir un papel morfogenético en el aumento de la
turgencia de las esporas durante la extension de sus paredes celulares (Benitez, 1976).
Igualmente, se ha apuntado la posibilidad de un papel nutricional en los hongos saprofitos y
en los hongos micopardsitos (Benitez, 1976). Este papel es el que se ha sugerido que
cumplen las 8-1,6-glucanasas bacterianas (Rombouts y Phaff, 1976).

Dado que raramente se han descrito, las estudios referentes a su purificacion y
caracterizacion son muy escasos. Por ejemplo, la homogeneidad electroforética se ha
alcanzado en B. circulans (Rombouts y Phaff, 1976), S. cerevisiae (Sdnchez et al., 1982a),
Gibberella fujikuroi (Shibata y Fukimbara, 1973) y Rhizopus chinensis (Yamamoto et al.,
1974). En todos los casos estudiados son proteinas monoméricas de masas moleculares
comprendidas entre 30 y 50 kDa.

~ En cuanto a su especificidad por sustrato, las B-1,6-glucanasas son enzimas
selectivas para polimeros con enlaces B-1,6-glucosidicos y carecen de actividad B-
glucosidasa, con la excepcion de las B8-1,3-1,6-glucanasas inespecificas de levaduras
(Sdnchez et al., 1982a). El modo de accién es de tipo endohidrolitico, es decir, generan
series de oligosacdridos, siendo los productos finales de degradacién la gentibiosa y la
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glucosa, salvo para las enzimas inespecificas anteriores cuyo modo de accion es
exohidrolitico.

Con la excepcidn de la enzima inespecifica de S. cerevisiae (Vizquez de Aldana et

al., 1991), no se ha caracterizado hasta el momento ningiin gen para las 8-1,6-glucanasas.
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Objetivos

Los objetivos generales de nuestro proyecto son dos. Por un lado, se pretende
conseguir cepas de T. harzianum con una capacidad micoparasitaria mds efectiva para su
posible utilizacion en el control bioldgico de enfermedades de plantas producidas por
hongos. Asimismo, se pretende potenciar la resistencia natural de plantas solandceas
cultivables introduciéndoles genes de T. harzianum implicados en el micoparasitismo que
impidan el desarrollo de las enfermedades fingicas. Entre estos genes estdn los responsables
de la produccion de las distintas hidrolasas capaces de actuar sobre las paredes celulares de
los fitopatogenos. La comprension a nivel fisiolégico, bioquimico y molecular del proceso

micoparasitario es pues el primer paso para la consecucion de estos objetivos.

La finalidad del trabajo que aqui se presenta es contribuir al conocimiento de la
funcidén desarrollada por algunas hidrolasas de paredes celulares de hongos, a saber,
quitinasas, B-1,3-glucanasas y 3-1,6-glucanasas, en el micoparasitismo de Trichoderma. Por
ello, se ha estudiado la induccidn de las actividades enzimdticas anteriores por distintas
fuentes de carbono en cultivos de T. harzianum. Ademads, se han purificado a homogeneidad
distintas enzimas con estas actividades a partir de sobrenadantes de cultivo de T. harzianum
cultivado en presencia de quitina como fuente de carbono. Se han estudiado las propiedades
moleculares y cinéticas de estas enzimas, se han generado anticuerpos y se han determinado
secuencias de aminodcidos. Finalmente, se ha estudiado la capacidad de las enzimas aisladas

0 en combinacion para hidrolizar paredes celulares de algunos hongos fitopatdgenos.
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Materiales y Métodos

3.1. ORGANISMOS Y CONDICIONES DE CULTIVO
3.1.1. Cepas de Trichoderma

Las especies de Trichoderma y de Gliocladium empleadas en este trabajo se presentan
en la tabla 4. La mayor parte del trabajo se ha centrado en la especie T. harzianum CECT
2413. Todas las cepas son silvestres y proceden de la Coleccién Espaiiola de Cultivos Tipo
(CECT, Burjassot, Valencia), salvo T. harzianum IMI 206040, que procede de la
Universidad de Gante, Bélgica.

TABLA 4. Cepas de Trichoderma y de Gliocladium usadas en este trabajo.

Especie Cepa
T. harzianum CECT 2413
T. harzianum IMI 206040
T. koningii CECT 2412
T. longibrachiatum CECT 2606
T. reesei CECT 2414
T. viride CECT 2423
G. virens CECT 2460

3.1.2. Cepas de levaduras y de otros hongos filamentosos

En la tabla 5 se presentan otros hongos filamentosos usados en este trabajo. La mayoria
pertenecen a la Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo. Gibberella fujikuroi IMI 58289 y
Phycomyces blakeesleanus NRRL1555 proceden del Departamento de Genética de la
Facultad de Biologia de la Universidad de Sevilla. Los micelios autoclavados de estos
hongos o bien sus paredes se utilizaron como fuente de carbono en los experimentos de
induccién presentados en el apartado 4.1 y como sustratos en la determinacion de las
actividades liticas (apartado 3.2.7).

La especie de levadura S. cerevisiae se consiguié como bloque de levadura panadera
de la marca comercial la Cinta Roja (Cruzcampo S.A., Espafia).

59



Hidrolasas de T. harzianum

TABLA 5. Otros hongos empleados en este trabajo.

Especie Cepa
Botryris cinerea CECT 2100
Rhizoctonia solani CECT 2815
Phycomyces blakeesleanus NRRL1555
Phytophtora syringae CECT 2351
Gibberella fujikuroi IMI 58289
Saccharomyces cerevisiae La Cinta Roja

3.1.3. Medios y condiciones de cultivo

3.1.3.1. Medios y condiciones de cultivo para el mantenimiento de los

microorganismos. Recogida de esporas

Los hongos filamentosos se mantuvieron en el medio de cultivo patata-glucosa-agar
cuya composicion es la siguiente: glucosa 20 g/, extracto de puré de patata (Riera-Marsa,
Espaiia) 20 g/l y agar 15 g/1. El medio se esterilizé durante 20 min a 120 °C y se solidific6 en
cajas de Petri.

Los cultivos se incubaron a 22 °C. Una vez crecidos y/o esporulados las cajas se
guardaron a 4 °C.

Las esporas junto a restos de micelio se recogieron en tubos de 10 ml estériles,
lavando la superficie de las cajas con 10 ml de agua destilada estéril. Para el enriquecimiento
en esporas, las suspensiones se filtraron a través de papel Whatman n® 1 (Whatman,
Inglaterra) esterilizado, se lavaron y centrifugaron dos veces con 10 ml de agua estéril y
finalmente, se resuspendieron en 5-10 ml de agua estéril. Las suspensiones obtenidas
(generalmente 109 esporas/ml) se utilizaron inmediatamente para iniciar nuevos cultivos o se
resuspendieron en una solucién de 10 % (v/v) de glicerol en agua y se conservaron a4 °C o
a -20 °C. Para determinar el nimero de esporas, se contaron suspensiones diluidas de €stas

con ayuda de un microscopio en una cdmara de Burker.
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3.1.3.2. Medios y condiciones de cultivo para experimentos de induccion de enzimas
extracelulares

Los experimentos de induccién enzimdtica se realizaron en medio de cultivo liquido
Czapek. La composicién del medio, sin incluir fuente de carbono, es la siguiente:

MgS0O4-7 H20 05 gl
FeSO4-7 H20O 0.01 gi
KCl 0.425 g/l
MgClz-6 H2O 0.115 g/l
NH4Cl 21 gh
NaHPO4 092 gfl

Todos los componentes del medio se prepararon en dos soluciones concentradas 50
veces, una que contenia sélo NaHPO4, y la segunda las restantes sales. Estas soluciones se

afiadieron diluidas a los matraces de cultivo. Los medios se esterilizaron 20 min a 120 °C. La
fuente de carbono apropiada, generalmente a una concentracién de 10 6 20 g/1, se esterilizé

por separado y se afiadié una vez fria.

Para mantener constante el pH del medio, se afiadié tamp6n fosfato potdsico 1 M pH
6.0, que se esterilizé aparte y se afiadi6 al resto del medio de cultivo una vez frio. La

concentracion del tampon en el medio de cultivo fue de 70 mM.

Los cultivos de los experimentos de induccién enzimdtica se realizaron de la siguiente
manera: en primer lugar, esporas de T. harzianum CECT 2413 a una concentracion final de
106 esporas/ml se inocularon en matraces Erlenmeyer de 1 1 de capacidad con 400 ml de
medio Czapek suplementado con 100 g/l de glucosa como fuente de carbono (condiciones de
represién). Los matraces se incubaron hasta alcanzar la mitad de la fase exponencial a 28 °C
con agitacion de 200 rpm en un agitador orbital New Bruswich Scientific (EE.UU.). A
continuacidn, las hifas se recogieron por filtracién en un Quitasato a través de papel
Whatman n? 1, se lavaron exhaustivamente con 500 ml de MgCl2 50 mM y con 500 ml de
agua destilada, en condiciones estériles y finalmente se resuspendieron en matraces
Erlenmeyer de 500 ml de capacidad que contenfan 200 ml de medio Czapek suplementado
con la fuente de carbono apropiada (condiciones de induccion). Estos nuevos matraces se

incubaron durante 2 6 4 dias en las condiciones de agitacién y temperatura descritas.
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3.1.3.3. Medios y condiciones de cultivo para la purificacion de enzimas

Para la purificacién de enzimas, el medio utilizado fue el medio Czapek. Las
condiciones de cultivo fueron andlogas a las descritas anteriormente con la dnica excepcion
de que en todos los casos, tras lavar y transferir el micelio a los segundos matraces de
cultivo, la fuente de carbono utilizada fue quitina en escamas a una concentracién de 15 g/l.

Las cultivos se incubaron durante 48 h.
3.1.3.4. Recogida de micelio y obtencion de sobrenadantes

Para la recogida de células se utilizaron las condiciones descritas en el apartado

3.1.3.2 y posteriormente ¢l micelio se conservé a -20 °C.

El sobrenadante recogido por filtracién se centrifugé en centrifugas refrigeradas
Sorwall (EE.UU.) modelos RC2-B y RC5-C con rotores GSA a 8000 x g durante 10 min,

para eliminar las particulas en suspension que pasaban a través del filtro.

En los experimentos de induccién enzimatica, se recogieron 10 ml de cultivo en tubos
enrasados que se filtraron a través de papel Whatman n® 1 en equipos de filtracién Millipore
(EE.UU.) tipo HA. El micelio se lav6 con 10 ml de MgCl2 50 mM y con 10 ml de agua
destilada, conservandose hasta su utilizacién a -20 °C. Los sobrenadantes de cultivo se
centrifugaron en una centrifuga de mesa de rotor basculante, Labofuge I (EE.UU.) a 6000 x
g durante 10 min y se dializaron frente a 2 1 de tamp6n acetato potdsico 50 mM pH 5.5 a 4
°C. La didlisis dur6 16 h y a lo largo de ese tiempo se llevaron a cabo tres cambios del

tamp6n. Las soluciones dializadas se conservaron a -20 °C hasta su uso.
3.1.3.5. Concentracion de sobrenadantes por precipitacion con sulfato aménico

Al filtrado, obtenido como se describe en el apartado anterior, se le afadié sulfato
amoénico solido hasta alcanzar un 80 % de saturacion a 4 °C (51.6 g por cada 100 ml de
solucién) y la solucion se dejo agitdndose a esta temperatura 30 min después de alcanzar una
completa disolucién del sulfato amonico. El precipitado formado se recogié por
centrifugacion a 12000 x g durante 30 min en centrifugas Sorvall modelo RC5-C con rotores
SS834, y se resuspendi6 en el minimo volumen posible de agua destilada. La solucién fue
posteriormente dializada frente a 2 1 de tampédn acetato potdsico S0 mM pH 5.5a4°C. La

didlisis dur6 16 h y a lo largo de ese tiempo se llevaron a cabo tres cambios del tampon.
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En los experimentos de cromatoenfoque del apartado 4.2, la didlisis se realizé en tamp6n
imidazol/HCl 25 mM pH 7.4. La solucién dializada se centrifugé de nuevo en las
condiciones anteriores, elimindndose el precipitado obtenido. La solucién resultd
concentrada unas 25 veces y se conservé a -20 °C hasta su uso.

3.2. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA Y DETERMINACION
DE PROTEINAS ‘

3.2.1. Preparacion de sustratos para ensayos enzimaticos
A. QUITINA COLOIDAL

A 10 g de quitina en escamas (Sigma, EE.UU., grado préctico), se afiadieron 175 ml
de HClI 10 N, en una campana de extraccién dejdndose toda la noche a 4 °C y
posteriormente, al menos 4 h a temperatura ambiente. A continuacion, la solucion obtenida
se filtré a través de un embudo con fibra de vidrio tupida en un matraz que contenia 1 1 de
etanol absoluto a -20 °C en agitacién. Con ello se conseguia la formacién de fléculos de
quitina coloidal, que se dejaron decantar toda la noche a 4 °C. Posteriormente, se
centrifugaron en botes de 250 ml en centrifugas Sorvall RC5-C con rotores GSA durante 10
min a 5000 x g, lavdndose varias veces con agua destilada y finalmente, con tampon fosfato
potdsico 70 mM, pH 6.0. A 1 ml del precipitado final obtenido se le determiné el peso seco
y finalmente se resuspendi6 la totalidad en tamp6n fosfato 70 mM, pH 6.0 a la concentracion
de 10 mg de peso seco/ml, conservandose a 4 °C. Esta fue la solucion usada para la
purificacion de las quitinasas (apartado 4.3.1).

Para los ensayos enzimdticos dicha solucién se diluyé en el mismo tampdn
suplementado con 1 mM de NaN3, hasta alcanzar una absorbancia de 1.0 a 600 nm. Esta

solucién tenfa una concentracion aproximada de 5 mg de peso seco de quitina/ml.
B. GLICOL-QUITINA

El sustrato glicol-quitina se preparé de manera idéntica a la descrita en Molano et al.
(1977). Se afadieron lentamente 20 ml de 4cido acético al 10 % (v/v) por gramo de glicol-
quitosan (Sigma) y la mezcla se tritur6 en un mortero. La solucidn viscosa obtenida se dejo
toda la noche a temperatura ambiente hasta completar la disolucién del polisacdrido. Al dia

siguiente, se afiadieron lentamente 90 ml de metanol y la solucién final se filtré en vacio a
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través de gasa de vidrio. El filtrado se transfirié a un vaso de precipitado y se afiadieron, en
agitacion constante, 1.5 ml de anhidrido acético hasta que la mezcla gelificé. A continuacion
la mezcla se dejé reposar y se corté en pequeiios trozos con la ayuda de una espdtula para
eliminar el metanol sobrante. Los trozos de gel se transfirieron a un homogeneizador Waring
Blendor (EE.UU.) cubierto de metanol y se homogeneizaron durante 4 min a velocidad
mdxima. Finalmente, la suspension se centrifugé a 27000 x g durante 4 min y se lavé con
500 ml de agua destilada. El homogeneizado as{ obtenido se resuspendi6 en agua destilada
hasta alcanzar una concentracién de 1 % (p/v), afiadiéndose NaN3 hasta una concentracién

de 1 mM. La solucion se conservo a 4 °C hasta su uso.
C. LAMINARINA

A 0.5 g de laminarina (de Laminaria digitata grado-analitico, Sigma) se afiadieron 100
ml de tampén acetato potdsico 50 mM, pH 5.5. La disolucién obtenida se conservé a 4 °C

hasta su uso en los ensayos enzimaticos.
D. PUSTULAN

A 0.5 g de pustulan (de Umbillicaria papulosa, Calbiochem, EE.UU.) se afadieron
100 ml de tampén acetato potdsico 50 mM, pH 5.5, obteniéndose una suspensidon que
posteriormente se solubilizé en autoclave a 120 °C durante 20 min. Esta solucion se

conservé a 4 °C y se utilizé directamente en los ensayos enzimaticos.

Para la purificacion de las B-1,6-glucanasas (apartado 4.4.1) se disolvieron 0.5 g de
pustulan en 100 ml de agua destilada. A continuacidn, se afiadieron dos volimenes de etanol
absoluto, con lo que se conseguia la precipitacién del sustrato en forma particulada. La
suspension se lavé con agua destilada y se centrifugd en una centrifuga de rotor basculante
para eliminar los restos de etanol. Finalmente, se resuspendié en tampén acetato potdsico 0.5
M, pH 5.5 hasta una concentracién de 1 mg/ml. La suspension se conservé a 4 °C hasta su
uso.

E. PAREDES CELULARES
Las suspensiones de paredes celulares de S. cerevisiae, B. cinerea CECT 2100, G.

fujikuroi IMI 58289, P. syringae CECT 2351 y P. blakeesleanus NRRL1555 se prepararon
siguiendo el método descrito por Fleet y Phaff (1974). A 25 g de bloque de levadura de
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panaderia o de micelio liofilizado de los hongos filamentosos anteriores se les afiadieron 100
ml de agua destilada en agitacién hasta formar una pasta espesa. A continuacion, las c€lulas
se rompieron en un homogeneizador Braun modelo MSK (Bronwill Scientific, EE.UU.) y
se lavaron y centrifugaron numerosas veces a 6000 x g, primero con una solucién 2 M de
NaCl y posteriormente con agua destilada. Las paredes obtenidas se liofilizaron y se
conservaron a temperatura ambiente. El grado de purificacién de las paredes se determiné
observando por el microscopio 6ptico la ausencia de material citopldsmico y de membrana
plasmdtica. Los rendimientos obtenidos fueron de aproximadamente 0.2 g de paredes
liofilizadas/g de peso seco de material inicial.

F. 3-GLUCANO

Las preparaciones de B-glucano (insoluble en dlcali) de levaduras se obtuvieron
siguiendo el método descrito por Fleet y Phaff (1974). A 10 g de bloque de levaduras, se les
afiadié NaOH hasta 3 % (p/v) y la mezcla se conservé a temperatura ambiente durante 1 hy a
70 °C durante otra hora. Después de neutralizar con HCI 1 N, el material insoluble se lavo
tres veces con 40 ml de agua destilada, una vez con 40 ml de etanol absoluto, y nuevamente
dos veces con 40 ml de agua destilada. El glucano insoluble obtenido se liofiliz6 y se

conserve a temperatura ambiente.

3.2.2 Ensayos de actividad quitinasa y determinacion de GIcNAc

La actividad quitinasa se ensay6 a 37 °C segiin el método descrito por Boller et al.
(1983). La mezcla de reaccién contenfa 0.2 ml de una solucién de quitina coloidal y 0.5 ml
de soluci6n enzimdtica diluida apropiadamente. Se incubé de 30 min a 1 h y la reaccién se
detuvo calentando la mezcla a 100 °C durante 7 min. A continuacién, las muestras se
centrifugaron a 5000 x g durante 5 min en una centrifuga de rotor basculante. 0.2 ml de cada
sobrenadante se incubaron con 40 il de una solucién enzimética de helicasa a 30 mg/ml (IBF
Biotechnics, Francia) durante 1 h a 37 °C, para transformar los oligosacdridos resultantes de
la accion enzimética de las quitinasas en GlcNAc. Finalmente, la presencia de GIcNAc se
determiné en 0.2 ml de la mezcla final. Se llevaron en paralelo blancos de enzima sin

sustrato y de sustrato sin enzima.
La actividad intracelular se midi6 en células permeabilizadas de la siguiente manera:

los micelio obtenidos de cada 10 ml de cultivo, se resuspendieron en 4.5 ml de tamp6n
fosfato potdsico 70 mM, pH 6.0, 0.25 ml de etanol absoluto y 0.25 ml de tolueno. A
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continuacién, se agitaron las mezclas constantemente durante 5 min, se lavaron y
centrifugaron 5 veces con agua destilada en una centrifuga de rotor basculante y finalmente,
se resuspendieron en 4 ml de tampén fosfato potdsico 70 mM, pH 6.0. La actividad se

ensayo como se ha descrito anteriormente.

La determinacién de GlcNAc se realiz segin el método de Reissig et al. (1955). A
0.2 ml de solucién problema se les afiadieron 40 pl de una solucién de borato potdsico 0.8
M, pH 9.1 y se hirvieron durante 3 min. A continuacién, la mezcla se enfrié rdpidamente en
un recipiente que contenia una mezcla de agua-hielo, se afiadié 1 ml de una solucion de para-
dimetil-aminobenzaldehido diluida 10 veces con dcido acético glacial y se incub6 durante 25
min a 37 °C. Finalmente, se registré la absorbancia a 585 nm. Como patrén se emplearon
concentraciones conocidas de GIcNAc desde 0 a 1 mg/ml. Una unidad de enzima (1 U) se
define como la cantidad de enzima capaz de liberar 1 umol de equivalentes de GIcNAc por

minuto en las condiciones de ensayo descritas.

La solucién de para-dimetil-aminobenzaldehido se preparé disolviendo 10 g de para-
dimetil-aminobenzaldehido en 87.5 ml 4cido acético glacial y 12.5 ml de HC1 10 N. La

solucion se conservé protegida de la luz a 4 °C.

3.2.3. Ensayo de actividad B-1,3-glucanasa y determinacion de
azucares reductores

La actividad B-1,3-glucanasa se determiné a 37 °C  La mezcla de reaccion contenia
0.8 ml de solucién de laminarina al 0.5 % (p/v) y 0.2 ml de solucién enzimdtica
apropiadamente diluida. La mezcla se incubé de 30 min a 1 h y la reaccién se detuvo
calentdndola a 100 °C durante 7 min. Finalmente, se determind la concentracién de azicares
reductores en 0.15 ml de mezcla de reaccién por el método de Somogyi (1952) y Nelson
(1957), usando como patrén glucosa a concentraciones de 0 a 1 mg/ml. Una unidad
enzimdtica (1 U) se define como la cantidad de enzima capaz de liberar 1 umol de

equivalentes de Glc por minuto en las condiciones de ensayo anteriores.

La determinacion de azicares reductores se realizé de la siguiente manera: a 0.15 ml
de muestra se afiadieron 0.15 ml de una solucién 4:1 Somogyi I:Somogyi II y se hirvio
durante 10 min. A continuacion, la mezcla se enfrié rapidamente en un recipiente con agua

helada, se afadieron 0.15 ml de solucién Nelson y se agité vigorosamente para favorecer la
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eliminacién del CO?2 formado. Finalmente, la mezcla se diluy6 con 1.5 ml de agua destilada

y se determind la absorbancia a 520 nm.

Las soluciones utilizadas fueron las siguientes:

Solucién Somogyvi I:

Se disolvieron, por este orden, 15 g de tartrato sédico potdsico y 30 g de NapCO3
anhidro en 300 ml de agua destilada. Posteriormente, se afiadieron 20 g de NaHCO3. Por
otro lado, se disolvieron 180 g de NapSO4 anhidro en 500 ml de agua destilada, calentando
sin hervir para eliminar el aire formado. Una vez fria esta disolucion, se afiadié a la solucién
anterior y se complet hasta 1 1 con agua destilada. La solucién final se conservé a

temperatura ambiente.

Solucién Somogvi II:

Se disolvieron, por este orden, 2 g de CuSO4-5H20 y 18 g de Na2SO4 anhidro en

100 ml de agua destilada. El reactivo se conservé a temperatura ambiente.

Solucién Nelson:

Se disolvieron 12.5 g de molibdato amé6nico-4H20 en 225 ml de agua bidestilada y
se afiadieron agitando 10.5 ml de H2SO4 concentrado. Aparte se disolvieron 1.5 g de
arseniato sddico en 12.5 ml de agua bidestilada que se mezclaron con la disolucion de
molibdato. El reactivo final se conservo protegido de la luz a temperatura ambiente, tras

mantenerlo al menos 48 h a 37 °C.

3.2.4. Ensayo de actividad B-1,6-glucanasa

La actividad B-1,6-glucanasa se determind a 37 °C. La mezcla de ensayo enzimdtico
contenia 0.8 ml de solucién de pustulan al 0.5 % (p/v) y 0.2 ml de solucién enzimdtica
apropiadamente diluida. La mezcla se incub6 como en el caso anteriorde 30 mina 1 hyla
reaccion se detuvo calentdndola a 100 °C durante 7 min. Finalmente, se determind el
incremento en contenido de azicares reductores en 0.15 ml de mezcla de reaccion por el
método de Somogyi (1952) y Nelson (1957), usando como patréon glucosa a
concentraciones de 0 a 1 mg/ml. Una unidad enzimdtica (1 U) se define igualmente como la
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cantidad de enzima capaz de liberar 1 umol de equivalentes de Glc por minuto en las

condiciones de ensayo descritas.

Con el mismo método se determind la actividad intracelular en células

permeabilizadas obtenidas de la manera indicada anteriormente (apartado 3.2.2).

3.2.5. Ensayo de actividad quitobiasa

La actividad quitobiasa se determind segin el método descrito en Roberts y
Selitrennikoff (1988) usando Np-GlcNAc (Sigma) como sustrato. A 1 ml de una solucién
0.3 mg/ml de Np-GlcNAc en tampédn fosfato 70 mM, pH 6.0 se le afiadié 0.05 ml de una
solucién enzimdtica apropiadamente diluida y se incub6 a 37 °C durante 10-30 min. La
reaccion se detuvo por adicion de 25 ul de NaOH 1 N. El p-nitrofenol formado, resultado de
la accién enzimdtica, se determiné espectrofotométricamente a 410 nm. Una unidad
enzimdtica (1 U) se define como la cantidad de enzima capaz de liberar 1 pmol de

equivalentes de p-nitrofenol por minuto, en las condiciones de ensayo anteriores.

Con el mismo método se determiné la actividad intracelular en células

permeabilizadas obtenidas segin se describe en el apartado 3.2.2.

3.2.6. Ensayo de actividad lisozima

La actividad lisozima se determiné siguiendo el método de Roberts y Selitrennikoff
(1988) usando células de Microccocus lysodeikticus (Sigma) como sustrato. Se vertieron en
cajas de Petri suspensiones de 1 mg/ml de células en agarosa fundida al 1 % (p/v) en tampOn
fosfato potdsico 70 mM, pH 6.0. Una vez solidificada la mezcla, se hicieron pocillos de 6
mm de didmetro y se afiadieron 0.05 ml de solucién enzimdtica. Las cajas se incubaron toda
la noche a 37 °C. La presencia de actividad enzimdtica se aprecié por la aparicion de halos de
clareamiento. La actividad lisozima se determiné igualmente midiendo la disminucién de
absorbancia a 645 nm en suspensiones de 0.2 mg/ml de células. En estos ensayos se usé

como control positivo lisozima comercial de huevo de gallina (Sigma).

