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ftaca

Cuando salgas de viaje para Itaca,

desea que el camino sea largo,

colmado de aventuras, colmado de experiencias.
A los lestrigones y a los ciclopes,

al irascible Posidon no temas,

pues nunca encuentros tales tendras en tu camino,
si tu pensamiento se mantiene alto, si una exquisita
emocion te toca cuerpo y alma.

A los lestrigones y a los ciclopes,

al fieron Posidon no encontraras,

a no ser que los lleves ya en tu alma,

a no ser que tu alma los ponga en pié ante ti.

Desea que el camino sea largo.

Que sean muchas las mafianas estivales

en que —y con qué alegre placer!-

entres en puertos que ves por vez primera,
Deténte en los mercados fenicios

para adquirir sus bellas mercancias,
madreperlas y nacares, ébanos y ambares,

~ y voluptuosos perfumes de todas las clases,
todos los voluptuosos perfumes que te sean posibles.
Y vete a muchas ciudades de Egipto

y aprende, aprende de los sabios.

Mantén siempre a ftaca en tu mente.

Llegar alli es tu destino.

Pero no tengas la menor prisa en tu viaje.
Es mejor que dure muchos afios

y que vigjo al fin arribes a la isla,

rico por todas las ganancias de tu viaje,

sin esperar que Itaca te va a ofrecer riquezas.

itaca te ha dado un viaje hermoso.

Sin ella no te habrias puesto en marcha.

Pero no tiene ya mas que ofrecerte.

Aunque la encuentres pobre, Itaca’ "de ti no se ha burlado.
Convertido en tan sabio, y con tanta experiencia,

ya habras aprendido el significado de las ftacas.

C.P. Cavafis
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Introduccion

1. El género Trichoderma?

El concepto de especie de Trichoderma es muy impreciso (“Todavia no
sabemos qué es una especie de Trichoderma”, Samuels (1996)). Existe, sin
embargo, un consenso “general” de lo que constituye la morfologia basica del
género Trichoderma: crecimiento rapido, abundante esporulacion, conidios verdes
y conidiéforos mal definidos.

La mayoria de la cepas de Trichoderma carecen de ciclo sexual conocido,
de modo que son hongos clonales, con un ciclo exclusivamente mitético.
Trichoderma, sin embargo, tiene todas las caracteristicas esenciales de anamorfos
de ascomicetos del orden Hipocreales, Esto, que hasta hace un tiempo era
considerado como una forzada relacién estrictamente morfologica tiene una base
molecular resultado del analisis de su ADN (Kuhls et al., 1996) y de la estructura
de su pared (Prieto et al., 1997), al menos para el caso de Hypocrea jecorina y
Trichoderma reesei. Podemos decir, por tanto, que Trichoderma es un hifomiceto
sin ciclo sexual conocido, estando muchas de sus especies relacionadas con
ascomicetos Hipocreales.

Desde la clasificacion inmicial determinada por Rifai (1969), se han
producido numerosos cambios debido esencialmente a la aparicion de las técnicas
de biologia molecular (Bulat e a/., 1998, Kindermann et al., 1998) que, si bien
confirman las coincidencias generales, introducen matices que desplazan cepas de
una seccién a otra, relacionandolas a veces con un teleomorfo de Hipocrea
concreto.

En esta Tesis Doctoral, cuando nos referimos a Trichoderma harzianum
CECT 2413 o a cualquiera de las otras cepas de Trichoderma, lejos de querer
establecer ninguna afirmacién sobre la sistematica de dichas especies, lo hacemos
utilizando el nombre con el que estan depositadas en las diversas colecciones,

principalmente en la Coleccion Espaiiola de Cultivos Tipo.
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2. Trichoderma como agente de control biolégico

El interés principal de la mayoria de las cepas del género Trichoderma es
su utilizacion como agente de control bioldgico (Papavizas, 1985, Benitez ef al,
1998b). Entendemos por control biologico, “la reduccion de la cantidad del inéculo
de un patégeno - o de la actividad que produce una enfermedad- debida a uno o
mas organismos a parte del hombre” (Hjeljord & Tronsmo, 1998). Muchas cepas
de Trichoderma, especialmente T harzianum, han sido descritas como antagonistas
de hongos patogenos de plantas (Elad ef al.,, 1982, Elad et al., 1983). Trichoderma
también interacciona con otros organismos que no son hongos fitopatogenos, ya
que causa enfermedades en plantas y en frutos e influye sobre la poblacion de
micorrizas.

Trichoderma ejerce el antagonismo sobre los hongos utilizando
mecanismos tan diversoso como el micoparasitismo, la antibiosis, la competicion
por los nutrientes o el espacio, la resistencia inducida en plantas, la solubilizacién y
secuestro de nutrientes inorganicos y la inactivacion de los enzimas del patogeno
(Harman, 2000).

El micoparasitismo

El micoparasitismo es ¢l ataque directo de un hongo sobre otro (Chet ez al.,
1998). Aunque algunos autores dividen el proceso en varios eventos sucesivos
(crecimiento quimiotrofico, reconocimiento, enrrollamiento, lisis de la pared y
asimilacion del contenido de ésta y del citoplasma), muchos de estos procesos se
producen simultineamente e incluso pueden darse los iltimos sin producirse los
previos: Trichoderma puede producir enzimas liticos sin que haya contacto fisico
entre los dos hongos.

Algln estimulo de naturaleza desconocida induce a Trichoderma a crecer
hacia el patégeno. Aunque la inhibicién del crecimiento puede darse sin que los
dos organismos lleguen a encontrarse fisicamente, el hecho de que una misma cepa
de Trichoderma sea capaz de parasitar a una determinada especie de hongo y no a
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otra sugiere la existencia de algin proceso de reconocimiento (Haran et al., 1996a).
Este papel se le ha asignado tradicionalmente a las lectinas (Elad ez al., 1983). Las
especies micoparasitas de Trichoderma poseen lectinas y azicares, sobre todo
galactosa, en su pared celular (Neethling & Nevalainen, 1996). Asimismo, se ha
demostrado que tanto Rhizoctonia solani como Sclerotium rolfsii, dos importantes
hongos patégenos, poseen en su pared lectinas cuyo bloqueo con los azicares
respectivos por los que tienen afinidad, bloquea el enrrollamiento de 7. harzianum
o la adsorcién de conidios al micelio del fitopatogeno (Barak et al., 1985, Chet et
al., 1998). Es més, T. harzianum es capaz de enrollarse sobre fibras de nailon a las
que se ha adherido una lectina de S. rolfsii (Inbar & Chet, 1992, 1994).

Trichoderma desarrolla una serie de estructuras parecidas a un apresorio
sobre el hongo al que ataca, enrrollandose sobre él y destruyendo su pared celular
(Elad ef al., 1983). Esto altimo es el resultado de la accién coordinada de muchas
enzimas liticas como quitinasas, glucanasas y proteasas, esencialmente (Elad et al.,
1982, Haran et al., 1996a). En algunos experimentos se ha observado la induccién
de estas enzimas en ausencia de contacto fisico (Cortés ef al., 1998, Mach et al.,
1999, Zeilinger et al., 1999, Kullnig et al., 2000), lo cual puede significar que el
reconocimiento es a distancia y el contacto no siempre es necesario, o bien que las
enzimas estudiadas responden a un proceso de saprofitismo mas que a uno mas
especifico de micoparasitismo. En las introducciones de los dos capitulos de esta
tesis se mencionan algunas de las enzimas posiblemente implicadas, como pueden
estar regulados sus genes y a qué estimulos responden. .

Aungue no existen muchos experimentos en este sentido. parece que la
aparicion de las actividades es un proceso secuencial, que requiere de la existencia
de actividades basales previas y de un suceso de reconocimiento para la induccion
de actividades mas especificas del micoparasitismo (Chet et al., 1998). Asi, T.
harzianum expresa unas u otras quitinasas dependiendo de si ataca a un patogeno
susceptible de ser micoparasitado, como R. solani, o no, como S. rolfsii (Haran et
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al., 1996b, Inbar & Chet, 1995). Ademas, algunas de estas quitinasas se sintetizan
secuencialmente (Haran ef al., 1996b).

La relevancia del papel de las enzimas en el desarrollo del micoparasitismo
esta en permanente discusion. Tomando como gjemplo la quitinasa CHIT42, se han
obtenido todos los resultados posibles. La disrupcion del gen que la codifica no
provoca la disminucién de la capacidad antifiingica del hongo, o no produce
ningin efecto o, incluso, conduce a una mejora de dichas capacidades (Harman,
2000, Baek et al., 1999, Carsolio et al., 1999, Woo et al., 1999). Dependiendo por
tanto de qué cepas son las escogidas y en qué condiciones se realizan los
experimentos, los resultados apuntaran a un papel mas o menos importante de las
enzimas en el micoparasitismo.

La antibiosis

Las especies del género Trichoderma producen gran cantidad de
compuestos antibidticos, como alquil-pironas, 1sonitrilos, poliquétidos, peptaiboles,
diketopiperacinas, sesquiterpenos y esteroides (Howell, 1998, Sivasithamparam &
Guisalberti, 1998). El modo de accién debe ser muy variado, aunque solo se tiene
constancia de algunos ejemplos como la gliotoxina, que se une a grupos tiol de la
membrana (Jones & Hancock, 1988), o como las trichorzianinas, que forman
canales que perturban el balance ionico de la célula (Schirmbéck ef al., 1994).

De la misma manera que ocurre para las enzimas, la importancia del papel
de los antibioticos parece depender de las cepas utilizadas (Howell, 1998). Sin
embargo, los resultados son complicados de interpretar por €l hecho de que, al
eliminar rutas de creacion de antibidticos, Trichoderma genera vias de creacion de
nuevos compuestos (Harman, 2000). Por otro lado, muchos de estos antibidticos
provocan efectos nocivos sobre las plantas (Bailey & Lumsden, 1998), por lo que
la obtencion de cepas mejores agentes de control de enfermedades modificando

este mecanismo de accion puede llegar a producir el efecto contrario.
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Sin embargo, uno de los aspectos mas interesantes sobre el papel de los
antibi6ticos se refiere a su accion sinérgica en unidn con los enzimas (Di Pietro et
al, 1993, Schrimbock er al, 1994, Lorito et al, 1996). Este hecho se debe
probablemente a que la accion de las enzimas permite una insercién mas eficiente
de los antibidticos sobre la membrana, provocando la muerte del patdgeno mas
rapidamente que si actuara s6lo uno de los dos mecanismos.

La competicion por los nutrientes o el espacio

Trichoderma crece muy rapidamente y esporula de manera abundante,
siendo capaz de utilizar una gran variedad de sustratos en muy diversas
condiciones (Danielson & Davey, 1973a, b, ). Esta versatilidad es, probablemente,
una de las armas mas eficaces que utiliza 7’ richoderma para colonizar un medio
evitando la proliferacion de otros organismos (Hjeljord & Tronsmo, 1998). Sin
embargo, es muy dificil de establecer si Trichoderma ha desplazado a otro
organismo por cualquiera de los métodos mas estudiados (antibidticos o enzimas,
principalmente) o porque simplemente ha ocupado el espacio previamente
(Harman, 2000). _

La solubilizacion y secuestro de nutrientes inorganicos

Las plantas dependen de ciertos nutrientes que a veces se encuentran en el
medio en formas insolubles y, por tanto, no son asimilables. Este es el caso del
manganeso, soluble s6lo como Mn?'. De igual manera, las plantas sé6lo pueden
tomar hierro como Fe**. Este fenémeno es muy utilizado por los patogenos, que
oxidan los metales hasta formas insolubles o bien utilizan sidero6foros que quelan
los metales evitando que las plantas puedan asimilarlos (Chrispeels & Sadava,
1994). :

T. harzianum T22 es capaz de solubilizar metales como el zinc, el
manganeso, el hierro o el cobre (Altomare er al., 1999). No se conoce bien la
naturaleza de las moléculas que se encargan de esta accion, si bien parece claro que
no se debe a la acidificacion del medio producida por el crecimiento del hongo.

5



Introduccion

La resistencia inducida en plantas

Trichoderma posee enzimas que no solo son capaces de digerir polimeros
de pared de hongos, sino que también tiene xilanasas y celulasas, que degradan los
principales componentes de la pared de las plantas. Estas enzimas, al igual que
aquéllas de los patogenos, son capaces de inducir sintesis de etileno en plantas
(Dean et al., 1989, Bailey & Lumsden, 1998). La produccion del etileno es una
respuesta temprana de los vegetales al ataque por organismos patogenos. La
induccién de esta respuesta sistémica se ha obtenido no sélo con enzimas aislados,
sino utilizando el organismo completo, como ocurre con 7. harzianum T39, que
induce dicha respuesta en varias plantas susceptibles de ser atacadas por Botrytis
cinerea (De Meyer et al., 1998).

La competencia por la rizosfera parece ligada a este tipo de actividades
enzimaticas. Aunque Trichoderma no es un buen colonizador de la rizosfera
(Papavizas, 1985) se han obtenido cepas con una mayor capacidad de colonizacién
(Ahmad & Baker, 1987, Sivan & Harman, 1991). Algunas de estas cepas poseen
mayor actividad celulasa que correlaciona con su competencia colonizadora
(Ahmad & Baker, 1987). Esto puede interpretarse como una relacién entre
organismos: la planta provee a Trichoderma de nutrientes exudados y el hongo la
protege de infecciones mas graves induciendo la respuesta sistémica en ella.
Algunas de estas cepas o sus derivadas son capaces de provocar un aumento del
crecimiento en las plantas (Bjorkman ez al., 1998).

Trichoderma, ademas de las xilanasas y las celulasas, produce muchas
enzimas similares a los que las plantas utilizan para combatir a los patégenos,
como proteasas, quitinasas, 3-1,3-glucanasas y lipasas. La accion de estas enzimas
sobre sus dianas provoca la liberacion de compuestos que se han descrito como
inductores de esa respuesta sistémica. Sin embargo, aiin no sabemos si estos
compuestos liberados exdgenamente inducen en la planta‘la sintesis de los

mecanismos de defensa.



Introduccion

La inactivacién de los enzimas del patégeno
Trichoderma no sélo es capaz de atacar a patogenos e inducir a las plantas

a defenderse, sino que también actia contra los mecanismos que utilizan los
organismos patoégenos que atacan a las plantas. 7. harzianum T39 secreta una
proteasa que degrada las enzimas de B. cinerea encargadas de degradar la pared
celular de la planta (Elad & Kapat, 1999). El hecho de que esta enzima se secrete
sin la presencia de quitinasas y glucanasas parece indicar que dicha proteasa no
estd implicada en micoparasitismo y que su funcién puede ser exclusivamente la

activacion de los mecanismos de ataque del patogeno (Harman, 2000).

Trichoderma, y especialmente 7. harzianum, es por tanto un organismo
especialmente indicado no solo para el control de enfermedades de plantas, sino
que su utilizacién como promotor del crecimiento provee a las plantas de
nutrientes, ademds de aumentar sus mecanismos de defensa (Harman, 2000).
Después de repasar todos estos mecanismos resulta evidente que la manipulacion
de un solo gen puede dar lugar a cepas mejores agentes de control biologico,
aumentando su potencial litico o incorporandoles resistencias a sustancias toxicas.
Por otro lado, puede ser una herramienta que nos permita conocer mas elementos
sobre como se producen todos los fenémenos antes mencionados. De todas
maneras, existen mas menciones en la literatura cientifica sobre el uso de
Trichoderma que sobre experimentos tendentes a comprender todos estos procesos.
Y sélo cuando sepamos como estan regulados y cémo se llevan a cabo podremos
desarrollar nuevas cepas que controlen mas eficientemente las enfermedades que

producen los hongos sobre las plantas.




OBJETIVOS



Objetivos

OBIJETIVOS

Dada la importancia de las hidrolasas de paredes celulares en el

antagonismo, en este trabajo se establecié como primer objetivo:

1. Obtencion de cepas de I. harzianum mejoradas en su capacidad
antagonista por sobreexpresion del gen bgnl6.2, que codifica una $-1,6-
glucanasa. Optimacion de las condiciones de cultivo (pH y ausencia de

proteasas extracelulares) para la produccion de la proteina BGN16.2.

Por otra parte, para estimar el efecto del pH sobre la regulacién génica de T.

harzianum se establecion como segundo objetivo:

2. Aislamiento y caracterizacion de genes regulables por pH.
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Materiales y Métodos

1. Microorganismos utilizados

1.1. Hongos filamentosos

Trichoderma harzianum CECT" 2413

T. harzianum IMI* 206040

Trichoderma reesei CECT 2414 (=QM9414)
Trichoderma koningii CECT 2412
Trichoderma longibrachiatum CECT 2607
Trichoderma viride CECT 2423

Hypacrea jecorina BG404®

Rhizoctonia solani CECT 2815

1.2. Levaduras
Saccharomyces cerevisiae EBY VW.4000 (Mat a leu2-3,112 ura3-53 trpl-289 his
3-41 MAL2-8 SUC2 Ahxtl-17 Ahxt8-16::loxP Ahxt514::loxP Agal2
Asdl::loxP Aagtl::loxP Amph2 Amph3 Aydi247w::loxP Ayjrl60c::loxP
(Wieczorke et al., 1999)
S. cerevisiae RE700A (Mat a ura3-52 leu2-3,112 his3-11,15 MAL2 SUC2 GAL
MEL Ahxt1-7 (Reifenberger et al., 1997)

1.3. Bacterias

Escherichia coli DHSo (Amersham Pharmacia Biotech ®): F80d lac ZAM1S,
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, hsd R17 (v,, my), sup E44, reldl, deoR,
A(lac ZYA-argF) U169

E. coli LE392 (Promega®): Fhsd 574, (r,, my), supE44, sup F58, lacYl, galK2,
£galT22, metBl, trpR55

E. coli SOLR (Stratagene® ): el4’(mcrA), A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 171, sbeC, recB,
recJ, umuC::Tn5(kan"), uvrC, lac, gyrA96, relAl, thil, endAl, AR P
proAB, lacl* ZAM15] Sy’

E. coli XL1-Blue MRF’ (Stratagene®): A(mcrA) 183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr) 173,
endAl, supE44, thi-1, recAl, gyrA96, relAl, lac [F’ proAB lacl® ZAM135,
Tnl0 (tet)]

2. Vectores
2.1.Vectores derivados del bacteriéfago lambda

! CECT: Coleccién Espafiola de Cultivos Tipo, Burjassot, Valencia

2 IMI: Imperial Mycological Institute, Londres.

* C. P. Kubicek. Institut fiir Biochemische Technologie und Mxkrobxo!ogie TU Wien.
Austria
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Materiales y Métodos

Lambda-GEM®-11 (Stratagene): Vector en el que se encuentra la genoteca de
ADN genémico de 7. harzianum (Lora et al, 1995). Los brazos de Lambda-
GEM®-11derivan del fago EMBL3.

2 E gy SR EERg

e . IS SRR Q &0 B =
/ ¥ 43

Brazo izquierdo (20 kb) Regi6n central Brazo derecho (9 kb)

dispensable (14 kb)

Lambda ZAP® II (Stratagens): Vector en ¢l que se encuentra la genoteca de
ADNc. El ARN se extrajo de micelio creciendo en condiciones de hambre de
glucosa, entre otras.