3.2.7. Ensayos de actividad litica sobre paredes celulares

La accién enzimdtica sobre paredes celulares se estimé siguiendo una modificacién
del método descrito por Tanaka y Phaff (1965). La mezcla de reaccién contenfa 1 mg/ml de
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paredes liofilizadas de B. cinerea CECT 2100 o de una cepa panadera de S. cerevisiae, 1
mM de NaN3 y 1 % (p/v) de agar en tampdn acetato potdsico 50 mM, pH 5.5. Las
suspensiones se vertieron en cajas de Petri y una vez solidificadas se hicieron pocillos de 6
mm de didmetro. Después de afiadir 0.05 ml de solucién enzimética por pocillo, las cajas se
incubaron 16 h a 37 °C. La cantidad de actividad litica se determinaba en funcién de la
aparicion y del tamafio de los halos de clareamiento. En los casos en los que la actividad no
era observable directamente, las cajas se incubaron 5 min con 10 ml de una solucién 0.1
mg/ml de calcofluor (fluorescent brightener 28, Sigma) en tampén Tris/HC1 0.5 M, pH 8.9,
se lavaron abundantemente con agua destilada y se expusieron a iluminacion con luz
ultravioleta de 302 nm, utilizdndose para ello un transiluminador LKB (Suecia), modelo
Macro Vue. La presencia de actividad enzimdtica se aprecid, entonces, por la ausencia de
fluorescencia alrededor del pocillo.

La actividad litica sobre paredes celulares de hongos también se determiné en
suspensiones liquidas. Para ello, 0.8 ml de suspensiones de paredes a concentraciones de 5
mg/ml se mezclaron con 0.2 ml de solucién enzimdtica diluida apropiadamente y se
incubaron a 37 °C durante tiempos que variaban de 2 a 16 h. La liberacion de azicares
reductores tras la accién enzimdtica, se determiné por el método de Somogyi (1952) y

Nelson (1957) usando glucosa como patrén.
3.2.8. Determinacion de proteina extracelular

La determinacién de la proteina presente en los sobrenadantes dializados de cultivo,
concentrados con sulfato aménico y otras preparaciones libres de células se llevo a cabo por
el método de Bradford (1976), usando el reactivo para proteinas de Bio-Rad (EE.UU.) y
siguiendo el procedimiento de microensayo (1 a 20 ug proteina/ml) recomendado por dicha

firma comercial. Se usé ovoalbiimina de gallina (Sigma) como patron.
3.2.9. Determinacion de proteina total
La determinacién de proteina micelial se llevé a cabo por el método de Lowry er al.

(1951) con las modificaciones de Markwell er al. (1978), utilizando seroalbiimina bovina
(Sigma) como patron.
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3.3.  METODOS DE PURIFICACION Y TECNICAS
CROMATOGRAFICAS

3.3.1. Método de purificaciéon de quitinasas

Para la purificacién de las quitinasas a partir de sobrenadantes de cultivo de T.
harzianum CECT 2413, se emple6 una combinacién de técnicas de afinidad junto a técnicas
cromatograficas. El método incluia los siguientes pasos bdsicos: precipitacién del
sobrenadante con sulfato amoénico al 80 % de saturacién (apartado 3.1.3.5), unién por
afinidad a quitina coloidal (apartado 4.3.1), cromatoenfoque (apartado 3.3.5.1) y
concentracion por ultrafiltracién (apartado 3.3.6).

La pureza de las preparaciones finales se comprob6 mediante electroforesis en geles

de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (apartado 3.5.1.1).
3.3.2. Método de purificacion de B-1,6-glucanasas

El método seguido para la purificacién de las B-1,6-glucanasas a partir de
sobrenadantes de cultivo de T. harzianum CECT 2413 incluia los siguientes pasos bdsicos:
concentracion del sobrenadante con sulfato amonico al 80 % de saturacién (apartado
3.1.3.5), unién por afinidad a pustulan particulado (apartado 4.4.1), cromatoenfoque
(apartado 3.3.5.1), cromatograffa de filtracion en gel (apartado 3.3.5.2) y concentracion por
ultrafiltracién (apartado 3.3.6).

Al igual que en el apartado anterior, la pureza de las preparaciones finales se
comprobé mediante electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
desnaturalizantes (apartado 3.5.1.1).

3.3.3. Método de purificacion de B-1,3-glucanasas

La purificacion de una B-1,3-glucanasa se llevé a cabo de manera idéntica a la

descrita en el apartado anterior.
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3.3.4. Método de purificacion de una enzima que hidroliza paredes de
B. cinerea CECT 2100

Se llevé a cabo siguiendo los siguientes pasos: precipitacién del sobrenadante con
sulfato aménico al 80 % de saturaci6n (apartado 3.1.3.5), unién por afinidad a suspensiones
20 mg/ml de paredes celulares (apartado 4.5.1), concentracién por ultrafiltracién (apartado
3.3.6), cromatografia de filtracién en gel (apartado 3.3.5.2) y nueva ultrafiltracion.

3.3.5. Técnicas cromatograficas

3.3.5.1. Cromatoenfoque

En este trabajo se usé la técnica de cromatoenfoque como método analitico para
determinar el nimero de isoenzimas con la misma actividad, como paso de purificacién
preparativo y para determinar el pI de las enzimas purificadas. Se emple6 una columna de
vidrio calibrado, modelo C 10/20 (1 cm de diamétro, 20 ¢cm de altura) de Pharmacia
(Suecia), que contenia un lecho de 18 ml de Polybuffer Exchanger 94 de la misma marca,
limitado en su parte superior por 1 ml de Sephadex G-25 (Pharmacia) y un émbolo AC 10y
empaquetado siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante. La cromatografia se
desarroll6 a 4 °C. La columna se equilibré con 20 volimenes de tampén imidazol/HCI 25
mM pH 7.4, previamente desgasificado por succién. La muestra se dializ6 frente al mismo
tampén y se aplico a través del émbolo. La elucién se realizé con Polybuffer 74/HCl:agua en
una proporcién 1:8. La solucién se desgasificé previamente y el pH se ajustd a 4.0. Se
aplicé un flujo de 9 ml/h por medio de una bomba peristaltica LKB 10200 conectada a la
salida de la columna y se recogieron fracciones de aproximadamente 1.5 ml mediante un
colector automdtico Pharmacia modelo Frac-100. Tras medir el pH de las fracciones, se
ensayaron las actividades enzimdticas pertinentes. Para su reutilizacién, los geles se
regeneraron mediante lavado con 5 volimenes de una solucién 1 M de NaCl y se

equilibraron de nuevo.

3.3.5.2. Cromatografia de filtracion en gel. Determinacion de la masa molecular en

condiciones nativas y del radio de Stokes
En este trabajo se utilizé la cromatografia de filtracién en gel como paso de

purificacion preparativo y para la determinacion de los radios de Stokes y masas moleculares

nativas de las enzimas estudiadas. Se empled una columna de vidrio calibrado K 16/40 (1.6
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cm de didmetro, 40 cm de altura) Pharmacia, que contenia un lecho de 24 ml de Sephacryl
S-200 HR (Pharmacia), empaquetado siguiendo el procedimiento descrito por el fabricante,
y limitado en su parte superior por una cestilla de aplicacién de muestras. La cromatografia
se desarrollé a 4 °C. La columna se equilibré con tampén acetato 100 mM, pH 5.0,
suplementado con 100 mM de KCI. Para la cromatografia de purificacion de la primera -
1,6-glucanasa y de la B-1,3-glucanasa se empleé tampén acetato 100 mM, pH 5.0
suplementado con 1 M de KCI (apartado 4.4.1). Se aplicaron 0.5 ml de muestra, que
contenia 20 mg/ml de sacarosa, directamente sobre la cestilla, usando una jeringa Hamilton
(EE.UU.) de 1 ml. Inmediatamente, se aplic6 un flujo de 7 ml/h proporcionado por succién
mediante una bomba peristdltica modelo Pharmacia LKB P1. Con la ayuda de un colector

modelo Pharmacia Frac-100 se recogieron fracciones de 0.65 ml de forma automatica.

La determinacion de la masa molecular de las proteinas en condiciones nativas y el
radio de Stokes se llevo a cabo siguiendo las aplicaciones de Andrews (1965) y de Laurent y
Kilander (1964), respectivamente. El volumen de elucién de cada muestra (Ve) se determind
por el peso del liquido correspondiente, el volumen de vacio (Vg) se estimd como el
volumen de elucion de una muestra de azul dextrano a 10 mg/ml y el volumen total (V¢)
calculando el volumen de cilindro que contenia el lecho. Las proteinas marcadoras y los
valores considerados como sus masas moleculares y radios de Stokes, tomados de Brewer et
al. (1974), fueron: o-quimotripsinogeno (25 kDa, 2.09 nm), anhidrasa carbénica bovina (31
kDa, 2.43 nm), ovoalbimina de gallina (43 kDa, 3.05 nm) y seroalbimina bovina (67 kDa,
3.55 nm). La elucion de todas las proteinas se detecté midiendo la absorbancia a 280 nm y el
azul dextrano midiendo la absorbancia a 650 nm. La masa molecular en condiciones nativas
se calcul6 extrapolando a partir de la representacion de Kay frente al logaritmo de la masa
molecular de las proteinas marcadoras, siendo Kgy = (Ve-Vo)/(Vt-Vo). El radio de Stokes se
determind extrapolando a partir de la representacion del (-log Kav)l/ 2 frente al radio de

Stokes de las proteinas marcadoras.

3.3.6. Concentracion por ultrafiltracion

La concentracién de proteinas se realizé centrifugando las muestras a4° C y 3000 x g
durante 30 min, en aparatos Centricon PM-10 (Amicon, EE.UU.), siguiendo las

instrucciones del fabricante, montados en una centrifuga refrigerada Sorvall RC5C y sobre
un rotor SS34.
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3.4. OBTENCION DE ANTISUEROS

Se inyectaron intraperitonealmente en hembras de rat6n (Balb/C) muestras de 3 ug
cada una de dos quitinasas purificadas a homogeneidad y emulsionadas en 50 pl de
adyuvante completo de Freud. Previamente, se habia procedido a la extraccion de sangre con
objeto de disponer de suero preinmune. En dos intervalos de quince dias, se inyectaron dos
nuevas muestras con la misma cantidad de proteina en adyuvante incompleto de Freud.
Quince y treinta dias después de la segunda inyeccion, se extrajeron 200 pl de sangre, se
centrifugaron en una microcentrifuga Eppendorf modelo 5415 C (EE.UU.) a la mdxima
velocidad y los sobrenadantes se conservaron a -20 °C. Estos sobrenadantes constituyeron

los antisueros anti-quitinasas.

De manera similar, se obtuvieron antisueros anti-8-1,6-glucanasa inyectando en este

caso tres muestras de 15 pg de proteina.

También, se obtuvieron antisueros contra las quitinasas purificadas en conejos
blancos machos de raza neozelandesa. Para ello, muestras de 200 ug de cada proteina
purificada a homogeneidad se emulsionaron con un volumen equivalente de adyuvante
completo de Freud, y se inyectaron en distintas zonas del cuerpo de cada conejo.
Previamente, se extrajo sangre con objeto de disponer de suero preinmune. Con intervalos
de quince dias, se inyectaron dos nuevas muestras con la misma cantidad de proteina en
adyuvante incompleto de Freud. En los mismos intervalos de tiempo y tras quince dias
después de la dltima inyeccion, se extrajeron de 20 a 40 ml de sangre, que se centrifugaron a
48000 x g durante 10 min a 10 °C y los sobrenadantes obtenidos se incubaron durante 15
min a 56 °C con el fin de inactivar el complemento. Seguidamente, los sobrenadantes se
enfriaron a 4 °C, se repartieron en alicuotas de 1 ml y se conservaron hasta su utilizacion a

-20 °C. Estos sobrenadantes constituyeron los antisueros anti-quitinasas.
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3.5. ANALISIS DE PROTEINAS: CARACTERIZACION
MOLECULAR

3.5.1. Electroforesis de proteinas
3.5.1.1. Electroforesis analiticas en geles de poliacrilamida que contenfan SDS

Las electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes se llevaron a cabo
segtin el procedimiento descrito por Weber y Osborn (1975), usando geles al 12 % de
acrilamida; se utilizé un aparato Mini-Protean II de Bio-Rad (EE.UU.) y se siguieron las

instrucciones del fabricante.

Para preparar los geles se mezclaron 4 ml de una solucién de acrilamida al 29.2 %
(p/v) y bis-acrilamida al 0.8 % (p/v) con 2.5 ml de tamp6n Tris/HCI 1.5 M, pH 8.8, 0.1 ml
de una solucion de SDS al 10 % y 3.35 ml de agua destilada. Los gases disueltos se
eliminaron mediante vacio y posteriormente se afiadieron 5 ul de TEMED y 50 pl de una
solucién de persulfato aménico (APS) para desencadenar la polimerizacion, que se realizé a
temperatura ambiente entre dos placas de vidrio de 10.2 x 7.3 cm y 10.2 x 8.3 cm dispuestas
paralelamente dejando un espacio de 0.75 mm entre ellas y montadas segiin las instrucciones
del fabricante. El espacio delimitado por las placas se llend hasta aproximadamente 5 cm del
extremo inferior, cubriéndose el menisco con una capa (1-2 cm de altura) de gel de
empaquetamiento que contenia 6 % de poliacrilamida en tampén Tris/HCI 0.5 M, pH 6.8.
Immediatamente antes de la polimerizacion se introdujo en la parte superior del gel un peine
de teflén de 0.75 mm de grosor, de diez dientes de 5 mm de ancho y 13 mm de altura,
separados entre si 3 mm, para formar los pocillos. El peine se retiré una vez que el gel habfa

polimerizado, lavdndose los pocillos con abundante agua destilada.

Las muestras se mezclaron con medio volumen de una solucién de tampoén de carga
que contenia, tamp6n Tris/HCl 0.25 M, pH 6.8, glicerol al 40 %, SDS al 8 %, 2-
mercaptoetanol al 20 % (v/v) y azul de bromofenol al 0.05 %, todo ello en agua destilada,
tras lo cual se calentaron a 100 °C durante 5 min. La electroforesis se desarrollé a
temperatura ambiente. El voltaje aplicado fue de 200 V que se mantuvo hasta que el colorante
alcanz6 la parte inferior de la placa (unos 45 min). El tampén de electrodo usado fue Tris (25
mM)/glicina (192 mM), pH 8.3 que contenia SDS al 0.1 %.
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Como patrones se utilizaron las siguientes proteinas, suministradas por Bio-Rad
(EE.UU.): fosforilasa B de musculo de conejo (97.4 kDa), seroalbimina bovina (66.2
kDa), ovoalbimina de gallina (45.0 kDa), anhidrasa carbonica bovina (31.0 kDa), inhibidor
de tripsindgeno de semilla de soja (21.5 kDa) y lisozima de huevo de gallina (14.4 kDa).
Cuando las electroforesis se realizaron como paso previo a la deteccién inmunoldgica de
proteinas, se emplearon las formas pretefiidas de los mismos patrones. Las masas
moleculares aparentes fueron en este caso: 106.0 kDa, 80.0 kDa, 49.5 kDa, 32.5 kDa, 27.5
kDay 18.5 kDa. Para la determinacién de las masas moleculares, se represent6 en ordenadas
el logaritmo decimal de los valores de masa molecular de las protefnas patrones y en abcisas
la movilidad electroforética relativa de cada una respecto al frente de electroforesis.

3.5.1.2. Tinci6n de proteinas en geles de poliacrilamida

Una vez realizada la electroforesis, las protefnas se localizaron tifiéndolas por
inmersion de los geles en una solucién de azul de Coomassie R-250 (Sigma) al 0.1 % (p/v),
10 % (v/v) de 4cido acético y 40 % (v/v) de metanol en agua. Tras una hora de tincién a
temperatura ambiente, los geles se lavaron repetidas veces con una solucién de dcido acético
al 10 % (v/v) y metanol al 40 % (v/v) en agua. Las proteinas se visualizaron como bandas de
color azul en el gel de poliacrilamida. Los geles una vez teiiidos se conservaron en dcido

acético al 7 % (v/v) en agua.
3.5.1.3. Isoelectroenfoque

La determinacién del pI de las proteinas purificadas se llevé a cabo mediante
isoelectroenfoque siguiendo el procedimiento descrito por Robertson ez al. (1987), con un
sistema vertical de minigeles de poliacrilamida en un aparato Mini-Protean II de Bio-Rad.

La composicién de los geles fue la siguiente: 2 ml de una solucién de acrilamida al
29.2 % (p/v) y bis-acrilamida al 0.8 % (p/v), 7 ml de agua destilada, 0.6 ml de anfolitos de
pH comprendidos entre pH 3.5 y pH 10 (Serva fine Biochemicals, EE.UU.) y 2.4 ml de
glicerol al 50 % (v/v). Después de eliminar los gases disueltos por succién, se afiadieron 50
ul de APS y 20 ul de TEMED. La polimerizacion se realizé a temperatura ambiente entre dos
placas de vidrio de 10.2 x 8.3 cm dispuestas paralelamente dejando un espacio de 1.5 mm
entre ellas y montadas segiin las instrucciones del fabricante. Los pocillos de carga se

formaron inmediatamente antes de la polimerizacion, introduciendo un peine de teflon de
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diez dientes de 5 mm de ancho separados entre si 3 mm, de 13 mm de alturay 1.5 mm de
Erosor.

Las muestras se mezclaron con un volumen de una solucién de glicerol al 60 % (v/v)
y 4 % (v/v) de anfolito del mismo margen de pH utilizados en el gel. La electroforesis se
llevo a cabo a temperatura ambiente durante 1.5 h a 200 V y después se aumento el voltaje a
400 V durante 1.5 h. Como solucién catédica se usé NaOH 25 mM y como solucién
anddica 4cido acético 20 mM. Ambas se mantuvieron a 4 °C hasta realizar la electroforesis.

Como marcadores se usaron las siguientes proteinas suministradas por Pharmacia
LKB: tripsinégeno (pl 9.30), lentil lectinas (pls 8.65, 8.45 y 8.15), mioglobina de caballo
(pIs 7.35 y 6.85), anhidrasa carbénica B humana (pI 6.55), anhidrasa carbonica bovina (pl
5.85), B-lactoalbimina A (pI 5.20), inhibidor de tripsindégeno de soja (pl 4.55) y
amiloglucosidasa (pI 3.50).

Tras la migracién, el gel se traté durante 10 min con una solucién de dcido
tricloroacético (TCA) al 10 % (p/v) con agitacion suave, se lavo varias veces durante 1 h con
TCA 1 % (p/v) y posteriormente se dejé toda la noche en esta solucién. A continuacion, el

gel se tind y se destiii6 siguiendo el método descrito en el apartado anterior.

3.5.1.4. Tincién de glucoproteinas en geles de poliacrilamida y deteccion de estados

de glicosilacion en las proteinas

La deteccion de estados de glicosilacion de proteinas en geles de poliacrilamida que
contenfan SDS se realizé siguiendo el procedimiento descrito por Dubray y Bezard (1982), o
el procedimiento del 4cido peryddico-base de Schiff (Sigma).

Con respecto al primer método, una vez terminada la electroforesis, los geles se
incubaron durante toda una noche a temperatura ambiente en una solucién de alcohol
isopropilico al 25 % (v/v) y 4cido acético al 10 % (v/v). A continuacion, se transfirieron a
una solucién de dcido acético al 7.5 % (v/v) durante 30 min y posteriormente 1 ha 4 °C en
una solucién acuosa de dcido peryddico al 0.2 % (p/v). Los geles se lavaron con agua
destilada durante 3 h repetidas veces y posteriormente se afladié una solucion de plata
amoniacal. Este reactivo se prepar6 de la siguiente manera: a una solucion de 21 ml de
NaOH al 0.36 % y 1.4 ml de NH4OH se le anadieron lentamente y con agitacion vigorosa 4

ml de AgNO3 al 19.4 %. Pasados 15 min, los geles se lavaron 2 min con agua destilada y se
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transfirieron a una solucidn fresca que contenia dcido citrico al 0.05 % (v/v), formaldehido al
0.019 % (v/v) y metanol al 10 % (v/v). Cuando las glucoproteinas se hicieron visibles, la
reaccion se detuvo usando fijador de fotografia Agefix (Agfa, Alemania).

El segundo método se realizé sumergiendo el gel en una solucién de dcido acético al
7.5 % (v/v) durante 1 h a temperatura ambiente. A continuacién, se traté 45 mina 4 °Cen
una solucién de dcido peryédico al 0.2 % (p/v) e inmediatamente se colocd el gel 45 min en
el reactivo de Schiff suministrado por Sigma. Los geles se destifieron a temperatura ambiente
con dcido acético al 10 % (v/v) varias veces.

En ambos casos, como control positivo se utilizé invertasa extracelular de S.

cerevisiae (Sigma), proteina que estd altamente glicosilada.

Los posibles cambios en los estados de glicosilacién de las proteinas purificadas
también se analizaron mediante incubacién durante toda una noche de 5 pg de proteina
purificada con 100 mU de endoglicosidasa-H o de o--manosidasa (Boeringher Mannhein,
Alemania). Tras la incubacidn, se realizé una electroforesis en condiciones desnaturalizantes.
Los cambios en la movilidad electroforética de las muestras tratadas frente a las no tratadas,
se interpretaron como presencia de carbohidratos glicosilantes en las proteinas. En este caso,

también se usé invertasa extracelular de levaduras como control positivo.
3.5.1.5. Deteccién de actividad quitinasa en geles de poliacrilamida

Para la deteccion de actividad quitinasa, se hicieron electroforesis en geles de
poliacrilamida al 12 % en condiciones desnaturalizantes (apartado 3.5.1.1) que contenian
0.01 % (p/v) de glicol-quitina. Los geles de empaquetamiento no contenian el sustrato. Tras
la electroforesis, los geles se lavaron varias veces a temperatura ambiente durante 3 h y en
agitacion suave con tamp6n Tris/HCI 50 mM, pH 8.2 que contenia 2 mM de EDTA, 1 mM
de NaN3 y 1 % (p/v) de caseina (Merck, Alemania) con objeto de eliminar el SDS y
renaturalizar las proteinas en el gel (McGrew y Green, 1990). Antes de afiadir la azida
sodica, el tampon se esterilizé durante 20 min a 120 °C. Posteriormente, los geles se lavaron
con agua destilada y se incubaron 2 h con tampén acetato potdsico 200 mM, pH 5.5 a
temperatura ambiente y con agitacién suave. En este tamp6n se desarrolld la actividad
enzimdtica. Pasado este tiempo, los geles se incubaron 5 min con tamp6n Tris/HCI 500 mM,
pH 8.9 que contenia 0.01 % (p/v) de calcofluor (fluorescent brightener 28, Sigma) y

posteriormente se lavaron varias veces durante 2 6 3 h con agua destilada. La uni6n
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especifica del calcofluor al sustrato permite detectar la presencia de éste por fluorescencia.
Por tanto, la actividad, resultado de la degradacion de la glicol-quitina en las zonas de las
bandas de quitinasa, se detecté como ausencia de fluorescencia cuando se exponian los geles
a iluminacion con luz ultravioleta de 302 nm. Para ello se utilizé un transiluminador LKB
modelo Macro Vue. Los geles se fotografiaron usando un equipo Polaroid modelo MP-4
(EE.UU.) con un filtro de color naranja delante del objetivo.

3.5.1.6. Detecciéon de actividad B-1,6-glucanasa en réplicas de geles de
poliacrilamida

Una vez terminada la electroforesis en condiciones desnaturalizantes, los geles se
lavaron varias veces con tampén Tris/HCl 50 mM, pH 8.2 que contenfa 2 mM de EDTA, 1
mM de NaN3 y 1 % de caseina (Merck) y posteriormente con tampon acetato 50 mM, pH
5.5. Paralelamente, se prepar6 un gel de agarosa al 0.8 % que contenia 0.1 % de pustulan,
con un espesor no mayor de 0.75 mm y sobre una placa de vidrio de 10.2 x 7.3 cm. Tras la
solidificacién del ultimo, ambos geles se colocaron uno sobre otro entre dos placas de
vidrio, se sometieron a una ligera presion para que hubiese contacto, y se incubaron a 37 °C
en un ambiente himedo durante toda la noche. A continuacion, se separaron ambos geles, el
gel de poliacrilamida se tifid para detectar proteinas (apartado 3.5.1.2) y el de agarosa con
una solucién 0.1 % (p/v) del colorante Rojo Congo (Sigma). La tincién se llevd a cabo
incubando durante 10 min con solucién de colorante, lavando varias veces con 1 M de NaCl
durante 30 min, tifendo de nuevo 10 min con nueva solucién de Rojo Congo y lavando con
1 M de NaCl varias veces. Finalmente, los geles se incubaron con tampdn acetato potdsico
50 mM, pH 5.5, que producia un cambio de color del gel de agarosa de rojo a azul. La
actividad, resultado de la hidr6lisis del sustrato durante la réplica, se detecté como una zona
de clareamiento sobre un fondo azul. Los geles de actividad se fotografiaron inmediatamente

usando un equipo Polaroid modelo MP-4.

3.5.1.7. Inmunotransferencia y deteccién de proteinas mediante el empleo de

antisueros

La presencia de quitinasas o 8-1,6-glucanasas en muestras proteicas se detecté por
inmunoreaccién con anticuerpos anti-quitinasas o anti-f3-1,6-glucanasa obtenidos como se
describe en el apartado 3.4. Tras la electroforesis, las proteinas se transfirieron a membranas
de nitrocelulosa Bio-Rad de 0.45 um de poro, usando un equipo Mini Trans-blot

suministrado por Bio-Rad y siguiendo las instrucciones del fabricante. El gel se situd frente
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a la membrana de nitrocelulosa y se cubrié por ambos lados con trozos de papel de filtro
Whatman n® 1 y dos esponjas Scott Britte suministradas por el fabricante. El conjunto se
colocé en el equipo de transferencia que contenfa tamp6n Tris (25 mM)/glicina (192 mM),
pH 8.3 y metanol al 20 % (v/v) y se aplic6 un voltaje de 40 V durante 2 h a temperatura
ambiente. La transferencia de los patrones preteiiidos al filtro de nitrocelulosa garantiz6 que

el proceso habia transcurrido satisfactoriamente.

Seguidamente, la membrana se incub6 durante 2 h y con agitacién constante en una
solucién bloqueante de 5 % (p/v) de leche desnatada (Molico-Sveltesse, Nestlé, Espafia) y 1
mM de NaN3 en tamp6n TBS (Tris/HCI 15 mM, pH 7.4, que contenia 0.2 M de NaCl). A
continuacién, la membrana se incubé con el antisuero diluido en solucién bloqueante
(dilucién 1:500 para las quitinasas y 1:1000 para la 8-1,6-glucanasa) durante toda la noche a
temperatura ambiente. Tras la incubacidn, la membrana se lavo a intervalos de 15 min cuatro
veces, con 50 ml de tampén TBS que contenfa Tween 20 (Sigma) al 0.05 % (v/v) y
posteriormente se incubé durante 2 h con 10 ml de una solucién de Inmunoglobulina G de
cabra anti-inmunoglobulina G de ratén, conjugados con fosfatasa alcalina o peroxidasa de
rébano (Sigma) en una dilucién 1:1000 en tamp6n TBS suplementado con Tween 20 al 0.05
% (v/v) o con 10 ml de una solucién de Inmunoglobulina G de cabra anti-inmunoglobulina
G de conejo, conjugados con peroxidasa de rdbano a la misma dilucién. Posteriormente, se
repitieron los lavados con 50 ml de tampén TBS suplementado con Tween 20 al 0.05 %
(v/v) y se reveld la actividad fosfatasa alcalina o la actividad peroxidasa. Para determinar la
actividad fosfatasa alcalina la membrana se sumergié en una solucién 0.05 % (p/v) de 5-
bromo,4-cloro,3-indolfosfato, 0.01 % (p/v) de cloruro de nitroazul de tretrazolio, 1 mM de
MgClp y 0.1 mM de dietanolamina. Tras varios minutos en oscuridad, aparecian bandas
oscuras de inmunoprecipitacion; la reaccién se detuvo por adicién de 20 mM de EDTA. La
actividad peroxidasa se detecté en los geles sumergiendo la membrana en una solucion de
cloronaftol (30 mg disueltos en 10 ml de metanol), H2O2 (250 pl al 33 % v/v) y TBS (50
ml). Tras varios minutos de incubacién en oscuridad, aparecian bandas oscuras sobre el
fondo blanco de la membrana que se correspondian con la actividad peroxidasa del antisuero

conjugado. La reaccién se detuvo como en el caso anterior.
3.5.1.8. Transferencia a membranas de PVDF para microsecuenciacion de proteinas
Para llevar a cabo la microsecuenciacién de las proteinas, éstas, una vez purificadas,

se sometieron a electroforesis en condiciones desnaturalizantes en geles de poliacriamida al

12 % con geles de empaquetamiento al 6 % de poliacrilamida, usando para ello un sistema
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Hoefer modelo SE 600 (Hoefer Scientific Instruments, EE.UU.) y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Los geles se polimerizaron sobre placas de 19.5 cm x 18 cm
dispuestas paralelamente dejando un espacio entre ambas de 1.5 mm. Se usaron peines de 15
pocillos de 0.5 cm de ancho, 3 cm de largo y 1.5 mm de grosor. Las muestras se
resuspendieron en un volumen de tampén de carga (apartado 3.5.1.1) que contenia 0.1 M de
DTT en el caso de que fueran a ser usadas posteriormente para generar péptidos tripticos. Si
las muestras eran para obtener secuencias amino terminales no se afiadfa DTT. El voltaje
aplicado fue de 200 V hasta que el colorante llego al final del gel.

Posteriormente, los geles se incubaron en dcido bérico 50 mM, pH 8.0, que contenia
SDS al 0.1 % (p/v) durante 1 h con agitacién constante suave y finalmente se transfirieron a
membranas de Immobilon (Millipore) en un equipo Trans blot de Bio-Rad, usando para ello
un tampoén de transferencia que contenia 50 mM de dcido bérico y S0 mM de Trizma base.
Antes de la transferencia, las membranas se incubaron 5 min en metanol absoluto y se
lavaron 20 min con varios cambios de agua destilada. Durante toda la noche se aplicé un
voltaje de 35 V. A continuacién, las membranas se tifieron sumergiéndolas en una solucién
0.1 % (p/v) de colorante Amido black (Sigma) en 45 % (v/v) de metanol y 7 % (v/v) de
dcido acético durante 30 min. Posteriormente, se lavaron abundantemente con agua destilada
para eliminar los restos de colorante. Las proteinas se identificaron como bandas azules.

Finalmente, las membranas se secaron y se recortaron las bandas.

Cuando las bandas de proteina se usaron para la determinacion de secuencias amino
terminales no se realizaron tratamientos posteriores, pero si se pretendia generar péptidos
tripticos, las membranas se troceaban con un bisturi y se sumergfan en un tubo Eppendorf
con 200 pl de una solucién que contenia 1 % (p/v) de polivinilpirrolidona (30 kDa) en

metanol (solucién de bloqueo).
3.5.2. Obtencion y separacién de péptidos tripticos

La solucién de bloqueo que contenia las membranas se diluy6é dos veces con agua
destilada y transcurridos 30 min se retir6 el liquido con una pipeta Pasteur. A continuacion,
las membranas se lavaron cuatro veces con 0.5 ml de agua y posteriormente con 0.5 ml de
tampoén de digestiéon (0.1 M de Tris/HCI, pH 8.5). Tras el lavado, se incubaron con el
mimino volumen de tampén de digestion capaz de sumergirlas (generalmente 50-100 pl) y se
afiadié 1 pl de tripsina (EC 3.4.21.4; grado de secuenciacion, Sigma) recién preparada a una
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concentracién de 1 mg/ml en tamp6n de digestion. La reaccién enzimdtica se llevo a cabo
durante 4 h a 37 °C.

Tras la digestion, las membranas se transfirieron a otro tubo Eppendorf y se lavaron
con 100 ul de una solucién al 12 % (v/v) de dcido trifluoroacético en agua. Esta solucion se

afadio a la mezcla de digestion original y se conservé a -20 °C.

Los péptidos se separaron mediante la técnica de cromatografia liquida de alta presion
(HPLC) en una columna de fase reversa C4 (Millipore) de 0.46 x 25 cm, equilibrada a un
flujo de 1 ml/h con solvente A (0.1 % v/v de 4cido trifluoroacético en agua), conectada en
fase y sin volimenes muertos a un detector de absorbancia a 214 nm. A continuacion, se
pasé durante 5 min solvente A y posteriormente un gradiente lineal de 100 % de solvente A
hasta 100 % de solvente B (0.1 % v/v de dcido trifluoroacético en 70 % v/v de acetonitrilo)
durante 1 h. Los péptidos se recogieron manualmente en tubos Eppendorf inmediatamente
después de que la absorbancia comenzase a incrementar. Los péptidos se concentraron en
una centrifuga Speed Vac Concentrator (Savant Instruments, EE.UU.) hasta un volumen de
50 ul y se conservaron a -20 °C hasta su utilizacion.

3.5.3. Microsecuenciacion de proteinas y péptidos tripticos

El andlisis de secuencias se realizé siguiendo el método de degradacion de Edman
(Matsudaira, 1989) en un secuenciador automatico Applied Biosystems modelo 473A
(EE.UU.), equipado en fase con un analizador de PTH-aminodcidos y siguiendo las
instrucciones del fabricante. Las secuencias amino terminales se realizaron incluyendo las
piezas de membrana directamente en el cartucho del microsecuenciador donde se llevaba a
cabo la separacion consecutiva de aminoédcidos. Para secuenciar péptidos internos, se
seleccionaron primordialmente aquellos de mayor resolucién y mds hidréfobos
(generalmente a mitad de gradiente). A los péptidos seleccionados se les afiadieron 30 pl de
una solucién de 0.1 % (v/v) de 4cido trifluoroacético y 30 % (v/v) de acetonitrilo, se
aplicaron en una membrana de fibra de vidrio tratada con polibreno (Applied Biosystem) y se
introdujeron en el cartucho del microsecuenciador, donde se llevaba a cabo la separacién

consecutiva de aminodacidos.
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3.6. ANALISIS DE PROTEINAS: CARACTERIZACION CINETICA

3.6.1. Determinaciéon de Kmq

Para determinar la afinidad de las enzimas purificadas por sus sustratos
correspondientes, se realizaron representaciones de dobles reciprocos o de Lineweaver-Burk
(1/V frente a 1/S).

En el caso de las quitinasas, se ensayaron concentraciones de quitina coloidal entre
0.2 y 6.5 mg/ml, o concentraciones de Np-(GlcNAc)?2 (Sigma) entre 0.25 mM y 5 mM.
Estas concentraciones se ensayaron segun los métodos descritos en los apartados 3.2.2 y
3.2.5 respectivamente, minimizando los tiempos de ensayo enzimdtico para obtener asi 10s

datos de las velocidades iniciales.

En el caso de las B-1,6-glucanasas, se ensayaron concentraciones de pustulan entre
0.5 y 20 mg/ml, segin el método descrito en el apartado 3.2.4 y minimizando los tiempos de
ensayo enzimdtico. La Ky de la B-1,3-glucanasa se obtuvo de manera similar, usando
concentraciones de laminarina entre 0.5 y 20 mg/ml, mediante el ensayo descrito en el
apartado 3.2.3 y minimizando igualmente los tiempos de ensayo enzimdtico para obtener asi

los datos de las velocidades iniciales.
3.6.2. Especificidades por sustrato

Para determinar la especificidad de las enzimas purificadas se han empleado

diferentes sustratos.

En el caso de las quitinasas se ensayaron los siguientes sustratos poliméricos: quitina
coloidal, glicol-quitina, glicol-quitosan (Sigma), laminarina, pustulan y carboximetilcelulosa
(CMC, Merck), todos a una concentracion de 5 mg/ml. La actividad frente a quitina coloidal
se ensayo6 segun el método descrito en el apartado 3.2.2. La actividad frente a la glicol-
quitina y al glicol-quitosan, segun el procedimiento de Schales (Uchida y Ohtakara, 1988), y
la actividad frente a laminarina, pustulan y CMC, segin el método usado para la actividad B-
1,3-glucanasa (apartado 3.2.3), cuantificando los azdcares reductores liberados por el
método de Somogyi-Nelson (apartado 3.2.3). Igualmente, se ensayo la actividad frente a 1
mM de los sustratos artificiales Np-(GIcNAc)2, Np-GlcNAc, Np-GalNAc y MeUmb-
(GIcNACc)2 (Sigma). Los compuestos nitrofenilados se ensayaron segin el método descrito
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para la actividad quitobiasa (apartado 3.2.5) y el compuesto MeUmb-(GIcNAc)2, segin el
método descrito por Robbins er al. (1988). La actividad lisozima de las quitinasas se ensayo

siguiendo el método descrito en el apartado 3.2.6.

En el caso de las B-1,6-glucanasas se ensayaron los siguientes sustratos poliméricos:
quitina coloidal, glicol-quitina, laminarina, pachiman (8-1,3-glucano; de Poria cocos,
Calbiochem), glucano de levadura (apartado 3.2.1.F), CMC, pustulan, nigeran (de
Aspergillus nidulans, Sigma), almidén soluble (a-1,4-a-1,6-glucano; Sigma) y dextrano
(a-1,6-glucano; de Leuconostoc mesenteroides, Sigma). Salvo la quitina coloidal y la glicol-
quitina que se ensayaron como se describe anteriormente, la actividad para el resto de los
sustratos se analizé segin el método usado para la actividad B-1,6-glucanasa (apartado
3.2.4), determinando los azicares reductores liberados por el método de Somogyi (1952) y
Nelson (1957) como se indica en el apartado 3.2.3. Se estimé igualmente la accion frente a
paredes celulares de hongos (apartado 3.2.7).

La especificidad de la B-1,3-glucanasa se determind sobre quitina coloidal, glicol-
quitina, laminarina, pachiman, glucano de levadura, CMC, pustulan, nigeran, almidén
soluble, dextrano y paredes celulares de hongos. La actividad se determiné como en el caso
anterior.

Finalmente, la especificidad de la enzima que degrada paredes celulares de B. cinerea
CECT 2100 se determiné sobre los siguientes sustratos: laminarina, pachiman, glucano de
levaduras, pustulan, CMC, almidén soluble, nigeran, quitina coloidal, Hide powder azure
(sustrato de proteasas tipo tripsina, Sigma) y paredes celulares de hongos. El ensayo de
actividad proteasa, usando Hide powder azure, se realizd de forma idéntica a la descrita por
Elad et al. (1982).

3.6.3. Determinacion de la temperatura 6ptima de ensayo
La temperatura 6ptima para el ensayo de la actividad de cada proteina purificada se
llevé a cabo incubando mezclas de reaccion para cada proteina (ya descritas en sus apartados

correspondientes) entre 20 y 80 °C y determinando posteriormente los productos de reaccion

a cada temperatura.
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3.6.4. Determinacion de la estabilidad térmica

La inactivacion térmica para cada enzima se llevé-a cabo incubando durante 30 min
diluciones apropiadas de las enzimas en sus tampones de ensayo (tampon fosfato potdsico
70 mM, pH 6.0 para las quitinasas y tampén acetato potasico S0 mM, pH 5.5 para las -
glucanasas) a temperaturas que variaron de 20 a 80 °C. La actividad se determiné
posteriormente mediante adicién de los sustratos correspondientes y la realizacion de los
ensayos previamente descritos. La temperatura de inactivaciéon se define como aquella

temperatura a la que la actividad especifica de la enzima empleada se reduce en un 50 %.

3.6.5. Determinacion del modo de accion de las enzimas. Medida de
productos de reaccion por HPLC

Se incubaron 2 pug de cada una de las quitinasas purificadas con 0.2 ml de quitina
coloidal (5 mg/ml) o con 0.5 ml de los oligosacdridos (GlcNAc)4, (GlcNAc)3, (GIcNAc)2 a
una concentracién 2 mg/ml, en agua destilada y en un volumen final de 0.7 ml, durante
periodos de tiempo entre 10 min y 16 h. En paralelo, se llevaron controles de sustrato sin
incluir las enzimas. Las reacciones enzimaticas se detenfan hirviendo durante 7 min. Después
de una centrifugacién a 5000 x g en una centrifuga de rotor basculante durante 5 min, los
productos solubles de la hidrélisis se separaron isocrdticamente por HPLC. El sistema de
HPLC usado fue el modelo Waters (EE.UU.), compuesto por un inyector Rheodyne modelo
7010 conectado a una bomba modelo Waters 501 que creaba un flujo constante de solvente.
El flujo usado fue de 0.6 ml/min. La salida del inyector estaba conectada a una columna de
cromatografia HPX-42A de andlisis de carbohidratos (Bio-Rad) en un horno a 60 °C Waters,
en serie con un detector de absorbancia Lambda Max 481 (Waters). Los productos de
hidrélisis se detectaron por su absorbancia a 210 nm y se identificaron por comparacién con
una serie de oligosacdridos de quitina de grado de polimerizacién de 1 a 4. Los datos
obtenidos se procesaron usando la aplicacién Baseline 810 chromatography workstation de
HPLC para ordenadores compatibles IBM.

De cada una de las B-1,6-glucanasas purificadas, se incubaron 0.2 ug con 0.5 ml de
una solucién de pustulan a 5 mg/ml 6 2 mg/ml de gentibiosa (8-1,6-diglucésido), en agua
destilada en un volumen final de 1 ml y a distintos tiempos desde 10 min a 16 h.
Alternativamente, 2 ug de la B-1,3-glucanasa purificada, se incubd con 0.5 ml de una
solucién 5 mg/ml de laminarina o con 2 mg/ml de laminarobiosa (8-1,3-diglucésido). En

paralelo, se llevaron controles de sustrato sin incluir las enzimas. Las reacciones se
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detuvieron hirviendo durante 7 min, se centrifugaron 10 min a 5000 x g en una centrifuga de
rotor basculante y los sobrenadantes se analizaron por HPLC de manera similar a la descrita
en el pdrrafo anterior. Los productos se detectaron por su absorbancia a 195 nm y se
identificaron por comparacién de los tiempos de retencién de la glucosa, la gentibiosa,

laminarobiosa y la serie de oligosacdridos de celulosa de grado de polimerizacién de 2 a 5.
3.7. OTROS METODOS ANALITICOS
3.7.1. Determinacién de glucosa

La glucosa se determind en un analizador YSI modelo 27 (Yellow Spring

Instruments, EE.UU.) calibrado con concentraciones conocidas de glucosa de 2 y de 5
mg/ml.

3.7.2. Determinacion del pH

El pH de las disoluciones se valoré con pH-metros Metrohm Herisau modelo 654
(EE.UU.) o Crison modelo micropH 2001 (EE.UU.).

3.7.3. Determinaciones espectrofotométricas

Las determinaciones espectrofotométricas se realizaron en un espectrofotémetro
Spectronic 601 (Milton Roy, EE.UU.) o en un espectrofotémetro Hitachi U-1100 (Jap6n).

3.7.4. Eliminacion de sales y moléculas pequenas de las preparaciones
proteicas

Las sales y moléculas pequefias se eliminaron de las preparaciones proteicas mediante
dialisis, utilizando tubos de celulosa regenerada Sigma de didmetro de poro medio de 2.4 nm
y limite de exclusién de 8 a 15 kDa. Las membranas se hirvieron durante 10 min en una
solucién de NaHCO3 30 mM que contenia Na-EDTA 0.5 mM vy se lavaron exhaustivamente

con agua destilada antes de su utilizacion.

En los casos de muestras de volumen inferior a 100 pl, la diélisis se realizé en la tapa

cortada de un tubo Eppendorf, situando la membrana entre la tapa y su cierre.
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3.7.5. Precipitacion de pequenos volimenes de proteina

La precipitacién de pequeiios volimenes de proteina se realizé en tubos Eppendorf
afladiendo 1/10 de volumen de una solucién a 4 °C de TCA al 100 % (p/v) en agua destilada.
La mezcla se incub6 10 min a 4 °C y posteriormente se centrifugé en una centrifuga
Eppendorf a su maxima velocidad durante 10 min. Se retir6 el sobrenadante y el precipitado
se lavé y centrifugd sucesivamente con 1 ml de etanol, etanol:éter dietilico 1:1 y etanol:éter
dietilico 1:3, las tres soluciones a -20 °C. El ltimo precipitado se secé en una campana de
flujo laminar. Generalmente, estas precipitaciones se realizaron como paso previo a
posteriores electroforesis, por lo que el ultimo precipitado se resuspendia en el volumen

deseado de tampdn de carga, descrito en el apartado 3.5.1.1.
3.8. METODOS INFORMATICOS
3.8.1. Programas utilizados en ordenador personal

Se usaron ordenadores Macintosh modelos FD, HD, SE ¢ IIfx (EE.UU.) dotados de
un sistema operativo 6.0 X. Los programas usados fueron los que a continuacion se

describen:

- Procesadores de texto Word™, version 4.0 y version 5.0.

- Programa de representacion gréafica Kaleidagraph™ version 2.0.2 y Cricket
Graph™ version 1.3.

- Programa de disefio grafico Canvas™ version 2.0.

3.8.2. Programas utilizados en conexion con la red del Centro
Informatico Cientifico de Andalucia (CICA)

La conexién con el CICA permiti6 la utilizacién del paquete informdtico de Genetic
Computer Group (GCG) version 7.1, de la Universidad de Wisconsin (EE.UU.)
(Devereaux et al., 1984), el acceso al banco de secuencias del European Molecular Biology
Laboratory (EMBL) en Heidelberg (Alemania) y al banco de secuencias SwissProt de la
Universidad de Basilea (Suiza). La aplicacién FastA de este paquete informdtico permitié la
busqueda de homologias y las aplicaciones Pileup y Bestfit el alineamiento de las secuencias
de aminodcidos obtenidas y las disponibles en los bancos de datos.
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Resultados

4.1. INFLUENCIA DE LAS CONDICIONES NUTRICIONALES SOBRE
LOS NIVELES DE LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS B-GLUCANASAS
Y QUITINASA DE T. harzianum CECT 2413

4.1.1. Efecto de distintas fuentes de carbono sobre la producciéon de
las enzimas estudiadas

Uno de los principales objetivos de este trabajovha consistido en estudiar la fisiologia
de la produccion de las actividades B-1,3 y B-1,6-glucanasa y quitinasa por la cepa
micopardsita de T. harzianum CECT 2413. La seleccién de una fuente de carbono apropiada
y su concentracién idénea han sido los pasos necesarios para acometer la posterior

purificacién de las actividades enzimaticas citadas anteriormente.

En primer lugar, se ha estudiado la excrecion al medio de cultivo de proteinas con
actividad 8-1,3 y B-1,6-glucanasa y quitinasa de 7. harzianum CECT 2413 en diferentes
fuentes de carbono. Igualmente, se ha intentado correlacionar los niveles enzimdticos de los
sobrenadantes de cultivo con la capacidad litica frente a paredes celulares de S. cerevisiae y
de B. cinerea CECT 2100. La tabla 6 muestra los niveles de actividad detectados en
presencia de diferentes fuentes de carbono. Los resultados sugieren que, mientras algunas
fuentes de carbono pueden inducir, otras parecen reprimir las distintas actividades estudiadas
y en distinta medida. La quitina fue elegida como la fuente de carbono 6ptima para realizar
posteriores estudios.

4.1.2. Efecto de la concentracion de sustratos sobre la produccion de
las enzimas estudiadas

La figura 6 muestra la cinética de excrecién de las diferentes actividades enzimdticas
en presencia de diferentes concentraciones de pustulan o de quitina. Se observa una clara
dependencia entre la concentracién de sustrato empleada y los niveles enzimdticos
detectados. Los valores mdximos de actividad quitinasa y quitobiasa se obtienen a la
concentracién mixima de quitina empleada. Una relacién similar se observa entre las

actividades B-1,3 y B-1,6-glucanasa y la concentracién de pustulan.
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TABLA 6. Efecto de la fuente de carbono sobre los niveles extracelulares
de actividad B-1,3-glucanasa, B-1,6-glucanasa, quitinasa y actividad litica
en T. harzianum CECT 2413.

FUENTE DE B-1,3- B$-1,6- Quitinasa Lisis en Lisis en
CARBONO (a) Glcasa  Glcasa Levadura Botrytis
(mU/mg (mU/mg (mU/mg (mm halo (mm halo

(% plv) prot.) prot.) prot.) hidrolisis) hidrolisis)
Gle 0.1% 10 15 0 0 0
Gle2 % 75 10 0 0 0

Glec 10 % o(b) 0 0 0 0

Gal 2 % 120 0 0 0 0

Fru 2 % 160 0 0 0 0
GleN 2 % 120 0 5 0 0
GIcNAc 2 % 50 0 2 0 0
Glicerol 2 % 150 15 0 0 0
Quitina 1.5% 640 280 25 9 8
Quitosan 1 % 40 0 0 0 0
Laminarina 1% 5 0 0 0 0
Nigeran 1% 540 315 8 7 4
Pustulan 1% 340 100 0 2 3
Levadura 1% 1000 185 5 3 4
Botrytis 1% 1040 360 5 3 4
Gibber. 1 % 785 683 23 3 2
Phyto. 1% 700 683 24 3 4
Rhizo. 1 % 748 600 17 2 2
Tricho. 1 % 666 617 22 3 2

(a). Glc, glucosa; Gal, galactosa; Fru, fructosa; GIcN, glucosamina; GICNAc, N-
acetilglucosamina; Levadura, paredes celulares de S. cerevisiase; Botrytis, paredes
celulares de B. cinerea CECT 2100; Gibber., micelio autoclavado de G. fujikuroi IMI 58289;
Phyto., micelio autoclavado de P. syringae CECT 2351; Rhizo., micelio autoclavado de R.
solani CECT 2815; Tricho., micelio autoclavado de 7. harzianum CECT 2413; Gicasa,
glucanasa.

(b). 0; Debajo del nivel de deteccién (< 0.5 mU/mg proteina).

Las actividades se determinaron a las 48 h tras la incubacion en las distintas fuentes de
carbono. Las condiciones experimentales son las descritas en los apartados 3.1.3.2 y
3.1.3.4 para las condiciones de cultivo y de obtencidén de sobrenadantes y las descritas en
los apartados 3.2.2, 3.2.3, 3.2.4 y 3.2.7 para las determinaciones de actividades
enzimaticas.La proteina micelial se determiné como se describe en el apartado 3.2.9.

90



Resultados

70 800
6of A
= sof g 600
e a,
= 4O E
E = 400
:é 30t é
~ 3]
5 “Of § 200
£ 10 2
g T 3 0 T T T T
0 24 48 72 96 = 0 24 48 72 96
Tiempo (h) Tiempo (h)
2000 150
B R D
2 1500} 8 i
g g 100
80 E" F
E 1000} S
= E
E E 1
~ 3 50
& 00t S '
2 <
= &
O x T M H v T z m ¥ ¥ M T T T T T
0 24 48 72 96 0 24 48 72 96
Tiempo (h) Tiempeo (h)

FIGURA 6. Cinética de excrecion de las actividades quitinasa (A), quitobiasa
(B), B-1,3-glucanasa (C) y B-1,6-glucanasa (D) por diferentes fuentes de
carbono en T. harzianum CECT 2413. Los medios de cultivo contenian 1 % (0O),
0.75 % (0), 0.5 % (A), 0.25 % (W) 6 0.1 % (®) de quitina (A y B) o de pustulan (Cy D). Las
condiciones experimentales son las descritas en los apartados 3.1.3.2 y 3.1.3.4. Glcasa,
glucanasa.
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4.1.3. Efecto de la concentraciéon de glucosa sobre la produccion de
las enzimas estudiadas

Los experimentos del apartado 4.1.1 indicaron que la presencia de glucosa en los
cultivos afecta negativamente a los niveles de actividad de las enzimas. Con objeto de
profundizar mds en este efecto, se estudio la cinética de produccién de las actividades
quitinasa y quitobiasa en cultivos inducidos con quitina al 1.5 % y en presencia o ausencia
de glucosa al 2 %. Las muestras se obtuvieron y trataron como se describe en el apartado
3.1.3.4, incluyendo el paso de didlisis que eliminaba, entre otras sustancias, la glucosa
afiadida a los cultivos. Como se observa en las figuras 7A y 7B, no se detecta actividad
cuando hay glucosa presente. De un modo similar, cuando tras 24 h de induccién con quitina
al 1.5 % se afiaden distintas concentraciones de glucosa a los cultivos (de 0 a 10 %), se
observa una reduccion de los niveles enzimdticos de quitinasa y quitobiasa proporcional a la
concentracién empleada de glucosa (figuras 7C y 7D). La reduccidn de actividad fue paralela

y proporcional al consumo del aziicar.

Como se aprecia en las figuras 7E y 7F, los resultados obtenidos para las actividades
3-glucanasas, usando en este caso cultivos inducidos con pustulan al 1 %, son similares a

los anteriores.