1 A-J [ pBluescript SK(-) [ cI857 L

2.2. Vectores plasmidicos

pBluescript® TI SK (+) (Stratagene): abreviadamente pSK, se utilizé para la
obtencién de clonaciones intermedias para otras conmstrucciones. El gen lacZ
permite una sencilla seleccion de clones al estar situado en el sitio miltiple de
clonacion de manera que la clonacion impide la formacion de galactosidasa.

pGEM-T-easy® (Promega): Se emple6 para la clonacion de productos de PCR que
tuvieran residuos de adenina tepmninales.
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pLMRS3 (Mach et al, 1994). Se emple6 como vector de expresion en T.
harzianum. Tiene un sito de clonacién con dianas para tres enzimas (Xbal-Sall-
Nsil) entre el promotor del gen de la piruvato quinasa y el terminador de la
celobiohidrolasa 2 de T. reesei. Procede de pUC109.

pHATa (Herrera-Estrella ef al, 1990): Se emple6 como vector en las
transformaciones de 7. harzianum que requirieron el uso de la higromicina como
marcador. Proviene de pAN7-1 (Punt ef al, 1987), y posee una insercion en
Hindlll de 2,4 kb de una amilasa de 7" Harzianum (Fig. 29, Cap. 1)

p3SR2 (Kelly & Hynes, 1985): Se utiliz6 como vector en las transformaciones en
las que el gen amdS era utilizado como marcador. Confiere la capacidad de crecer
utilizando acetamida como fuente de nitrégeno (Fig. 1, Cap. 1).

pSK::bgn16.2: El fragmento EcoRI-Nodl del ADN del fago pcAl6-1 (Lora et al,
1995) se romiza y se subclona en pSK cortado con Smal. La orientacién es M13 en
5’ y reverse primer en 3.

PLMRS3::bgn 16.2: Partiendo de pSK::bgnl6.2 con orientacién reverse primer en
5’ y M13 en 3’ se corta con Xhol, se romiza y se corta con Xbal. Se clona en
pLMRS3 cortado con Sall, romizado y cortado con Xbal (Fig. 1, Cap. 1).

pSK::papA: El fragmento de 5 kb obtenido cortando con Sa/l-Psfl el ADN del
fago A7-6 (de la genoteca genémica realizada en Agtll (Lora et al., 1995)), se
clona en pSK cortado con Sa/l-Pstl.

pLMRS3::papA: Se amplifica la ORF del gen papA utilizando como ADN molde
pSK:;papA y los oligos 5’-CCTTCAAGACAACCAGTCTAGACT-3* y 5°-
TCATCCCTTCAAATGTCGACCTTC-3’. Se introducen las mutaciones que estan
subrayadas para obtener sitios de corte Xbal y Sall. Se lleva a cabo la reaccion de
PCR (35 ciclos con 30 s 94°C, 30 s a 55°C y 90s a 72°C) utlizando la polimerasa
Expand High Fidelity (Roche). A continuacién se corta el ADN con las dianas
Xbal y Sall y se clona el fragmento en pLMRS3 cortado con las mismas dianas
(Fig 29, Cap. 1). ;

pSK::pptl: Escision del fago AZAP11-3, que hibridaba con el fragmento G2-2b
obtenido a partir del differential display. Tiene un inserto de 1.9 kb en EcoRI-Xhol.
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pAJ401.7: Derivado del pUCS con el gen ura3, el promotor y el terminador del
gen de la fosfoglicerato kinasa de S. cerevisiae y un mnserto de 1 kb en EcoRI1-Xhol
que facilita el corte con esas enzimas de restriccion al separarlas.

pAJ401::ppt1: El fragmento de 1,9 kb liberado con EcoRI y parcial de Xhol se
clona en pAJ401.7 cortado con las mismas enzimas.

pSK::pael: Escision del fago AZAP11-3, que hbridaba con el fragmento G2-2
obtenido a partir del differential display. Tiene un inserto de 1.8 kb en ZcoR1-Xhol.

3. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

3.1.Medio de cultive de bacterias

Medio Luria-Bertani (LB): 5 g/l de extracto de levaduras; 10 g/ de bacto-triptona

y 10 g/l de NaCl. Para medios sdlidos afiadir 18 g/l de agar. Para la seleccion de

bacterias portadoras de resistencias afiadir al medio:

a) ampicilina sddica 100 mg/l (a partir de una soluciéon a 100 mg/ml en agua
destilada almacenada a —-20°C)

b) tetraciclina 12,5 mg/l (a partir de una solucién a 5 mg/ml, disnelta primero en la
mitad del volumen de agua, a la que afiadir la otra mitad del volumen de etanol
96 %, almacenado a -20°C)

¢) kanamicina 50 mg/l (a partir de una solucion a 20 mg/ml en agna destilada
almacenado a -20°C)

Para la visnalizacion de actividad f-galactosidasa se afiadia al medio:

a) Xgal 50 mg/l (a partir de una solucién a 25 mg/ml en dimetilformamida,
mantenida a -20°C en oscuridad)

b) IPTG 25 uM (a partir de nuna soluciéon 0,1M 0,023 g/ml- en agua destilada
mantenida a -20°C).

Tanto los antibidticos como el resto de los requerimientos afiadir despugs
de autoclavar y habiendo enfriado el medio hasta 50°C.

3.2. Medios de cultivo para levaduras
Medio nutritive YPD: 20 g/l de glucosa; 10 g/l de extracto de levaduray 20 g/l de
bacto-peptona. )

Medio nutritivo YPMal: 10 g/l de extracto de levadura y 20 g/l de bacto-peptona.
Se autoclava y después afiadir maltosa hasta una concentracion final de 2% (p/v) a
partir de una solucion concentrada al 20% (p/v).

Medio minimo SD: 20 g/ de glucosa; 5 g/l de sulfato amonico y 1,7 g/l de bases
nitrogenadas YNB sin sulfato amaénico ni aminoacidos (Difco). De igual manera se
preparan SRaf (con rafinosa a 20 g/1), SAra (con arabinosa a 20 g/1), SFrc (con
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fructosa a 20 g/l, SXil (con xilosa a 20 g/1) en lugar de glucosa. Cuando las fuentes
de carbono afiadir a 2 g/l se indica como SDO,2, SRaf0,2, etc.

Medio minimo SMal: 5g/1 de sulfato aménico y 1,7 g/l de bases nitrogenadas
YNB sin sulfato aménico ni aminoacidos (Difco). Se autoclava y después afiadir
maltosa hasta una concentracion final de 20 g/l a partir de una solucién
concentrada al 200 g/1. De la misma manera preparar el medio SGal.

Medio minimo DO-S: Es un medio minimo como SD o SMal pero aiiadir 2 g/l de
una mezcla DO (de “Drop Out”).

Todos los medios solidos se preparan afiadiendo 18 g/l de agar.

Mezcla DO (“Drop Out”™): 2,0 g de alanina, 2 g de arginina, 2 g de asparragina, 2 g de
acido aspartico, 2 g de cisteina, 2 g de glutamina, 2 g de acido glutamico, 2 g de glicina, 2 g
de inositol, 2 g de isoleucina, 2 g de metionina, 0,2 g de acido p-aminobenzoico; 2 g de
fenilalanina, 2 g de prolina, 2 g de serina, 2 g de treonina y 2 g de valina. Agitar bien. De
esta mezcla estan ausentes la adenina, el uracilo, 1a leucina, el triptéfano, la histidina y la
lisina, que por utilizarse comunmente como marcadores se afiaden si son necesarios.

Requerimientos: Preparar soluciones concentradas como se describe mas adelante en agua
destilada y autoclavar. Afiadir la cantidad indicada antes o después de autoclavar:

a) Adenina: 2 g/l. Afiadir 10 ml/l. Guardar a 4°C.

b) Uracilo: 2 g/l. Afiadir 10 ml/l. Guardar a temperatura ambiente.

¢) Histidina: 10 g/i. Afadir 2 mV/l. Guardar a 4°C.

d) Leucina: 20 g/i. Afiadir 3 ml/l. Guardar a temperatura ambiente.

€) Lisina: 10 g/l. Afiadir 3 ml/l. Guardar a 4°C.

f) Triptofano: 10 g/. Afiadir 2 mi/l. Guardar a 4°C.

3.3.Medios de cultivo de hongos filamentoso

Medio Minimo (MM): KH,PO, 15 g/l y metales traza 1 n@/l (FeSO,7H,O 5 g/l,
MnSO4H,0 1,6 g/l, ZnSO,4-7H,0 1,4 g/l y CoCl,-6H,0 3,7 g/1). El pH se ajustaba
a 5,5 con KOH 10N. Una vez autoclavado y enfriado hasta 50°C, afiadir MgSO,
Oég/lyyCaC1206g/1

Como fuentes de carbono utilizar: glucosa 20 g/l o “bien 0,1 0 0,2 g/,
quitina en escamasl5 g/l, pustulan 7,5 g/l, glicerol 20 g/l, arabmosa 20 g/, xilosa
20 g/l, citrato 20 g/t o lactosa 20 g/1.

Como fuentes de nitrogeno utilizar: (NH,),SO4 5 g/l (afiadir después de
autoclavar), extracto de levadura 10 g/, peptona 10 g/l, caseina 10 g/l, prolina 5,2
g/l, urea 5 g/1, glutamina 4,3 g/l (30 mM), leucina a 0,6 g/l (5 Mm) o 3 g/1 (30
mM), fenilalanina a 0,8 g/ (5 mM) o D-metionina 0,74 g/1 (5 mM).
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Cuando se tampona el medio de cultivo utilizar: tampén citrato sédico 0,2
M a pH 2,7, que afiadido al medio minimo da un pH de 3; tampon MES-KOH 0,2
M apH 6 y tampén Tris-HC10,2 M a pH 8.

Medio nutritivo PPG: 20 g/l puré de patatas (Maggi), 20 g/l de glucosa y 20 g/1
agar. Se utiliza para la obtencién de esporas y mantenimiento de estirpes.

Medios nutritivos PDB y PDA: El medio PDB (Potato Dextrose Broth, Difco) se
prepara afiadiendo 24 g/l del preparado comercial. El medio PDA (Potato Dextrose
Agar) se prepara afiadiendo 15 g/l de agar a un medio PDA. La higromicina,
cuando es necesario, afiadir a 75 mg/l a partir de una solucion concentrada a 100
mg/ml preparada en agua destilada y gnardada a 4°C.

Cuando se requiere la formacién de colonias, afiadir triton X-100 a los
medios hasta una concentracion de 0,1% (v/v) a partir de una solucién concentrada
al 20 % (v/v) y mantenida a 4°C. Afiadir después de autoclavar, cuando el medio se
ha enfriado a 50°C.

3.3.1. Recogida de esporas y mantenimiento

A una caja de Trichoderma crecida durante el tiempo suficiente para que la
superficie del micelio esté cubierta de esporas (7-10 dias para T. harzianum CECT
2413 cultivado a 22°C con luz continua), afiadir 10 ml de agna destilada. Rascando
la superficie se despega lo que queda del micelio y las esporas. A continnacion se
filtra la suspension por un papel de filtro. Segnidamente se lava una vez con 5 ml
de agua destilada, centrifugando a 150 g. Este proceso da una suspension de 3-
5*10° esporas/ml. Las esporas pueden ser almacenadas a 4°C hasta su uso.

3.3.2. Condiciones de cultive basicas
3.3.2.1. Para extraer ADN

Se inocula un Matraz con PDB con esporas hasta una concentracion final
de 10° esporas/ml. Se cultiva el matraz a 22°C durante 48 h, o0 a 30°C durante 36 h.
En ambos casos se usa un agitador a 250 rpm.

3.3.2.2. Para experimentos de induccidn enzimatica y regulacion génica.

Inacnlar un matraz con medio minimo (MM) con glucosa 2 % (p/v) v
sulfato aménico 0,5 % (p/v) con esporas hasta una concentracion final de 10°
esporas/ml. Cultivar durante 40 h a 22°C y 250 rpm, condiciones establecidas para
llegar a fase exponencial media. A continuacion, recoger el micelio por filtracion
en un kitasato a través de papel de filtro o de Miracloth® (Calbiochem) y se lava
con medio volumen de MgCl, -6H,0 (42,7 g/l, 0,2M) y agua-destilada. Una vez
lavados, transferir los micelios a los medios de cultivo de donde se quiere obtener
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proteina o ARN, y se cultivan durante 24 h en las mismas condiciones de agitacion
y temperatura.

En los experimentos realizados para obtener el ARN utilizado en el
Differential Display, asi como en aquellos relacionados con los genes obtenidos a
partir de €l, los tiempos se modifican de manera que el segundo cultivo se incuba
s6lo durante 8 h.

4. Mantenimiento de microorganismos

Bacterias: Para el mantenimiento a corto plazo (1 mes), las cepas se
conservan a 4°C crecidas en cajas de LB, selladas con Parafilm®. Cuando se
quieren guardar durante més tiempo se preparan suspensiones de células en 15%
(v/v) glicerol y se almacenan —80°C.

Levaduras: Para el mantenimiento a corto plazo (1 mes), las cepas se
conservan a 4°C crecidas en cajas selladas con Parafilm®. A largo plazo, se utiliza
una suspension de células en glicerol al 20% (v/v) que se almacena a ~80°C.

Hongos filamentosos: Para el mantenimiento a corto plazo (6 meses) se
crecen en PDA en tubos de agar inclinado y se conservan a 4°C. A largo plazo, se
utiliza una suspension de esporas en glicerol al 20% (v/v) que se almacena a —80°C.

Bacteriéfagos: A corto plazo, los fagos se mantienen a 4°C en tampén SM
autoclavado. Al afiadir la calva recortada de agar o la solucion de fagos, afiadir
cloroformo hasta 0,1% (v/v) y se agita para matar las células bacterianas que
quedan. Para el mantenimiento a largo plazo se guardan a -80°C, utilizando tamp6n
SM con dimetilsulfoxido (DMSQO) al 7% (v/v).

Tampén SM: gelatina al 0,01% (p/v), MgSO, 10 mM, NaCl 100 mM y Tris-HCl 50 mM
pH7.5.

5. KEscrutinio de genotecas del fago A-GEM®11

S.1.Preparacion de E. coli LE392 para transduccién

1. La estirpe de E.coli LE392 se cultiva en 3 ml de LB durante una noche a 37°C.

2. Al dia siguiente, afiadir 1 ml de este cultivo a 50 ml de LB (suplemementado
con MgSQO, 10 mM y maitosa al 0,2% (p/v)).

3. Cuando el cultivo alcanza una densidad 6ptica a una longltud de onda de 600
nm (ODgg) de 0,3-0,4, las células se centrifugan durante 10 min a 4000 rpm y
se lavan con 25 ml de MgSQO, 10 mM frio.

4. El precipitado se resuspende en 500 ul de MgSO, 10 mM frio. Las células se
pueden guardar asi durante una semana.
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5.2.Infeccidn de células con el bacteridfago lamhda

1.

Se mezclan 40 pl de la suspension de células (lo mas frescas posibles) con un
volumen de fagos convenientemente dilnidos en SM. La dilucion depende de si
queremos calvas confluyentes o calvas bien aisladas unas de otras. Esta mezcla
se incuba 30 min a 37°C.

La mezcla afiadir a tubos con 3 6 7 ml de LB (dependiendo de si se utilizan
cajas de Petri de 10 cm o de 15 cm de didmetro) con 7 g/l de agar
precalentados a 42°C. Se mezcla todo por inversion y se vierte sobre cajas de
Petri con LB.

Las cajas se incuban a 37°C hasta que aparecen las calvas, normalmente
durante 10-12 h.

5.3. Aislamiento de calvas de bacteriofago en medio sélido

L.

2.

Con la boca de una pipeta Pastenr o con una punta de pipeta de 1 ml recortada
se aisla el fragmento de agar que gontiene la calva de interés.

Se introduce el fragmento de agar en un tubo de 1,5 ml con 500 pl! de tampén
SM. Aifiadir 10 pl de cloroforme y se agita vigorosamente para eliminar las
células bacterianas. Se gnarda a 4°C.

5.4. Amplificacion de bacteriéfago en medio sélido

1.

Una vez que se ha seleccionado una calva de bacteri6fago y se quiere
amplificar para obtener una suspension concentrada para gnardar o para extraer
el ADN es necesario primero realizar una lisis como se ha descrito en el
apartado 5.2, Para ello, se tomara una concentracion de fagos tal que permita la
obtencion de calvas confluyentes. Ademas se utilizaran cajas de 15 cm de
diametro con LB e inocunladas con 7 ml de agar de cobertera.

A las cajas, una vez que han crecido las bacterias y los fagos y se visualizan
bien las calvas confluyentes, afiadir 10 ml de tampon SM, y se mantienen con
agitacion a 4°C durante unas 4 horas.

A continnacion se recoge el tampon, al que han difundido los fagos, y se rasca
la agarosa de cobertera sin coger agar. Se pasa todo a un tubo de centrifuga de
40 ml. Una vez bien fragmentado la agarosa afiadir cloroformo hasta el 2%
(v/v), se mezcla bien y se centrifuga a 10.000 rpm durante 10 min.

Afiadir al sobrenadante cloroformo hasta 0,1 % (v/v). Mezclar bien y gnardar a
4°C. Es conveniente hacer lisis con diluciones seriadas a fin de titular el caldo
de fagos.

Nota Si se quiere extraer ADN, sustituir el agar de cobertera por agarosa. De esta manera,
se eliminan impurezas que dificultan después la manipulacion del ADN.

6. Escrutinio de genotecas en el fago A-ZAP®-11
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La obtencion del caldo de fagos se realiza como en el apartado 5. El
sistema A~ZAP®-II (Stratagene) permite una eficiente escision del fagémido
pBluescript a partir del vector viral. El fago ayudante M13 ExAssist® contiene una
mutacion ambar que evita la replicacion del genomio del fago en una cepa no
supresora de . coli como SOLR. Esto permite la replicacion sélo del fagémido
escindido en el hospedador, eliminando la posibilidad de una co-infeccion del fago
ayudante. Para este proceso es necesario el uso de E. coli XL1-Blue MRF’, ya que
el episoma F’ contiene funciones indispensables para la escision.

El fago ayudante se encarga de sintetizar ADN de una cadena a partir de
los iniciadores del fago A. Esta molécula es circularizada por el producto del gen IT
del fago M13 ayudante, formando una cadena circular que contiene todo lo que hay
entre el iniciador y el terminador: secuencia del fagémido pBluescript y el inserto
que hemos clonado. Las sefiales de empaquetamiento estdn también incluidas, de
manera que el fagémido en forma de ADN circularizado de una cadena es
secretado. A continuacion, las células de E. coli se eliminan calentando a 70°. Este
ADN se puede secuenciar, subclonar, etc. En este caso, se introduce el fagémido en
SOLR. El fago ayudante no crecera, ya que no se puede replicar en la cepa no
supresora SOLR y no contiene genes de resistencia a ampicilina. Ademas la cepa
SOLR es resistente a la infeccion con el fago A, evitando contaminaciones con el
fago después de la escision. Asi, sélo creceran las células de SOLR que hayan
incorporado y replicado convenientemente el fagémido.

Se pueden realizar escisiones en masa para hacer librerias de sustraccion o
sondas de ADN para sustraccion.

6.1. Escisién in vivo mediante el sistema ExAssist/SOLR

1. Inocular E.coli X1.1-Blue MRF’ y SOLR en LB a 30°C durante una noche.

2. Inocular 500 ul del cultivo en 50 ml de LB. Cultivar a 37°C durante 2-3 h hasta
que la ODggo sea 0,2-0,5.

3. Centrifugar el cultivo de XL1-Blue MRF’ a 1500 g. Resuspender hasta
ODg0=1,0 para la escisién de un solo clon y a ODgpe=5 en MgSO, 10 mM para
una escision en masa. _

4. Dejar crecer las células de SOLR hasta una ODsgy=0,5-1. Una vez que han
alcanzado ese punto. Dejarlas a temperatura ambiente.