Para averiguar si la glucosa inactiva las enzimas de forma irreversible, muestras con
actividad quitinasa, quitobiasa, $-1,3-glucanasa o 8-1,6-glucanasa obtenidas en las mismas
condiciones anteriores se incubaron toda una noche con las distintas concentraciones de
glucosa empleadas en la figura 7C 6 7D. A continuacion, las muestras se dializaron y se
determinaron los niveles de actividad. La recuperacién de actividad fue del 90 al 100 %
respecto a los controles no tratados con glucosa. Asi pues, el efecto de la glucosa no es
atribuible a una inactivacién enzimadtica irreversible, lo que sugiere que €sta podria ejercer un

efecto represor sobre la sintesis.
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FIGURA 7. Efecto de la glucosa sobre la producciéon de las actividades
quitinasa (A y C), quitobiasa (B y D), B-1,3-glucanasa (E) y B-1,6-glucanasa
(F) en T. harzianum CECT 2413. Los medios de cuitivo contenian 0 % (3), 0.5 % (@),
2% (m) 6 10 % (A) de glucosa en presencia de quitina al 1.5 % (A-D) o de pustulan al 1 % (E
y F). La adicién de las diferentes concentraciones de glucosa se realizé a tiempo cero, salvo
en C y D, donde la adicién se sefiala con una flecha. Las condiciones experimentales son
las descritas en los apartados 3.1.3.2 y 3.1.3.4. Glcasa, glucanasa.
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4.1.4. Efecto de inhibidores de la traduccion y de la transcripcion
sobre la produccion de las enzimas estudiadas

La adicién de inhibidores de la sintesis de proteinas (cicloheximida a 50 pg/ml) o de
sintesis de RNA (8-hidroxiquinolina a 100 Lg/ml) a cultivos inducidos con pustulan al 1 %
como fuente de carbono, detuvo la produccién de las actividades enzimdticas B-1,3-
glucanasa y B-1,6-glucanasa (figura 8A y 8C). El efecto fue similar cuando la adicién se
produjo a las 12 h de la induccién (figura 8B y 8D). En este dltimo caso, se observé que los
niveles de actividad se mantenian después de la adicién de los inhibidores debido a la
estabilidad de las enzimas al tratamiento.
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FIGURA 8. Efecto de la cicloheximida y 8-hidroxiquinolina sobre los niveles
enzimaticos de B-1,3-glucanasa (A y B) y de B-1,6-glucanasa (C y D) de T.
harzianum CECT 2413.E| medio de cultivo contenia 1 % de pustulan. Producién de
enzima en presencia de 50 pug/ml de cicloheximida (O) o de 100 ug/ml de 8-hidroxiquinolina
(®); producion en ausencia de los inhibidores (0). En A y C los inhibidores se afiaden a
tiempo cero. En B y D la adicion se sefiala con una flecha. Las condiciones experimentales
son las descritas en los apartados 3.1.3.2 y 3.1.3.4. Glcasa, glucanasa.
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Para las actividades quitinasa y quitobiasa (tabla 7) se obtuvieron resultados

similares, en estos casos empleando cultivos inducidos con quitina al 1.5 %.

TABLA 7. Efecto de la adicion de cicloheximida u 8-hidroxiquinolina en los
niveles extracelulares e intracelulares de actividad quitinasa y quitobiasa de
T. harzianum CECT 2413.

Actividad inhibidor ()
Ninguno CX 8-HQ
extracelular:
quitinasa (mU/mg prot.) 24 0 0
quitobiasa (mU/mg prot.) 870 55 15
proteina (ug/mg prot.) 125 60 70
intracelular:
quitinasa (mU/mg prot.) 85 15 9
quitobiasa (mU/mg prot.) 2100 300 200

{(a). CX, cicloheximida a 50 ug/ml; HQ, 8-hidroxiquinolina a 100 pg/ml.

Las actividades se determinaron a las 48 h de la incubacién en medio inducido con
quitina al 1.5 %. Las condiciones experimentales son las descritas en la tabla 6.

Para distinguir entre inactivacién enzimatica y represion de la sintesis de las enzimas
por el uso de los inhibidores, muestras que contenian las actividades enzimdticas estudiadas
se incubaron toda la noche con concentraciones de cicloheximida u 8-hidroxiquinolina
equivalentes a las empleadas anteriormente. A continuacién, se cuantificaron las actividades
en presencia de estos inhibidores, no encontrdndose reduccién significativa en los niveles
enzimdticos respecto a los controles no tratados. Este resultado indica que, el efecto de los
inhibidores no consiste en una inactivacion enzimadtica. Igualmente, para distinguir entre un
efecto sobre la sintesis o sobre el mecanismo de secrecion, se realizaron medidas de los
niveles enzimdticos intracelulares. Dado que también se observd una reduccién de las
actividades intracelulares (tabla 7 para las actividades quitinasa y quitobiasa, datos no
mostrados para las B-glucanasas) los efectos de los inhibidores deben atribuirse a efectos en
la sintesis.
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4.2. ANALISIS POR CROMATOENFOQUE DEL NUMERO MINIMO DE
ISOENZIMAS DISTINTAS PARA LAS ACTIVIDADES ENZIMATICAS
ESTUDIADAS

Es muy frecuente la presencia de distintas isoenzimas en los sistemas de degradacion
de polisacdridos (Deshpande, 1986). Por otra parte, la técnica de cromatoenfoque es una
herramienta potente para la identificacién de distintas isoenzimas con diferentes pls.

Con objeto de determinar el niimero minimo de enzimas con actividad quitinasa, -
1,3-glucanasa y 8-1,6-glucanasa presentes en los sobrenadantes de cultivos de T. harzianum
CECT 2413 inducidos con quitina, 3 ml de un concentrado de sulfato aménico (1 mg
proteina/ml) de un sobrenadante de cultivo de 48 h en medio con quitina al 1.5 % se
sometieron a cromatoenfoque acidico siguiendo las condiciones descritas en el apartado
3.3.5.1. En las figuras 9, 10 y 11 se representan los perfiles obtenidos para las actividades
B-1,3-glucanasa, B-1,6-glucanasa y quitinasa frente a la absorbancia a 280 nm y el pH de
elucién. Cuando se sometieron a cromatoenfoque acidico muestras de 4 mg/ml de
Novozym™ 234, preparado comercial de enzimas extracelulares de T. harzianum de la
marca comercial Novo Industries (Dinamarca), se observé un comportamiento andlogo al
obtenido con sobrenadantes de cultivo de T. harzianum CECT 2413 en quitina al 1.5 %.

-1,3-glucanasa (U/ml)
Proteina (A g0 nm)

Fraccion

FIGURA 9. Analisis mediante cromatoenfoque del numero de isoenzimas
con actividad B-1,3-giucanasa presentes en cultivos de 7. harzianum CECT
2413 inducidos en quitina al 1.5 %. Se aplicé una preparacién concentrada con
sulfato amonico que contenia 13 U de actividad B-1,3-glucanasa. Actividad B-1,3-glucanasa
(@), proteina (A) y pH (O). 1, Il y ill, B-1,3-1, B-1,3-1l y B-1,3-Hlf, respectivamente. Las
condiciones experimentales son las descritas en los apartados 3.1.3.3, 3.1.3.5y 3.3.5.1.
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FIGURA 10. Anadlisis mediante cromatoenfoque -del numero de isoenzimas
con actividad B-1,6-glucanasa presentes en cuitivos de T. harzianum CECT
2413 inducidos en quitina al 1.5 %. Se aplicé una preparaciéon concentrada con
sulfato amdnico que contenia 7 U de actividad B-1,6-glucanasa. Actividad B-1,6-glucanasa
(@), proteina (A) y pH (O). I y II, B-1,6-1 y B-1,6-Il, respectivamente. Las condiciones
experimentales son las descritas en los apartados 3.1.3.3, 3.1.3.5y 3.3.5.1.

CHIT 42
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FIGURA 11. Apalisis mediante cromatoenfoque del numero de isoenzimas
con actividad quitinasa presentes en cultivos de T. harzianum CECT 2413
inducidos en quitina. Se aplicé una preparacién concentrada con sulfato aménico que
contenia 3 U de actividad quitinasa. CHIT 33, CHIT 42 y CHIT 37, quitinasas de 33 kDa, 42
kDa y 37 kDa, respectivamente. Actividad quitinasa (®), proteina (A) y pH (O). Las
condiciones experimentales son las descritas en los apartados 3.1.3.3, 3.1.3.5y 3.3.5.1.
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Estos resultados pueden resumirse de la siguiente manera: existen tres picos de
actividad B-1,3-glucanasa, uno bdsico (pI > 7.0) y dos acidicos (pI 6.5 y pI 5.3). Existen
dos picos de actividad B-1,6-glucanasa, uno bésico (pI > 7.0) y otro acidico (pI 5.8).
Finalmente, se detectan tres picos de actividad quitinasa, uno bdsico (pI > 7.0) y otros dos
acidicos (pI 6.5 y pI 5.0). Cada pico obtenido puede interpretarse a priori como una
isoenzima diferente. Asi pues, T. harzianum CECT 2413 parece excretar al medio, en
presencia de quitina, al menos tres isoenzimars con actividad B-1,3-glucanasa
(abreviadamente, B-1,3-1, B-1,3-1I y B-1,3-III), dos isoenzimas con actividad 8-1,6-
glucanasa (abreviadamente, 3-1,6-1 y 3-1,6-1I) y tres isoenzimas con actividad quitinasa
(abreviadamente, CHIT 42, CHIT 37 y CHIT 33).

Dado que la resolucién obtenida por la técnica de cromatoenfoque fue muy elevada,
las purificaciones que se describen a continuacién incluyeron cromatoenfoques preparativos
como pasos criticos fundamentales.

99



Resultados

4.3. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS QUITINASAS DE
T. harzianum CECT 2413

4.3.1. Purificacion de las quitinasas y criterios de homogeneidad

Con objeto de estudiar sus pardmetros fisico-quimicos, cinéticos y liticos, se
procedi6 a la purificacion de las quitinasas de T. harzianum CECT 2413. El método que se
describe a continuacion estd basado en dos pasos fundamentales: por un lado, la alta afinidad
de las quitinasas de T. harzianum CECT 2413 por quitina coloidal y por otro, la resolucion
de la técnica de cromatoenfoque. El método completo de purificacién fue el siguiente:

Sobrenadantes de 48 h de cultivo de T. harzianum CECT 2413 (800 ml) de medio
con quitina al 1.5 % se filtraron a través de papel Whatman n® 1 y se centrifugaron a 6000 x
g durante 10 min segtin las condiciones experimentales descritas en el apartado 3.1.3.3. Al
sobrenadante se le afiadié con agitacion suave y a 4 °C, sulfato aménico hasta el 80 % de
saturacion. Después de 30 min tras la completa disolucién del sulfato aménico y posterior
centrifugacién a 12000 x g durante 20 min, se obtuvo un precipitado que se resuspendio en
la minima cantidad de agua destilada y que finalmente se dializé tres veces frente a 2 1de
tampén fosfato potdsico 70 mM, pH 6.0 durante 16 h. La solucién dializada se centrifugé a
12000 x g y el sobrenadante se sometié a adsorcién a quitina coloidal siguiendo una

modificacién del método descrito por Jeaniaux (1966).

La adsorcién a quitina coloidal se realizé de la siguiente manera: se afiadieron
alicuotas de 2.5 ml de solucién dializada a 0.8 ml de quitina coloidal (10 mg/ml) en tubos de
centrifuga de rotor SE12 (Sorvall). Las preparaciones se incubaron 20 min a 4 °C en
agitacién continua (mediante pequefias barras magnéticas) y a continuacion se centrifugaron
en rotores SE12 a 12000 x g (Sorvall) durante 10 min a 4 °C. Los sobrenadantes (fraccion
no absorbida a quitina) se incubaron nuevamente con 0.8 ml de quitina coloidal y el proceso
completo se repitié dos veces. Todos los precipitados se lavaron tres veces con 3 ml de
tamp6n fosfato potdsico 70 mM, pH 6.0 suplementado con NaCl 1 M y finalmente se
resuspendieron cada uno en 300 pl de tampén fosfato potdsico 70 mM, pH 6.0
suplementado con 1 mM de PMSF y 1 mM de NaN3. Estas muestras se incubaron al menos
16 h a 37 °C, obteniéndose una solucién clarificada, resultado de la digestién de la quitina.
Esta tiltima solucién se centrifugd a 12000 x g durante 10 min y el sobrenadante se dializ6
frente a 2 1 de tamp6n imidazol/HCI 25 mM, pH 7.4 para eliminar los productos solubles de

la digestién de quitina y para equilibrar la solucién en el tampdn utilizado en el siguiente
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paso. El tamp6n se cambid tres veces y la didlisis durdé 16 h. La solucién anterior se
adsorbi6 a una columna de cromatoenfoque (1 x 20 cm) equilibrada en tamp6n imidazol/HCl
25 mM, pH 7.4. La elucion se realizd con una mezcla diluida de Polybuffer/HCI, pH 4.0
(figura 12). Las fracciones con alta actividad quitinasa se mezclaron, lavaron y concentraron
en aparatos Centricon PM-10 (Amicon) y se analizaron por electroforesis analitica de
proteina en condiciones desnaturalizantes y de actividad (figura 13). Las tres proteinas con
actividad quitinasa resultantes se denominaron abreviadamente CHIT 42, CHIT 37 y CHIT
33 debido a sus masas moleculares (apartado 4.3.2.1).
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FIGURA 12. Perfil de elucion en una columna de cromatoenfoque de las
quitinasas de T. harzianum CECT 2413. Actividad quitinasa (@), proteina (A) y pH
(O). Se aplicé una preparacién procedente de una digestion de quitina que contenia 2.8 U
de actividad quitinasa. Las condiciones experimentales se detallan en los apartados 3.1.3.3,
3.1.35y 3.35.1.

La tabla 8 resume los resultados de un proceso tipico de purificacion. Las tres
protefnas presentaron un alto grado de purificacién siguiendo como criterios de
homogeneidad la constancia de la actividad especifica en las fracciones resultantes de la
cromatografia y las bandas de proteina y actividad observadas en las electroforesis en

condiciones desnaturalizantes y de actividad, respectivamente (figura 13).
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TABLA 8. Purificacion de las quitinasas de T. harzianum CECT 2413.

Paso de Vol. Prot. Act. Act.esp. Rend. Purif.
purificacion (ml) (mg) (U) (U/mg) (%) (veces)
80% (NH4)2S04 20.0 16.0 13.17 0.82 100 1.0
Digestion
quitina 8.9 3.2 2.81 0.89 21 1.1
Cromatoenfoque:
CHIT 33 0.50 020 0.22 1.10 2 1.3
CHIT 37 0.44 0.13 0.87 6.54 6 8.0
CHIT 42 0.50 025 0.67 2.78 5 34

Las preparaciones concentradas se usaron para determinar las propiedades que se
explican a continuacién y para generar los antisueros anti-quitinasa. Para la obtencién de
secuencias parciales de aminodcidos, las quitinasas purificadas se sometieron a filtracién
molecular en Sephacryl S-200 HR (apartado 4.3.2.1).

4.3.2. Propiedades fisico-quimicas
4.3.2.1. Masa molecular

Para la determinaci6n de las masas moleculares de las quitinasas en condiciones
nativas, se suplementaron muestras totales de quitinasas purificadas y concentradas hasta
volimenes aproximados de 0.5 ml con sacarosa a 20 mg/ml y se aplicaron a una columna de
filtracién en gel de Sephacryl S-200 HR (1.6 x 40 cm), previamente calibrada con proteinas
marcadoras de masas moleculares conocidas. Cuando se representaron los valores de Kgy
frente al logaritmo decimal de las masa moleculares de las proteinas marcadoras se obtuvo
una relacién lineal (figura 14) de la que se puede deducir el valor de las masas moleculares
de las quitinasas purificadas. Estos valores fueron de 32 kDa y 30 kDa para las quitinasas
CHIT 33 y CHIT 37, respectivamente. Cuando esta relacion se aplicé para la quitinasa
CHIT 42 se obtuvo un valor de 8-15 kDa. Este valor no se modificé incluso cuando se
increment6 la concentracion de KCl en el tampén de elucién desde 100 mM a 750 mM.
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FIGURA 13. Andlisis mediante electroforesis analitica (A) y de actividad (B)
de las quitinasas purificadas de 7. harzianum CECT 2413. Las. condiciones de
electroforesis son las descritas en los apartados 3.5.1.1 y 3.5.1.5. Calle std., marcadores de
masa molecular; calle 1, CHIT 42 purificada (10 ug); calle 2, CHIT 37 purmcada (10 pg); calle
3, CHIT 33 purificada (10 ug)-

Para determinar la masa molecular de las quitinasas en condiciones desnaturalizantes,
alicuotas de 5-10 pg de proteina purificada se sometieron a electroforesis en presencia de
SDS. En la figura 15 se representa el logaritmo decimal de 1a masa molecular frente a los
valores Rf de las proteinas marcadoras. Por interpolacién a partir de 1a movilidad relativa de
las bandas de quitinasa se calculan masas moleculares de 42 kDa, 37 kDa y 33 kDa para
CHIT 42, CHIT 37 y CHIT 33, respectivamente.
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FIGURA 14. Determinaciéon de la masa molecular de las quitinasas
purificadas de T. harzianum CECT 2413 en estado nativo mediante
cromatografia de filtracién en gel. Las condiciones experimentales son las descritas
en el apartado 3.3.5.2. BSA, seroalbumina; OVO, ovoalbimina; ANH, anhidrasa carbonica;
QMT, quimotripsindgeno; MM, masa molecular; 1, CHIT 42; 2, CHIT 37; 3, CHIT 33.
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FIGURA 15. Determinacién de la masa molecular de las quitinasas
purificadas de T. harzianum CECT 2413 mediante electroforesis en gel de
poliacritamida con SDS. Las condiciones experimentales son las descritas en el
apartado 3.5.1.1. FOSFO B, fosforilasa B: BSA, seroalbumina; OVO, ovoalbumina; ANH,
anhidrasa carbdnica; INH, inhibidor de tripsina; LIS, lisozima; MM, masa molecular; 1, CHIT
42; 2, CHIT 37; 3, CHIT 33.
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Los valores de las masas moleculares de las quitinasas CHIT 37 y CHIT 33
obtenidos en condiciones desnaturalizantes son muy similares a los calculados por
cromatografia de filtracién en gel, indicando que ambas quitinasas son probablemente
proteinas monomeéricas. El valor tan pequefio de masa molecular (8-15 kDa) obtenido para
CHIT 42, probablemente por su retencién en el soporte cromatogrifico, no permite
determinar si esta proteina es monomérica. No obstante, en los geles de poliacriamida
desnaturalizantes que contienen glicol-quitina se obtiene una banda de actividad de 42 kDa,
lo que sugiere que esta proteina es monomérica 0 que se trata de una proteina
homomultimérica con una subunidad activa de 42 kDa, aunque esto ultimo es menos

probable.
4.3.2.2. Radio de Stokes

El radio hidrodindmico (radio de Stokes) de las proteinas purificadas se determiné
por cromatografia de filtracién en gel siguiendo el método de Siegel y Monty (1966) descrito
en el apartado 3.3.5.2. A partir de los resultados que se muestran en la figura 16 se
interpolan valores de 2.6 nm y 2.3 nm para CHIT 33 y CHIT 37, respectivamente. El radio
de Stokes de CHIT 42 no se pudo calcular por su retencion en la columna de filtracion en
gel.

radio (nm)

04 05 06 07 08 09
1/2
-log(KaV)

FIGURA 16. Determinacion del radio de Stokes de las quitinasas purificadas
de T. harzianum CECT 2413 mediante cromatografia de filtracion el gel. Las
condiciones experimentales son las descritas en el apartado 3.3.5.2. BSA, seroalbimina;
OVO, ovoalbumina; ANH, anhidrasa carbdnica; QMT, quimotripsinégeno; 1, CHIT 42; 2,
CHIT 37; 3, CHIT 33.
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4.3.2.3. Punto isoeléctrico

El pl de las quitinasas purificadas se determiné mediante las técnicas de
isoelectroenfoque (Robertson et al., 1987) y de cromatoenfoque. Al emplear la primera de
estas técnicas, los valores de pls estimados se obtuvieron interpolando la movilidad
electroforética de las quitinasas purificadas a la relacion lineal que existe entre los valores de
pls de las proteinas marcadoras y los valores de Rf de las mismas. Estos valores fueron de
7.8, 4.6 y 6.2 para CHIT 33, CHIT 37 y CHIT 42, respectivamente. Los valores obtenidos
por cromatoenfoque fueron muy similares a los anteriores, pI > 7.0, pI 5.0 y pI 6.5 para
CHIT 33, CHIT 37 y CHIT 42, respectivamente.

4.3.2.4 Efecto de la temperatura sobre la estabilidad

Las quitinasas de casi todos los organismos suelen caracterizarse por su estabilidad
térmica (Cabib, 1987). La figura 17 muestra el perfil de inactivacién de las quitinasas de 7.
harzianum CECT 2413 después de 30 min de tratamiento a las temperaturas indicadas. La
temperatura media de inactivacion, definida como la temperatura a la que se reduce la
actividad el 50 % tras 30 min de calentamiento, fue de 55 °C para CHIT 33 y CHIT 37 y de
45 °C para CHIT 42.

Las enzimas fueron estables al menos durante un mes a la temperatura de -20 °C, o en
soluciones diluidas entre O y 4 °C sin pérdida notable de actividad.

4.3.2.5. Cardcter glucoproteico

En la literatura se ha descrito que las proteinas extracelulares de hongos estdn
generalmente glicosiladas (Correa er al., 1982). Sin embargo, los experimentos que se
describen a continuacién muestran que las quitinasas de T. harzianum CECT 2413 no estén
glicosiladas o que la glicosilacién es tan reducida que no es detectable con las técnicas

experimentales usadas.

Ninguna de las quitinasas purificadas se tifi, tras la electroforesis desnaturalizante,
con los procedimientos de deteccion de proteinas glicosiladas usadas en este trabajo como
son el procedimiento descrito por Dubray y Bezard (1982), o el procedimiento del dcido
peryodico-base de Schiff (Sigma). En cambio, si se obtuvieron resultados positivos usando
invertasa extracelular de S. cerevisiae (Sigma), proteina altamente glicosilada.
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Por otra parte, los tratamientos con endoglicosidasa H o a-manosidasa, enzimas que
liberan respectivamente los residuos de GIcNAc o de manosa unidos a polipéptidos, y la
posterior electroforesis en condiciones desnaturalizantes, indicaron que no se produjeron
cambios de movilidad electroforética respecto a los controles no tratados, mientras que si se

obtuvieron resultados positivos usando invertasa extracelular de S. cerevisiae (Sigma).
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FIGURA 17. Perfil de inactivacién térmica de las quitinasas purificadas de T.
harzianum CECT 2413. Las condiciones experimentales se detallan en el apartado
3.6.4. Se muestra el porcentaje de actividad remanente tras 30 min de incubacién a las
temperaturas indicadas.
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4.3.2.6. Obtencién de secuencias parciales de aminodcidos

La secuenciacién parcial de las quitinasas de T. harzianum CECT 2413 se realiz6 con
un doble objetivo. Por un lado, comparar las quitinasas con las secuencias de otras
quitinasas disponibles en las bases de datos y, por otro lado, disponer de secuencias que
pudieran servir para obtener oligonucle6tidos degenerados a fin de clonar los genes
correspondientes.

En la tabla 9 se muestran las secuencias de los péptidos tripticos y las secuencias
amino terminales obtenidas.

TABLA 9. Secuencias parciales de aminoacidos de las quitinasas de T.
harzianum CECT 2413.

Proteina Péptido Secuencia
CHIT 42 amino ANGYANSVYFTNxGIYDR
' pep 11 (A/Q)YADD(S)(SYNDVGxNAYG
pep 13 ALGGLDTTQNLLSYPNSK
pep 16 SLGLGGSMFWEASADKK
pep 20 xQLXAYA(A)

CHIT37 amino Bloqueado
pep 6 VATPAEM
pep 13 (G/S/N)WTFADNLLTR
pep 17 VPYNMQVPGLPAQSGAGGGYMTPALVGQAx(D)

(H)(Y)(N)

CHIT 33 amino (S/G)NVNSKQNIA(V/AXY/D)
pep 6 QNIAVYWGQNSANSQSTQQR
pep 7 LLVGIPAGPGAGRR
pep 8 (G YVxGxQLTxVFQYxK

Las condiciones experimentales son las descritas en los apartados 3.5.1.8, 3.5.2 y
3.5.3. Los aminodcidos se nombran en nomenclatura de una letra, siendo x un aminoacido
indefinido. Las aminodcidos entre paréntesis son los mas probables.

El andlisis de las secuencias denota, por una parte, que el péptido 6 obtenido para
CHIT 33 es probablemente contiguo al extremo amino terminal obtenido para la misma
proteina. Por otra parte, la comparacion de las secuencias obtenidas para las distintas

quitinasas con las secuencias contenidas en los bancos de datos del Laboratorio Europeo de
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Biologia Molecular (EMBL) y la de la Universidad de Basilea (Swiss-Prot), muestra que no
existen homologias significativas de las secuencias obtenidas con las quitinasas presentes en
estos bancos, con las siguientes excepciones: el péptido 16 de CHIT 42 (figura 18A)
muestra homologias con regiones centrales de las secuencias de ciertas quitinasas
bacterianas; el péptido 6 de CHIT 33 (figura 18B) muestra homologias con determinadas
regiones de las secuencias de la quitinasa de S. cerevisiae, las acidicas de Arabidopsis
thaliana y Cucumis sativus y con la lectina hevamina A de Hevea brasiliensis, que contiene
actividad quitinasa. Ademds, los péptidos obtenidos para CHIT 42 muestran una alta
homologia con la secuencia de quitinasa descrita para el hongo filamentoso Aphanocladium
album (figura 19).