5. En un tubo de 50 ml mezclar: 200 ul de XL1-Blue MRF? a ODgpo=1; 250 pl
del caldo de fagos (conteniendo mas de 1¥10° ufc) y 1 ul de fago ayudante
ExAssist® (conteniendo mas de 1*10° ufc/ml). Si se escinde una libreria
entera, conviene utilizar diez o cien veces mas del fago A a escindir,
corrigiendo los volimenes de manera que las proporciones sean 100:10:1
(Fago ayudante:XL1-Blue MRF’: fago 7). “

6. Incubar la mezcla a 37°C durante 15 min.
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Afiadir 3 ml de LB (25 ml para una escisién en masa) e incubar 2-2.5 h a 37°C
con agitacion.

Centrifugar a 2000 g durante 15 min. Transferir el sobrenadante a un tubo y
calentarlo a 70°C durante 15 min.

Centrifagar a 2000 g durante 15 min.

. El sobrenadante contiene el fagémido pBluescript empaguetado como

particulas de fago filamentoso, y puede ser almacenado a 4°C durante 1-2
meses.

Para mocular los fagémidos; afiadir 200 pl de las células SOLR a una ODgoy=1
a dos tubos de 1,5 ml. Afiadir 100 pl del sobrenadante del paso 10 (1 pl si es
una escision en masa) a un tubo y 10 pl a otro tbo.

Incubar a 37°C durante 15 min.

Inocnlar 10-50 ul de cada tubo en cajas de LB con ampicilina (50 pg/ml) e
incubar 12 ha37°C.

Las colonias que aparecen tienen el fagémido pBluescript en doble cadena

con el ADN clonado inserto.

Notas: F. coli XI.1-Blue MRF’ se mantiene en LB con tetraciclina, y £ coli SOLR en LB
con kanamicina.

7.

7.1.

Transformacion de microorganismos
Transformacion de E. coli

7.1.1. Método del CaCl,

7.1

1.1. Preparacion de células competentes

1
2.

3.
4.
3.

o

Inocular una colonia de E.coli en 3 ml de LB. Incubar durante 9-10 h a 37°C.
Adiadir 500 pd del indeculo a 200 ml de medio SOB. Incubar a 22°C hasta que la
densidad dptica a 600 nm sea de 0,42-0,7 (tarda unas 20 horas).

Enfriar en hielo las células durante 20 min en tubos de centrifuga de 250 mi.
Centrifogar a 2500 g durante 10 min a 4°C.

Resuspender en 20 ml de soluciéon TB fria. Afiadir entonces 60 ml de TB fiio.
Mantener 10 min en hielo.

Centrifugar a 2500 g durante 10 min a 4°C.

Resuspender en 20 ml de TB frio. Afiadir lentamente 1,5 ml de DMSQ
(dimetilsulfoxido) y alicuotar las células en tubos de 1,5 ml preenfriados a —
80°C y congelarlas inmediatamente en nitrogeno liquido.

.1.2. Transformacion

2.

Aiiadir el vector o la mezcla de ligacion, tratando de que el volumen que afiadir
no sea superior al 10% del volumen de células competentes:
Incubar en hielo durante 30 min.
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Incubar a 42°C durante 60 s.

Pasar inmediatamente a hielo y mantener 5 min.
Aftadir 800 ul de LB e incubar 30 min a 37°C.
Sembrar en medio apiopiado.

G

Medio SOB: triptona 20 g/}, extracto de levadura 5 g/l, NaCl a 0,5 g/}, afiadir 5 mi/l-de'una
solucién do KC} a 250 mM. Se ajusta ¢l pH a 7 con NaOH y se autoclava. Finalmente,
affadir 5§ ml/l de MgCl, 2M.

Selucién TB: pipes (4cida) 3,02 g/l, CaCl,yH;0 2,2 g/, KC1 18,6 g/l. Ajustar el pH 2 6,7
con KOH 2N. Afiadir MnCly4H,0O 10,88 g/l. Esterilizar por filtracién.

7.1.2. Meétodo de TSS

7.1.2.1. Preparacion de células competentes

1. Inocular 3 ml de LB con una colonia de bacterias y se incuban a 37°C toda la
noche.

2. Inocular 30 mi de LB con 300 pl del cultivo. Incubar a 37°C hasta que 1la ODggo
sea de 0,35-0,6.

3. Repartir alicuotas de 1 ml y enfriar en hielo durante 5 min.

4. Centrifugar las células para decantar y resuspenderlas en 75 pl de LB frio.
Mantener 5 min en hielo.

5. Aiiadir 75 ul de TSS 2x. Mezclar bien y mantener 5 min en hielo. Se pueden
usar inmediatamente o congelar en el momento con nitrégeno liquido.

7.1.2.2. Transformacién

Descongelar las células en hielo.

Afiadir el ADN transformante y mantener en hielo durante 30 min.
Incubar 40 s a 42°C.

Pasar rapidamente a hielo. Mantener en hielo durante 5 min.
Afiadir 1 ml de LB e incubar durante 90 min a 37°C.

Sembrar en medio apropiado.

AR ol

Solucién TSS 2x: triptona 8 g/l, extracto de levadura 5 g/l, NaCl 5 g/l, PEG8000 200 g/,
DMSO 10% (v/v). Afiadir 100 ml/l de una solucién MgSO4 1M. Afiadir unos 700 ml de
agua destilada y ajustar el pH a 6,5. Afiadir agua hasta 1 L.

7.1.3. Método de electroporacién

7.1.3.1. Preparacion de células competentes

1. Inocular una colonia de E. coli en 20 ml de SOB (sin Mg). Incubar a 37°C toda
la noche.

2. Aidiadir 5 ml del cultivo a 500 ml de SOB (sin Mg). Incubar, a 37°C hasta que la
ODgy sea de 0,8. o
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3. Pasar el cultivo a 4 tubos de centrifuga de 250 ml preenfriados. Centrifugar
durante 5 min a 5500 g a 4°C.

4. Resuspender en dos tubos de centrifuga de 250 ml con 200 ml de glicerol al
10% (p/v) cada uno. Centrifugar durante 7 min a 5500 g a 4°C.

5. Repetir la operacion. Centrifugar durante 15 min a 5500 g a 4°C.

6. Resuspender en dos tuhos con 50 ml de glicerol estéril al 10% (p/v).
Centrifugar 10 min a 5500 g a 4°C.

7. Resnspender en 6-8 ml de glicerol estéril al 10% (p/v).

Repartir en tubos de 1,5 ml preenfriados afiadiendo 200 ul a cada uno.

Congelar rapidamente en nitrégeno lignido y mantener a —80°C.

o ®

.1.3.2. Transformacién

Descongelar las célnlas en hielo durante 30 min.

Poner en hielo un tnbo eppendorf'y una cubeta de elctroporacion.

Afiadir 40 pl de células y 1 pl de ADN transformante (en agna,

preferentemente) a los tubos eppendorf. Mantener 5 min en hielo.

4. Pasar la mezcla a una cubeta de electroporacion, asegurandose de que las

células estén en el fondo. Mantener en hielo S min.

Preparar tubos con 1 ml de LB o cnalguier otro medio nutritivo.

6. Encender el electroporador. Seleccionar un voltaje de 2,5 KV (200 ohmios, 25
UFD). En el selector de tiempo, éste debe estar entre 4,7-5 ms.

7. Tomar la cubeta de electroporacion. Limpiar las laminas metalicas. Colocarlas
en el soporte hasta el fondo. Descargar la corriente.

8. Aiiadir rapidamemente el mililitro de LB, recogiendo las células y devolviéndo
el mulilitro con las células al mbo. Incubar 45-60 min a 37°C.

9. Sembrar en medio apropiado.

L=

=

7.2. Transformacién de levaduras
Se realizo siguiendo el métado de Ito ef al., (1983) con las modificaciones

de Schiestl & Gietz (1989).

1. Inocular en medio nutritivo YPD o YPMal (para las estirpes defectivas en la
asimilacion de glucosa) hata que la ODgq sea de 0,2-0,6.

2. Tomar 5 ml para cada transformacion que se vaya a realizar.

3. Lavar con agua destilada.

4. Lavar con la Solucién TE-acetato de litio y resuspender cada 5 ml en 50 pl de
TE-acetato de litio.

5. Mezclar: 50 pl de células, 5 ul de ADN de esperma de salmon y 0,1-1 pg de
ADN ftransformante.

6. Aiiadir 300 pl de Solucion PEG-TE-acetato de litio fresca.
7. Incubar a 30°C durante 30 min. \
8. Mantener a 42°C durante 15 min. Pasar inmediatamente a hielo.
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9. Centrifugar a 4500 g durante 1 min.
10. Lavar con agua destilada dos veces.
11. Inocular en el medio selectivo adecuado.

Solucién TE 10x: EDTA 10 mM en Tris-HC1 0,1 MapH 7,5,

Selucién Aectato de Litio 10x: acetato de litio 1 M. Ajustar ef pH a 7,5 con acético glacial
diluido. Filtrar para esterilizar.

Solucién TE-acetato de litio: acetato de litio 0,1 M en TE 1x.

Solucion PEG-TE-acetato de litio: PEG4000 al 40 % (p/v), acetato de litio 0,1 M en
tampon TE 1x.

Esperma de Salmén: Disolver el ADN de esperma de salmén tipo T (D1626, Sigma) en
TE apH 8 a 10 mg/ml. Dejar a 4°C durante toda la noche. Sonicar durante 10 s a 100 W, lo
que resulta en un tamafio medio de 7 kb -entre 15 y 2 kb-. Afiadir un volumen de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), mezclar y centrifugar 10 min a 10000 rpm.
.Tomar el sobrenadante y repetir con cloroformo. Centrifugar 30 min a 10000 rpm. Afiadir
al sobrenadante acetato sédico hasta 0,3 M y 2,5 volumenes de etanol 96 %. Mantener 30
min a —20°C. Centrifugar 10 min a 10000 rpm. Lavar el precipitado con etanol 70%. .
- Centrifugar 10 min a 10000 rpm. Resuspender el precipitado en TE hasta 10 mg/ml.
Calentar durante 20 min a 100°C y enfriar rapidamente en hielo. Congelar en alicuotas a -
20°C. Si se utiliza ADN de arenque no es necesario fragmentarlo sonicando. El ADN
también se puede fragmentar haciéndolo pasar 10 veces por una aguja hipodérmica de
calibre inferior a2 0,9 mm.

7.3. Transformacion de 7. harzianum
7.3.1. Transformacion usando el gen armd$ como marcader
La transformacion de 7. harzianum wsando el gen amdS como marcador se

lleva a cabo mediante el protocolo desarrollado por Penttild ez al., (1987).

1. Preparar cajas de PPG cubiertas con celofanes, previamente humedecidos en
agua caliente y autoclavados entre papeles de filtro empapados en agua
destilada.

2. Iocular T. harzianum en las cajas a una concentracion final de 3-5%10°
esporas/caja, diluidas en NaCl 0,9 % (p/v). Incubar a 30°C durante 18 h, hasta
que se observe el micelio.

3. Lavar los celofanes en Solucién L con 1 mg/ml de preparado de enzimas liticos
hasta que se desprenda el micelio. Utilizar 15 ml de solucién por cada 5
celofanes.

4. Incubar a 30°C durante 1,5-3 h agitando a 90 rpm. Observar la formacién de
protoplastos al microscopio. Ayudar a disgregar el micelio pipeteando o
agitando con una plpeta,

5. Filtrar la suspensién de protoplastos a través de lana de v1drxo Lavar la lana
con 10 ml de Solucién L y mezclar con los 15 ml recogidos.

6. Afiadir lentamente sobre la pared un volumen de Solucién A. Centrifugar a
4000 g durante 15 min.
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Recoger los protoplastos que se hallan en la interfase.

Afiadir un volumen de solucion B. Centrifugar a 4000 g durante 5 min.

Lavar el precipitado con solucion B dos veces, centrifugando a 4000 g durante

5 min.

10. Resuspender en 400 pl de Solucion SCT. Contar al microscopio. Debe haber
entre 5*10°y 10® protoplastos/ml.

11. Inocular un control de regeneracion previo al tratamiento con PEG en medio
no selectivo con diluciones de factor 4 a 7 preparadas en solucion B. Inocular
usando 7 ml de agar de cobertera.

12. Afiadir 20 pl de ADN (3-5 pug p3SR2 y diez veces mas del vector que
queramos utilizar) a 200 pi de protoplastos en un twho de 10 ml.

13. Afiadir lentamente 50 pl de Solucién PCT fresca. Mezclar bien e incubar 20
min en hielo.

14. Afiadir lentamente 2 ml de Solucion PCT. Mezclar por inversion. Incnbar 5
min a temperatura ambiente.

15. Afiadir 4 ml de Soluciéon SCT. Mezclar.

16. Inocnlar controles de regeneracion (posteriores al tratamiento con PEG) en
medio no selectivo con diluciones de factor de dilucion 3 a 6, preparadas en
solncion B. Inocular usando 7 ml de agar de cobertera.

17. Inocular en cajas de medio selectivo alicnotas de 100 y 500 pl, nsando 7 ml de
agar de cobertera.

18. Incnbar 7 dias a 30°C.

oo~

Solucién L; Tampéon fosfato sédico 10 mM pH 5,8 con MgSQ4 1,2 M. Ajustar el pH final
cuando se ha afiadido el MgSOs.

Solucion A: Sorbitol 0,6 M en tampon Tris-HC1 0,1 MapH 7.

Selucion B: Sorbitol 1,2 M en tampén Tris-HCI 10 mM a pH 7,5.

Solucion SCT: Sorbitol 1,2 M y CaCl, 10 mM en tampon Tris-HC] 10 mM a pH 7.3.
Solucién PCT: PEG 6000 al 25 % (p/v) y CaCl, 10 mM en tampdn Tris-HCI 10 mM a pH
7.5. Esta solucion debe ser preparada inmediatamente antes de usarla. Esterilizar por
filtracion,

Medio selective: MM como se ha descrito en ¢l apartado 3.2.1, con 20 g/l de glucosa y
182,2 g/l de sorbitol (1 M). Para hacer las cajas, afiadir 18 g/l de agar noble, y si es para el
agar de cobertera, afiadir 30 g/l de agar noble. Después de autoclavar, afiadir, ademas de
MgSO4 y CaCl2, CsCl hasta 12,5 mM y acetamida hasta 10 mM Mantener a 50°C el
medio que se va a utilizar para el agar de cobertera.

Medio selectivo con tritén: MM como el anterior, pero sin sorbitol y afiadiendo tritén X-
100 hasta una concentracién final del 0,1 % (v/v). Este medio se utiliza para la
estabilizacion de los transforamntes, descrita en el capitulo 1 de esta tesis.

Medio no selectivo: MM como se ha descrito en ¢l apartado 3.2.1 pero afiadiendo 182,2 g/l
de sorbitol (1 M). Si se va a utilizar para cajas, afiadir 18 g/l de agar y si es para hacer el
agar de cobertera, afiadir 30 g/t de agar.
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Notas: El paso mas complicado es la obtencion de protoplastos. Es recomendable hacer
pruebas con distintas concentraciones de los preparados liticos comerciales, usando
concentraciones de 0,5 mg/ml hasta 5 mg/ml. A veces puede no observarse interfase de
protoplastos, porque su namero sea-escaso © porque no se haya formado bien. En ese caso
se puede mezclar bien por inversion el tubo que deberia contener la interfase, dividirlo en
dos y seguir el proceso como si eso fuera la interfase recogida. Los pasos de centrifugado se
hacen siempre en un roter basculante,

7.3.2. Transformacién usando el gen kph como marcador
La transformacion de 7. harzianum usando el gen Aph como marcador se

llva a cabo mediante el protocolo desarrollado por Herrera-Estrella et al., (1990).

1. Preparar cajas de PPG cubiertas con celofanes, previamente humedecidos y
autoclavados enttie papeles de filiro empapados en agua destilada.

2. Inocular 7. harzianum en las cajas a una concentracién final de 3-5%10°
esporas/caja, diluidas en NaCl 0,9% (p/v). Incubar a 30°C durante 18 h, hasta
que s& observe el micelio.

3. Lavar los celofanes en Solucién A con 1 mg/ml de preparado de enzimas
liticos. Utilizar 15 ml de solucién por cada 5 celofanes.

4. Incubar a 30°C durante 1,5-3 h agitando a 90 rpm. Observar la formacién de
protoplastos al microscopio.

5. Filtrar la suspensidn de protoplastos a través de lana de vidrio. Lavar la lana
con 10 ml de Solucitn A y mezclar con los 15 ml recogidos.

6. Centrifugar a 4000 g durante 10 min.

7. Resuspender el precipitado en 1 ml de solucién B,

8. Centrifugar a 4000 g durante 10 min y resuspender en 200 ul de B. Contar al
microscopio. Resuspender en un volumen de B tal que dé una concentracion
final de 10® protoplastos/ml.

9. En un tubo de 10 ml mezclar 200 i de protoplastos, ADN resuspendido en 10
pil de tampén TE y 50 ml de solucién PEG-CT.

10. Incubar en hielo durante 20 min.

11. Afiadir 2 ml de solucidon PEG-CT. Mezclar bien. Incubar 10 min a temperatura
ambiente.

12. Afiadir 4 ml de solucién B y mezclar cuidadosamente.

13. Inocular en cajas de medio no selectivo con diluciones de factor de dilucion 3 a
6, preparadas en solucion B. Inocular usando 5 ml de agar de cobertera.

14. Inocular en cajas de medio selectivo alicuotas de 100 y 500 pl. Inocular usando
5 ml de agar de cobertera.

15. Incubar 5 dias a 30°C.

Solucién A: 1,2 M de sorbitol en tampon fosfato potasico 0,1 M a pH:5,6.
Solucién B: 1 M sorbitol y 50 mM de CaCl; en tampon Tris-HCl 210 mM a pH 7,5.

[ 3]
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Solucion PEG-CT: PEG 6000 25% (p/v) y CaClz a 50 mM en tampon Tris-HC] 10 mM a
pH 7.5. Esta solucion debe ser preparada inmediatamente antes de usarla. Esterilizar por
filtracion,

Medio selectivo: PDA con v 125 mg/l de higromicina (afiadida después de autoclavar
desde una solucion concentrada a 100 mg/ml). El agar de cobertera se prepara utilizando
PDA con 8 g/l de agar, en lugar de los 15 g/l utilizados para las cajas. Ademas, al agar de
cobertera, no se le afiade antibi6tico. Las cajas se hacen con 20 ml de PDA.

Medio no selectivo: PDA con 218,6 g/l de sorbitol (1,2 M). El agar de cobertera se prepara
utilizando PDA con 8 g/l de agar, en lugar de los 15 g/l utilizados para las cajas.

Medio selectivo con tritén: Medio selectivo sin sorbitol y con tritén X-100 al 0,1 % (v/v).

8. Extraccion de Acidos nucleicos

8.1. Extraccién de ADN plasmidico de E. coli

1. Inocnlar una colonia de . coli en 1,5 ml de LB (suplementado o no con ¢l
antibidtico correspondiente). Incubar a 37°C un minimo de 8§ horas.

2. Centrifugar el cultivo a 15000 g durante 30 s.

3. Resuspender en 100 pl de Solucion 1 a 4°C.

4. Afiadir 200 pl de Solucién 2. Mezclar hasta que quede transparente. Mantener
en hielo.

5. Afiadir 150 pl de Solucién 3 fria. Mezclar por inversion. Mantener en hielo
durante 3-5 min.

6. Centrifugar a 15000 g durante S min.

7. Tomar el sobrenadante y afiadir un volumen de fenol:cloroformo:alcohol
1scamilico (25:24:1). Mezclar vigorosamente.

8. Centrifugar a 15000 g durante 5 min.

9. Recuperar la fase acnosa (superior) y afiadir 2,5 volimenes de etanol 96% a —
20°C.

10. Centrifugar a 15000 g durante 10 min.

11. Descartar el etanol y afiadir al precipitado 1 ml de etanol 70%.

12. Centrifugar 1 15000 g durante 3 min.

13. Descartar ¢l etanol. Dejar secar el precipitado. Resuspender en 25 ul de tampan
TER.

Solucign 1; 25 mM de sacarosa, 10 mM de EDTA en tampén Tris-HC} 25 mM a pH 8.
Solucién 2: NaOH 0,2 Ny SDS 1 %.

Solucién 3: Acetato potasico 3 M y acido acético glacial 11,5 % (v/v).

Tampén TER: 1mM de EDTA en tampén Tris-HC] 10 mM a pH 7,5. Afiadir ARNasa A
hasta 25 pg/ml.

Fenol: Se utiliza fenol equllxbrado a pH 8 con Tris (USB). Salvo que se indique lo
contrario (como “fenol 4cido”) siempre se utilizara fenol equilibrado.

8.2. Extraccion de ADN de bacteriofagos
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Un lisado obtenido como se describe en el apartado 5.4 se mantiene a
temperatura ambiente durante 15 min.

Afiadir ADNasa I y ARNasa A a una concentracion final de 1 pg/ml. Incubar a
37°C durante 30 mif.

Precipitar con un volumen de Solucién PEG-NaCl. Incubar 1 h en hielo.
Centrifugar a 14500 g durante 10 min a 4°C. Descartar todo el sobrenadante,
retirando los restos con pipeta.

Resuspender el precipitado en 1 ml de tamp6n SM por cada mililitro de lisado,
lavando bien las paredes del tubo.

Afiadir un volumen de cloroformo, agitar con fuerza y centrifugar a 3000 g
durante 15 min.

Tomar la fase acuosa y afiadir hasta concentracién final: EDTA 20 mM a pH 8,
SDS 0,5 % (p/v) y proteinasa K a 50 pg/ml. Mezclar por inversién ¢ incubar a
56°C durante 1 h. Dejar enfriar hasta temperatura ambiente.

Afiadir un volumen de fenol. Mezclar por inversién.

Centrifugar a 12000 g durante 10 min a temperatura ambiente.

Tomar la fase acuosa y afiadirle un volumen de fenol:clorofonmo:alcohol
isoamilico (25:24:1). Mezclar por inversién.

Centrifugar a 12000 g durante 10 min a temperatura ambiente.

Tomar la fase acuosa y afiadir un volumen de cloroformo. Mezclar con fuerza.
Centrifugar a 12000 g durante 15 min a temperatura ambiente.

Tomar la fase acuosa y afiadir una décima parte del volumen de acetato sédico
3 M a pH 7. Mezclar bien y afiadir dos volimenes de etanol 96 %. Mezclar
bien.

Incubar a —80°C durante 10-15 min.

Centrifugar a 7500 g durante 5 min a 4°C.

Adiadir 3 ml etanol 70% y agitar.

Centrifugar a 7500 g durante 5 min a 4°C.

Resuspender el precipitado en tampon TE.

Solucién PEG-NaCl: PEG 8000 al 20 % (p/v) y 58,5 g/t de NaCl. Filtrar a través de una
membrana de 0,22 pm para esterilizar.

8.3. Extraccion de ARN de levaduras

1.

2.

3.

Inocular una colonia en 10 ml de medio ¢ incubar a 30°C con agitacién hasta
que la ODg¢gp sea 1.

Centrifugar el cultivo a 1800 g durante 3 min. Lavar con 1 ml de agua destilada
fria.

Centrifugar a 15000 g durante 20 s a 4°C.

Resuspender el precipitado en 400 ul de solucién TES. Afiadir 400 pl de fenol
acido. Agitar enérgicamente.
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Incubar a 65°C durante 30-60 min, agitando ocasionalmente.

Mantener 5 min en hielo.

Centrifugar a 15000 g durante 5 min a 4°C.

Tomar la fase acuosa y afiadir 400 pul de fenol acido. Agitar vigorosamente.

Centrifugar a 15000 g durante 5 min a 4°C,

9. Tomar la fase acuosa y afladir 400 pl de cloroformo. Agitar vigorosamente.
Centrifugar a 15000 g durante 5 min a 4°C.

10. Tomar la fase acnosa y afiadir acetato sodico hasta 0,3 M y 2,5 volimenes de
etanol 96 %. Mantener 30 min a -20°C.

11. Centrifugar a 15000 g durante 10 min.

12. Lavar el precipitado con 1 ml de etanol 70 %, agitando.

13. Centrifugar a 15000 g durante 3 min.

14. Resuspender el precipitado en 50 ul de agua tratada con DEPC.

% N O L

Solucion TES: 5 g/1 de SDS en una solucion EDTA 10 mM y Tris-HC1 10 mM a pH 7.5.
Todos los componentes acuosos de esta solucion TES, el acetato sodico que se use para
precipitar el ARN y el agua usada para obtener el etanol 70 % deben tratarse con DEPC
como se describe en 8.4.2.

Fenol 4cido: El fenol acido se prepara como esta descrito en el apartado 8.4.3.

8.4. Extraccidn de Acidos nucleicos de 7. harzianum
3.4.1. Extraccién rapida de ADN genémico adecuade para PCR.

En algunas ocasiones es necesaria hacer una extraccion de ADN genomico
de mmchos cultivos simultaneamente para, por ejemplo, realizar PCR. Para evitar el
complicado proceso que se describe en 8.4.2, se puede llevar a cabo el signiente
protocolo, desarrollado por Cenis (1992):

1. Inocular en 500 pl de PDB (en un tubo de 1,5 ml) y cultivar durante 72 horas a

22-30°C.

Centrifugar a 15000 g durante 5 min. Lavar el micelio con tampon TE.

Centrifugar a 15000 g durante 5 min.

Afiadir al micelio 300 pl de Tampoén de Extraccion y homogeneizar.

Afiadir 150 pl de acetato sddico 3 M a pH 5,2. Mantener a —20°C 10 min.

Centrifugar a 15000 g durante 5 min. Tomar el sobrenadante y afladir un

volumen de isopropanol. Mantener 5 min a temperatura ambiente.

7. Centrifugar a 15000 g durante 10 min. Lavar el precipitado con 500 pl de
etanol 70 %.

8. Centrifugar a 15000 g durante 3 min. Resuspender el precipitado en 50 ul de
agua desionizada,

Normalmente se obtienen entre 3 y 6 ug de ADN. Para las reacciones de
PCR se puede tomarentre 1 y 3 pul .
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Tampén TE: 1mM de EDTA en tampén Tris-HCl 10 mM a pH 7,5,

Tampoén de Extraccién: 0,5 % (p/v) de SDS, 0,25 M NaCl y 25 mM EDTA en Tris-HCl
0,2MpHS8S.

Notas: Para homogeneizar se puede pipetear o bien utilizar una varilla a la que se acopla un
tubo de 500 1l en el extremo a modo de maza de un homogenizador.

8.4.2. Extraccién de ADN genémico

1. El micelio del que se quiere extraer el ADN genémico hay que pulverizarlo

bien. Esto se puede hacer bien machacando en mortero con nitrégeno liquido o

bien congelando y liofilizando el micelio, para machacarlo posteriormente.

Se- toman 0,2-0,4 -g. de- micelio- liofilizado y -se homogenizan en 3 ml de

Tampén de Extraccion.

Adiadir 200 pl de SDS 10 %. Incubar a 65 °C durante 30 min.-

Adiadir 900 pl de Solucién 3. Mantener en hielo 30 min.

Centrifugar-a 12000 g durante 10 min..

Filtrar el sobrenadante a través de papel Miracloth®.

Afiadir un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1). Mezclar - por -

inversion.

Centrifugar a 12000 g durante 10 min a 4°C. Repetir los pasos 7y 8.

Tomar la fase acuosa y afiadir 2 volimenes de etanol 96%. Mantener 30 min a

—20°C.:

10. Centrifugar a 12000 g durante 20 min a 4°C.

11. Descartar el etanol y ailadir al precipitado 3 mi de etanol 70 %.

12. Centrifugar a 12000 g durante 5 min a 4°C.

13. Resuspender en 500 pl de tampén TER. Incubar a 37°C durante 30 min.

14. Aiiadir un volumen de fenol:cloroformo:isoamilico (25:24:1). Mezclar por -
inversion, '

15. Centrifugar a 15000 g durante 5 min..

16. Tomar la fase acuosa y afiadir lentamente sobre la pared del tubo un volumen
de isopropanol a —20°C agitando el tubo. Comprobar que ¢l ADN forma una.
madeja de color blanquecino en la interfase y recuperar con un asa de vidrio.

17. Secar la madeja y resuspenderla en 100 ul de TE.

»
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Tampoén de Extraccion: 20 mM de EDTA en tampoén Tris-HCI 50 mM a pH 7,5.

Solucién 3: Acetato potasico 3 M y acido acético glacial 11,5 % (v/v). Lleva este.nombre .
por ser la misma solucién que se utiliza en la extraccion de ADN plasmidico de E. coli.
Tampén TER: ImM de EDTA en tampon Tris-HCI1 10 mM a pH 7,5. Afiadir ARNasa A .
hasta 25 ug/ml. :

Tampon TE: 1mM de EDTA en tampon Tris-HCI 10 mM a pH 7,5.

Notas: Es muy importante no agitar violentamente los tubos, para evitar asi roturas
mecanicas del ADN que reduzcan el tamafio medio de los fragméntos obtenidos. Para
homogeneizar se puede simplemente pipetear, aunque también se puede utilizar una varilla
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de vidrio engrosada en su extremo con Parafilm®. Utilizar en todas las manipulaciones
puntas de pipeta cortadas previamente. El paso 16 esta descrito para obtener un ADN de
una calidad muy alta, atil, por ejemplo, para hacer genotecas. Si se quiere utilizar para
hacer analisis tipo Southern, se puede simplificar el protocolo mezclando por inversion
cuando afiadir el isopropanol y centrifigando 15000 g durante 5 min, para seguir en el paso
17.

8.4.3. Extraccién de ARN total
Este protocolo estd modificado del propuesto por Chomzynski & Sacchi

(1987).

1. Utilizar unos 15 mg de micelio (peso hiimedo) o diez veces mas si es micelio
liofilizado. En el primer caso el micelio debe conservarse a —80°C.

2. Utilizar viales de 1,5 ml adecnados para uso en un homogenizado Mini Bead
Beater (Biospec Products). En estos viales mezclar el micelio y 1,3 ml de
tampdn EFA. Aiiadir 3 bolas de acero inoxidable de 2,3 mm de diametro.

3. Homaogeneizar a 5000 rpm durante 30 s.
4. Centrifugar a 15000 g durante 5 min a 4°C.
5. Recuperar el sobrenadante y afiadir 130 ul de cloroformo:alcohol isoamilico

(24:1). Agttar enérgicamente durante 15 s.

6. Centrifugar a 15000 g durante 5 min 2 4°C.

7. Tomar la fase acnosa y afiadir 650 pl fenol:cloroformo:alcohol isoamilico

(25:24:1). Agitar enérgicamente durante 15 s.

Centrifugar a 15000 g durante 5 min a 4°C.

Repetir los pasos 7 y 8 hasta que la interfase entre la fase polar y apolar esté

limpia (nnas tres veces en total suele ser suficiente).

10. Recuperar la fase acnosa y afiadir una décima parte de volumen de acetato
sodico 3 M (tratado con DEPC) y 2,5 volimenes de etanol 96 %. Mezclar bien.

11. Centrifogar a 15000 g durante 10 min a 4°C.

12. Descartar el etanol y afiadir al precipitado 1 ml de etanol 70%. Agitar.

13. Centrifugar a 15000 g durante 5 min a 4°C.

14. Descartar el etanol y resnspender el precipitado en 30 pl de agua desionizada
tratada con DEPC. Conservar a —20°C o a -80°C st no se va a usar
mmediatamente. v

10 vo

tampon cltrato SOdlCO 25 mM a pH 7

Tampén EFA: Afiadir al Tampon de Extraccion 7 pl de 2-Mergaptoetanol por cada ml de
tampon. Afiadir un volumen de fenol acido y mezclar,

Notas: En la manipulacion del ARN es esencial utilizar siempre guantes. Las soluctones de
acetato sodico 3 My de agua desionizada deben ser tratadas con dietilpirocarbonato
(DEPC), afiadiendo 1 ml de DEPC por cada litro de solucion a tratar. A continuacion se
agita enérgicamente para dispersar el producto y se autoclava. El etanol 70% debe ser
rebajado desde etanol 96 % utilizando agua tratada con DEPC.
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Fenol Acido: Afiadir a una cantidad de fenol s6lido (para analisis) agua destilada. Disolver
y calentar a 55°C. Repetir el proceso hasta que el fenol esté saturado de agua; esto es, hasta
que al aftadir mas agua s6lo aumente el tamafio de la fase acuosa.

9. Manipulacién de acides nucleicos
9.1. Cuantificacion de Acidos nucleicos

Se mide la absorbancia a una longitud de onda de 260 nm de 1 pul de ADN
o de ARN disuelto en 100 ul de agua destilada. Se asume que 1 unidad de OD
equivale a una concentracién de 50 pg/ml para el ADN de doble cadena, de 40
yg/ml para el ARN y de 37 pg/ml para los oligonucleétidos.

9.2.Digestion de ADN con enzimas de restriccion

Las digestiones de ADN con enzimas de restriccion se llevaron a cabo en
el tampon indicado por el fabricante y con 1 U de la enzima indicada (Roche) a la
temperatura recomendada en un volumen final de 25 pl. Si se realizan digestiones
con dos enzimas que no tienen un tampon compatible utilizar un tampon especial.
Este tampon, concentrado diez veces, esta compuesto de: acetato magnésico 0,1 M,
acetato potasico 0,5 M y Tris-acetato 0,1 M a pH 7,5. Si se realizan digestiones
parciales, realizar diluciones seriadas de la enzima en su tampon de reaccion (1/2,
1/4, 1/8, 1/16,...) que se utilizan en la reaccién como se ha descrito.

9.3.Generacién de extremos romos

El rellenado de extremos 5° prominentes y la degradacion de extremos 3’
prominentes provocados por cortes de enzimas de restriccion se realizaron usando
la enzima Polimerasa de Klenow (Roche).

Afiadir al ADN, bien directamente tras una digestion bien resuspendido en
agua desionizada, 1 ul de dNTPs 0,5 mM y 2 U de Polimerasa de Klenow por cada
50 ul. Incubar la reaccion a 30°C durante 30 min. Detener la reaccion calentando a
75°C durante 10 min o bien afiadiendo un volumen de fenol:cloroformo: alcohol
isoamilico (25:24:1), agitando enérgicamente y separando las dos fases
centrifugando a 15000 g durante 5 min.

9.4. Desfosforilacién de plasmidos -

Aiiadir a 1-20 pg de ADN cortado 1 U de fosfatasa CIP (Calf Intestine
Phosphatase, Roche). La reacciéon se lleva a cabo en Tampoén de Fosfatasa
Alcalina. Incubar a 37°C durante 60 min. Detener la reaccion calentando a 75°C
durante 10 min o bien afiadiendo un volumen de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1), agitando enérgicamente y separando las dos fases
centrifugando a 15000 g durante 5 min.

Tampén de Fosfatasa Alcalina 10x: 1 mM EDTA en tampon Tris-HC1 0,5 M a pH 8,5.
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9.5. Ligacion

Para las ligaciones se utiliza la enzima Ligasa del fago T4 (Rache),
afiadiendo 1 U de enzima y utilizando el tampon proporcionado por el fabricante.
La reaccion se lleva a cabo en un volumen de 10 pl y se incuba 12 h a 12-14°C. A
las reacciones de ligacion entre extremos romos afiadir 2 ul de PEG 8000 20 %

(p/).

9.6.Reaccion en cadena de la polimerasa
9.6.1. Reaccion clisica

Para las reacciones de PCR utilizando Taq Polimerasa convencional
(Roche), mezclar 1 pl de cada oligonucledtido a 5 uM, 1 pl de mezcla de ANTPs
(10 mM cada uno de ellos), 5 pl de tampén 10x, ADN molde, agna desionizada
hasta un volumen final de 50 ul y 1 U de Taq Polimerasa. Salvo que se indigue lo
contrario, las reacciones se realizan con 1,5 mM de MgCl,.

Tipicamente, las reacciones tienen un primer ciclo a 94°C durante 2 min,
35 ciclos que consisten en 1 min a 94°C, segunido de 30 s a la temperatura
establecida empiricamente para cada par de oligonncledtidos, y, finalmente, un
tiempo aproximado de 1 min por cada kilobase a amplificar a 72°C. Al final de
esos 35 ciclos la reaccion se mantiene 7 min a 72°C.

9.6.2. Reaccion con enzimas de alta fidelidad

Para las reacciones de PCR utilizando Taq Polimerasa de Alta Fidelidad
(Expand High Fidelity®, Roche), mezclar 3 pl de cada oligonucledtido a 5 pM, 1 pl
de dNTPs 10 mM, 5 ul de tampén 10x, ADN molde, agua desionizada hasta un
volumen final de 50 pl y 1 U de polimerasa. Salvo que se indigue lo contrario, las
reacciones se realizan con 1,5 mM de MgCl,. Las mezclas se hicieron siguiendo el
orden descrito por el fabricante.

Estas reacciones se realizan en dos pasos: 10 ciclos normales y 20 ciclos
aumentando el tiempo de elongacion en 5 segundos cada ciclo.

9.6.3. Reaccion para moldes Iargos

Para las reacciones de PCR utilizando Taq Pohmcrasa para Moldes Largos
(Expand Long Template®, Roche), mezclar 3 pl de cada oligonucledtido (5 M), 3
ul de ANTPs 10 mM, 5 pl de tampdn 10x, ADN molde, agna desionizada hasta un
volumen final de 50 pl y 1 U de polimerasa. Salvo gune se indique lo contrario, las
reacciones se realizan con 1,5 mM de MgCl,. Las mezclas se hicieron siguiendo el
orden descrito por el fabricante.

Estas reacciones se realizan en dos pasos: 10 ciclos normales y 20 ciclos
aumentando el tiempo de elongacion en 20 segundos cada ciclo.
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9.7.Precipitacion de dcides nucleicos

El ADN se precipita afiadiendo a la solucion una décima parte del volumen
de acetato sodico 3 M a pH 5,2 y 2,5 volimenes de etanol 96% a -20°C. Mezclar
bien. Mantener 30 min a ~20°C. Centrifugar a 15000 g durante 10 min. Retirar el
etanol y afiadir 1 ml de etanol 70 %. Agitar enérgicamente. Centrifugar a 15000 g
durante 3 min. Retirar el etanol. Secar el precipitado y resuspenderlo en €l volumen
deseado de agua desionizada.