A

Chit 42 (pep 16) SLGLGGSMFWEASADKK

S. marcescens Chi B 430 YIKQQQiééV&é*éLéééﬁéNGDLLA 455
Chit 42 (pep 16) SLGLGGSMEFWEASADKK

S. plicatus Chi 63 635 MDWAEQQéiééAg;%éFgééTTNGEL 660
Chit 42 (pep 16) SLGLGGSMFWEASADKK

B. circulans Chi Al 500 AYIKéK(IZrI],(IE-(!S‘;.Dld}:I“T/lVéLéC:SIgl;IiIKTLQN 525
B

Chit 33 (pep 6) ONTAVYWGONSANSOSTQOR

S. cerevisiae 175‘N$$£A¢$%éégégé$ééSLAT 195
Chit 33 (pep 6) ONIAVYWGONSANSQSTOOR

A. thaliana 410 ASRGGL‘L]::ﬁlfvlvcl;ilellélilljlc‘sliILSATCATG 435
Chit 33 (pep 6) ONIAVYWGONSANSQSTQOR

C. sativus 30 DAACl;igiﬁlfT/va[;(lgliIC:;IiI;:GSLASTCATGN 55
Chit 33 (pep 6) ONIAVYWGONSANSQSTOOR

H. brasiliensis 1 GG%AI;T/IV(I;IQAIGNEGTLCIE(}QTC 20
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FIGURA 18. Alineamiento en los bancos de secuencias de las secuencias
de los péptidos 16 de CHIT 42 (A) y 6 de CHIT 33 (B). Comparacién de las
secuencias de los péptidos anteriores con las quitinasas de los siguientes organismos:
Serratia marcescens Chi B, S. marcescens Chi B (Harpster y Dunsmuir, 1989); Streptomyces
plicatus Chi 63, S. plicatus Chi 63 (Robbins et al., 1992); Bacillus circulans Chi A1, B.
circulans Chi A1 (Watanabe et al., 1990); Saccharomyces cerevisiae, S. cerevisiae (Kuranda
y Robbins, 1991); Arabidopsis thaliana, A. thaliana (Samac et al., 1990); Cucumis sativus, C.
sativus (Metraux et al., 1989); Hevea brasiliensis, H. brasiliensis (Jekel et al., 1991). La
busqueda de homologias se lievé a cabo con la aplicacién FastA y los alineamientos con la
aplicacion Bestfit (apartado 3.8.2). Las identidades se indican con una linea y los cambios
conservativos con dos puntos.

GSGFANAVYFTNWGIYGRNFQPADLPASEITHVLYSFMNWRADGTIFSGD 50

soleba ey thled
ANGYANSVYFTNxXGIYDR (amino)

TYADYEKHYAGDSWNDVGTNAYGCVKQLYLLKKONRNMKVMLSIGGWTWS 100

Platie it 1t
YADDSSNDVGXNAYG (pep 11)

TNFPAAASSAATRKTFAQSAVGFMKDWGFDGIDIDWEYPADATQAQNMVL 150
LLOAVRSELDSYAAQYAKGHHFLLSIAAPAGPDNYNKLKFAELGKVLDYI 200
NLMAYDYAGSWSNYTGHDANIYANPONPNATPYNTDDAVQAYINGGVPAN 250
KIVLGMPIYGRSFQQTEGIGKPYNGIGSGSWENGIWDYKALPKAGATVKC 300

DDTAKGCYSYDPSTKELISFDTPAMI STKVSWLKGKGLGGSMFWEASADK 350

SRIARRRRRARER
SLGLGGSMFWEASADK

KGSDSLISTSHGGLGSQDSTONYLDYPNSKYDNIKKGMN 389

! sl ottt
K (pep 16) ALGGLDTTONLLSYPNSK (pep 13)

FIGURA 19. Alineamiento de los péptidos obtenidos de CHIT 42 con la
secuencia de aminoacidos de la quitinasa Chi 1 de A. album. Secuencia de A.
albumtomada de Blaiseau y Lafay (1992). La busqueda de homologias se llev6 a cabo con la
aplicacién FastA y los alineamientos con las aplicaciones Bestfit y Pileup (apartado 3.8.2).
Las identidades se indican con una linea y los cambios conservativos con uno o dos puntos.
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4.3.2.7. Reaccién antigénica de las quitinasas de T. harzianum CECT 2413

Utilizando los antisueros monoespecificos anti-quitinasa obtenidos en rat6n contra las
quitinasas CHIT 42 y CHIT 37, se procedi6é a comprobar la existencia de inmunoreaccién de
las quitinasas entre si. Los resultados obtenidos se muestran en la figura 20. Los antisueros
reconocen especificamente a las proteinas que sirvieron para generarlos. Ademds, se observa
que no existe reaccién cruzada del antisuero anti-CHIT 42 con CHIT 37 ni con CHIT 33, ni
del antisuero anti-CHIT 37 con CHIT 42 ni con CHIT 33. Asi pues, de los resultados se
deduce que, al menos CHIT 42 y CHIT 37 son muy distintas desde el punto de vista
inmunolégico y por tanto, que las tres quitinasas son proteinas probablemente codificadas

~

por genes diferentes.

Cuando se emple6 suero preinmune o cuando se utilizaron antisueros de conejo
contra la quitinasa bésica de judia (Boller ez al., 1983), cedidos por el Dr. T. Boller, del
Botanisches Institut de 1a Universidad de Basilea (Suiza) no existié inmunoreaccion.

kDa
1060 —_§
800 —§
49.5 —§ «CHIT 42

325 — <83
275 —

185 —

std. 1

FIGURA 20. Analisis antigénico de las quitinasas de T. harzianum CECT

2413. Las condiciones experimentales se describen en el apartado 3.5.1.7. (A) calle std.,

marcadores de masa molecular; calle 1, digestién de quitina (20 ng); (B) digestion de quitina

(20 ug) revelada con anti-CHIT 37 y el procedimiento de fosfatasa alcalina; (C) digestion de
. Qquitina (20 ng) revelada con anti-CHIT 42 y el procedimiento de fosfatasa alcalina.
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4.3.3 Propiedades cataliticas
4.3.3.1. Temperatura Optima

Se ha estudiado el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimdtica de las
quitinasas purificadas de T. harzianum CECT 2413, usando las condiciones experimentales
descritas en el apartado 3.6.3. Las temperaturas optimas de ensayo fueron de 45-50 °C para
CHIT 33 y CHIT 37 y de 40-45 °C para CHIT 42. Dado que a 37 °C las enzimas presentan
un buen grado de actividad (aproximadamente el 75 % de la 6ptima), por razones practicas,

en los ensayos posteriores se ha utilizado rutinariamente esta temperatura.

4.3.3.2. Especificidad para los sustratos

Con objeto de establecer la especificidad de las quitinasas purificadas por distintos
sustratos, se estudio la capacidad de estas enzimas de hidrolizar diferentes carbohidratos con
enlaces B-glucosidicos. La tabla 10 muestra los resultados obtenidos. Los resultados indican
que CHIT 33 es activa frente a quitina coloidal y glicol-quitina, mientras que CHIT 42 y
CHIT 37 son activas frente a quitina coloidal, glicol-quitina, Np-(GlcNAc)2 y, en menor
medida, sobre glicol-quitosan. Ninguna de las tres enzimas muestra actividad lisozima sobre
células de M. lysodeikticus, ni actividad quitobiosa sobre Np-GlcNAc o actividad B-N-acetil
hesoxaminidasa (EC 3.2.1.52) sobre Np-GalNAc. Igualmente, tanto CHIT 42 como CHIT
37 son capaces de hidrolizar el sustrato MeUmb-(GIcNAc)).

En conjunto, los resultados obtenidos indican alta especificidad de las tres enzimas

sobre polimeros que contienen GlcNAc de grado de polimerizacion igual o superior a tres.

4.3.3.3. Constantes de Michaelis-Menten

Con objeto de estudiar la afinidad de las quitinasas por distintos sustratos y, ain
cuando las enzimas que actian sobre polisacdridos no muestran cinéticas tipicas de
Michaelis-Menten, se realizaron ensayos seriados variando la concentracién de cada sustrato.
Los sustratos empleados fueron quitina coloidal y Np-(GlcNAc)2. Tras realizar

representaciones de dobles inversos (Lineweaver-Burk) se interpretaron los resultados

obtenidos y se calcularon las constantes respectivas (tabla 11).
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TABLA 10. Especificidad de las quitinasas para los distintos sustratos.

Sustratos CHIT33 CHIT37 CHIT42
(U/mg) (U/mg) (U/mg)
Laminarina < 0.001 < 0.001 < 0.001
Pustulan < 0.001 < 0.001 < 0.001
CMC < 0.001 < 0.001 < 0.001
Quitina coloidal 1.44 2.47 4.62
Glicol-quitosan < 0.001 0.08 0.07
Glicol-quitina 0.22 0.80 0.78
Np-(GleNAc)2 0.002 4.082 0.206
Np-(GleNAc) < 0.0003 < 0.0002 < 0.0003
Np-(GalNAc) < 0.0003 < 0.0002 < 0.0003
Células de
M.lysodeikticus ND(a) ND ND

(a) ND. No detectado. Las condiciones experimentales son las descritas en el apartado
3.6.2.

TABLA 11. Constantes cinéticas (Km) de las quitinasas purificadas.

Quitinasa Km quit. coloidal Km Np-(GlcNAc)2
(mg/ml) (mM)

CHIT 42 1.0 0.85

CHIT 37 0.5 0.70

CHIT 33 0.3 ND(@)

(a) No determinado. Las condiciones experimentales se detallan en el apartado 3.6.1.

4.3.3.4. Productos de reaccién y mecanismos de accidén
Con objeto de determinar si el mecanismo de accion de las quitinasas purificadas es

de tipo exo o endohidrolitico, se han estudiado sus productos de reaccion mediante HPLC.

Para ello, se usaron como sustratos quitina coloidal u oligosacdridos de quitina de grados de
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polimerizacién igual o inferior a cuatro. La figura 21 muestra el andlisis de los productos
solubles formados por las quitinasas purificadas tras la incubacién durante distintos periodos
de tiempo con quitina coloidal. Como se aprecia en la figura, la accién enzimdtica de CHIT
42 y CHIT 37 gener6 los productos finales (GicNAc)3, (GlcNAc)2 y GlcNAc, siendo el
mayoritario (GIcNAc)2. En presencia de los sacdridos anteriores, el producto mayoritario
resultante de la accién de CHIT 33 fue (GIcNAc)4.

20 min 4 Sh I 16 h

4 1, 324
CHIT 33 ,\I: ‘l /\.. :
. '

- - r T 1 r

CHIT 37 //\‘

CHIT 42

"N '
10 20 30 10 20 30 10 20 30

Tiempo de eluciéon (min)

FIGURA 21. Analisis de los productos de reaccion de las quitinasas
purificadas de T. harzianum CECT 2413 mediante HPLC. Las condiciones
experimentales son las descritas en el apartado 3.6.5. Se indican el grado de polimerizacion
de los productos de reaccién (1, 2, 3 y 4), el tiempo de incubacién enzimatica previo a cada
analisis y la quitinasa utilizada en cada caso.

Cuando se empled (GlcNAc)4 como sustrato, las quitinasas CHIT 42 y CHIT 37
produjeron predominantemente (GlcNAc)?2 y pequeiias cantidades de (GIcNAc)3 y de
GIlcNAc. Ambas enzimas degradan el oligosacdrido (GlcNAc)3 generando (GIcNAC)2 v
GlcNAc. La quitinasa CHIT 33 no hidroliza ninguno de los dos sustratos anteriores,
(GlcNAc)4 y (GIcNACc)3; ademds, ninguna de las enzimas hidroliza (GIcNAc)2.
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Todos estos resultados confirman el cardcter endohidrolitico que poseen las
quitinasas de 7. harzianum CECT 2413 en la hidrélisis de los polimeros de GIcNAc y el
diferente mecanismo de accién que posee CHIT 33 frente a los de CHIT 42 o CHIT 37.

4.3.4. Propiedades liticas

En la accién micopardsita de Trichoderma se ha sugerido un papel esencial para las
quitinasas (Elad ez al., 1982). En una primera aproximaci6n, para comprobar este fenémeno,
se estudi6 la capacidad de las quitinasas purificadas de T. harzianum CECT 2413 de
degradar paredes celulares del hongo fitopatogeno B. cinerea CECT 2100. Los ensayos se
realizaron en cajas de Petri que contenian una suspensién de paredes del fitopatégeno, como
se indica en el apartado 3.2.7. La figura 22 muestra los resultados obtenidos. S6lo la
quitinasa CHIT 42 es capaz por si sola de degradar paredes celulares, potencidndose su
accién cuando se combina con las otras dos quitinasas. Este resultado sugiere una interesante
accion sinérgica de las quitinasas durante la accion litica.

FIGURA 22. Actividad litica sobre paredes celulares de B. cinerea CECT
2100 asociada a las quitinasas purificadas de T. harzianum CECT 2413. Las
condiciones experimentales se describen en el apartado 3.2.7. Calle 1, CHIT 42 (10 ng);
calle 2, CHIT 37 (10 pug); calle 3, CHIT 33 (10 ug); calle 4, combinacion de CHIT 37 y CHIT 33
(10 ng de cada unay; calle 5, combinacién de las tres quitinasas (10 ug de cada una); calle 6,
combinacién de CHIT 42 y CHIT 37 (10 ug de cada una); calle 7, combinacién de CHIT 42 y
CHIT 33 (10 ug de cada una); calle 8, precipitado de sulfato aménico de un cultivo en quitina

(10 pg).
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4.3.5. Resumen de propiedades

Resultados

Las propiedades expuestas anteriormente se exponen en la tabla 12.

TABLA 12. Resumen de las propiedades de las quitinasas purificadas de T.

harzianum CECT 2413.

PARAMETRO CHIT 42 CHIT 37 CHIT 33
(valor) (valor) (valor)

Masa molecular 42 kDa 37 kDa 33 kDa

(SDS)

Masa molecular 8-15 kDa 30 kDa 32 kDa

(§-200 HR)

Radio de Stokes ND (a) 2.3 nm 2.6 nm

pl 6.2 4.6 7.8

(isoelectroenfoque)

pl 6.5 5.0 >7.0

(cromatoenfoque)

Temperatura de 45 °C 55°C 55°C

inactivacion

Glicosilacion No No No

Temperatura 40-45 °C 45-50°C 45-50°C

6ptima

Km 1.0 mg/ml 0.5 mg/ml 0.3 mg/ml

(quitina)

Km 0.85 mM 0.70 mM ND

[Np-(GicNAc)2]

Modo de accion Endo Endo Endo

Halos de lisis Si No No

en paredes

(a) ND. No determinado.
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4.4. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS B8-1,6-
GLUCANASAS y DE UNA 8-1,3-GLUCANASA DE T. harzianum CECT
2413

4.4.1. Purificacion de las B-1,6-glucanasas y criterios de
homogeneidad. Purificacion de una B8-1,3-glucanasa

El método de purificacion de estas enzimas de T. harzianum CECT 2413 est4 basado
en la utilizacién de dos técnicas fundamentales la afinidad al sustrato, pustulan, y la técnica
de cromatoenfoque. El proceso, como se verd a continuacién, es bastante similar al usado
para la purificacién de las quitinasas del mismo microorganismo.

La purificacién comenzé con la obtencién de una preparacién concentrada, resultado
de la precipitacién con sulfato aménico del sobrenadante de cultivo como se describe en el
apartado 4.3.1. Alicuotas de 3 ml de esta preparacién se adsorbieron a 0.6 ml de pustulan
particulado durante 20 min a 4 °C y con agitaciéon magnética continua, tras lo cual se
centrifugaron a 12000 x g. Los sobrenadantes (fraccién no adsorbida a pustulan) se
volvieron a adsorber a alicuotas de 0.6 ml de pustulan, repitiéndose el proceso completo dos
veces. A continuacién, todos los precipitados se lavaron tres veces con 3 ml de tamp6n
fosfato potdsico 70 mM, pH 6.0 que contenia 1 M de NaCl y se resuspendieron cada uno en
200 pl de tampén acetato potdsico 50 mM, pH 5.5 que contenfa 1 mM de PMSF y 1 mM de
NaN3. Las suspensiones obtenidas se incubaron al menos 16 h a 37 °C para que se llevase a
cabo la hidrélisis del pustulan. Las soluciones clarificadas obtenidas, resultado de la accién
enzimadtica de las B-1,6-glucanasas adsorbidas, se centrifugaron a 12000 x g durante 10 min
y el sobrenadante final se dializé tres veces frente a 2 1 de tamp6n imidazol/HC1 25 mM, pH
7.4. ’

La solucién dializada se aplicé a una columna de cromatoenfoque (1 x 20 cm)
equilibrada con tamp6n imidazol/HCI 25 mM, pH 7.4 y las muestras se eluyeron con un
gradiente de pH de 7.4 a 4.0, dado por una solucién de Polybuffer/HCI, pH 4.0 diluida
ocho veces con agua destilada. El resultado de la elucién se muestra en la figura 23. Las
fracciones con alta actividad 8-1,6-glucanasa se mezclaron, se concentraron en aparatos
Centricon PM-10 (Amicon) y se analizaron por electroforesis analitica en condiciones
desnaturalizantes. La figura 24 muestra dos bandas de proteina con masas moleculares de 66
kDa y 51 kDa, en el pico mds bdsico y una tinica banda de 43 kDa en el pico mds acidico.
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FIGURA 23. Perfil de elucién en una columna de cromatoenfoque de las B-
1,6-glucanasas de T. harzianum CECT 2413. Se aplicé una preparacion
procedente de una digestién de pustulan que contenia 18.3 U de actividad B-1,6-
glucanasa. Actividad B8-1,6-glucanasa (@), proteina (A), pH (O). Las condiciones de
cromatografia se detallan en el apartado 3.3.5.1.
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FIGURA 24. Electroforesis analitica de los picos de actividad B-1,6-
glucanasa obtenidos mediante cromatoenfoque. Las condiciones de
electroforesis son las descritas en el apartado 3.5.1.1. Calle std., marcadores de masa
molecular; calle 1, pico | del cromatoenfoque anterior (10 ug); calle 2, pico H del
cromatoenfoque anterior (10 pug).
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Finalmente, las fracciones concentradas del segundo pico se purificaron mediante
cromatografia de filtracion en gel en una columna de Sephacryl S-200 HR (1.6 x 40 cm)
equilibrada con tampén acetato potdsico 100 mM, pH 5.5 que contenfa 100 mM de KCl. Las
fracciones mds activas se concentraron y se lavaron con 50 mM de tamp6n acetato potésico
50 mM, pH 5.5 usando aparatos Centricon PM-10 (Amicon) hasta un volumen final
aproximado de 0.5 ml y finalmente se conservaron a 4 °C 6 -20 °C, condiciones en las que
no se pierde actividad de forma significativa, al menos durante un mes. Tras el andlisis de la
preparaci6n final por electroforesis analitica en condiciones desnaturalizantes y por tincion de
actividad (apartado 3.5.1.6), se observé en ambos casos una banda homogénea de 43 kDa
(figura 25). El segundo criterio de homogeneidad empleado fue la constancia de la actividad
especifica en las fracciones activas de la filtracién en gel. Esta preparacion, denominada 8-
1,6-11, se utiliz6 para los estudios que se describen mds adelante.

std

kDa
974

66.2
45.0

31.0
21.5

14.4

FIGURA 25. Andlisis mediante electroforesis analitica (A) y réplica de
actividad (B) de la B-1,6-glucanasa (B-1,6-ll) purificada de 7. harzianum
CECT 2413. Las condiciones de electroforesis y de actividad se describen en los
apartados 3.5.1.1 y 3.5.1.6, respectivamente. Calle std., marcadores de masa molecular;
calle 1, 8-1,6-11 (5 ug); calle 2, actividad correspondiente a B-1,6-1t (5 u9).
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Las fracciones concentradas del primer pico se bun‘ﬁcaron igualmente mediante
filtracién en gel en una columna de Sephacryl S-200 HR (1.6 x 40 cm) equilibrada con
tamp6n acetato potdsico 100 mM, pH 5.5 que contenia esta vez 1 M de KCI. La elucién de
esta columna (figura 26) rinde dos picos mayoritarios de proteina (A280 nm) que se
corresponden con una 8-1,6-glucanasa y con una B-1,3-glucanasa, respectivamente. Al igual
que en el caso anterior, las fracciones mds activas para cada actividad se concentraron y se
lavaron con 50 mM de tamp6n acetato potdsico 50 mM, pH 5.5 en aparatos Centricon PM-
10 hasta volimenes aproximados de 0.5 ml. El andlisis por electroforesis en condiciones
desnaturalizante de estas preparaciones muestra bandas altamente purificadas de proteina y
de actividad de 51 kDa para la B-1,6-glucanasa (figura 27) y de 66 kDa para la B-1,3-
glucanasa (figura 28). Estas preparaciones, denominadas 8-1,3-1 y 8-1,6-1, se usaron para

Tlos estudios que se describen posteriormente.
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FIGURA 26. Pertil de elucién en una columna de filtracién en gel de la B-
1,6-glucanasa (B-1,6-1) y de la 8-1,3-glucanasa (B-1,3-1) de 7. harzianum
CECT 2413. Se aplicé una preparacién procedente de un cromatoenfoque que contenia
11.6 U de actividad B-1,6-glucanasa y 10 U de actividad B-1,3-glucanasa. Actividad 8-1,6-
glucanasa (O), actividad B-1,3-glucanasa (®), proteina (A). Las condiciones de cromatografia
se detallan en el apartado 3.3.5.2.
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FIGURA 27. Andlisis mediante electroforesis analitica y réplica de actividad
de la B-1,6-glucanasa (B-1,6-1) purificada de T. harzianum CECT 2413. Las
condiciones de electroforesis son las descritas en el apartado 3.5.1.1. Calle std.,
marcadores de masa molecular; calle 1, B-1,6-1 (5 ug); calle 2, actividad correspondiente a B-
1,6-1 (5 ug).
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FIGURA 28. Analisis de la B-1,3-glucanasa (B-1,3-1) purificada de T.
harzianum CECT 2413 mediante electroforesis analitica. Las condiciones de
electroforesis son las descritas en el apartado 3.5.1.1. Calle std., marcadores de masa
molecular, calle 1, 3-1,3-1 (5 ug).
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Las tablas 13 y 14 resumen los resultados de una purificacién tipica de 8-1,6-

glucanasas y de B-1,3-glucanasa.

TABLA 13. Purificacién de las B-1,6-glucanasas de 7. harzianum CECT
2413.

Paso de Vol. Prot. Act. Act.esp. Rend. Purif.
purificaciéon (ml) (mg) (U) (U/mg) (%) (veces)
80% (NH4)2S504 160 640 62.2 0.97 100 1
Digestion
pustulan 9.0 5.1 18.3 3.58 30 4
Cromatoenfoque:
3-1,6-1 0.32 0.08 6.0 75.0 14 77
B-1,6-11 0.45 0.16 11.6 72.5 18 75
Sephacryl
S-200 HR:
B-1,6-1 0.35 0.05 2.1 157.7 3 162
8-1,6-11 0.42 0.10 7.7 77.0 12 80

TABLA 14. Purificacion de una B-1,3-glucanasa de T. harzianum CECT
2413.

Paso de Vol. Prot. Act. Act.esp. Rend. Purif.
purificacion (ml) (mg) (U) (U/mg) (%) (veces)
80% (NH4)2S04 180 121 428 3.5 100 1
Digestion
pustulan 9.0 4.5 29 6.4 7 2
Cromatoenfoque:

B-1,3-1 0.4 0.6 10 16.6 2.3 5
Sephacryl
S-200 HR:

8-1,3-1 0.4 0.05 2 40.0 0.5 12

124



Resultados

4.4.2. Propiedades moleculares
4.4.2.1. Masa molecular

Las masas moleculares de las dos B-1,6-glucanasas se estimaron tanto por
electroforesis analitica en condiciones desnaturalizantes como por cromatografia en filtracion
en gel. Mediante la primera técnica, se obtuvieron los valores ya mencionados de 51 kDa
para la B-1,6-1 y de 43 kDa para la B-1,6-11. Cuando se calcularon las masas moleculares
nativas por la técnica de filtracién en gel en una columna de Sephacryl S-200 HR (1.6 x 40
cm) calibrada con las proteinas marcadoras indicadas en el apartado 3.3.5.2, se obtuvieron
valores semejantes de 20-25 kDa para ambas B-1,6-glucanasas, probablemente consecuencia
de una retencién de ambas enzimas por la matriz de Sephacryl. El incremento en la
concentracién de KCl en el tamp6n de elucién desde 100 mM a 1 M no produjo cambios en

el valor de la masa molecular calculado por este método.

Atn cuando los datos de masa molecular estimados por filtracién en gel no se
corresponden con las masas nativas reales, es muy probable que las dos B-1,6-glucanasas
sean proteinas mondmericas. Esta sugerencia se basa, por una parte, en ¢l caracter
extracelular de las mismas y por otra, al hecho de que las bandas de actividad B-1,6-
glucanasa, detectadas en las réplicas con el sustrato, se corresponden con masa moleculares
idénticas a las calculadas mediante electroforesis en condiciones desnaturalizantes (figuras
25B y 27). Menos probable es que estas proteinas fuesen homomultiméricas con un nimero

desconocido de subunidades activas.

Para la B-1,3-glucanasa se obtuvieron masas moleculares aparentes, calculadas por
electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS y por filtracion en gel, de 66 kDa y de 5-
10 kDa, respectivamente. Al igual que en el caso anterior, la filtracién en gel produjo una
retencién de la proteina, probablemente por interaccion con la matriz que constituye el gel de
Sephacryl. En este caso, todos los intentos por determinar actividad en réplicas de agarosa
con laminarina de los geles de poliacrilamida fueron infructuosos. Por tanto, no existen

datos experimentales que apoyen el cardcter monomérico de esta proteina.
4.4.2.2. Punto isoeléctrico

Para estimar los puntos isoeléctricos de las dos B-1,6-glucanasas y de la 3-1,3-
glucanasa se han empleado las técnicas de isoelectroenfoque y de cromatoenfoque.
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Mediante isoelectroenfoque se calcularon pls de 7.4 para la 8-1,6-1, 5.8 para la -
1,6-I'y 7.7 para la B-1,3-1. Mediante cromatoenfoque acidico (intervalo de pH entre 7.4 y
4.0) se calcul6 un pl de 5.8 para la B-1,6-I1 y mediante cromatoenfoque bdsico (intervalo de
pH entre 9.4 y 6.0) se calcularon pls de 7.7 para la B-1,6-1 y de 8.0 para la 8-1,3-1. Por
tanto, las enzimas B-1,6-1 y B-1,3-I son protefnas bdsicas, mientras que la -1,6-II es
acidica.

4.4.2.3. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad

Con objeto de conocer la estabilidad de estas enzimas frente a la temperatura, se
determinaron las actividades enzimaticas tras 30 min a diferentes temperaturas entre 20 y 80
°C. La temperatura media de inactivacion, calculada como aquella a las que tras el tratamiento
las actividades se reducen al 50 %, fue de 50 °C para la B-1,6-1 y para la 3-1,6-11 y de 55 °C
para la -1,3-L

Las enzimas fueron estables a la temperatura de -20 °C, o en soluciones diluidas entre

0y 4 °C sin pérdida significativa de actividad, al menos durante un mes.
4.4.2.4. Carécter glucoproteico

Como se indicé anteriormente, la presencia de carbohidratos asociados a las proteinas
€s una caracteristica comun para la mayorfa de las proteinas extracelulares de hongos. La
glicosilacién determina en numerosos casos, cambios en las propiedades fisicas (masa
molecular, estabilidad a la temperatura, pl, etc.) o en las propiedades cinéticas (Km,
especifidad de sustrato, etc.), por lo que proteinas consideradas como isoenzimas diferentes
pueden poseer la misma estructura primaria de aminodcidos. Este fenOmeno se observa por

ejemplo en dos B-1,3-glucanasas de S. cerevisiae (Vazquez de Aldana et al., 1991).