Si el fragmento de ADN que se desea precipitar es de un tamafio inferior a
las 500 pb, el protocolo a seguir es igual salvo que afiadir al ADN la mitad del
volumen de acetato amonico 7,5 M y se mantiene a —20°C durante un minimo de 8
horas.

9.8. Separacién de icidos nucleicos
9.8.1. Electroforesis de ADN
9.8.1.1. En agarosa

Los fragmentos de ADN se separan segin su tamafio mediante
electroforesis en geles de agarosa a una concentracion tipica de 0,8 % (p/v). Si se
utiliza ADN gen6mico la concentracion debe ser de 0,7 % (p/v). La agarosa afiadir
al volumen necesario de tampon TAE 1x, caléntadose hasta que sc disuelva. Para
poder visualizar et ADN, afiadir bromuro de etidio hasta una concentracion final de
0,2 pg/ml antes de que el gel solidifique. A las muestras se les afiade el volumen
requerido de Tampon de Carga. El gel con las muestras cargadas se somete a un
campo eléctrico de 5-12 V/cm de gel. Posteriormente se itumina con luz UV para
visualizar ¢! ADN. Como patrones de peso molecular se usan marcadores
comerciales.

En las electroforesis de¢ ADN genémico que posteriormente se van a
transferir a un filtro (para una hibridacién tipo Southern) se aplica primero un
voltaje de 5 V/cm de gel, para que las muestras entren rapidamente en el gel, v, a
continuacion, se cambia el voltaje de 2 V/em de gel.

TAE 56x: EDTA 50 mM en Tris-acetato 2 M a pH 8.0
Tampén de Carga 6x: 40 % (p/v) sacarosa, 0,25 % (pfv) azul de brorrmfenol Se puede
afiadir 0,25 % (p/v) xileno cianol FE. Almacenar a 4°C. ~

9.8.1.2. En acrilamida

Los fragmentos de ADN menores de 500 pb sé separan mediante
electroforesis en geles de acrilamida a un porcentaje variable entre 5-10 %. Los
geles se preparan en tampén TBE 1x, a los que, para polimerizar la acrilamida,
afiadir 70 pl de persulfato amonico 10% (p/v) y 3,5 pl de TEMED. A las muestras
se les afiade el volumen requerido de Tampon de Carga. El gel con las muestras
cargadas se somete a un campo eléctrico de 5-12 V/em de gel. Para visualizar el

33



Materiales y Métodos

ADN, el gel se sumerge en una solucion de bromuro de etidio a 0,5 pg/ml durante
10 min y se lava posteriormente en agua destilada durante 10 min. A continuacion
se ilumina con luz UV para visnalizar el ADN. Como patrones de peso molecular
se nsan marcadores comerciales.

Acrilamida 30 %: 29 % de acrilamida y 1 % N,N’-metilenbisacrilamida en agna
desionizada, Almacenar a temperatura ambiente en oscuridad, Cuando se prepara conviene
desgasificar la solucion en un kitasato.

TBE 5x: EDTA 10 mM en Tris-borato 0,45 M a pH 8.0.

9.8.2. Electroforesis de ARN

Las distintas especies de ARN se separan segin su tamafio mediante
electroforesis en geles de agarosa al 1,2 % preparados de la siguiente manera.
Afiadir la agarosa a nn volumen determinado de agna desionizada tratada con
DEPC. Se calienta hasta que la agarosa se disuelva. A continuacién se mantiene en
un bafio hasta que la temperatura 55°C durante 10-15 min. Seguidamente, afiadir un
décima parte del volumen de Tampén MOQPS y formaldehido hasta una
concentracion final de 0,7 M. Se deja solidificar el gel sobre la cubeta en la que se
va a realizar la electroforesis.

Las muestras de ARN se tratan de la signiente manera: a 10 pg de ARN
afiadir 2 ul de MOPS 10x, 3,5 pl de formaldehido 12,3 M y 10 ul de formamida
pura en un volumen final de 20 ul. La mezcla se calienta a 65°C durante 15 min vy,
posteriormente, se les afiade la cantidad necesaria de Tampdn de Carga. Las
muestras se separan en el gel de la electroforesis sumergido en tampén MOPS 1x
sometidas a un campo eléctrico de 7 V/em de gel.

Tampdin MOPS; Disolver MOPS a 0,2 M y acetato sodico a 80 mM en agua tratada con
DEPC. Ajustar el pH a 7 con NaOH 2 N. Adadir EDTA hasta 10 mM. Si para hacer el
tampon se parte de soluciones concentradas, éstas deben ser preparadas en agua tratada con
DEPC. El tratamiento con DEPC esta descrito en el apartado 7.3.2. El tampon ya preparado
se filtra a través de una membrana de tamafio de poro de 0,2 um y se guarda en oscuridad.
Tampén de carga: Glicerol 50% (p/v), azul de bromofenol 0,25% (p/v), xileno cianol FF
0,25% (p/v), EDTA 1 mM a pH 8. Se prepara en agua desionizada tratada con DEPC.

9.9. Purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles

9.9.1. Extraccion con silica

Recortar la banda del gel de agarosa. Se puede guardar a 4°C

Afiadir dos o tres voliimenes de Nal 6 M.

Calentar a 55°C hasta que la agarosa se funda.

Aiiadir 10 ul de Silica. Mezclar. Incubar 5 min en hielo.

Centrifugar a 15000 g durante 20 s

Lavar el precipitado con 500 ul de Tampén de Lavado. Agitar enérgicamente.

ey
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Repetir pasos 5 y 6 dos veces mas.

Resuspender el precipitado en 10 yl de agua deswmzada.
Calentar a 55°C durante 10-15 min.

0. Centrifugar a 15000 g durante 2 min.

1. Recoger el sobrenadante y guardar a —20°C.

oo
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Silica: Afiadir:1 g de Silica (Sigma, $5631) a 10 mt de tamp6n PBS (NaCl 130 mM en
fosfato sodico 10 mM a pH 7,2). Mezclar bien. Dejar decantar durante 2 horas y repetir el
proceso. Centrifugar a 2000. g durante 2 min y resuspender el precipitado en Nal 3-M, de
manera que queda a 100 mg/ml, Guardar a 4°C en oscuridad.

Nal 6 M: Afadir 45 g de Nal a 50 ml de agua destilada. Disolver bien. Afiadir 5 g de
Na,S0; y agitar en un agitador magnético durante 1 hora. Filtrar a través de una membrana
de 0,2 pm. Guardar a 4°C en la oscuridad.

Tampdn de Lavado: NaCl 0,2 M, EDTA 2 mM en Tris-HCI 20 mM 3 pH 7,2. Disolver
todo en la mitad de volumen y afiadir etanol para una concentracion final de 53%.

9.9.2. Extraccién con fenol
Este protocolo se usa para fragmentos de agarosa muy grandes.

1. Aisiadir un volumen de fenol a la banda recortada. Machacar la banda hasta
pulverizarla. Se pueden hacer varios ciclos de congelacion y calentamiento a
55°C.

Centrifugar al muestra, congelada o no, a 15000 g durante 5 min.

Tomar el sobrenadante acuoso y afiadir un volumen de fenol. Agitar

enérgicamente.

4. Centrifugar a 15000 g durante 5 min.

5. Recoger la fase acuosa y precipitar con etanol y acetato de sodio como se ha
descrito.

W N

9.9.3. Extraccion en minicolumnas

Introducir la banda en la columna Wizard Minicolumns® (Promega)
colocada sobre un tubo de 1,5 ml que sirva para la recogida y centrifugar a 15000 g
durante 10 min.

9.9.4. Electroelucién

Se corta una bloque del gel inmediatamente por debajo de la banda que se
quiere aislar con ayuda de una ldmpara de mano. Se vacia la cubeta de
electroforesis de manera que el tampon llegue solo hasta la mitad del gel. El hueco
se llena de PEG 8000 al 15% (p/v) en TAE 1x. A continuacion se aplica cormente
eléctrica a 12 V/cm de gel, siguiéndose el curso de la electroforesis con una
lampara de UV de mano. Cuando la banda entra en el pocillo se retira con una
pipeta. Afiadir un volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) y se
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agita enérgicamente. Se centrifuga a 15000 g durante 5 min y posteriormente se
toma la fase acnosa.

9.9.5. Extraccién de ADN a partir de handas de acrilamida

1. Colocar la banda en una punta de pipeta de 1 ml sellada, con lana de vidrio
cubriendo ¢l fondo. La punta se coloca en un tubo de 3 ml y éste en uno de 10
mi.

2. Afiadir 150 pl de Tampédn de Elucion. Dejar 8 h en agitacion a 37°C.

3. Cortar el extremo sellado de la punta y centrifugar a 2500 g todo el sistema.

4. Recoger ¢l elnido que esta en el tubo de 3 ml.

10. Experimentos de hibridacion en membrana

10.1. Marcaje radiactivo de sondas

1. Desnaturalizar el ADN (25-50 ng en 13 pl) a 100°C durante 5 min. Pasar
inmediatamente a hielo.

2. Afiadir 2 pl de una mezcla de dATP, dGTP y dTTP preparada a 0,5 mM de
cada uno de ellos; afiadir 2 ul de un concentrado 10x de hexamucledtidos
comerciales (Roche); 2 U de Polimerasa de Klenow (Roche) y 2 pl de
[o**]dCTP (3000 Ci/mmol).

3. Incubar un minimo de 1 hora a 37°C.

4. Eliminar los nucléotidos no incorporados haciendo pasar la muestra a través
de una columna de Sephadex® (Amersham Pharmacia Biotech) G-50.

5. Desnaturalizar la sonda a 100°C durante 5 min. Pasar inmediatamente a hielo.
Guardar a -20°C si no se va a usar en el momento.

Columnas de Sephadex®G-50: El Sephadex®G-50 se prepara hirviendo o autoclavando 5
g en 75 m! de tampon TE. Si no se dispone de columnas comerciales, éstas se pueden
construir con dos tubos de 1,5 ml, uno sobre otro, teniendo el superior un pequefio agujero
(hecho con una aguja hipodérmica) cubierto de lana de vidrio siliconizada. Los tubos se
sitban dentro de un tubo de 10 ml. Al tubo de 1,5 ml superior se le afiade 1 ml de
Sephadex®G-50 (preparado como se ha descrito) y se centrifuga en una centrifuga de rotor
basculante a 900 g durante 3 min. Se descarta el tampon que ha eluido a través de la
columna y que ha sido recogido en el tubo inferior. Se aplica la sonda marcada (con un
volumen completado hasta 100 pi) sobre la columna ya empaquetada y se centrifuga a 900
g durante 3 min, recogiéndose la sonda, ya limpia de nucledtidos no incorporados, en un
nuevo tubo inferior.

10.2. Transferencia de Acidos nucleicos 2 membrana
10.2.1. Transferencia de ADN en geles de agarosa a membrana

El ADN se separa en un gel de agarosa como se ha descrito en el apartado
9.7.1.1. Una vez finalizada la electroforesis, el gel se fotografia bajo luz UV
utilizando una regla fluorescente a luz UV (sirve una regla fotocopiada sobre nn
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acetato), situando el cero sobre los pocillos. De esta manera, tenemos una
referencia en centimetros paralela al marcador comercial. A continuacién el gel se
trata durante 15 min en HCl 250 mM (se observa que los colorantes del tampon de
carga cambian de color). Seguidamente, se lava brevemente con agua destilada y se
trata durante 30 min en NaOH 0,4 N (se observa un nuevo cambio de color en los
colorantes).

La transferencia se realiza en un sistema de vacio con un TransVac TE80
(Amersham Pharmacia Biotech) de la siguiente manera. Sobre la rejilla metélica se
colocan dos trozos de papel Whatman® 3MM empapados en NaOH 0,4 N que la
cubran casi completamente. Sobre ellos, se coloca la membrana Hybond N+
(Amersham Pharmacia Biotech) que ha sido primero humedecida en agua destilada
y después en NaOH 0,4 N. Sobre la membrana se coloca el gel ya tratado,
eliminando las burbujas, y la mdiscara plastica que asegura el vacio. Se coloca
encima el marco y se conecta la bomba de vacio. Aiiadir NaOH 0,4 N durante el
proceso de transferencia para evitar que se seque el gel. La transferencia se
completa en unos 30 min.

A continuacién, sobre los pocillos del gel se introduce una aguja
hipodérmica que perfore la membrana, sefialandose todos los pocillos del gel con
un lipiz graso o un boligrafo. Seguidamente se retira el gel, se deja secar la
membrana (a la que se han transferido los colorantes). El ADN se fija
covalentemente irradiando el filtro con luz ultravioleta (70000 pl/em’) en el
sistema CrossLinker CL 1000 (UVP).

10.2.2. Transferencia de ARN en geles de agarosa a membrana

El ARN se separa mediante electroforesis como se ha descrito en el
apartado 9.7.2. A continuacion, el gel se lava con agua destilada durante 5 min y
posteriormente se lava durante 20-30 min en Solucién Desnaturalizante. Entonces
se lava brevemente con agua y se trata durante otros 20-30 min en Solucidn
Neutralizante. Cuando este tratamiento ha terminado, el gel se equilibra en tampén
SSC 20x.

El gel, ya tratado, se transfiere a una membrana Hybond N (Amersham
Pharmacia Biotech) por capilaridad. Para ello se requiere de un recipiente sobre el
que se pueda colocar un puente rigido. Sobre este puente se colocan una o dos tiras
de papel Whatman® 3MM que llegan hasta el fondo del recipiente, lleno de tampé6n
SSC 20x. Sobre las tiras, empapadas en el mismo tampén, se coloca el gel, ya
equilibrado. Sobre el gel se coloca la membrana, humedecida previamente en agua
destilada y después en SSC 20x. Eliminar las burbujas alisando con una varilla.
Sobre la membrana se coloca un trozo de papel Whatman® 3MM y una pila de 3-4
cm de papel absorbente o papel de filtro. Sobre dicha pila se coloca una superficie
plana, sobre la que se pone un peso de uno 500 g. Todos los papeles, filtros y
membranas deben ser del mismo tamafio. En cualquier caso, para evitar que en el
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sistema se produzca un cortocircunito se puede colocar alrededor del gel un marco
hecho con tiras de Parafilm®, que evite el contacto de la pila de papel con las tiras
que estan en contacto con el tampon. El sistema se mantiene un minimo de 8-10 h.
El ARN se fija covalentemente irradiando el filtro con luz unltravioleta (70000
uJ/cm®) en el sistema CrossLinker CL 1000 (UVP).

Una vez transferido el ARN puede tefiirse sobre el filtro bafiando el filtro
durante 3 min en una Solucién de Tincién. A continuacién se lava con agna
destilada hasta que las bandas de ARN ribosémico son visibles. La tincion se lava
completamente utilizando una Solucién de Destincion.

Solucion Desnaturalizante; NaOH 50 mM y NaCl 10 mM.

Solucién Neutralizante: Tris-HCI 10 mM a pH 7.5.

SSC 20x: NaCl 3 M y citrato trisodico 0,3 M, apH 7.

Solucién de Tincién: Azul de metileno 0,02 % (p/v) en acetato sodico 0,3 M a pH 5,2.
Solucién de Destincién: SSPE 0,2x y SDS 1%. La solucion concentrada de SSPE 20x esta
descrita en el apartado 10.3.2.

10.2.3. Transferencia a membrana de ADN de colonias

Las colonias que se quieren analizar se replican a cajas de LB con el medio
cubierto por una membrana de nylon o nitrocelulosa (debe replicarse una caja
gemela sin membrana). Las membranas son perforadas asimétricamente,
romlandose el lngar del pinchazo en la caja. Las cajas se incoban durante 6-8 h,
hasta que se observa crecimiento de las bacterias sobre la membrana. Se separa la
membrana y se sithan, con las bacterias hacia arriba, sobre papeles Whatman®
3MM empapados en las siguientes soluciones: 1°) SDS 10 % (p/v), se incuba 10
min; 2°) Soluciéon Desnaturalizante, durante 5 min; 3°) Solucion Neutralizante,
durante 5 min, y 4°) SSC 2x, durante 5 min. A continuacion se dejan secar las
membranas, fijandose como se ha descrito si son de nylon (apartado 10.2.1), y con
el doble de energia si son de nitrocelulosa.

Soluciéon Desnaturalizante; NaOH 0,5 My NaCl 1,5 M.
Solucién Neutralizante; NaCl 1,5 M en Tris-HCI 1 M a pH 7,4,

10.2.4, Transferencia 2 membrana de ADN de hacteriofagos

Para transferir el ADN de los fagos de calvas de lisis a una membrana de
nailon o de nitrocelulosa se sitiia dicha membrana, , sobre la ¢aja. Las membranas
son perforadas asimétricamente, rotulandose el Ingar del pinchazo en la caja. Se
mantienen asi durante 2 min. A continuacion se procesan como en el apartado
10.2.3, pero eliminando el tratamiento con SDS.

10.3. Hibridacion de acidos nucleicos
10.3.1. Hibridacion ADN-ADN
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Las hibridaciones utilizando (proveniente de un gel, de fagos o de
bacterias) ADN fijado a filtro y una sonda de ADN marcado radiactivamente se
realizan de la misma manera. Los filtros se sumergen en ¢l minimo volumen
posible de Solucién de Hibridacion, manteniéndose con agitacion (en horno o en
un bafio) a 42°C durante 1 hora. Seguidamente afiadir la sonda hasta una cantidad
de radioactividad total de 10° cpm/ml de solucién de hibridacién, marcada
radiactivamente segun el apartado 10.1, y se mantiene en agitacion durante 10-12
horas como minimo. A continuacidn se retira la Solucion de Hibridacion y se lava
consecutivamente con las siguientes soluciones: dos veces con Solucién de Lavado
0 a temperatura ambiente durante 5 minutos; dos veces con Solucién de Lavado I a
temperatura ambiente durante 5 minutos; una vez con Soluciéon de Lavado I a 50°C
durante 30 min, y, finalmente, una vez con Solucion de Lavado I a 65°C durante 30
min. De manera opcional, se puede lavar durante con Solucién de Lavado IT a 65°C
durante 30 min. Si se requiere un lavado suave se realizan s6lo los pasos que son a
temperatura ambiente.

Una vez lavado, se envuelve el filtro en plastico transparente para evitar
que se seque. Se expone a pelicula Kodak X-OMAT S o Kodak Biomax MR a -
80°C.

Solucién de Hibridacién: Tampon fosfato sodico 25 mM a pH 6,5, SSC 6x, Denhardt 5x,
SDS 0,5%, ADN desnaturalizado de esperma de salmén 0,1 mg/ml y formamida al 50%
(v/v). Si se requieren condiciones de hibridacion menos restrictivas, se utiliza la formamida
solo al 35 % (v/v),

Esperma de salmén: preparado como se describe en el apartado 7.2.

Denhardt 50x: Ficoll 400 2% (p/v), polivinilpirrolidona 2% (p/v) y seroalbumina bovina
2% (p/v). Filtrar a través de Miracloth® (Calbiochem). Guardar en alicuotas a —20°C.
Selucion de Lavado 0: SDS 0,5% (p/v), SSC 2x.

Solucién de Lavado I: SDS 0,1% (p/v), SSC 2x.

Solucién de Lavado I: SDS 0,1% (p/v), SSC 0,2x.

SSC 20x: ver apartado 10.2.2.

10.3.2. Hibridacion ADN-ARN

Las hibridaciones realizadas con ADN marcado radiactivamente sobre
ARN fijado a filtro se realizan de la siguiente forma. Los filtros se sumergen en el
minimo volumen posible de Solucién de Hibridacion, manteniéndose con agitacion
(en horno o en un bafio) a 42°C durante 1 hora. Seguidamente afiadir la sonda,
marcada radiactivamente segin el apartado 10.1, y se mantiene en agitacion
durante 10-12 horas como minimo. A continuacién se retira la Solucion de
Hibridacion y se lava y expone a pelicula de autoradiografia como se ha descrito en
el apartado 10.3.1.

Solucién de Hibridacién: SSPE 5x, Denhardt 5x, SDS 0,1 % (p/v), ADN desnaturalizado
de esperma de salmon y formamida al 50% (v/v).
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productos y se ajusta el pH a 7,4 con NaOH 10 N. A medida que se acerca el pH 2 7,4, se
produce la disolucidn de los componentes, bajando el pH de nuevo, por lo que el proceso de
ajuste del pH exige especial atencion.

10.4. Deshibridacion de membranas

La radiactividad fijada a las membranas pnede eliminarse hirviendo el
filtro en SDS 0,1% durante 10 min. Si persiste la marca se repite el proceso. Es
necesario que la membrana no se seque para gue la radiactividad pumeda ser
eliminada completamente.

11. Obtencién de preparados de proteinas de hongos filamentosos
11.1.  Extractos totales

Para la obtencién de extractos de proteinas totales, el micelio se pulveriza
en un mortero utilizando nitrégeno liquido si no estaba liofilizado. A continuacién,
un volumen de micelio se homogeneiza en tres volimenes de Tampon de
Extraccion a temperatura ambiente. Segnidamente, se centrifuga a 5000 g durante S
min, guardando el sobrenadante obtenido a -20°C. ‘

Tampén de Extraccion: Glicina 50 mM en Tris-HCI 20 mM a pH 8. Afiadir también 1
mM PMSF, 1 uM pepstatina y 1 uM bestatina.

11.2. Concentracion de proteinas de sobrenadantes

Los cultivos se filtran a través de papel o Miracloth® (Calbiochem) para
separar el micelio del sobrenadante. Al sobrenadante se le afiaden 51,6 g de sulfato
amoénico por cada 100 ml (lo que representa nn 80 % de saturacion a 4°C). Se agita
a temperatura ambiente hasta que se ha disnelto toda la sal. A continnacion se
mantiene a 4°C un minimo de dos horas. Después se centrifinga durante 35 min a
25000 g. Se descarta el sobrenadante, y el precipitado se resuspende en el menor
volumen posible de agna destilada.

Para eliminar las sales, las muestras se dializan en el tampdn adecuado o en
agua destilada. Para ello, se utilizaron tripas de dialisis de limite de exclusion de 12
kDa, tratadas convenientemente. La dialisis se mantuvo a 4°C durante 10-16 horas,
cambiandose el tampdn un total de tres veces. Después, el contenido de la tripa se
centrifiga a 15000 g durante 5 min a 4°C, guardandose el sobrenadante obtemido a
-20°C. '

Tratamiento de tripas: Hervir en NaHCQ; 30 mM y EDTA 0,5 mM. Enjuagar con agua
destilada abundante. Si no se van a usar, almacenar a 4°C en etanol 15 %,

12. Cuantificaciéon de proteinas
12.1. Método de Bradford
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Se utiliza el reactivo BioRad Protein Assay (BioRad). En el ensayo se
utilizan 950 ul de reactivo diluido (8 partes de reactivo en 31 de agua) y la muestra
en un volumen de 30 pl y se completa con 20 pl de agua destilada hasta 1 ml. Se
incuba a temperatura ambiente durante 10-15 min y se mide la absorbancia a una
longitud de onda de 595 nm. La concentracidon de proteinas se extrapola mediante
una recta de regresion obtenida de valorar 1, 5, 10, 15 y 20 pg de seroalbimina
bovina fraccion V (Sigma) disueltos en 20 ul de agua destilada y afiadidos a 950 ul
de reactivo diluido y 30 pl del tampén en el que se han disuelto las muestras de
nuestro interés.

12.2. Método de Lowry

La determinacién de la cantidad de proteinas por este método se realiza por
el método de Lowry ef al., (1951). 500 ul de la muestra afiadir a 150 pl de agua
destilada, 200 pl de NaOH 1IN y 1,5 ml de reactivo de Lowry (preparado usando 9
partes de Reactivo A y 1 parte de Reactivo B). La mezcla se incuba durante 15 min
a 30°C. Seguidamente afiadir 150 pl de reactivo de fenol Folin Ciocalteus (Merck)
diluido en una parte de agua. La mezcla se incuba otros 30 min a 30°C y después se
mide la absorbancia a una longitud de onda de 750 nm. La concentracion de
proteinas se extrapola mediante una recta de regresion obtenida de valorar 5, 10,
20,... hasta 100 pg de serolbimina bovina, fraccion V (Sigma) disueltos en 500 pl
de agua destilada.

Reactive A: 6 g/l de NapyCO3 v 0,75 g/l de C4HsKNaOg4H,0.
Reactivo B: 644 mg/l de CuSO4-5H0.
Notas: El reactivo de Folin debe ser manipulado con guantes debido a su toxicidad.

13. Separacion de proteinas
13.1. Separacién en geles de SDS-PAGE
13.1.1. Preparacion de geles y condiciones de electroforesis

‘Las proteinas se separan por su peso molecular mediante un sistema
discontinuo comimente conocido por SDS-PAGE (de electroforesis en gel de
poliacrilamida y SDS). Las muestras, en un sistema vertical Mini Protean® II
(BioRad) se empaquetan primero de un Gel de Empaquetamiento de 1 cm de
longitud, para separarse a continuacion en el Gel de Separacién de unos S5 cm de
longitud. La electroforesis en los equipos Mini Protean® I se realizan aplicando un
campo eléctrico de unos 200 V durante 45 min. Si se utiliza un equxpo Hoeffer SE
400 se aplican 25 mA durante 60-180 min.

A las muestras, antes de someterlas a la electroforesis, se les afiadeTampon
de Carga hasta una concentracién 1x, se hierven durante 5 min y se centrifugan a
15000 g durante 5 min. El sobrenadante se carga en el gel de electroforesis. Como
patron de peso molecular se utiliza un marcador comercial.
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Gel de Empaquetamiento; Tris-HC! 125 mM a pH 6,8; SDS 0,1 % (p/v), acrilamida-
N,N’-metilenbisacrilamida al porcentaje deseado, persulfato amonico 0,05 % (p/v),
TEMED 0,1 % (v/v).

Gel de Separacion: Tris-HCI 375 mM a pH 8,8; SDS 0,1 % (p/v), acrilamida- N,N’-
metilenbisacrilamida al porcentaje deseado, persulfato aménico 0,05 % (p/v), TEMED 0,05
% (viv).

Solucién concentrada de acrilamida: acrilamida al 29,2 % (p/v) y 0,8 % de NN’
metilenbisacrilamida (p/v). Disolver, desgasificar en un kitasato durante 15 min. Guardar a
temperatura ambiente en la oscuridad. Es conveniente repetir este proceso cada cierto
tiempo para evitar migraciones anémalas en las electroforesis.

Tampén de electreforesis: Glicina 194 mM, SDS 0,1% (p/v) y Tris 25 mM.

Tampén de carga 4x: Glicerol 10 % (p/v), SDS 2 % (p/v), 2-mercaptoetanol 5 % (v/v),
azul de bromofenol 0,00125 % (p/v) en Tris-HC! 62,5 mM a pH 6,8.

13.1.2. Tincién de geles con aznl de Coomasie

Para tefiir un gel proveniente de SDS-PAGE se ntiliza el colorante Brilliant
Blue R-250 (Sigma). Para ello, se bafia el gel en la Solucidn de Tincién durante 30
min. A continuacion, se retira dicha solucion y afiadir Solucion de Destincion,
manteniéndose hasta que las bandas correspondientes a las proteinas se visnalizan
claramente.

Para conservar el gel se puede someter a vacio a 70°C sobre un papel
Whatman® 3MM o bien seguir el siguiente proceso. Una vez destefiido, lavar el gel
en glicerol 3 % (p/v) y etanol 70 % (v/v) hasta que se ponga blanco. Segnidamente,
lavar en glicerol 3 % (p/v) hasta que se vuelva transparente. Dejar secar entre dos
papeles de celofan previamente empapados en glicerol 3 % (p/v). Para evitar las
burbujas, afiadir abundante glicerol sobre el gel antes de cubrir con el celofan.

Solucion de Tincion; 0,25 % (p/v) Brillian Blue R-250 (Sigma), 7 % (v/v) 4cido acético y
45 % (v/v) de metanol.
Solucion de Destincién: 10 % (v/v) acido acético y 40 % (v/v) metanol.

13.2. Separacion por iseelectroenfoque

Las proteinas se separan segin su punto isoeléctrico:(o pl) utilizande un
sistema Multiphor System (Amersham Pharmacia Biotech) y geles preparados a pH
3,5-9,5 (Amersham Pharmacia Biotech). Se usan en el citodo nna tira de papel
absorbente empapado en NaOH 1 N y en el anodo con H;PQ,4 1 N. Las muestras se
aplican sin ningnin tipo de tampon de carga en el centro del gel ntilizando la tira de
plastico suministrada por el fabricante. Se aplica durante 1 hora una corriente de
400 V a 50 mA y 30 W como maximo.

Si se desea tefiir los geles con Brilliant Blue R-250, es necesario primero
mantener el gel en acido tricloroacético al 10 % (p/v) durante 1 hora, seguido de un
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tratamiento en 4cido tricloroacético al 1 % (p/v) durante 6-8 horas como minimo. A
continuacion se puede proceder como en el apartado 13.1.2.

13.3. Separacién por cromatoenfoque

El cromatoenfoque se utliza como método de separacion y purificacion de
proteinas, y como método para medir el pl de las proteinas.

Se emplea una columna de vidrio calibrado, modelo C 10/20 (1 cm de
didmetro, 20 cm de altura) (Amersham Pharmacia Biotech) con 18 ml de
Polybuffer Exchanger 94 (Amersham Pharmacia Biotech), sobre el que afiadir 1 ml
de Sephadex G-25 (Amersham Pharmacia Biotech), con émbolo ACI0 y
empaquetada segin las instrucciones del fabricante,

Todo el proceso siguiente se lleva a cabo a 4°C. La columna se equilibra
con 20 volimenes de tampén imidazol-HCl 25 mM a pH 7.4 desgasificado. La
muestra se dializa en el mismo tampén. La elucion se realiza con Polybuffer 74-
HCI en agua (1:8) desgasificado y a pH 4.. Se aplica un flujo de 9 ml/h con una
bomba peristaltica LKB 10200 conectada a la salida de la columna. Se recogen
fracciones de 1,5 ml mediante un colector Frac-100 (Amersham Pharmacia
Biotech). Se mide el pH de las fracciones y se ensayan las actividades enzimadticas
convenientes.

Para su reutilizacion, lavar la columna con 5 volimenes de NaCl 1 M y
equiltbrar como se ha descrito. Almacenar a 4°C en etanol al 20 %.

13.4. Cromatografia a través de Sepharose® unida a concanavalina A

1. Lavar la columna con 10 volimenes de lecho de Tampon de Union.

2. Diluir con Tampoén de Unién hasta una relacion de 3:1 (gel hidratado:tampén),
con lo que el gel queda al 50 % (p/v).

3. Empaquetar 1a columna al flujo mas rapido posible.

4. Aplicar la muestra y utilizar un flujo siempre menor del 75 % del maximo
posible.

5. Lavar la columna con cinco volimenes de Tampon de Unidn.

6. Eluir la columna con 0,1-0,2 M de a-D-metilmandsido o glucdsido. Se puede
subir la concentracion o bajar el pH a 4 si la unién persiste:

Tampon de Unidén: 0,5 M NaCl en Tris-HC] 20 mM a pH 7,4. Si se usa un tampén con pH
alrededor de 5, se debe afiadir Mn*" y Ca® almM

Regeneracion de la columna: Lavar alternativamente tres veces con 2-3 volimenes de
soluciones de pH 8,5 y pH 4,5 que contenga 0,5 M de NaCl. Otra forma, mas severa,
consiste en lavar la columna con tampdn borato 0,1 M pH 6,5 y un detergente no idnico al
0,1 % (p/v). Después de estos tratamientos, equilibrar la columna con 5 volimenes de
Tampon de Union. La columna se almacena en tampon acetato pH 6 con NaCl 1 M, CaCl,
1 mM, MnCl; 1 mM, MgCl; 1 mM y 0,01 % (v/v) timerosal como conservante.
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13.5. Adsorcion a pustulan

1. Mezclar pustulan particulado y la solucion de proteinas de manera que quede
1:1 (mg proteina:mg pustulan). Mantener 1 hora en hielo.

2. Centrifogar a 17000 g 10 min a 4°C. Guardar el precipitado y repetir el proceso
con el sobrenadante.

3. Lavar los precipitados con tampon fosfato 70 mM apH 6 y NaCl 1 ML

4. Centrifugar a 17000 g 10 min a 4°C. Lavar el precipitado con agua destilada.

5. Centrifugar a 17000 g 10 min a 4°C. Resuspender el precipitado en tampén
acético acetato 50 mM a pH 5,5 con PMSF 1 mM y azida | mM.

6. Incubar a 37°C durante 16 h.

7. Centrifugar a 17000 g durante S min.

8. Tomar el sobrenadante y dializar frente a agna destilada.

Pustulan particulado:

1. Auna solucion de pustulan al 1% (p/v) autoclavada afiadir dos volumenes de etanol 96
% y mantener a 4°C durante 10 min.

2. Centrifugar a 17000 g durante 10 min. Lavar el precipitado tres veces con agua
destilada.

3. Resuspender en agua destilada hasta dejar el pustulan al 1 % (p/v).

14, Inmunodeteccién de proteinas en membrana
14.1. Transferencia por método semi seco

Se utiliza un sistema de transferencia Trans-Blot® SD Semi-Dry
Electrophoretic Cell (BioRad). La transferencia se realiza colocando sobre la placa
del 4nodo un papel extragrueso, una membrana de Immobilon-P (Millipore), el gel
y otra tira de papel extragrueso. Los papeles, la membrana y el gel se empapan en
Tampén de Transferencia durante 5-15 min y luego se escurren. La membrana,
previamente, debe ser tratada durante 30 s en metanol y luego en agua, antes de ser
equilibrada en el tampon. La transferencia se realizd a 25 V durante 25 min. Se
comprueba que la transferencia ha funcionado comprobandoe que los marcadores de
tamafio pretefiidos se han transferido o, si se utilizan marcadores sin colorante,
tifiendo con Sohicion Poncean S durante 3 min y destifiendo con agna.

Tampén de Transferencia; Glicina 192 mM, metanol 20% (v/iv) y ’i‘n’s 25 mM.
Selucion Ponceau S: Ponceau S (Sigma, P7767) al 0,5% (p/v) en acido acético 1% (v/v).

14.2. Inmunodeteccion mediante anticuerpos conjugados a fosfatasa
alealina

La membrana a la que se han transferido las proteinas se incnba en

Solucién de Bloqueo durante 2 horas a temperatura ambiente. A esta solucion

afiadir el anticnerpo (en el caso del anticuerpo anti-BGN16.2, en una dilucion

1:5000 para proteinas extracelulares y 1:1000 para proteinas intracelulares). La
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incubacion con el primer anticuerpo se mantiene durante 2-12 horas. Seguidamente
se lava cuatro veces con Solucion de Bloqueo (sin leche desnatada), durante 10 min
cada vez. A continuacién, afiadir el anticuerpo anti-IgG conjugado a fosfatasa
alcalina. La incubacién se mantiene durante 1 hora. Entonces se lava una vez
durante 5 min con Solucién de Bloqueo (sin leche desnatada) y tres veces con
Solucién de Lavado. Adfiadir sobre la membrana 5-10 ml de Solucién de Deteccion.
Cuando aparecen las bandas, lavar abundamente con agua. Para mantener la
membrana, es conveniente cubrirla con un papel transparente de manera que no
esté en contacto con el aire.

Solucién de Bloqueo: Leche desnatada en polvo (Nestlé) al 5 % (p/v), EDTA 1 mM, NaCl
0,15 M, 0,1 % (v/v) Tritdén X-100 y Tris-HC! 10 mM a pH 8.

Soluciéon de Lavado: NaCl 0,15 M en Tris-HC1 50 mM a pH 8.

Solucién de Deteccion: 0,1 M NaCl, MgCl, 5 mM, 33 mg/l de NBT, 16,5 mg/l de BCIP
en Tris-HC1 0,1 M pH 9,5. Preparar justo antes de usarla. Afiadir el NBT y ¢l BCIP a partir
de soluciones concentradas.

NBT: 50 mg/m! de nitro blue tetrazolium (Sigma) en 70% (v/iv) de N'N’-
dimetilformamida. Guardar en oscuridad a -20°C.

BCIP: 50 mg/ml de 5-bromo-4-cloro-3-indoil fosfato (Sigma) en N’N’-dimetilformamida.
Guardar en oscuridad a ~20°C.

15. Ensayos de actividad enzimatica
15.1. Ensayo de actividad B-glucanasa
15.1.1. Ensayos en solucién

Para los ensayos de actividad f-glucanasa se utilizo un método modificado
a partir del desarrollado por Somogyi (1952) y Nelson (1957) de determinacién de
aziicares reductores. Como sustratos se utilizaron pustulan (Calbiochem) para
medir actividad B-1,6-glucanasa y laminarina (Sigma) para la actividad B-1,3-
glucanasa. El pustulan se prepara en tampon acético-acetato SO0 mM apH 5,5 a 0,5
% (p/v), autoclavando para disolverlo bien y manteniéndolo a 4°C. La laminarina
se prepara también en tampon acético-acetato 50 mM a pH 5,5 a 0,5 % (p/v), se
disuelve agitando suavemente y se mantiene a 4°C. Para medir actividad f-
glucanasa de un extracto de proteinas se sigue ¢l siguiente protocolo:
1. Mezclar 150 pl de sustrato al 0,5 % (p/v) en tampdn acético-acetato 50 mM a

pH 5,5 con 50 ul de muestra.

2. Incubar a 37°C el tiempo deseado.

3. Parar la reaccion hirviendo durante 5-7 min.

4. Mezclar 150 pl de la mezcla con 150 pl de Reactivo de Somogyi. Agitar
suavemente.

5. Calentar a 90°C durante 10 min. Enfriar en hielo. .

6. Aiiadir 150 pl de Reactivo de Nelson. Agitar enérgicamente.
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7. Afiadir esta mezcla a un tubo con 1,5 ml de agua destilada. Incubar 15 min a
temperatura ambiente.
8. Mediar la absorbancia a una longitud de onda de 520 nm.

La cantidad de glucosa liberada en el ensayo se extrapola a partir de una
recta realizada con 10, 20, 30, .. 70 ug de glucosa en 200 pl de tampodn acético
acetato, de los cuales se procesan con el resto de las muestras solo 150 pl.. Asi, se
define la unidad enzimética como la cantidad de enzima capaz de liberar 1 mmol
de equivalentes de glucosa por minuto en las condiciones de ensayo descritas.