Para determinar la naturaleza glucoproteica de las B-glucanasas purificadas de T.
harzianum CECT 2413, se realizaron experimentos andlogos a los descritos para las
quitinasas en el apartado 4.3.2.5. No se obtuvo ninguna evidencia de contenido de
carbohidratos para las B-1,6-glucanasas ni para la 3-1,3-glucanasa tras tinciones especificas
de carbohidratos en geles de poliacrilamida (técnicas de dcido peryddico-base de Schiff de
Sigma o de plata descrita por Dubray y Bezard, 1982). Tampoco se obtuvieron cambios de

movilidad electroforética en geles de poliacrilamida tras tratamientos con enzimas
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desglicosilantes (endoglicosilasa-H o a-manosidasa). Como control positivo se llevaron a

cabo los mismos experimentos con la invertasa extracelular de S. cerevisiae (Sigma).

4.4.2.5. Obtencidn de secuencias parciales de aminodcidos

En la tabla 15 se muestran las secuencias de aminoécidos determinadas para dos de

las proteinas purificadas, a saber, 3-1,6-11 y 8-1,3-1.

TABLA 15. Secuencias parciales de aminoacidos de las B-glucanasas de T.
harzianum CECT 2413.

Proteina Péptido Secuencia
3-1,6-11 amino FEPALAS(G/E)KTIKR(G/E)V
pep 5 (G/FHQONMH)YR
pep 12 (F/G)GPALA(S)GFTF
pep 18 XxLXWMTNR
pep 19 (I/G)ETNPAYSTVGMIGVLN(G)PV
B8-1,3-1 amino ATSFRRP(P/N)(N/M)(M/D)(D/H)(H/V)(V)
pep S NPTYGDVTSSNTRPSALAPG
pep 12 LGxGTFINTQNGYTGGxTPGGGDVxP
pep 13 FNTDTILMGDPTN
pep 14 xVGEAM)ATITGNGNFFK

Las condiciones experimentales son las descritas en los apartados 3.5.1.8, 3.5.2. y
3.5.3. Los aminodcidos se nombran en nomenclatura de una letra, siendo x aminodcido
indefinido. Los aminoé&cidos entre paréntesis son los mas probables.

Hay que destacar que, las secuencias obtenidas para la B-1,6-II son las primeras
secuencias descritas para proteinas con actividad B-1,6-glucanasa especifica. Cuando las
secuencias se compararon con las disponibles en las bases de datos del Laboratorio Europeo
de Biologia Molecular (EMBL) o de la Universidad de Basilea (Swiss-Prot) no se
encontraron homologias significativas con otras 3-glucanasas, ni con otras proteinas que

degradan polisacdridos.
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4.4.2.6. Reacci6n antigénica de las B-glucanasas purificadas de T. harzianum CECT
2413 '

Para definir la relacién inmunoldgica entre las B-glucanasas de T. harzianum CECT
2413, se ensayaron suero preinmune y suero que contenia antisuero anti--1,6-1I frente a un
sobrenadante precipitado con sulfato aménico obtenido en condiciones de induccién con
quitina, frente a Novozym™ 234, frente a preparaciones de cromatoenfoque que contenian
las proteinas 8-1,6-1 y B-1,3-1 y frente a preparaciones purificadas de 8-1,6-11. El suero
preinmune no dié inmunoreaccién. Sin embargo, como se aprecia en la figura 29, al usar
suero anti--1,6-1I, se produjo inmunoreaccién con una banda de una masa molecular de 43
kDa que se correspondia con la B-1,6-11 purificada. La ausencia de inmunoreaccion cruzada
con la B-1,6-1 indica la inexistencia de epitopos comunes entre ambas 3-1,6-glucanasas.
Tampoco hubo inmunoreaccién cruzada con el resto de B-glucanasas, incluyendo las tres B-
1,3-glucanasas detectadas en cultivos inducidos con quitina (apartado 4.2) y las celulasas

presentes al menos en el preparado comercial Novozym™ 234.

Con objeto de observar similitudes entre las B-glucanasas de T. harzianum CECT
2413 con las B-glucanasas de plantas, se hicieron reaccionar precipitados de sulfato amonico
obtenidos de cultivos inducidos en quitina y preparaciones purificadas de 8-1,3-1 con
antisueros contra una f-1,3-glucanasa acidica y con antisueros contra una f3-1,3-glucanasa
bdsica de tabaco (Kauffmann ez al., 1987) cedidos por el profesor Dr. B. Fritig (C.N.R.S,,
Francia). No se encontrd ninguna inmunoreaccién con estos antisueros lo que pone de

manifiesto las diferencias antigénicas entre ambos grupos de B-glucanasas.

4.4.3. Propiedades cataliticas

4.4.3.1. Temperatura éptima

Las temperaturas Optimas de las tres enzimas purificadas se determinaron mediante
los ensayos usuales descritos en los apartados 3.2.3 y 3.2.4, a pH 5.5 y variando las
temperaturas desde 20 a 80 °C. Las temperaturas éptimas obtenidas fueron de 50 °C para la
B-1,6-1y parala 3-1,6-11 y de 40 °C para la 8-1,3-1.

Dado que a 37 °C las enzimas presentan un buen grado de actividad (entre un 85 y un

90 % de las mdximas) se ha utilizado rutinariamente esta temperatura en los ensayos por

razones practicas.
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FIGURA 29. Analisis antigénico de la B-1,6-glucanasa (8-1,6-1l) de T.
harzianum CECT 2413. Las condiciones experimentales se describen en los apartados
3.5.1.1y 3.5.1.7. (A) Electroforesis analitica. (B) Western blot. El revelado se lievd a cabo
con anti-B-1,6-1l y con el procedimiento de peroxidasa. Calle std., marcadores de masa
molecular; calle 1, precipitado de sulfato aménico de un cultivo en quitina (40 ug); calle 2,
Novozym™ 234 (40 pg), calle 3, 8-1,6-1l (5 ug); calle 4, 8-1,3-1y 8-1,6 -1 (40 pg).

4.4.3.2. Especificidad para los sustratos

Se han descrito dos tipos de B-1,6-glucanasas, aquellas especificas de B-1,6-
glucanos y aquellas que poseen igualmente actividad B-1,3-glucanasa y 8-glucosidasa
(Vdzquez de Aldana et al., 1991). Para estudiar la especificidad para los sustratos de las tres
enzimas purificadas, se ensayaron sus actividades enzim4ticas frente a diversos sustratos. La
tabla 16 muestra los resultados obtenidos en porcentaje respecto al mdximo de actividad
alcanzado en cada caso.
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TABLA 16. Especificidad de las B-glucanasas purificadas para los distintos
sustratos.

Sustratos(a) B-1,6-1 B8-1,6-11 B-1,3-1
(%) (%) (%)
Laminarina 22 0 100
Pachiman 0 0 46
Pustulan 100 100 5
Glucano (S. cerevisiae) 73 36 97
CMC 0 0 0
Quitina coloidal 0 0 0
Glicol-quitina 0 0 0
Nigeran 0 0 0
Almidén 0 0 0
Dextrano 0 0 0

(a) Las condiciones experimentales son las descritas en el apartado 3.6.2. El 100 % de
actividad corresponde a 170 U/mg proteina para la B-1,6-1, 86 U/mg proteina para la 8-1,6-1 y
de 28 U/mg proteina para la 3-1,3-I.

Como puede apreciarse, la actividad de la enzima 8-1,6-1I es altamente especifica de
enlaces tipo B-1,6-glucosidicos, hidrolizando pustulan y glucanos de levaduras. La enzima
B-1,6-1 es especifica de su sustrato, el pustulan, actia en menor medida sobre el glucano de
levadura y exhibe una actividad reducida frente a la laminarina; este porcentaje puede
explicarse en los siguientes términos: la laminarina es un polisacdrido formado
fundamentalmente por enlaces B-1,3-glucosidicos que posee un 15 % de enlaces tipo B-1,6-
glucosidicos, siendo estos iltimos los que serfan atacados; la ausencia de actividad en
pachiman, polimero lineal formado exclusivamente por enlaces 8-1,3-glucosidicos se explica
en los mismos términos. La B8-1,3-I hidroliza especfficamente moléculas que contienen
enlaces tipo B-1,3-glucosidicos, como la laminarina, el pachiman y el glucano de levadura.
También se observa un porcentaje reducido de actividad frente a pustulan, actividad que sélo
se pone de manifiesto tras incubaciones prolongadas y que podria deberse a ligeras
contaminaciones de la 8-1,6-I en las preparaciones purificadas de la 3-1,3-1.

4.4.3.3. Constante de Michaelis-Menten (Kmy)

Para estudiar la afinidad de las B-glucanasas por sus sustratos, se realizaron ensayos
usando diferentes concentraciones de cada sustrato. Los sustratos empleados fueron
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laminarina en los ensayos de la 8-1,3-I y pustulan en los ensayos de las 8-1,6-glucanasas.
Las constantes de Michaelis-Menten se calcularon representando los inversos de los datos
obtenidos de la hidrdlisis inicial de los sustratos frente a los inversos de las concentraciones
de sustrato empleadas. Las Ky obtenidas fueron de 0.8 mg pustulan/ml para la 8-1,6-1, de

2.4 mg pustulan/ml para la 8-1,6-1 y de 3.3 mg laminarina/ml para la $-1,3-1.
4.4.3.4. Productos de reaccién y mecanismos de accién

Para determinar si el mecanismo de accién de las B- glucanasas purificadas es de tipo
exo o endohidrolitico se ha llevado a cabo el andlisis a distintos tiempos de los productos de
la hidrolisis de los sustratos por las distintas -glucanasas purificadas mediante HPLC. Las
figuras 30, 31 y 32 muestran los cromatogramas obtenidos a los distintos tiempos
ensayados. Como se aprecia en las figuras 30 y 31, la incubacién con pustulan de cualquiera
de las dos B-1,6-glucanasas purificadas genera una serie de oligosacdridos de menor peso
molecular que se hidrolizan a oligosacdridos ain menores cuando se incrementa el tiempo de
incubacién enzimdtica. El produto final de hidrélisis de pustulan por la $-1,6-1I fue la
gentibiosa (Glc2) y en el caso de la B-1,6-1, gentibiosa y glucosa. Ninguna de las dos
enzimas hidrolizaron, en ensayos independientes, gentibiosa, por lo que ninguna de ellas
posee actividad B-glucosidasa. El conjunto de resultados obtenidos indican que las B-1,6-

glucanasas purificadas tienen un modo de accién endohidrolitico.

Cuando se incub6 laminarina con la 8-1,3-glucanasa purificada (figura 32) se
formaron igualmente oligosacdridos de menor peso molecular, siendo la laminarotetraosa
(Glcg), la laminarobiosa (Glc2) y la glucosa los productos finales de hidrdlisis. Cuando se
ensayo la accién de la enzima sobre laminarobiosa no se observé hidrélisis. Por tanto, esta
enzima tampoco posee actividad B-glucosidasa. Los resultados obtenidos indican que la -
1,3-glucanasa purificada tiene un modo de accién endohidrolitico. Este resultado fue
posteriormente confirmado al determinar el mismo grado de hidrélisis sobre laminarina que
sobre laminarina oxidada en su extremo no reductor con acido peryddico, sustrato cedido
por el Dr. A. Durédn (Universidad de Salamanca). Este dltimo sustrato sélo es susceptible de
hidrdlisis por las endo-3-1,3-glucanasas (Nelson, 1975).
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FIGURA 30. Analisis de los productos de reaccién de la B-1,6-1 purificada de
T. harzianum CECT 2413 mediante HPLC. Las condiciones experimentales se
detallan en el apartado 3.6.5. Se indican el grado de polimerizacién de los productos de
reaccion (G1, G2, G3y G4) y el tiempo de incubacién enzimatica previo a cada analisis.
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FIGURA 31. Analisis de los productos de reaccion de la B-1,6-I1 purificada
de 7. harzianum CECT 2413 mediante HPLC. Las condiciones experimentales se
detallan en el apartado 3.6.5. Se indican el grado de polimerizacion de los productos de
reaccion (G2, G3, G4 y G5) y el tiempo de incubacién enzimatica previo a cada analisis.
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FIGURA 32. Analisis de los productos de reaccion de la B-1,3-1 purificada de
T. harzianum CECT 2413 mediante HPLC. Las condiciones experimentales se
detallan en el apartado 3.6.5. Se indican el grado de polimerizacién de los productos de
reaccion (G1, G2 y G4) y el tiempo de incubacion enzimética previo a cada analisis.
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4.4.4. Propiedades liticas

Se ha estudiado la capacidad que poseen las B-glucanasas purificadas para degradar
paredes celulares de hongos, incluyendo B. cinerea CECT 2100, G. fujikuroi IMI 58289, P.
blakesleeanus NRRL 1555, P. syringae CECT 2351 y S. cerevisiae. En estos ensayos, se
incubaron preparaciones de las enzimas purificadas con las paredes de los hongos anteriores,
determindndose posteriormente el contenido de aziicares reductores liberados. Como muestra
la tabla 17, las B-1,6-glucanasas sélo ejercen actividad enzimdtica sobre paredes celulares de
S. cerevisiae, mientras que la B-1,3-glucanasa hidroliza fundamentalmente paredes de P.

syringae CECT 2351 y de S. cerevisiae.

TABLA 17. Accion litica sobre paredes celulares de las B-glucanasas
purificadas de T. harzianum CECT 2413.

Paredes celulares(2) B-1,6-1 B-1,6-11 B-1,3-1
(%) (%) (%)
B. cinerea 0 0 0.5
G. fujikuroi 0 0 0.5
P. blakesleeanus 0 0 0
P. syringae 0 0 4
S. cerevisiae 20 2 2

(a) Los ensayos se realizaron segun se especifica en el apartado 3.2.7. Las actividades
se muestran como porcentaje de actividad siendo 100 % las actividades obtenidas en
pustulan (B-1,6-glucanasas) y en laminarina (B-1,3-glucanasa) correspondientes a las
actividades especificas ya descritas en la tabla 16.

La actividad litica sobre paredes celulares se determiné igualmente usando ensayos en
cajas de Petri que contenian suspensiones de paredes de los hongos anteriores y siguiendo el
método que se indica en el apartado 3.2.7. Ninguna de las proteinas originé halos de

clareamiento en estos ensayos.
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4.4.5. Resumen de propiedades

La tabla 18 resume las pardmetros que se han expuesto en los apartados anteriores.

TABLA 18. Resumen de las propiedades de las B-glucanasas purificadas de

T. harzianum CECT 2413.

PARAMETRO B$-1,6-1 B-1,6-11 8-1,3-1
(valor) (valor) (valor)

Masa molecular 51 kDa 43 kDa 66 kDa

(SDS)

Masa molecular 20-25 kDa 20-25 kDa 5-10 kDa

(§-200 HR) ,

Radio de Stokes ND (a) ND ND

pl 7.4 5.8 7.7

(isoelectroenfoque)

pl 7.7 5.8 8.0

(cromatoenfoque)

Temperatura de 50°C 50°C 55°C

inactivacion

Glicosilacion No No No

Temperatura 50°C 50°C 40°C

optima

Km 0.8 mg/ml 2.4 mg/ml ND

(pustulan)

Km ND ND 3.3 mg/ml

(laminarina)

Modo de accion Endo Endo Endo

Halos de lisis No No No

en paredes

(a) ND. No determinado.
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4.5. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE UNA ENZIMA DE T.
harzianum CECT 2413 QUE DEGRADA PAREDES CELULARES DE B.
cinerea CECT 2100

4.5.1. Purificacion y criterios de homogeneidad

Siguiendo el esquema de purificacién por absorcién a los sustratos enziméticos
(apartados 4.3.1 y 4.4.1), se ha abordado la purificacién de proteinas que degradan paredes
celulares de hongos filamentosos fitopatégenos. Como modelo se han utilizado paredes
purificadas del hongo fitopatégeno B. cinerea CECT 2100 (apartado 3.2.1.E).

Durante la purificacién, tras la concentracién con sulfato aménico al 80 % de
saturacién de sobrenadantes de cultivo inducidos en quitina (apartado 4.3.1), alicuotas de
0.4 ml de concentrado, se adsorbieron a 0.1 ml de una solucion 20 mg/ml de paredes
celulares purificadas y liofilizadas de B. cinerea CECT 2100, en tubos Eppendorf durante 1
h, a0 °C'y con agitacién. Transcurrido ese tiempo, las muestras se centrifugaron durante 10
min a la velocidad médxima de una centrifuga Eppendorf. Los sobrenadantes se volvieron a
adsorber a alicuotas de 0.1 ml de paredes celulares. Finalmente, todos los precipitados se
lavaron dos veces con 1 ml de tamp6n fosfato potasico 70 mM, pH 6.0, suplementado con 1
M de NaCl y se resuspendieron cada uno en 50 pl de tamp6n fosfato potdsico 70 mM, pH
6.0, que contenia 1 mM de NaN3 y 1 mM de PMSF y se incubaron al menos 16 h a 37 °C.

Los sobrenadantes, resultado de la clarificacion de las paredes celulares, contenian
actividad B-1,3-glucanasa y actividad clarificadora de paredes celulares de B. cinerea CECT
2100. Seguidamente, los sobrenadantes se concentraron hasta un volumen aproximado de
0.3 ml y se aplicaron a una columna de filtracién en gel en Sephacryl S-200 HR (1.6 x 40
cm) equilibrada en tamp6n acetato 100 mM, pH 5.5 que contenfa 100 mM de KCl. La
actividad enzimdtica capaz de degradar paredes celulares de B. cinerea CECT 2100 se
determing en las fracciones de la columna, ensayando la liberacién de grupos reductores en
suspensiones de paredes celulares (apartado 3.2.7). La actividad B8-1,3-glucanasa se
determiné segun el método descrito en el apartado 3.2.3. El perfil de elucién obtenido para
las dos actividades se muestra en la figura 33. Las fracciones mds activas de la actividad
clarificadora de paredes celulares se concentraron por Centricon PM-10 y se sometieron a
electroforesis desnaturalizante en presencia de SDS. La figura 34 muestra la banda de
proteina obtenida que resulté estar altamente purificada.
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FIGURA 33. Perfil de elucién en una columna de filtracion en gel de la
actividades B-1,3-glucanasa y clarificadora de paredes celulares de B.
cinerea CECT 2100 de T. harzianum CECT 2413. Se aplicé una preparacion
procedente de una digestion de paredes celulares que contenia 0.5 U de actividad B-1,3-
glucanasa y 1 U de actividad litica sobre paredes. Actividad B-1,3-glucanasa (O), actividad
litica sobre paredes (®), proteina (A). Las condiciones de cromatografia se detallan en el
apartado 3.3.5.2.
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FIGURA 34. Anilisis de la proteina clarificadora de paredes celulares de B.
cirenea CECT 2100, purificada de 7. harzianum CECT 2413 mediante
electroforesis analitica. Las condiciones de electroforesis son las descritas en el
apartado 3.5.1.1. Calle std., marcadores de masa molecular; calle 1, proteina clarificadora de
paredes celulares de B. cinerea (5 ug).
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En los siguientes apartados se describe la caracterizacién preliminar realizada para
esta proteina.

4.5.2. Propiedades moleculares
4.5.2.1. Masa molecular

La masa molecular de la proteina se determiné en condiciones desnaturalizantes
mediante electroforesis de poliacrilamida en presencia de SDS, resultando ser de 72 kDa. La
masa molecular en condiciones nativas se determiné mediante filtracién en gel resultando ser
de 67 kDa. La comparacion de ambos resultados confirma el cardcter monomeérico de esta
proteina.

4.5.2.2. Punto isoeléctrico

El pl de la proteina purificada se estimd por la técnica de isoelectroenfoque en un
valor de 6.7. Todos los intentos de determinar el pl de la proteina por cromatoenfoque
resultaron infructuosos, por pérdida de la actividad tras la elucién de la muestra por la

columna.
4.5.2.3. Cardcter glucoproteico

Al igual que para el resto de las proteinas caracterizadas en este trabajo, se ha
determinado el cardcter glucoproteico de la enzima que degrada paredes celulares de B.
cinerea CECT 2100. Los resultados obtenidos, tras la utilizacién de métodos de deteccion de
proteinas glicosiladas en geles de poliacrilamida en presencia de SDS (apartado 3.5.1.4),
resultaron negativos.

Igualmente, los intentos para observar cambios de movilidad electroforética en geles
de poliacrilamida en presencia de SDS vy tras tratamientos con enzimas desglicosilantes
(endoglicosilasa-H o a-manosidasa, apartado 3.5.1.4) resultaron negativos.

El conjunto de resultados indica que, nuevamente, esta proteina extracelular no estd
glicosilada o que la glicosilacion es tan reducida que no puede observarse con las t€cnicas de
deteccion empleadas.
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4.5.3. Propiedades cataliticas
4.5.3.1. Especificidad para los sustratos

Como unica propiedad catalitica, y con el objeto de establecer la especificidad por
sustrato de la enzima, se ha estudiado la capacidad de ésta para hidrolizar diferentes
carbohidratos con enlaces B-glucésidos y distintas paredes celulares purificadas de diferentes
hongos. La tabla 19 muestra los resultados obtenidos. Estos resultados indican que la
proteina uinicamente hidroliza, de los sustratos ensayados, paredes celulares de B. cinerea
CECT 2100.

TABLA 19. Especificidad para los distintos sustratos de la enzima
clarificadora de paredes celulares de B. cinerea CECT 2100 purificada.

Sustratos (a) Actividad
(U/mg prot.)

Laminarina > (0.5
Glucano (S. cerevisiae) 0
Pachiman 0
Pustulan 0
CMC 0
Quitina coloidal 0
Nigeran 0
Almidoén 0
Hide powder azure 0
Paredes celulares B. cinerea 6
Paredes celulares G. fujikuroi 0
Paredes celulares P. blakesleeanus 0
Paredes celulares P. syringae 0
Paredes celulares S. cerevisiae 0

(a) Las condiciones experimentales son las descritas en el apartado 3.6.2.

4.5.4. Propiedades liticas

Se han realizado ensayos en cajas de Petri que contenian suspensiones de paredes
celulares de B. cinerea CECT 2100 solidificadas en agarosa (apartado 3.2.7). Datos no
mostrados indican que el enzima produce halos de hidrdlisis en las paredes celulares del

hongo patdgeno.
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4.6. QUITINASAS, B8-1,3-GLUCANASAS Y 8-1,6-GLUCANASAS EN
OTRAS ESPECIES DE Trichoderma

Se ha considerado que las actividades quitinasa y 8-glucanasas son esenciales durante
la fase de penetracién en el proceso micoparasitario de Trichoderma. Por una parte, en
numerosas ocasiones, se han establecido correlaciones entre la capacidad de excretar enzimas
con actividad quitinasa y B-glucanasa y la capacidad micopardsita de distintas cepas de
Trichoderma (Elad et al., 1982). Por otra parte, Ridout ez al. (1986) estudiando la presencia
de actividades quitinasa y $-1,3-glucanasa en distintas cepas de T. harzianum y T. viride y
usando como fuentes de carbono glucosa o paredes celulares de R. solani, encontraron que
las paredes celulares de este patégeno inducian las enzimas anteriores y que sus actividades
especificas se distribuian de una manera irregular.

En este apartado del trabajo, se han comparado la produccién de actividades
quitinasa, -glucanasa y lftica sobre paredes celulares de S. cerevisiae y B. cinerea CECT
2100 en distintas cepas micoparasitas (T. harzianum CECT 2413, T. viride CECT 2423, G.
virens CECT 2460, T. harzianum IMI 206040) y no micopardsitas (T. longibrachiatum
CECT 2606, T. reesei CECT 2414 y T. koningii CECT 2412) de Trichoderma o de
Gliocladium.

Igualmente, utilizando los antisueros disponibles, se ha estudiado la presencia de las
quitinasas y de la B-1,6-glucanasa (3-1,6-II) en las distintas cepas. La fuente de carbono
elegida fue quitina al 1.5 %, usando como control negativo glucosa al 2 %.

4.6.1. Actividades quitinasa y B-glucanasa en las distintas cepas de
Trichoderma

Las tabla 20 muestran los resultados del ensayo de actividad quitinasa procedentes de
cultivos en glucosa al 2 % o en quitina al 1.5 % como fuentes de carbono. Los resultados
obtenidos indican, en los cultivos en quitina, la marcada presencia de la actividad quitinasa
en aquellas cepas descritas como micopardsitas y la casi ausencia en las descritas como no
micoparasitas.
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TABLA 20. Actividad quitinasa en distintas especies de Trichoderma y de

Gliocladium.
i Quitinasa (a)
Especie (mU/mg prot.)
Glucosa 2% Quitina 1.5%

T. harzianum CECT 2413 0 26
T. viride CECT 2423 0 23
G. virens CECT 2460 0 19
T. harzianum IMI 206040 0 10
T. longibrachiatum CECT 2606 0 2
T. reesei CECT 2414 0 4
T. koningii CECT 2412 0 2

(a) Las actividades se determinaron a las 48 h. Las condiciones experimentales son las
descritas en los apartados 3.1.3.2y 3.1.3.4.

Las actividades B-1,3-glucanasa (tabla 21) y 3-1,6-glucanasa (tabla 22) varian entre
las distintas cepas, con valores mds altos para las cepas micopardsitas T. harzianum CECT
2413 y T. viride CECT 2423.

TABLA 21. Actividad B-1,3-glucanasa en distintas especies de Trichoderma
y de Gliocladium.

. B-1,3-glucanasa (a)
Especie (mU/mg prot.)

Glucosa 2% Quitina 1.5%

T. harzianum CECT 2413 10 550
T. viride CECT 2423 10 600
G. virens CECT 2460 10 315
T. harzianum IMI 206040 10 100
T. longibrachiatum CECT 2606 15 60
T. reesei CECT 2414 45 300
T.

koningii CECT 2412 25 60

(a) Las actividades se determinaron a las 48 h. Las condiciones experimentales son las
descritas en los apartados 3.1.3.2y 3.1.3.4.
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TABLA 22. Actividad B-1,6-glucanasa en distintas especies de Trichoderma
y de Gliocladium.

. B8-1,6-glucanasa (a)
Especie (mU/mg prot.)

Glucosa 2% Quitina 1.5%

T. harzianum CECT 2413 5 250
T. viride CECT 2423 10 260
G. virens CECT 2460 10 210
T. harzianum IMI 206040 10 80
T. longibrachiatum CECT 2606 10 80
T. reesei CECT 2414 20 180
T. koningii CECT 2412 5 70

(a) Las actividades se determinaron a las 48 h. Las condiciones experimentales son las
descritas en los apartados 3.1.3.2y 3.1.3.4.