Selucién Somogyi I Disolver 15 g de C4HKNaOg-H;0 y 30 g de Na;CO3 en 300 mi de
agua destilada. stolver Afiadir 20 g de NaHCO;. Afiadir 500 ml de Na;SO;4 al 36 % (p/v)
desgasxﬁcado Ajustar hasta 1 htro

Solucion Semogyi Ii; Mezclar 5 g de CuSO,-5SH0 y 45 g NaxSOy4 en 250 ml de agua
destilada.

Rea_ctlvo Semegyi: Mezclar 4 partes de solucion 1 por una parte de solucion II antes de
usar.

Nelson: Disolver 12,5 g de (NH4)sMo07024-4H,0 en 225 ml de agua destilada. Afiadir 10,5
ml de H,SO4 concentrado agitando. Afiadir 12,5 ml de agua destilada con 1,5 g de
AsO4HNay TH0, mezclando Este reactivo debe mane]arse con guantes debldo a su
toxicidad.

15.1.2. Ensayos en gel
Los ensayos en gel se realizaron siguiendo el protocolo descrito por Pan ef

al., (1989) y Soler et al, (1999). Se puede llevar a cabo usando geles de

isoelectroenfoque o geles de poliacrilamida como los descritos en el apartado

13.1.1. eliminando el SDS y el 2-mercaptoetanol. El proceso es el siguiente:

1. Incubar el gel durante 10-15 min en tampon acético-acetato 50 mM a pH 5,5
con agitacion.

2. Incubar 30-60 min a 37°C con pustulan o laminarina al 1 % (p/v) en el mismo
tampon.

3. Lavar tres veces con agua destilada, 5-7 min cada vez.

4. Incubar el gel en 200 mi de Solucién de Tincion durante 5 min. Calentar
durante 2 min en un microondas a la maxima potencia.

5. Eliminar la solucién y fijar en acético al 7,5 %.

6. A continuacion se puede tefiir el gel con Brilliant Blue R*250 o secarlo como
se ha descrito en el apartado 13.1.2.

Solucién de Tincion: 3 g de 2,3,5-trifeniltetrazolium cloruro (Sigma T-8877) en 200 ml de
NaOH 1 M.

15.2. Ensayo de actividad quitinasa
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Para el ensayo de la actividad quitinasa se utilizo el método descrito por
Boller & Mauch (1988) y Reissig e/ al., (1955):

1. Mezclar 200 pl de muestra, 300 ul de tampdn fosfato potasico 70 mM a pH 6
y 200 pl de quitina coloidal. Incubar a 37°C durante el tiempo deseado.

2. Inactivar hirviendo durante 7 min.

3. Centrifugar a 15000 g durante 5-10 min. Tomar el sobrenadante.

4. Afiadir a 200 pl de sobrenadante 40 pl de helicasa 3 % (p/v) (Biotechnics,
Francia),

5. Incubar a 37°C durante 1 hora.

Tomar 200 pl de esta mezcla y afiadir 40 pl de tampoén borato potasico 0,8 M a

pH9,1.

7. Calentar a 100 °C durante 3 min y enfriar posteriormente en hielo.

8. Afiadir 1 m! de Reactivo de p-dimetilaminobenzaldehido.

9. Incubar a 37°C durante 30 min.

10. Medir absorbancia a una longitud de onda de 585 nm.

La cantidad de N-acetilglucosamina liberada se extrapola de una recta
realizada con 10, 20, 30,... 100 ug de N-acetilglucosamina. Una unidad de enzima
se define como la cantidad de enzima capaz de liberar 1mmol de equivalentes de
N-acetilglucosamina por minuto en las condiciones de ensayo descritas.

o

Quitina coloidal: La quitina coloidal se prepara usando quitina en escamas (Sigma) segin

Jeuniaux (1966):

1. Afadir a 10 g de quitina en escamas 175 ml de HC! 10 N, dejandose toda la noche a
4°C. Mantener después 4 horas a temperatura ambiente.

2. Filtrar a través de un embudo con fibra de vidrio tupida en un matraz con 1 litro de
etanol absoluto a -20°C en agitacién. Los floculos de quitina formados se dejan
decantar toda la noche a 4°C.

3. Centrifugar durante 10 min a 5000 g. El precipitado se lava varias veces con agua
destilada y, finalmente con tampdn fosfato potasico 70 mM a pH 6.

4. A1 ml del precipitado final se le determina el peso seco.

5. Se resuspende la totalidad del precipitado en Tampon fosfato potdsico 70 mM a pH 6, a
una concentracion de 10 mg de peso seco por ml, conservandose a 4°C.

Para los ensayos enzimaticos, dicha solucién se diluye en el mismo tampén
suplementado con 1 mM de azida sodica, hasta alcanzar una absorbacia de 1 a longitud de
onda 600 nm, que equivale a 5 mg de peso seco por mi.

Reactivo p-dimetilaminobenzaldehido 10x: 10 % (p/v) dimetilaminobenzaldehido en

87,5 % (v/v) de 4cido acético, 3,87 % (v/v) HCL. El reactivo se diluye con 9 volimenes de

acido acético.

15.3. Ensayo de actividad proteasa
15.3.1. Ensayos en solucién

La actividad proteasa se determina mediante una modxﬁcacwn del método
desarrollado por Holwerda & Rogers (1992).
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1. Mezclar 50 pl de muestra con 100 pl de Brij-35 (Sigma) al 0,1 % (p/v), 300 pl
de tampon acetato sodico 0,1 M a pH 5 y 50 ul de azocaseina (Sigma, A-2765)
al 0,6 % (p/v).

Incubar a 30°C durante el tiempo deseado.

Adiadir 200 pl de acido tricloroacético al 10 % (p/v).

Centrifugar a 15000 g-durante 15 min.

Medir la absorbancia del sobrenadante a una longitud de onda de 366 nm.

- La cantidad de azocaseina hidrolizada se extrapola a partir de una recta
patrén con 30, 60, 90,... 300 ug de azocaseina en 125 ul de agua destilada,
mezclados con 50 ut de SDS 10 % (p/v), 200 ul de tampon acetato sodico 100 mM,
125 pl de Brij-35 0,1 % (v/v) y 200 wl de 4cido tricloroacético 10 % (p/v). Una
unidad de actividad enzimatica se define como la cantidad de enzima que hidroliza
1 pg de azocaseina por min en las condiciones de ensayo descritas.

oW

15.3.2. Ensayos en gel

La actividad proteasa puede visnalizarse también observando los halos de
hidrélisis provocados por las proteasas que han sido separadas en un gel de
acrilamida. Para ello, se prepara un gel hecho en tampén acetato potasico 50 mM a
pH 5.5 con 2 % (p/v) de agarosa y 1 % (p/v) de seroalbimina bovina, fraccién V
(Sigma). Sobre este gel de BSA se sitda el gel en el que se han separado las
proteinas, generalmente un isoelectroenfoque, se envnelven en plastico
transparente y se incuban, entre dos cristales y con un peso encima, a 37°C durante
el tiempo necesario para visualizar los halos de actividad proteasa. En el caso de
los geles de IEF conviene recortar las zonas donde estaban las tiras con tampon
para evitar grandes halos de hidrdlisis debidas a esas soluciones.

16. Differential Display

La clonacién de genes expresados de manera diferencial a diferentes
concentraciones de glucosa y pH se llevo a cabo mediante el método conocido por
"Differential Display" (Liang & Pardee, 1997).

16.1, Tratamiento de ARN total com ADNasa I
El ARN total se extrae segun el apartado 8.4.3. No se debe utilizar ARNm
poliadenilado. Sin embargo, si es necesario eliminar las trazas de ADN gen6émico
que contaminan la preparaciéon de ARN. Se procede de la signiente forma:
1. Incubar 10-100 ug de ARN total con 10 U de ADNasa I (libre de RNAasa ) en
Tampén de ADNasa I durante 30 min a 37°C.
2. Inactivar la ADNasa I afiadiendo un volumen de fenol:cloroformo (3:1).
Mezclar vigorosamente y mantener 10 min en hielo.
3. Centrifugar a 15000 g durante 5 min a 4°C.
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Tomar la fase acuosa y precipitar el ARN afiadiendo 3 volumenes de etanol en
presencia de acetato sodico 0,3 M (tratado con DEPC). Incubar a —80°C
durante 30 min.

Centrifugar a 15000 g durante 10 min a 4°C.

Descartar el etanol y lavar el precipitado con 500 ul de etanol 70 % (hecho con
agua tratada con DEPC).

Centrifugar a 15000 g durante 5 min a 5°C.

Descartar el etanol y resuspender el precipitado en 20 ul de agua desionizada
tratada con DEPC. Medir la concentracién de ARN.

Comprobar la calidad de la preparacidn separando en un gel 1-3 ug de ARN.

10. Almacenar el ARN a una concentracion final de 1 pug/ul a-80°C.

Tampon de ADNasa I: KCl S0 mM y MgCl2 1,5 mM en Tris-HC1 10 mM a pH 8,3.
Nota: La preparacion del material a utilizar con ARN mediante tratamiento con DEPC esta
descrita en el apartado 8.4.3.

16.2. Transcripcion reversa de ARNm

1.

3.

4.
5

Preparar tres reacciones de transcripcion reversa. Cada una de ellas se
realizar, con un oligo-dT distinto, en 20 ul de volumen final. Mezclar: 9,4 ul
de agua desionizada, 4 pl de tampén de Transcriptasa Reversa 5x
(suministrado por el fabricante), 1,6 ul de dNTP 250 uM, 2 ul de ARN total
libre de ADN diluido hasta 0,1 pg/ul con agua tratada con DEPC, y 2 ul de
oligo-dT (AAGCT;;M 2 uM, donde M es G, A 0 C).

Incubar a 65°C durante 5 min. Después, incubar a 37°C durante 10 min.

Afiadir 1 pl de MMLYV transeriptasa reversa Superseript® II (Gibeo BRL) a
cada tubo.

Incubar a 37°C durante 50 min. Después, incubar a 75°C durante 5 min.
Guardar en hielo si se van a usar inmediatamente o mantener a —80°C.

Notas: Los oligo-dT usados son H-T11N set (GenHunter).

16.3. Amplificacién por PCR

L.

Preparar las reacciones de PCR en un volumen final de 20 ul como sigue: 10 pl
de agua desionizada, 2 pl de tamp6n de PCR 10x, 1,6 ul de ANTP 25 uM, 2 ul
de cebador arbitrario 2 pM, 2 ul de AAGCT;;M 2 uM, 2l de la reaccion de
retrotranscripeion, 0,2 ul de a-[°P]-dATP, 2 U de Taq Polimerasa. Son, por
tanto 24 reacciones para cada condicidn, ya que se usan 8 cebadores arbitrarios
y tres oligo-dT.

Incubar como sigue: 94°C durante 30 s, 40°C durante 2 mm, 72°C durante 30 s
(40 ciclos) y, finalmente 72°C durante 5 min.
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Notas; Los cebadores arbitrarios usados son H-AP primer set 10 (GenHunter). La Taq
polimerasa recomendada es AmpliTaq® (Perkin-Elmer).

16.4. Separacion de fragmentos en PAGE 6 %

1. Preparar un gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6% en TBE. Utilizar
pocillos planos.

2. Mezclar 3,5 ul de cada reaccion de PCR con 2 pl de tampon de carga e incubar
a 80°C durante 10 min antes de cargar en el gel.

3. Correr las muestras a 2700 V, 100 W y 50°C en un equipo Genomyx LR
System (Beckman) o similar.

4. Exponer el gel seco sobre papel o sobre cristal a una pelicula de
autoradiografia Kodak Biomax MR (Amersham Pharmacia Biotech). Incubar a
temperatura ambiente.

PAGE 6%: En ¢l caso de no utilizar geles ya preparados se pueden hacer mezclando 32 mi
de Solucuon Ay 68 ml de Soluc:cm B, afiadir 6 4 ml de TBE 10x, desgasxf car, filtrar a

(p/v) v 90 ul de TEMED

Selucion A: Acnlamtda—N ;N’-metilenbisacrilamida 20 % (p/v) y urea 45 % (p/v). Disolver
137, 25 g de urea en 150 mi de agua desionizada calentando. Enfriar antes de afiadir 57,95
g de acrilamida y 3,05 g de N,N’-metilenbisacrilamida. Agitar durante 1 hora. Ajustar el
volumen hasta 300 ml

Solucién B: 45 % (p/v) urea. Afiadir 225 g de urea a 300 ml de agua desionizada. Agltar 1
hora. Ajustar el volumen hasta 500 ml.  ~

16.5. Reamplificacién de ADNe

1. Revelar la pelicula. Una vez seca, orientarla sobre el gel aprovechando las
lineas de los bordes del gel. Recortar las bandas que tenga una expresion
diferencial de nuestro interés. Si el gel estd seco en un cristal, marcar los
bordes de la banda con una cuchilla, hidratar la banda con 1-2 ul de aguna
desionizada y pasar a un tubo con 100 pl de 1 mM EDTA en 10 mM de Tris-
HCl pH 7,4 y agitarlo enérgicamente o bien, incubar a 37°C durante 30 min.
Usar 4 pl para la reamplificacion. Si el gel esta en papel, se recorta la banda y
se hierve en 100 pt de agua desionizada. Centrifugar durante 2 min a 15000 gy
guardar el sobrenadante, que se precipita con 10 pl de acetato sodico 3 M, 5 ul
de glucogeno (10 mg/ml) y 450 pl de etanol 96 %. Incubar 30 min a ~80°C.
Centrifugar a 15000 g durante 10 min a 4°C y lavar el precipitado con 200 pl
de etanol 85%. Disolver el precipitado en 10 pl de agua desionizada y usar 4 pl
para la reamplificacion.

La reamplificacion se Heva a cabo usando los cebadores: correspondientes a
cada banda y las mismas condiciones de PCR, salvo que los ANTP se usan a
20 uM en lugar de 2-4 uM vy que no se usan isotopos. Utilizar un volumen final
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de 40 pl en el que se mezclan: 20,4 ul de agua desionizada, 4 pl de tampon de
PCR 10x, 3,2 ul de ANTP 250 uM, 4 pl de cebador arbitrario 2 uM, 4 pl de
oligo dT 2 uM, 4 pl de ADNc y 2 U de Taq Polimerasa.

Correr las muestras en un gel de agarosa al 1,5 % (p/v) y comprobar su tamafio
con el que tenian en el gel desnaturalizante de poliacrilamida al 6 %.

Subclonar la banda utilizando cualquier vector comercial como pGEM-T easy®
(Promega), o bien romizar y clonar.

16.6. Northern reverso
16.6.1. Marcaje de las sondas de ADNc

L

2.

~
3.

4.

Preparar las reacciones de marcaje en un volumen de 50 pl: afiadir 10 pl de
tampon de retrotranscriptasa 5x, 5 ul de oligo-dT a 10 uM, 8 ul de ANTP(-C) a
500 uM cada uno, 5 pl de a-[>>P]-dCTP, 10 pg de ARN y agua hasta 45 pl.
Mezclar bien e incubar a 65 °C durante 5 min. Después incubar 10 min a 37°C.
Aiiadir 5 pl de transcriptasa reversa MMLV e incubar durante durante 50 min a
37°C.

Eliminar los nucléotidos no incorporados como se describe en el apartado 10.1.

16.6.2. Hibridacion Dot-Blot

Se utiliza un dispositivo especial para Dot-Blot (Schleicher & Schuell). El

uso de membranas cargadas positivamente reduce la duracion del proceso, ya que
se desnaturaliza el ADN y se transfiere en la misma solucion.

L

2.

4.
5.

6.

Cortar Ja membrana a un tamafio apropiado. Humedecer en agua desionizada

durante 10 min.

Colocar sobre el dispositive un trozo de papel Whatman® 3MM empapado en

agua destilada, y, encima, la membrana. Colocar encima el bloque del

dispositivo que contiene los pocillos, cerrando herméticamente.

Calentar a 100°C durante 10 min las muestras disueltas en NaOH 0,4 N y

EDTA 10 mM. Asegurarse de que se va a cargar la misma cantidad de ADN de

cada muestra. Preparar tantos filtros como condiciones en las que se quiera

comprobar la expresion del ADN clonado.

Aplicar la succion y lavar los pocillos con agua destilada.

Aplicar las muestras en los pocillos. Si el pocillo se atasca tocar la membrana

muy ligeramente para desplazar la burbuja.

Lavar los pocillos con 500 pl de NaOH 0,4 N y desmanteldr el dispositivo.
Lavar la membrana ligeramente en SSC 2x y secar al aire. Fijar con luz

ultravioleta (70000 pJ/cm?) en ¢l sistema CrossLinker CL 1000 (UVP).

A continuacion, hibridar como se ha descrito en el apartado 10.3.1.

17. Ensayos de antagonismo in vitro
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17.1.  Ensayos de inhibicién en medio liquide

Las cepas de 7. harzianum se cultivan en PDB durante 40 h a 22°C a 250
rpm. Para obtener biomasa de R. solani se procede de la siguiente forma: se inocula
un blogue de micelio en cajas de PPG, cultivandose durante 7 dias a 22°C. A
continuacion se rasca la superficie del agar con una cuchilla, fragmentando el
micelio en un homogeneizador de cristal (Pobel). La suspension de propagulos
obtenida se inocula en 400 ml de PDB, y se incuba a 22°C durante 4 dias con
agitacion a 250 rpm. El micelio de R. solani se recoge centrifugando a 15000 g
durante 10 min a 20°C y se lava con MgCl, 0,2 M y H;Q. El micelio de T

micelios se pesan y se inoculan conjuntamente en relacion 1:1 en MM con glucosa
160 g/l y en MM con gincosa 1 g/l. Se continiia cultivando a 22°C y 250 rpm.

Se toman muestras recogiendo el micelio de R. solani, que crece de forma
esférica, y se transfiere a cajas de PPG con 5 mg/ml de benlate® que contiene un
50 % del fungicida benomilo (Energia e Industrias Aragonesas), donde 7.
harzianum no puede crecer. El radio de crecimiento se mide, y se calcula la
velocidad de crecimiento. Relativizando esta velocidad con la que se obtiene de
realizar el mismo proceso con un micetio de R. solani que ha sido manipulado de la
misma manera pero sin ser cocultivado con 7. harzianum se obtiene el valor de
viabilidad relativa a un tiempo de cocultivo dado.

17.2. Ensayos de confrontacion en medio sélide

Se colocan discos de micelio de 8 mm de diametro de 7. harzianumy de R
solani, a 1 cm del borde de una caja de PPG vy en extremos opuestos. Las cajas se
incyban a 22°C durante 10 dias. Cuando el micelio de 7. harzianum crece sobre el
de R. solani, se extraen blogues de micelio y se cultivan en PPG con 5 mg/ml de
benlate®. En este medio no crece 7. harzianum, y se comprueba asi si el micelio de
R. solani esta vivo o no.
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Introduccion: Sobreexpresion de la proteina BGN16.2
INTRODUCCION

1. Hidrolasas de T. harzianum. Quitinasas

En la introduccion de esta tesis ya se hablé de enzimas de 7. harzianum
con actividad hidrolitica sobre la pared celular de hongos filamentosos, que
parecen desempefiar un papel significativo en la degradacion de ésta y, por ende,
en el antagonismo que realiza Trichoderma sobre aquellos hongos a los que
parasita.