Cuando se detectd, la actividad litica sobre paredes celulares de levaduras o de B.
cinerea CECT 2100 (tabla 23) fue mds acusada en las dos cepas micopardsitas anteriores, T.
harzianum CECT 2413 y T. viride CECT 2423.

TABLA 23. Actividad litica en distintas especies de Trichoderma y de
Gliocladium.

_ Act. litica (a,b)
Especie (mm halo hidroélisis)

Glucosa 2% Quitina 1.5%

T. harzianum CECT 2413 0/0 9/8
T. viride CECT 2423 0/0 9/9
G. virens CECT 2460 0/0 3/6
T. harzianum IMI 206040 0/0 1/1
T. longibrachiatum CECT 2606 0/0 1/3
T. reesei CECT 2414 0/0 1/1
T. koningii CECT 2412 0/0 1/2

(@) Las actividades se determinaron a las 48 h. (b) El primer dato indica la actividad litica
sobre paredes celulares de levaduras y el segundo sobre B. cinerea CECT 2100. Las
condiciones experimentales son las descritas en los apartados 3.1.3.2 y 3.1.3.4.
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4.6.2. Deteccion inmunolégica de quitinasas y B-1,6-glucanasas en las
distintas cepas de Trichoderma

Tras la separacion por electroforesis en presencia de SDS de precipitados de sulfato
amonico al 80 % de saturacion (apartado 3.1.3.5) de cultivos inducidos en quitina al 1.5 %,
se procedid a la deteccién de polipéptidos en las distintas cepas micopardsitas y no
micopardsitas de Trichoderma y de Gliocladium que inmunoreaccionaran con los antisueros
obtenidos en conejo contra las quitinasas CHIT 42, CHIT 37 y CHIT 33 y los obtenidos en
ratén contra la B-1,6-glucanasa, 8-1,6-11 de T. harzianum CECT 2413 (apartado 3.4).

Los antisueros ensayados contra las quitinasas CHIT 42 y CHIT 33 sélo dieron
inmunoreaccién en las muestras de tres de las cepas descritas como micopardsitas, T.
harzianum CECT 2413, T. viride CECT 2423 y mds débilmente de G. virens CECT 2460
(figuras 35 y 37), mientras que el antisuero anti-CHIT 37 di6 una inmunoreaccién fuerte con
polipé€ptidos de 37 kDa en las cepas T. harzianum CECT 2413 y T. viride CECT 2423, con
un polipéptido de 35 kDa en G. virens CECT 2460 y una inmunoreaccién débil con
polipéptidos de 37 kDa y 35 kDa en las cepas T. harzianum IMI 206040 y T. koningii CECT
2412, respectivamente (figura 36). El resto de bandas débiles observadas fueron resultado
de reacciones inespecificas, pues tanto la intensidad como la distribucién de las mismas no

fueron reproducibles de un experimento a otro.

El empleo del antisuero anti-B-1,6-1II (figura 38) puso de manifiesto la ubicuidad de la
proteina B-1,6-I1 en todas las cepas.
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- CHIT 42

FIGURA 35. Analisis antigénico de la quitinasa CHIT 42 en distintas cepas de
Trichoderma y en Gliocladium. Se siguié el procedimiento experimental descrito en el
apartado 3.5.1.7 utilizando anti-CHIT42 y el procedimiento de revelado de peroxidasa. Se cargd
una cantidad de precipitados de sulfatos aménicos de cultivos de cada cepa inducidos en quitina al
1.5 %, equivalente a 50 ug de proteina por pocillo. Calle 1, T. harzianum CECT 2413; calle 2, T.
viride CECT 2423; calle 3, G. virens CECT 2460; calle 4, T. harzianum IMI 206040; calle 5, T.
longibrachiatum CECT 2606; calle 6, T. reesei CECT 2414; calle 7, T. koningii CECT 2412.

- CHIT 37

FIGURA 36. Analisis antigénico de la quitinasa CHIT 37 en distintas cepas de
Trichoderma y en Gliocladium. Se sigui6 el procedimiento experimental descrito en el
apartado 3.5.1.7 utilizando anti-CHIT 37 y el procedimiento de revelado de peroxidasa. Se cargé
una cantidad de precipitados de sulfatos aménicos de cultivos de cada cepa inducidos en quitina al
1.5 %, equivalente a 50 pug de proteina por pocillo. Calle 1, T. harzianum CECT 2413; calle 2, T.
viride CECT 2423; calle 3, G. virens CECT 2460; calle 4, T. harzianum IMI 206040; calle 5, T.
longibrachiatum CECT 2606; calle 6, T. reesei CECT 2414; calle 7, T. koningii CECT 2412.
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FIGURA 37. Andlisis antigénico de la quitinasa CHIT 33 en distintas cepas de
Trichoderma y en Gliocladium. Se siguié el procedimiento experimental descrito en el
apartado 3.5.1.7, utilizando anti-CHIT33 y el procedimiento de revelado de peroxidasa. Se cargd
una cantidad de precipitados de sulfatos aménicos de cultivos de cada cepa inducidos en quitina al
1.5 %, equivalente a 50 ug de proteina por pocillo. Calle 1, T. harzianum CECT 2413; calle 2, T.
viride CECT 2423; calle 3, G. virens CECT 2460; calle 4, T. harzianum IMI 206040; calle 5, T.
longibrachiatum CECT 26086; calle 6, T. reesei CECT 2414; calle 7, T. koningii CECT 2412.
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FIGURA 38. Anailisis antigénico de la B-1,6-glucanasa B-1,6-11 en distintas cepas
de Trichoderma y en Gliocladium. Se siguié el procedimiento experimental descrito en el
apartado 3.5.1.7 utilizando anti-B-1,6-1l y el procedimiento de revelado de peroxidasa. Se cargo
una cantidad de precipitados de sulfatos aménicos de cultivos de cada cepa inducidos en quitina al
1.5 %, equivalente a 50 ug de proteina por pocillo. Calle 1, T. harzianum CECT 2413; calle 2, T.
viride CECT 2423; calle 3, G. virens CECT 2460; calle 4, T. harzianum IMI 206040; calle 5, T.
longibrachiatum CECT 2606; calle 6, T. reesei CECT 2414, calle 7, T. koningii CECT 2412.

146



5. DISCUSION



Discusion

En los dltimos afos, las especies del género Trichoderma estdn siendo objeto de
numerosos estudios debido, entre otras razones, a sus propiedades de agente de control
bioldgico contra diversas enfermedades de naturaleza fungica que afectan a las plantas
cultivadas (Papavizas, 1985). De los tres modos de accién propuestos para explicar el efecto
antifungico de Trichoderma (competencia por nutrientes, antibiosis y micoparasitismo), se
ha sugerido que el proceso micoparasitario es el principal mecanismo por el que estas
especies controlan y combaten a los hongos patégenos de plantas (Elad ez al., 1982).

La accién micopardsita de Trichoderma comprende diversas etapas (Chet, 1990):
localizacidn, reconocimiento, unién al hospedador, penetracién y digestion de los contenidos
intracelulares de los hongos parasitados (apartado 1.3). La excrecion en las zonas de
interaccién hospedador-pardsito de enzimas capaces de degradar las paredes celulares y las
membranas plasmadticas de los hongos hospedadores, se ha considerado esencial durante la
fase de penetracion (Elad er al., 1982; Ridout et al., 1988; Sivan y Chet, 1989). Puesto que
la quitina y los B-glucanos son los polimeros mds abundantes de la pared celular de los
hongos, en este trabajo se ha estudiado la regulacién por la fuente de carbono y la
purificacién y caracterizacion de diversas enzimas con actividad quitinasa, B-1,3 y B-1,6
glucanasa que podrian participar en el proceso micoparasitario de T. harzianum CECT 2413.
Igualmente, se ha iniciado el aislamiento y caracterizacién de otras enzimas con capacidad
para degradar paredes celulares de hongos fitopatégenos, comenzando por una enzima capaz
de degradar especificamente paredes celulares del hongo B. cinerea CECT 2100.
Finalmente, se ha analizado en distintas cepas micopardsitas y no micopardsitas de
Trichoderma y Gliocladium, la presencia de las actividades estudiadas y de algunas de las
enzimas purificadas con el fin de determinar la posible contribucién de las mismas en el
micoparasitismo de T. harzianum CECT 2413.

A continuacidn, se discuten los resultados obtenidos.

5.1. REGULACION DE LA SINTESIS DE LAS ACTIVIDADES
ENZIMATICAS ESTUDIADAS EN T. harzianum CECT 2413

La actividad especifica extracelular de las enzimas hidroliticas quitinasa, 3-1,3 y 8-
1,6-glucanasa varia considerablemente cuando T. harzianum CECT 2413 se cultiva en
distintas fuentes de carbono (tabla 6). Los datos obtenidos sugieren que la sintesis de las
actividades extracelulares 8-1,3 y 8-1,6-glucanasa, quitinasa y quitobiasa estd modulada por
la fuente de carbono y sujeta a induccidn por sustrato y represion por glucosa.
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Los experimentos de cinética de excrecion a diferentes concentraciones de sustratos
inductores (figura 6) y el efecto de diferentes concentraciones de glucosa sobre la excrecion
de estas actividades (figura 7), apuntan favorablemente a que esta hipétesis sea cierta. En
cultivos sometidos a induccién por sustrato, los resultados obtenidos utilizando inhibidores
de la traduccion (cicloheximida) o de la transcripcién (8-hidroxiquinolina) a concentraciones
empleadas en otros hongos filamentosos (Ulhoa y Peberdy, 1991; Santos et al., 1977)
indican que se requiere sintesis de proteina y de RNA para el incremento extracelular €
intracelular de las actividades especificas de las enzimas estudiadas (figura § y tabla 7). Dado
ademds que los efectos son similares para ambos tipos de inhibidores, la induccién o
modulacién por sustrato debe operar a nivel transcripcional. Estos resultados se han
confirmado al menos para la quitinasa CHIT 42, cuyo cDNA ha sido clonado, secuenciado y
caracterizado por Irene Garcia (Tesis Doctoral en realizacion, Universidad de Sevilla).
Andlisis de Northern con el cDNA correspondiente y RNA extraido de T. harzianum CECT
2413 en distintas fuentes de carbono, que incluyen entre otras, quitina al 2 %, quitina al 2 %
suplementada con glucosa al 2 % y glucosa al 10 %, al 2 % o al 0.1 %, ponen de manifiesto
la presencia abundante del mensajero sélo en presencia de quitina al 2 % y una débil

presencia en glucosa al 0.1 %.

Ejemplos de mecanismos regulatorios semejantes se han puesto de manifiesto en
distintas especies de Trichoderma para otras actividades como las celulasas (Montenecourt,
1983), xilanasas (Royer y Nakas, 1990), quitobiasas (Ulhoa y Peberdy, 1993) o proteasas
(Geremia et al., 1993) y en otros hongos filamentosos; asi, y tras un andlisis de Northern
similar al previamente mencionado, se postula igualmente la induccién por quitina y la
represion catabolica para la quitinasa Chi 1 de A. album (Blaiseau et al., 1992). Por otra
parte, la represién catabolica es un fendmeno frecuente en enzimas que degradan
polisacdridos. Por ejemplo, la sintesis de B-1,3 y de B-1,6-glucanasas de Neurospora crassa
(del Rey et al., 1979) y la sintesis de B-1,3-glucanasas de Penicillium italicum (Santos et al.,
1978b, Santos et al., 1979) o de Sclerotium glucanicum (Rapp, 1992) son reprimibles por
fuentes de carbono facilmente asimilables, como también lo son la $3-1,3-glucanasa descrita
en B. cinerea (Stahman er al., 1992) o la descrita en P. oxalicum (Copa-Patifio et al., 1989).
En los ejemplos anteriores, las actividades B-glucanasas se desreprimen en situaciones de
limitacién de fuente de carbono (Glc 0.1 %), fendmeno asociado a la autdlisis del micelio 0 a
la degradacién del B-1,3-1,6-glucano que algunos de estos hongos excretan a los medios de
cultivo y que se utiliza como fuente de carbono cuando otras mds facilmente metabolizables
no estdn disponibles. En nuestro caso, y al menos durante las primeras 48 h de limitacién de
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la fuente de carbono, no se pone de manifiesto el fendmeno de desrepresion de las B-
glucanasas de T. harzianum CECT 2413 (tabla 6).

En este trabajo no se han realizado un andlisis exhaustivo para identificar los
verdaderos inductores de las actividades estudiadas. Los polimeros son macromoléculas
demasiado grandes para considerarlos como verdaderos inductores moleculares. En €l caso
de las quitinasas, se ha apuntado la posible funcién de la quitobiosa como inductor, por
analogia al modelo descrito para las celulasas de T. reesei, especie donde la entrada de la
celobiosa desencadena la induccién de las CBHs (Kubicek et al., 1993). En nuestro caso, se
produce la excrecidn de la actividad quitinasa en presencia de GIcNAc y de GIcN (tabla 6) y
al menos para CHIT 42, el mensajero también se induce en presencia de GlcNAc (Irene

Garcia, Tesis Doctoral en realizacién, Universidad de Sevilla).

5.2. PURIFICACION Y CARACTERIZACION DE LAS ENZIMAS
ESTUDIADAS EN T. harzianum CECT 2413

La presencia de distintas isoenzimas en los sistemas de degradacion de polisacdridos
es un fenémeno frecuente encontrado en numerosos microorganismos (Deshpande, 1986) y
es consecuencia de la existencia de diferentes genes (Watanabe et al., 1992a) o de
modificaciones post-traduccionales del producto de un mismo gen, como por ejemplo,
proteolisis o diferentes estados de glicosilaciéon (Watanabe et al., 1990; Nebreda et al.,
1987). Esta diversidad de enzimas para una misma actividad se ha interpretado como una
optimizacién molecular para la degradacion mds efectiva de los sustratos atacados
(Deshpande, 1986; Ridout ez al., 1988).

Como paso previo a la purificacion de las enzimas de este trabajo, a partir de
preparaciones extracelulares concentradas de cultivos de T. harzianum CECT 2413 en
quitina al 1.5 %, se han llevado a cabo experimentos de cromatoenfoque que han permitido
distinguir analiticamente, tres isoenzimas con actividad B-1,3-glucanasa de pls >7.0, 6.5 y
5.3 (figura 9), dos isoenzimas con actividad B-l,6-glu¢anasa de pls >7.0 y 5.8 (figura 10) y
tres isoenzimas con actividad quitinasa de pls >7.0, 6.5 y 5.0 (figura 11). Como se sugerird
posteriormente, algunas de estas isoenzimas no parecen ser el resultado de modificaciones
post-traduccionales de un mismo producto génico, sino que estdn codificadas por genes
diferentes.
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Ademds de las identificadas en presencia de quitina, T. harzianum CECT 2413 podria
excretar otras isoenzimas cuando se cultiva en otras fuentes de carbono. Resultados
preliminares no mostrados en este trabajo, indican la presencia de otra isoenzima con
actividad 8-1,3-glucanasa de pl 6.0 cuando T. harzianum CECT 2413 se cultiva con paredes
celulares de B. cinerea CECT 2100 como fuente de carbono.

5.2.1. Quitinasas de T. harzianum CECT 2413

Aunque se conoce bastante sobre las quitinasas de bacterias (Jones et al., 1986;
Watanabe er al., 1992a), levaduras (Correa et al., 1982; Kuranda y Robbins, 1991) y
plantas (Collinge et al., 1993), los trabajos de purificacién y caracterizacién en hongos
filamentosos son muy escasos y en numerosos casos las purificaciones descritas son s6lo de
cardcter parcial (di Pietro et al., 1993; Harman et al., 1993; Kunz et al., 1992; Ohtakara,
1988; Pedraza-Reyes y Lépez-Romero, 1989; Pegg, 1988; Reyes ez al., 1989; Ulhoa y
Peberdy, 1992; Usui er al., 1990; Yanai er al., 1992; Zarain-Herzberg y Arroyo-Begovich,
1983).

En este trabajo, siguiendo un procedimiento rdpido, ficil y extremadamente
especifico, se ha conseguido la purificacién a homogeneidad electroforética de las tres
isoenzimas con actividad quitinasa de T. harzianum CECT 2413 (CHIT 42, CHIT 37 y
CHIT 33) procedentes de cultivos con quitina como unica fuente de carbono. El método
desarrollado incluye la concentracién de los sobrenadantes libres de células con sulfato
aménico y como pasos unicos y criticos, la afinidad a quitina coloidal, que retiene
primordialmente las tres proteinas con actividad quitinasa y la técnica de cromatoenfoque,
que aprovecha los diferentes puntos isoeléctricos de las mismas (bdsico para CHIT 33, casi
neutro para CHIT 42 y acidico para CHIT 37) para su posterior separacion. Es de destacar
que, con la excepcién de una quitinasa de T. reesei (Usui et al., 1990), éste es el primer
trabajo donde se purifican a homogeneidad electroforética quitinasas del género Trichoderma
y en particular de hongos micopardsitos. Con posterioridad, otros grupos han descrito la
purificacién de una quitinasa de 7. harzianum que suponemos se corresponde con CHIT 42
(Ulhoa y Peberdy, 1992; Harman et al., 1993) y una quitinasa del hongo micoparasito A.
album (Kunz et al., 1992). En ninguno de los trabajos anteriores, salvo en el caso de la
quitinasa de T. reesei que incluye un paso por una columna de (GlcNAc)2-Sepharose CL-

4B, se incluyen etapas de purificacién por afinidad.

Los rendimientos de cada proceso completo de purificacion (tabla 8) son
relativamente bajos (2-5 % de la actividad total) pero suficientes para poder abordar estudios
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cinéticos, inmunoldgicos y de microsecuenciacion con las proteinas purificadas. Estos
valores tan reducidos en los rendimientos pueden deberse a una sobreestimacion de la
actividad especifica en las preparaciones iniciales, por efectos cooperativos de las tres
quitinasas en combinacion con otras enzimas quitinoliticas como las quitobiasas. De hecho,
se han observado efectos sinérgicos sobre paredes celulares de B. cinerea CECT 2100 al
ensayar la actividad litica de CHIT 42 con CHIT 37 o CHIT 33 (figura 22). La existencia de
efectos sinérgicos afecta tambien a los rendimientos en el proceso de purificacion de las
celulasas de T. reesei (Béguin, 1990) y de la quitinasa Chi 1 de A. album (Kunz et al.,
1992).

En general, las quitinasas son proteinas monoméricas de masas moleculares
comprendidas entre 30 y 50 kDa. Las purificadas en este trabajo son también proteinas
monoméricas de masas moleculares 42 kDa (CHIT 42), 35-40 kDa (CHIT 37) y 35-30 kDa
(CHIT 33). La masa molecular de CHIT 42 deducida de su secuencia de aminodacidos es
aproximadamente de 43 kDa (Irene Garcia, Tesis Doctoral en realizacién, Universidad de
Sevilla). El cardcter monomérico queda confirmado tras la comparaciéon de las masas
obtenidas mediante electroforesis en geles de poliacrilamida que contenfan SDS, tinciones de
actividad en geles de poliacrilamida que contenian SDS y glicol-quitina, y cromatografia de
filtracion en gel. El comportamiento anémalo observado cuando CHIT 42 se sometié a
cromatografia de filtracién en gel (masas moleculares de 8-15 kDa) puede deberse a un
fenémeno de afinidad por el soporte cromatografico puesto que, tras su elucion, si se somete
de nuevo a electroforesis en condiciones desnaturalizantes la proteina recupera una masa
molecular de 42 kDa. La retencion sufrida no pudo eliminarse incrementando la fuerza iénica
del tampon de elucién de la columna. Se han observado fenémenos similares de afinidad por
soportes de Sephacryl (un a-1,6-alil dextrano unido a bisacrilamida) para otras hidrolasas
que degradan polimeros de las paredes celulares de los hongos, entre ellas una B-1,3-
glucanasa extracelular de T. longibrachiatum (Tangarone er al., 1989), dos quitinasas de
cebada (Jacobsen et al., 1990) y como se describird mds tarde, para las B-glucanasas
purificadas y caracterizadas en este trabajo. Masas moleculares similares a las obtenidas aqui
se han descrito para quitinasas de otros hongos filamentosos: A. album 40 kDa (Kunz ez al.,
1992), Aspergillus nidulans 27 kDa (Reyes et al., 1989), G. virens 41 kDa (di Pietro ez al.,
1993), M. rouxii 30 y 25 kDa (Pedraza-Reyes y Lopez-Romero, 1989), N. crassa 21 kDa
(Zarain-Herzberg y Arroyo-Begovich, 1983), Picnoporus cinnabarinus 38 kDa (Ohtakara,
1988), R. oligosporus 50y 52 kDa (Yanai er al., 1992) T. harzianum 40 kDa (Ulhoa y
Peberdy, 1992), T. harzianum 41 kDa (Harman et al., 1993), T. reesei 58 kDa (Usut et al.,
1990) y Verticillium albo-atrum 64-58 kDa (Pegg, 1988).
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La mayoria de las quitinasas descritas son estables en condiciones de
desnaturalizacién térmica. El caso extremo es el de la quitinasa de Streptomyces
thermoviolaceus que, cuando se somete a periodos de 30 min a temperaturas entre 60 y 90
°C mantiene el 100 % de la actividad, siendo su temperatura 6ptima de ensayo de 80 °C
(Tsujibo et al., 1993). Las quitinasas purificadas en este trabajo son medianamente
termoestables; las temperaturas de inactivacion térmica obtenidas estdn comprendidas entre
los 40 y 55 °C, con temperaturas 6ptimas de ensayo comprendidas entre 40 y 50 °C. La
glicosilacién es una caracteristica comin de las enzimas que degradan polisacdridos
(Montenecourt, 1983; Yoshizumi y Ashikari, 1987) y en numerosos casos es el fenémeno
determinante de variaciones de algunas de sus propiedades como la estabilidad a la
temperatura. Asi por ejemplo, la glicosilacién determina la estabilidad térmica de la invertasa
de levaduras (Brown et al., 1979) o de dos B-1,3-1,4-glucanasas de cebada (Doan y
Fincher, 1992). Se han descrito quitinasas glicosiladas en levaduras (Correa et al., 1982;
Kuranda y Robbins, 1991), en algunos hongos filamentosos (Kunz et al., 1992; Yanai et
al., 1992) y en algunas plantas (Collinge er al., 1993). No obstante, cuando se determiné el
cardcter glicoproteico de las quitinasas purificadas de T. harzianum CECT 2413 no se
obtuvo ninguna evidencia de unién de carbohidrato a los polipéptidos de las mismas. Estos
resultados se han confirmado al menos para CHIT 42 puesto que, en su secuencia deducida
de aminodcidos sélo se hallé un sitio posible de N-glicosilacién (Irene Garcia, Tesis
Doctoral en realizacién, Universidad de Sevilla) que probablemente no esté ocupado o si lo
estd, contiene poca representacion de carbohidrato. Esta enzima, al igual que las dos
quitinasas restantes, no cambia su movilidad electroforética relativa tras someterla a
tratamientos con endoglicosidasa H (enzima que elimina las uniones N-glicosilicas en las
glicoproteinas). En numerosos casos, diferentes estados de glicosilacion de un mismo
polipéptido determinan cambios fisico-quimicos (masa molecular, pl, estabilidad, etc.) y
cinéticos (Km, especificidad por sustrato, etc.) tales que implican la existencia de diferentes
isoenzimas productos de un mismo gen (Nebreda et al., 1987). La ausencia de glicosilacién
obtenida para las quitinasas de T. harzianum CECT 2413 indican que éste no es nuestro

caso.

Existen evidencias de que las tres quitinasas purificadas son productos de diferentes
genes, entre ellas los resultados derivados del andlisis de las secuencias parciales de
aminodcidos (tabla 9) y los andlisis de inmunoreaccion cruzada con los antisueros obtenidos
en este trabajo (figura 20). Con respecto al andlisis de secuencias, ni los extremos amino

terminales ni los péptidos internos que se obtuvieron fueron idénticos. La comparacion de
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las secuencias de aminoécidos obtenidas con los bancos de datos demuestra que CHIT 42
posee regiones semejantes a las descritas para algunas quitinasas bacterianas (figura 18A),
mientras que CHIT 33 posee regiones conservadas con la quitinasa de S. cerevisiae y las
acidicas de algunas plantas (figura 18B). Ademds, mientras que las secuencias obtenidas
para CHIT 42 son altamente homélogas a la secuencia disponible de la quitinasa Chi 1 de A.
album (figura 19), no existe tal homologia para las secuencias obtenidas para CHIT 37 y
CHIT 33. Las secuencias de los péptidos 11 (codificante) y 6 (no codificante) han servido
para construir oligonucleétidos degenerados que han permitido la clonacién del cDNA
correspondiente a la quitinasa CHIT 42 (Irene Garcia, Tesis Doctoral en realizacidn,
Universidad de Sevilla). Finalmente, en la secuencia deducida de aminodcidos de CHIT 42
no pudieron alinearse ninguno de los péptidos obtenidos para CHIT 37 y para CHIT 33
(Irene Garcia, Tesis Doctoral en realizacién, Universidad de Sevilla). Todos estos
resultados, descartan la posibilidad de que CHIT 37 y CHIT 33 sean productos proteoliticos

de CHIT 42 y apuntan a la existencia de distintos genes para las tres proteinas.

La obtencién de antisueros dirigidos contra CHIT 42 y CHIT 37 han permitido
realizar ensayos de inmunoreaccion cruzada, concluyéndose que ninguno de los antisueros
obtenidos contra una de las quitinasas reaccionaba con las otras dos (figura 20) y
demostrdndose las distintas propiedades inmunol6gicas de las quitinasas purificadas. De
nuevo, se descarta que alguna de las tres quitinasas sean productos proteoliticos de las
restantes, y se refuerza la evidencia de que las tres quitinasas estén codificadas por diferentes
genes. Las proteinas purificadas tampoco inmunoreaccionaron con antisueros anti-quitinasa
bésica de judia (Boller ez al., 1983). La imposibilidad de disponer de antisueros contra las
quitinasas acidicas de las plantas A. thaliana y C. sativus, proteinas con las que al menos un
péptido de CHIT 33 muestra un alto grado de identidad (figura 18B), impidi6 realizar
ensayos de inmunoreaccién que mostrasen mayores grados de similitud entre CHIT 33 y

este grupo de quitinasas de origen vegetal.

Las quitinasas de T. harzianum CECT 2413 son especificas para sustratos
oligoméricos de GlcNAc (tabla 10) y no poseen actividad lisozima, ausente en las quitinasas
de origen bacteriano y fiingico pero presente en numerosas quitinasas de origen vegetal
(Collinge er al., 1993). CHIT 42 y CHIT 37 presentan también una débil actividad
(aproximadamente el 2 % de la obtenida en quitina) frente a glicol-quitosan (tabla 10). Dado
que el quitosan es el polimero parcialmente desacetilado de la quitina, la actividad obtenida

debe interpretarse no como actividad inherente a las quitinasas purificadas, sino como
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resultado de la accién enzimdtica de estas quitinasas en las zonas con GlcN acetiladas del

glicol-quitosan.

Dada la heterogeneidad y la insolubilidad de la quitina y de aquellos compuestos més
susceptibles a la accién enzimadtica de las quitinasas, glicol-quitina, quitina regenerada y
quitina coloidal, los estudios cinéticos son dificiles de interpretar. No obstante, en
numerosos casos, se han realizado medidas de las constantes de Michaelis-Menten (Cabib,
1987). Como es frecuente en las quitinasas en las que se han estudiado estos pardmetros, las
quitinasas de 7. harzianum CECT 2413 también muestran una alta afinidad por la quitina
coloidal, encontrdndose comprendidos los valores calculados de Km entre concentraciones
de 0.3 a 1 mg de quitina coloidal/ml (tabla 11). M4s dificil es el andlisis de las Km de orden
micromolar calculadas usando Np-(GlcNAc)2 puesto que, en nuestro conocimiento, ningin

otro trabajo de caracterizacion de quitinasas ha descrito este pardmetro para este sustrato.

Las tres quitinasas purificadas degradan polimeros de GIcNAc mediante un
mecanismo de tipo endohidrolitico, mecanismo caracteristico de las quitinasas de origen
vegetal y fingico. No obstante, existen diferencias entre el modo de acciéon de CHIT 33 y el
de CHIT 42 y CHIT 37 (figura 21). Por una parte, mientras que CHIT 33 rinde como
producto final de hidrélisis mayoritariamente (GlcNAc)4, CHIT 42 y CHIT 37 rinden
(GIcNACc)2. Por otra parte, CHIT 42 y CHIT 37 degradan oligosacdridos de un grado de
polimerizacidn superior o igual a 3, mientras que CHIT 33 debe degradar oligosacéridos de
un grado de polimerizacién superior a 4, puesto que el oligosacdrido (GlcNAc)4 no es
susceptible de hidrdlisis. La transglicosilacion es una actividad enzimdtica asociada a algunas
quitinasas y lisozimas (quitinasa de T. reesei y lisozima de huevo de gallina, Usui ez al.,
1990) que da como resultado la formaciéon de oligosacdridos de mayor grado de
polimerizacion a partir de oligosacdridos de menor grado de polimerizacién [(GIcNAc)g a
partir de la transglicosilacion de (GlcNAc)?, cuando se usa como sustrato (GIcNAc)4]. En
ningin caso, se han detectado reacciones de transglicosilacién al utilizar los oligosacéridos
(GIcNAc)3 y (GIcNAc)4. Finalmente, ninguna de las tres enzimas degrada la quitobiosa,
(GlcNAc)2, sustrato é€ste ultimo de las enzimas con actividad quitobiasa o B-N-
acetilhesoxaminidasa (Ulhoa y Peberdy, 1993).

5.2.2. B-glucanasas de T. harzianum CECT 2413

A diferencia de las 8-1,3-glucanasas, que se han estudiado exhaustivamente en

bacterias y plantas y cuyas propiedades moleculares y bioquimicas se conocen perfectamente
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(Watanabe er al., 1992b; Carvalho et al., 1992), los trabajos con B-1,6-glucanasas son muy
escasos. Ademds, mientras que abundan los trabajos de levaduras sobre la caracterizacion de
las diferentes 3-1,3-glucanasas especificas e inespecificas con actividades adicionales 3-1,6-
glucanasa y B-glucosidasa (Vdzquez de Aldana et al., 1991), los estudios referentes a
purificaciones y caracterizaciones de las enzimas B-1,3-glucanasa y B-1,6-glucanasa de

hongos filamentosos son relativamente escasos.

En este trabajo, se ha conseguido la purificacién a homogeneidad electroforética de
las dos B-1,6-glucanasas (B-1,6-1 y 8-1,6-II) y de una de las tres B-1,3-glucanasas (B-1,3-I)
que T. harzianum CECT 2413 excreta al medio cuando utiliza quitina como fuente de
carbono. El procedimiento de purificacion empleado, similar al descrito previamente para las
quitinasas del mismo microorganismo, incluye un método de adsorcién especifica de las
enzimas a B-1,6-glucano (pustulan) y la técnica de cromatoenfoque como pasos criticos. La
separacion final de las proteinas -1,6-1y B-1,3-1 se consiguié mediante cromatografia de
filtracién en gel, aprovechando para ello las diferentes retenciones de las enzimas en el
soporte cromatografico. Esta es la primera vez que se purifican a homogeneidad
electroforética dos §3-1,6-glucanasas de hongos micopardsitos y también la primera vez que

se caracteriza una endo-B-1,3-glucanasa de T. harzianum.

El método de purificacién ofrece rendimientos bajos (tablas 13 y 14) pero suficientes
para llevar a cabo estudios cinéticos, inmunolégicos y de microsecuenciacién con las
proteinas purificadas. Como se ha discutido para las quitinasas, los valores tan reducidos en
los rendimientos (del orden del 5 al 10 % para las B-1,6-glucanasas y del orden del 1 % para
la B-1,3-glucanasa) pueden ser consecuencia de una sobreestimacién de la actividad
especifica en las preparaciones iniciales, debido a efectos cooperativos con otras actividades

como las 3-1,3-glucanasas no purificadas o las 3-glucosidasas.

En general, las B-glucanasas son proteinas monoméricas de masas moleculares
distribuidas entre 30 y 80 kDa y de pls bdsicos, neutros y acidicos. Las B-1,6-glucanasas
purificadas en este trabajo son probablemente mondémericas de masas moleculares y pls de
51 kDay pl 7.4-7.8 (3-1,6-1) y de 43 kDa y pI 5.8 (B-1,6-1I). El caracter monomérico se
deduce al hecho de que estas enzimas son extracelulares y a la actividad, que se aprecian en
las réplicas de agarosa que contenian pustulan, a masas moleculares idénticas a las calculadas
en los geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (figuras 25 y 27). Este
planteamiento no excluye el que las proteinas sean homomultiméricas con subunidades

activas. El criterio de comparaciones de las masas moleculares obtenidas mediante
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electroforesis desnaturalizantes y cromatografia de filtracién en gel no fue vilido, puesto
que, al igual que sucedi6é para CHIT 42, ambas 8-1,6-glucanasas mostraron afinidad por el
soporte cromatografico de Sephacryl, afinidad que no pudo solventarse aumentando la
fuerza i6nica del tampon de elucién en la columna. Las masas moleculares para otras 3-1,6-
glucanasas descritas en hongos filamentosos son similares a las obtenidas en este trabajo: G.
fujikuroi 37 kDa (Shibata y Fukimbara, 1973), N. crassa 47 kDa (Hiura et al., 1987) y R.
chinensis 30 kDa (Yamamoto et al., 1974).

Por otra parte, la 3-1,3-glucanasa purificada en este trabajo (3-1,3-I) posee una masa
molecular de 66 kDa y un pl de 7.7-8.0. La ausencia de un ensayo de actividad en geles o en
réplicas de agarosa conteniendo laminarina y la retencién observada en la columna de
filtracién en gel, en este caso algo mds acentuada que la previamente descrita para las 3-1,6-
glucanasas, impiden asignar un caracter monomérico para esta enzima. El fenémeno de
retencion en soportes de Sephacryl se ha descrito previamente para una B-1,3-glucanasa de
T. longibrachiatum (Tangarone et al., 1989) de masa molecular y pl similares a los
calculados para la 3-1,3-glucanasa de este trabajo. Masas similares también se han descrito
en otros hongos filamentosos, algunas de ellas de cardcter monomérico: Basydiomicete
aphyllophorales 73 kDa (Tsujisaka et al., 1981), N. crassa 82 kDa (Hiura ez al., 1986), P.
italicum 65-68 kDa (Sdnchez et al., 1982b), S. glucanicum 85 y 78 kDa (Rapp, 1992), T.
longibrachiatum 70 kDa (Tangarone et al., 1989) y T. reesei 70 kDa (Bamforth, 1980).

Las B-glucanasas purificadas en este trabajo presentan temperaturas Optimas de
ensayo de 50 °C y de inactivacién térmica comprendidas entre 50 y 55 °C, ambas semejantes
a las previamente descritas para otras -1,6-glucanasas (Hiura ez al., 1987; Yamamoto et al.,
1973) y otras 8-1,3-glucanasas (Hiura et al., 1986; Tangarone et al., 1989; Tsujiksaka et al.,
1981). Aligual que sucede para las quitinasas descritas en este trabajo y a diferencia de otras
B-1,6-glucanasas (Hiura er al., 1987; Yamamato et al., 1973) y otras B-1,3-glucanasas
(Nebreda er al., 1987; Sdnchez et al., 1982b), las B-glucanasas purificadas en este trabajo no
estdn glicosiladas o la glicosilacion existente es tan reducida que no puede detectarse con las
técnicas empleadas. Diferentes estados de glicosilacion en distintas posiciones del producto
del gen EXG1, es la causa de la existencia de dos exo-B-glucanasas en S. cerevisiae con
diferentes masas moleculares y diferentes propiedades cinéticas pero relacionadas
inmunolégicamente (Nebreda ez al., 1987). En nuestro caso, las diferencias observadas para
las B-glucanasas estudiadas no se deben a diferentes estados de glicosilacién.
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El andlisis de las secuencias parciales de aminodcidos obtenidas para la 8-1,6-IT'y
para la 8-1,3-I (tabla 15) con las secuencias disponibles en las bases de datos no ofrecié
ninguna informacién acerca de la identidad de los péptidos obtenidos con otras B-glucanasas,

ni con otras proteinas que degradan polisacdridos de otros organismos.

Los antisueros anti-B-1,6-II han permitido realizar ensayos de inmunoreaccion
cruzada con el resto de las B-glucanasas incluyendo las celulasas presentes al menos en las
preparaciones de Novozym™ 234, Los resultados obtenidos indican la distinta naturaleza
antigénica de las B-glucanasas ensayadas (figura 29) y evidencia que la 8-1,6-II (43 kDa) no
es un producto proteolitico de la 8-1,6-1 (51 kDa) y por tanto, que ambas enzimas estén
probablemente codificadas por genes distintos. [gualmente, las B-glucanasas purificadas en
este trabajo son diferentes inmunolégicamente a las B-1,3-glucanasas acidicas y bdsicas de
tabaco pues tampoco inmunoreaccionaron con los antisueros disponibles contras estas
enzimas vegetales (Kauffmann ez al., 1987).

Las B-glucanasas purificadas, con ligeras diferencias entre ellas, son especificas para
sus sustratos (tabla 16). La B-1,6-1I es altamente especifica para los #-1,6-glucanos lineales
(pustulan) y para los B-1,3-1,6-glucanos ramificados (glucano de levadura). La $-1,6-1
hidroliza también estos dos sustratos, pero su accién hacia el glucano de levadura es mas
eficiente; ademds esta enzima hidroliza laminarina (8-1,3-glucano con ramificaciones B-1,6-
glucosidicas) pero no pachiman (8-1,3-glucano), por lo que la actividad frente a laminarina
puede ser consecuencia de la accion sobre los enlaces B-1,6-glucosidicos. Finalmente, la 8-
1,3-1 hidroliza con la misma eficiencia laminarina y glucano de levadura, y menos
eficientemente pachiman, todos ellos conteniendo enlaces -1,3-glucésidicos; esta enzima
posee una actividad minoritaria frente a pustulan que podrian ser resultado de una débil
actividad frente a este sustrato inherente al enzima o bien a pequeiias contaminaciones de la

$3-1,6-1 durante el proceso de purificacion.

En cuanto a la afinidad de las enzimas purificadas por sus sustratos, las constantes de
Michaelis-Menten calculadas para las 3-1,6-glucanasas, si bien la obtenida para la 8-1,6-1 es
algo inferior, son del orden de las encontradas para estas enzimas (Hiura er al., 1987). La
Km calculada para la -1,3-glucanasa es del orden de 10 veces inferior a las generalmente
descritas (Fleet y Phaff, 1974; Sdnchez et al., 1982b; Tangarone et al., 1989), salvo en
casos excepcionales donde 1a Ky es similar a la calculada en nuestro caso (Rapp, 1992).
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Tanto las B-1,6-glucanasas como la 8-1,3-glucanasa de este trabajo, presentan
mecanismos de tipo endohidrolitico, con ligeras diferencias en los productos de hidrélisis
(figuras 30, 31 y 32). Ambas B-1,6-glucanasas generan a partir de pustulan series de
oligosacdridos de menor masa molecular, pero mientras que los productos finales
mayoritarios de la hidr6lisis por la B-1,6-1 fueron la gentibiosa (Glc2) y la glucosa, el
producto mayoritario de la hidrélisis por la B-1,6-II fue dnicamente la gentibiosa. Con
respecto a la B-1,3-glucanasa, los productos mayoritarios de hidrdlisis fueron la
laminarotetraosa (Glcg4), la laminarobiosa (Glc2) y la glucosa. Ninguna de las enzimas
present6 actividad B-glucosidasa, propia de algunas exo-B-glucanasas (Fleet y Phaff, 1975,
Nebreda et al., 1987), pues ni la gentibiosa en el caso de las B-1,6-glucanasas ni la
laminarobiosa en el caso de la -1,3-glucanasa fueron susceptibles de hidrolisis. Asi pues,
tanto las dos B-1,6-glucanasas como la 3-1,3-glucanasa son semejantes a otras 3-glucanasas
de tipo endohidrolitico como algunas B-1,3-glucanasas de levaduras (Reichelt y Fleet, 1981;
Villa et al., 1979), las B-1,6-glucanasas de G. fujikuroi (Shibata y Fukimbara, 1973), N.
crassa (Hiura et al., 1987) y de R. chinensis (Yamamoto et al., 1974) o la 3-1,3-glucanasa I
de S. glucanicum (Rapp, 1992) y la B-1,3-glucanasa de T. longibrachiatum (Tangarone et
al., 1987) y distintas de las B-glucanasas descritas en levaduras, que muestran actividad B-
1,3 y B-1,6-glucanasa y actividad B-glucosidasa, siendo su mecanismo de accién
exohidrolitico (Fleet y Phaff, 1975; Vizquez de Aldana ez al., 1991). En particular, la 3-1,3-
glucanasa purificada en este trabajo, es diferente a las descritas en 7. harzianum (Kitamoto et
al., 1987) y en T. reesei (Bamforth, 1980) que, como el resto de las exo-3-1,3-glucanasas
descritas (Jeffcoat y Kirkwood, 1987), presentan mecanismos de tipo exohidrolitico,
liberando glucosa desde el extremo no reductor de la laminarina. En estos casos, la
oxidacién con 4cido peryddico de este extremo, imposibilita la accién enzimatica de las exo-
-1,3-glucanasas (Nelson, 1975) pero no la de las endo-B-1,3-glucanasas, como es nuestro

caso.

5.2.3. Enzima que degrada paredes celulares de B. cinerea CECT 2100
purificada de T. harzianum CECT 2413

En las paredes celulares de los hongos filamentosos, la quitina, los B-glucanos y
otros compuestos (-glucanos, proteinas, etc.; apartado 1.4.1) se diferencian en estructura,
distribucién y disposicién en los diferentes grupos taxonémicos (Garraway y Evans, 1984;
Peberdy, 1990). Con objeto de profundizar en el analisis de otras enzimas que T. harzianum
CECT 2413 pudiera excretar en presencia de quitina y que fuesen importantes en su accién

micoparasitaria, se ha procedido a la identificacién de enzimas que pudieran unirse y
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degradar paredes celulares de hongos fitopatégenos. El estudio se ha iniciado aislando y
purificando una proteina con capacidad litica sobre paredes celulares de B. cinerea CECT
2100, utilizando como pasos de purificacién, la adsorcién especifica a paredes de este
hongo, la posterior hidrélisis de las mismas y finalmente, la técnica de filtracion en gel
(apartado 4.5).

La proteina purificada es monomérica de unos 70 kDa de masa molecular, de pI casi
neutro y aparentemente no estd glicosilada. La unica caracteristica cinética determinada fue su
especificidad por sustrato, propiedad que result interesante puesto que, de entre todos los
sustratos ensayados incluidos paredes celulares de otros hongos, la enzima hidroliza unica y
especificamente paredes celulares de B. cinerea CECT 2100 (tabla 19). Ademds, la enzima
no posee actividad frente a sustratos aislados como la quitina coloidal, los $-1,3 6 8-1,6-
glucanos o sustratos comerciales de proteasas (Hide powder azure) a diferencia de otras
enzimas con capacidad para hidrolizar paredes celulares de levaduras u hongos o de lisar
estos mismos organismos, como son las quitinasas (Collinge et al., 1993), las 8-1,3-
glucanasas (Usui et al., 1985; Andrews y Asenjo, 1987), las 3-1,6-glucanasas (Rombouts y
Phaff, 1976), las proteasas (Scott y Schekman, 1980; Geremia et al., 1993) o
combinaciones de las mismas actuando sinérgicamente (Scott y Schekman, 1980; Andrews y
Asenjo, 1987; Mauch et al., 1988). Dado que la pared celular de los hongos pertenecientes al
género Botrytis contiene en sus paredes celulares B-glucanos y quitina como polimeros
mayoritarios (Peberdy, 1990) y dada la actividad clarificadora que la enzima purificada posee
frente a estas paredes (apartado 4.5.4), no se descarta la posibilidad de que esta enzima sea
una B-glucanasa o una quitinasa altamente especifica de la pared celular de B. cinerea CECT
2100, incapaz de actuar sobre los mismos polimeros purificados de otros organismos y
utilizados en nuestros ensayos.

5.3. PAPEL FISIOLOGICO DE LAS ENZIMAS ESTUDIADAS

Puesto que, las quitinasas y las B-glucanasas cumplen diferentes funciones en los
diferentes hongos filamentosos que presentan una o varias de estas actividades (apartados
1.42,1.4.3y 1.4.4)y que el papel directo de estas hidrolasas en el proceso micoparasitario
-de Trichoderma no ha sido establecido de forma definitiva (Chet et al., 1993), se discute a
continuacidn la funcién de las enzimas estudiadas en este trabajo.

Son varios los bloques de resultados que implican a las enzimas estudiadas en el
saprofitismo o en el micoparasitismo de T. harzianum CECT 2413. Entre ellas, se incluyen
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el cardcter extracelular y la regulacién observada para las mismas (apartado 5.1), la presencia
de actividades liticas asociadas a las proteinas purificadas (apartados 4.3.4,4.44y4.54)y
la distribucién de algunas de ellas en distintas cepas micopardsitas y no micopardsitas de
Trichoderma y Gliocladium (apartado 4.6).

En cuanto al primer bloque, las B-glucanasas y quitinasas estudiadas son
extracelulares, inducibles por sustrato y reprimibles por fuentes de carbono ficilmente
asimilables. Las $-glucanasas y quitinasas de origen fiingico que son constitutivas y que
generalmente se localizan en los espacios periplasmicos o en las paredes celulares, participan
en los procesos morfogenéticos de extension de la pared celular y estdn asociadas
frecuentemente con las sintetasas de B-glucanos o de quitina (Bamforth, 1980; Hiura ez al.,
1986; Pedraza-Reyes y Lopez-Romero, 1989; Tangarone et al., 1989). Otras, generalmente
localizadas en la pared celular, aunque también las hay de cardcter extracelular, son
reprimibles por fuentes de carbono facilmente asimilables y se desreprimen cuando se agotan
estas fuentes de carbono; la desrepresion en estos casos, estd asociada habitualmente a la
autdlisis de los micelios o a una degradacién de los B-glucanos que algunos de estos hongos
excretan (Copa-Patifio ez al., 1989; Rapp, 1992; Reyes et al., 1989; Sanchez et al., 1982b).
En nuestro caso, se observa induccién por sustrato, represion catabdlica y una ligera
desrepresion en situaciones de carencia de fuente de carbono (apartado 4.1). Probablemente,
la induccion por sustrato implica una funcién nutricional de las enzimas para utilizar los
sustratos como fuentes de carbono, la represion catabdlica implica que otras fuentes de
carbono mejor asimilables estdn disponibles y que estas enzimas no cumplen papeles durante
la extension de la pared celular que acompaiia al crecimiento de las hifas y la casi ausencia de
desrepresion en concentraciones de fuente de carbono bajas o nulas implica que estas
enzimas tampoco cumplen un papel crucial durante la autdlisis de T. harzianum. Mds
sorprendente, es la aparicion de actividades 3-1,3-glucanasa y B-1,6-glucanasa (este trabajo)
y proteasa (Geremia et al., 1993) en presencia de quitiné, sustrato no hidrolizable por las
actividades enzimdticas anteriores. Esta observacién puede poner de manifiesto la existencia
de un sistema de regulacién o de coordinaciéon global de estas enzimas, junto a otras no
determinadas y las quitinasas, con un papel biolégico relevante puesto que en la Naturaleza
los sustratos para €stas se encuentran todos presentes por ejemplo, en las paredes celulares
de los hongos. Procesos de respuesta coordinada suceden de hecho para los sistemas de
defensa de plantas frente a sus patégenos (Ward et al., 1991) y no es extraiio que pueda
suceder de una manera andloga en los procesos de ataque de los hongos micopardsitos,
incluyendo los del género Trichoderma (Papavizas, 1985; Harman er al., 1993). Asi pues, la

quitina, como previamente se ha sugerido (Goldman, 1993), puede servir como una fuente
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de carbono adecuada que simule las condiciones que desencadenan el proceso
micoparasititario de Trichoderma.

Los estudios de actividades liticas realizados en este trabajo indican que la mayoria
las enzimas estudiadas son capaces de hidrolizar paredes celulares de hongos filamentosos y
fitopatégenos (figura 22, tablas 17 y 19) y que algunas de ellas cuando actiian en
combinacién tienen actividades sinérgicas (figura 22). En este sentido, los experimentos
referidos a los efectos de preparaciones enzimdticas sobre la inhibicién del crecimiento y la
germinacion de hongos filamentosos y fitopatégenos (Ludwig y Boller, 1990), realizados
con quitinasas y $-1,3-glucanasas de plantas (Mauch et al., 1988; Collinge ez al., 1993) y
con quitinasas de hongos (di Pietro et al., 1993; Lorito et al., 1993), no se han podido
optimizar, hasta la fecha, en nuestro caso. ‘

Finalmente, se ha estudiado la presencia de las actividades quitinasa, B-glucanasa y
litica en distintas cepas micopardsitas y no micoparasitas de Trichoderma y Gliocladium
cultivadas en glucosa o quitina como fuente de carbono (tablas 20, 21, 22 y 23). Los
resultados obtenidos sugieren que las actividades anteriores juegan un papel en el
micoparasitismo puesto que, en general, los valores de las actividades, en quitina como
fuente de carbono, fueron superiores en las cepas micopardsitas que en las no micopardsitas,
incluidas las actividades liticas que fueron significativamente superiores en dos de las cepas
micopardsitas respecto al resto (tabla 23). Cuando se ensayaron los antisueros obtenidos
contra las quitinasas y la -1,6-glucanasa (8-1,6-1I) se encontraron diferencias significativas
en el patrén de inmunoreaccién (figuras 35, 36, 37 y 38). Los antisueros obtenidos contra
las quitinasas sOlo reconocieron las quitinasas correspondientes (a las 48 h de cultivo) en tres
de las cepas descritas como micopardsitas indicando pues que, la sintesis y excrecion de
estas enzimas pueden estar mds relacionadas con el micoparasitismo que con el saprofitismo.
Los resultados obtenidos con el antisuero anti-CHIT 42 se han confirmado mediante andlisis
de Northern con RNA extraido de las distintas cepas e hibridacién con el ¢cDNA
correspondiente de CHIT 42 (Irene Garcia, Tesis Doctoral en realizacién, Universidad de
Sevilla). El antisuero anti-B-1,6-glucanasa dié inmunoreaccion cruzada en todas las cepas,
por lo que esta enzima ademds de una funcién micoparasitaria puede tener también una

funcién saprofitica.
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Conclusiones

1. Los niveles de actividad quitinasa, B-1,3-glucanasa y B-1,6-glucanasa de
Trichoderma harzianum CECT 2413 estdn modulados por la fuente de carbono empleada en
el cultivo. Este fenémeno parece ser debido a un proceso de regulacion transcripcional de

induccién por sustrato y represion catabdlica.

2. T. harzianum CECT 2413 presenta tres isoenzimas extracelulares con actividad
quitinasa cuando crece en quitina como tunica fuente de carbono. Las tres isoenzimas
presentan propiedades fisico-quimicas, cinéticas e inmunolégicas distintas y probablemente

estdn codificadas por genes diferentes.

3. T. harzianum CECT 2413 presenta también dos isoenzimas extracelulares con
actividad B-1,6-glucanasa cuando crece en quitina como tnica fuente de carbono. Las dos
isoenzimas presentan propiedades fisico-quimicas, cinéticas e inmunoldgicas distintas y

probablemente estdn codificadas por genes diferentes.

4. T. harzianum CECT 2413 excreta a los medios de cultivo con quitina como dnica
fuente de carbono tres isoenzimas con actividad B-1,3-glucanasa. Las caracteristicas fisico-
quimicas y cinéticas correspondientes a la isoenzima purificada son muy similares a las
indicadas para la 3-1,3-glucanasa descrita en T. longibrachiatum pero diferentes a la descrita

en otras estirpes de 7. harzianum.

5. Los preparaciones extracelulares de los cultivos de 7. harzianum CECT 2413
crecidos en quitina como Unica fuente de carbono presentan actividad litica sobre paredes
celulares de S. cerevisiae y de hongos filamentosos. La accidn litica sobre paredes celulares
de B. cinerea CECT 2100 es consecuencia de, al menos, la participacion de una proteina que
se adsorbe selectivamente a las paredes celulares del mismo.

6. Los niveles de actividad quitinasa, -1,3-glucanasa y -1,6-glucanasa en medios con
quitina son mds elevados en cepas micopardsitas de Trichoderma y Gliocladium. Dada su
distribucion en las diferentes cepas micopardsitas y no micopardsitas, las tres quitinasas de
T. harzianum CECT 2413 parece estar directamente implicadas en la accién micoparasitaria
de éste, mientras que la B-1,6-glucanasa (B-1,6-II) no parece estar relacionada Unicamente

con €ste proceso.
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