Dado que la quitina es el polimero més representado en la mayoria de los
hongos, a las quitinasas se les ha supuesto un papel central en el micoparasitismo.
De aqui que, de entre las distintas enzimas liticas, es a las quitinasas a las que se ha
prestado una mayor atencion. En la cepa T.‘ harzianum CECT 2413 se han
purificado tres proteinas (CHIT42, CHIT37 y CHIT33) (De la Cruz et al., 1992) de
las que se han clonado los genes de dos de ellas: chit42 y chit33 (Garcia et al.,
1994, Limoén et al., 1995). En otras cepas de interés en control biologico, como T.
harzianum P1, se conocen varias enzimas con actividad sobre la quitina: una N-
acetilglucosaminidasa CHIT72 (codificada por el gen nagl/) (Lorito et al., 1994,
Peterbauer et al., 1996), una endoquitinasa homologa a CHIT42 (Harman et ai.,
1993, Carsolio et al., 1994) y una chitobiosidasa (Harman et al., 1993). El sistema
quitinolitico mejor caracterizado es el de la cepa 7. harzianum TM, de la que se
conocen seis enzimas que actian de manera secuencial durante el proceso de
antagonismo (Haran et al 1995, 1996b).

La capacidad antifingica de las quitinasas aisladas se ha comprobado
ampliamente (Loﬁto, 1998). De ahi que, a la hora de obtener cepas mejoradas para
su uso como agentes de control biolégico, las quitinasas han sido las primeras
enzimas utilizadas. Se han obtenido cepas con mayor capacidad antifingica por
sobreexpresion de varias quitinasas en 7. harzianum CECT _2413 (Limén et al.
1999) y en T. virens (Back ef al. 1999).
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Sin embargo, y atendiendo a la composicién de la pared de los hongos
(quitina, a~ y B-glucanos, mananos, manoproteinas, etc.) (Bartnicki-Garcia, 1968,
Leal & Bernabé, 1998), cabe pensar que los enzimas degradadores de glucanos
(polimeros de glucosa) pueden tener también un papel importante en el

micoparasitismo.

2. Glucanasas

Se conocen enzimas glucanoliticos en plantas, bacterias y hongos. En estos
Gltimos las glucanasas tienen béasicamente dos tipos de funcién: morfogenética,
esto es, necesaria para llevar a cabo un proceso de diferenciacion (Griffin, 1994) y
nutricional, aquélla tendente a obtener energia a partir de un glucano propio
(Radford et al. 1996) o de otro organismo. Estas dltimas serian las enzimas
utilizadas por los hongos sapréfitos o por los patdégenos de plantas o de otros
hongos.

El glucano méas abundante en la Tierra es la celulosa, un homopolimero de
D-glucosa con enlaces -1,4. Las enzimas encargadas de su degradacion (endo-B-
1,4-glucanasas y celobiohidrolasas) han sido objeto de muchos estudios
(Nevalainen & Penttils, 1995). Otros polimeros vegetales como las hemicelulosas
(que engloban un grupo muy heterogéneo en composicion de azacares y enlaces); y
las enzimas que los degradan, también han sido estudiados en profundidad (Visser
& Voragen 1996).

Los B-glucanos no celulésicos mas comunes son los B-1,3-, los B-1,6-y, en
menor medida, los 3-1,2-glucanos (Pitson et al., 1993). Se han medido actividades
B-1,2-glucanasas en varios hongos (Reese et al., 1961), aunc}ue no se conoce la
funcién ni las caracteristicas de los enzimas que llevan a cabo dicha actividad. Las
B-1,3-glucanasas si se encuentran ampliamente distribuidas en ylevaduras y hongos

filamentosos (Reese & Mandels, 1959, Chester & Bull, 1963, Pitson et al., 1993),
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TABLA 1.1. Glucanasas no celuloliticas purificadas de diferentes especies del género Trichoderma

Enzima Origen PM pI Km Vmax Mecanismo Producto’ Referencia
' de accion®
B-1,3-glucanasa T harzianum CECT 78 8 33 75 Endo G4+G2+G  Dela Cruz, et al
2413 (1995b)
T. harzianum 78 6,2 ND ND Exo Gl Lorito et al.(1994)
T. harzianum Tc 36 ND 1.18 1,26  Endo ND Noronha & Ulhoa
(1996)
T. harzianum 31,5Z., ND 2.08 620 Exo Gl Kitamoto ez al (1987)
T. harzianum 40 7,8 0.01 03 Exo G1 Dubordieu et al. (1985)
T. harziamum Tc 29 ND 172 3.1 ND ND Noronha & Uthoa
(2000)
T. longibrachiatum 70 72 0,065mM 3,17 Endo G5+G4+G3  Tangarone et al. (1989)
+Gl
T. reesei 70 41 028 ND Exo Gl Bamforth (1980)
B-1,3 B-1,6
B-1,6-glucanasa T. harzianum CECT 43 58 24 224 Endo G2 DelaCruzetal.
2413 (1995a)
T. harzianum CECT 51 74 08 3,2 Endo G2+G De la Cruz & Llobell
2413 (1999)
T. harzianum CECT 48 46 1.1 390 Endo Q2 Montero et al. (2000)

2413
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a-1,3-glucanasa 1. viride 47 ND 46 mM 0,16  Endo G2+G1 Hasegawa & Nordin
(1969)
1. viride 47 ND 7,/mM ND Exo Gl Tsunoda et al (1977)
T’ harzianum 15 ND ND ND Endo Gl Quivey & Kriger (1993)
OMZ779
I harzianum CBS 75 ND ND ND Endo ND Fuglsang et al. (2000)
243.717
Glucoamilasa T. reesei 66 4,0 0,11 ND Exo Gl Yamasaki et al. (1995)
a-1,4 B-1,6
Amilasa T. harzianum 687 ND 35 1.67 ND ND de Azevedo et al.,
(2000)

mg de sustrato/ml cuando no se indica la molaridad. Depende del peso molecular asignado a los sustratos.
umol de glucosa/min mg de proteina.
Forma de corte y tipo de enlace (cuando no se indica nada, se refiere a la actividad propia de la enzima).
Gn indica oligobmeros de glucosa de n mondmeros de longitud.
" Datos de la proteina recombmante producida en Aspergillus niger.

ND: no.descrito.
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debido probablemente a la presencia de polimeros de glucosa con enlace B-1,3 en
las paredes fingicas. Lo mismo puede decirse de las B-1,6-glucanasas, aunque esta
actividad enzimdtica se encuentra con mucha menor frecuencia que la anterior
(Reese et al., 1962, Pitson et al., 1993). Estas tres actividades enzimaticas llevan a
cabo funciones morfogenéticas y nutricionales en hongos filamentosos de casi
todas las divisiones conocidas (Pitson et al., 1993, Benitez et al., 1998a).

Las B-glucanasas se clasifican, ademas de por el tipo de enlace, por la
forma en que hidrolizan los polimeros. Asi, actividades exo son las que hidrolizan
B-glucanos desde el extremo no reductor rindiendo mondmeros y actividades endo
son las que hidrolizan enlaces internos de B-1,3-glucano produciendo oligémeros
(de dos, tres o cuatro unidades generalmente) como resultado de su actividad. Se
conocen actividades endo tanto en B-1,3- como en 8-1,6-glucanasas. Sin embargo,
no se han descrito actividades exo-B-1,6-glucanasa, si bien algunas exo-B-
glucanasas parecen tener actividad sobre los dos tipos de enlaces (Pitson et al.,
1993).

Se ha detectado actividad B-1,3-glucanasa en muchos hongos (Reese &
Mandels, 1959), implicada en procesos morfogenéticos como la sintesis de pared
celular en Neurospora (Chiba et al., 1988) o Trichoderma (Benitez et al., 1976) o
la esporulacién de Saccharomyces (Cid et al., 1995), o en la generacién de glucosa
asimilable por hidrélisis de polimeros extracelulares (De la Cruz et al., 1993).
Trichoderma es quizas el género del que se conocen mas componentes del sistema
litico de B-1,3-glucanos. Se han detectado muchas actividades con distintas
caracteristicas, aunque el nimero de proteinas purificadas es_menor. Se conocen
tres endo-B-1,3-glucanasas y tres exo-B-1,3-glucanasas, cuyas -caracteristicas
bioquimicas estan resumidas en la Tabla 1.1, '

Las actividades B-1,6-glucanasa son mucho mas raras en la naturaleza. Aun

asi, se han purificado algunas de estas enzimas en bacterias como Flavobacterium
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(Sano et al., 1975) o Bacillus circulans (Rombouts & Phaff, 1976) y en levaduras
como Saccharomycopsis fibuligera (Mulenga & Berry, 1994) (Tabla 1.2). Sin
embargo, en los hongos filamentosos es donde se conocen mas datos acerca de la
bioquimica y la regulacion de la expresion de estos enzimas. Se ha detectado
actividad B-1,6-glucanasa (y en alglin caso se ha purificado de manera parcial) en
diversas especies del género Trichoderma (Reese et al., 1962, Dubordien et al.,
1985, Del Rey et al., 1979), Neurospora (Del Rey et al., 1979), Penicillium (Reese
et al., 1962, Santos ef al., 1979) y Sclerotium (Rapp, 1989) y se han purificado
enzimas con actividad B-1,6-glucanasa en Acremonium persicinum (Pitson et al.,
1996a), Penicillium brefeldianum (Schep et al., 1984), Penicillium italicum (Santos
et al., 1979), Gibberella fujikuroi (Shibata & Fukimbara, 1973), Rhizopus
chinensis (Yamamoto et al., 1974) y Neurospora crassa (Hiura et al., 1987) (Tabla
1.2).

En 7. harzianum CECT 2413, se ha purificado un sistema litico completo
compuesto de tres enzimas con actividad endo-B-1,6-glacanasa (De la Cruz et al.,
1995a, De la Cruz & Llobell, 1999, Montero et al., 2000). Las propiedades
bioquimicas de estas $-1,6-glucanasas estin resumidas en la Tabla 1.1.

La actividad B-1,6-glucanasa en 7. harzianum CECT 2413 es inducible por
quitina y, en menor medida, por pustulan (un polimero de B-1,6-glucosa), y es
reprimible por glucosa (De la Cruz et al., 1993). De las tres enzimas citadas, la
BGN16.2 (plI ligeramente acidico de 5,8) fue la primera que se describié como
proteina con caracter antifingico (De la Cruz, ef al., 1995a). Esta proteina no era
capaz por si sola de provocar lisis sobre paredes de hongos, pero en combinacion
con las quitinasas presentaba un efecto sinérgico (explicado por la estructura de la
pared celular) produciendo una lisis importante. Un fendémeno similar se observaba
en experimentos de inhibicion del crecimiento de hongos como Botrytis cinerea 'y

G. fujikuroi, aunque, en este caso, la proteina BGN16.2 en solitario si producia una
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inhibicién de entre el 20 y el 40%. El gen esta regulado de manera que su
expresion también es inducible por quitina y, en menor medida, por paredes de
hongos y pustulan; y reprimible por glucosa (Lora et al., 1995).

En Trichoderma se han purificado también a-glucanasas; concretamente
tres a-1,3 y una o-1,4-glucanasa (Tabla 1.1). La funcion de las amilasas y
glucoamilasas es la movilizacién de las reservas de almidén, mientras que, en el
caso de las a-1,3-glucanasas, parece que pueden estar implicadas en la hidrolisis de

paredes celulares ricas en este polimero.

3. B-1,6-glucanasas y micoparasitismo

Trabajos recientes realizados en Saccharomyces cerevisiae (Kapteyn et al.,
1997, Kollar et al., 1997) han demostrado la funciéon que el f-1,6-glucano realiza
en la pared celular. Como han definido dichos autores, el $-1,6-glucano es la cola
que pega los componentes mayoritarios, que son la quitina y el B-1,3-glucano. De
esta manera, el B-1,6-glucano, sintetizado en la propia pared celular (Montijn et al.,
1999) se convierte en el aglutinante que interconectaria no soélo la quitina y el B-
1,3-glucano, sino también, y a través de glicosilfosfatidilinositol, las
manoproteinas. Se explica asi que, al combinar f-1,6-glucanasa con quitinasas, se
produzca el efecto sinérgico en la degradacion de paredes celulares y en la
inhibicién del crecimiento de hongos (De la Cruz et al.,, 1995a).

El papel de las glucanasas en el micoparasitismo no sélo debe consistir en
proporcionar glucosa para que sea asimilada, sino que Srobablemente estos
enzimas participan activamente en provocar la muerte del hospedador. Algunas B-
glucanasas tienen actividad antifangica por si sola (Lorito et al, 1994), aunque
sigue en discusion el papel de las enzimas liticas en el micoparasitismo (Chet et al.,
1998). Esto puede que dependa simplemente de las cepas utiliz:gdas, que hacen que

el tipo de interaccion que se establece sea diferente en cada caso. De hecho, cepas
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TABLA 1.2. Proteinas con actividad B-1,6-glucanasa purificadas en diferentes microorganismos.

09

Origen PM_ pI Km' Vmax'  Producto? Referencia
Flavobacterium® 59 ND 046uM 32,1 G Sano et al. (1975)
Bacillus circulans 54 ND 029mg/ml 9,1 G+G2+G3  Rombouts & Phaff (1976)
Gibberella fujikuroi™" ND ND 0,12uM ND G+G2+G3  Shibata & Fukimbara (1973)
Rhizopus chinensis 30,5 ND 93mM 4,3 G2+G3 Yamamoto et al. (1974)
Penicillium brefeldianum 44 ND 2,78mg/mt 624 G Schep et al. (1984)
Neurospora crassa 47 ND 0,8 mg/ml ND G+G2 Hiura et al. (1987)
Saccharomycopsis fibuligera 43 395 ND ND ND Mulenga & Berry (1994)
Acremonium persicinum 42,7 49 128mg/mi ND G2+G3 Pitson et al. (1996)

(75,3 uM)

" mg de sustrato/ml cuando no se indica la molaridad. Esta depende del peso molecular calculado para cada sustrato utilizado.
T umoles de gucosa/ min mg de proteina.

! Gn indica oligomeros de glucosa de n monémeros de longitud

$ Datos bioquimicos referidos a la gentiopentaosa como sustrato

** Datos bioquimicos referidos al lutean como sustrato

ND: no descrito.
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de T. harzianum disruptas para la quitinasa CHIT42 pierden capacidad de control

sobre B. cinerea pero la aumentan sobre R. solani (Woo et al., 1999).

4. Sobreexpresion de hidrolasas

La sobreexpresion de hidrolasas para aumentar el potencial litico de
Trichoderma y obtener mejores agentes de control bioldgico ya ha demostrado su
eficacia con dos quitinasas (Limoén et al., 1999, Baek et al, 1999) y una proteasa
(Flores et al., 1997) en T. harzianum, y una B-1,4-glucanasa en T. longibrachiatum
(Migueli er al,, 1998). Teniendo en cuenta el papel las B-1,6-glucanasas en el
micoparasitismo, en este trabajo se propuso la obtencién de cepas transgénicas de
T. harzianum que produjeran grandes cantidades de la proteina BGN16.2 (De la
Cruz et al., 19953, Lora et al., 1995).

En Trichoderma, principalmente en T. reesei, se han sobreexpresado tanto
proteinas homologas como heterdlogas. La transformacion de la estirpe que se
quiere utilizar con vectores que llevan los genes de interés regulados por sefiales
controlables es la estrategia mas extendida hoy por hoy para sobreexpresar una
proteina (Mintyld et al., 1998), aunque el uso de agentes mutagénicos y una
seleccion posterior de cepas ha sido, durante mucho tiempo, el proceso utilizado
(Montenecourt, 1983).

La expresion de transgenes

Hay dos caracteristicas fundamentales a tener en cuenta en la expresion de
transgenes en hongos filamentosos: el locus de integracion y el promotor a utilizar.

a) El locus de integracién. El modelo mas simple de expresion de
transgenes se basa en la insercion en el genomio de manera aléatoria de copias del
gen que queremos sobreexpresar. Generalmente, suelen ocurrir integraciones de
tres tipos (Fincham, 1989): inserciones unicas, inserciongs en tindem de varias
copias del vector e inserciones aberrantes, que rompen la estructura del vector

debido a reorganizaciones no deseadas. No se conoce la naturaleza genémica de las
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zonas donde se integra el ADN que lo hace al azar, y que, probablemente, sea
distinta en cada hecho de transformacién (Verdoes et al., 1993). Se puede dar el
caso de que el ADN se inserte en zonas con un nivel de transcripcién bajo, dando
lugar a una expresion del transgén de menor intensidad de la esperada (Archer &
Peberdy, 1997).

Ante fenémenos de este tipo se ha intentado aislar el transgén o situarlo en
un locus con un nivel de transcripcion alto. La primera estrategia, ain en
desarrollo, implica el uso de secuencias que actiian como aisladores del transgén en
relacion al ambiente cromatinico en el que se halla. Existen unas secuencias,
denominadas MARs (de Matrix Attachment Region), implicadas en la unién de la
molécula de ADN a la matriz nuclear, y que parecen ser la base sobre la que se
forman los lazos de cromatina (Laemli er al., 1992). Se han clonado en 7. reesei
tres secuencias MARs (Belshaw et al., 1997), aunque aiin no se ha probado su
influencia en la expresion de transgenes.

La segunda estrategia para evitar efectos de la estructura de la cromatina es
la integracion dirigida hacia un sitio con un nivel de transcripcion conocido. En 7.
reesei se ha utilizado con éxito el locus del gen cbhl (Harkki et al, 1991,
Suominen et al., 1993, Mintyld ef al., 1998). Este gen codifica la celobiohidrolasa
mas abundante del sistema celulolitico de T reesei, siendo, a su vez, el gen cbhl
con nivel de expresion mas alto (Kubicek & Penttild, 1998). Es esperable, por
tanto, que el locus donde se halla tenga un nivel de transcripcién potencialmente
alto y sea idéneo para la expresion de transgenes. De hecho, la expresion de glaP
de Hormononis resinae es un 50% maés alta en las cepas de T. reesei con el gen
cbhlsustituido que en aquéllas que tienen tres copias dispersasi(Joutsjoki, 1994). E1
locus es mas importante que el namero de copias, ya que si este nimero es
demasiado alto, puede haber una limitacién de los factores de transcripcion
(Karhunen et al., 1993) disminuyendo la expresién de otros genes y provocando un

desequilibrio entre ¢l namero de copias y la expresion lograda. En el caso del
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promotor del gen cbhl parece que tres copias son suficientes para saturar el sistema
(Karhunen et al., 1993)

b) EI promotor. En muchos casos, para sobreexpresar un gen, se¢ han
utilizado promotores fuertes e inducibles. En el caso del género Trichoderma son,
generalmente, promotores pertenecientes a genes que codifican enzimas
hidroliticas: de celulasas como cbhl (Harkki et al., 1991, Suominen et al., 1993) y
cbh2 en T. reesei (Kubicek-Pranz ef al., 1991), de glucanasas como egl/l en T.
longibrachiatum (Sanchez-Torres et al., 1994), de xilanasas como x/n2 de T. reesei
(Saarelainen et al., 1993) y de proteasas como prbl en T. harzianum (Flores et al.,
1997). Los promotores de estos genes, unen a la ventaja de ser fuertes, el
inconveniente de que son inducibles en condiciones en las que se secretan otras
muchas proteinas. Esto que, evidentemente, tiene su utilidad en determinadas
condiciones (cambiar la cantidad relativa de una actividad respecto a otras) puede
representar un problema si lo que queremos es obtener proteina lo mas pura
posible.

Como solucion a este problema se ha planteado el uso de promotores que
sean activos en medios que contengan glucosa, ya que la cantidad de proteinas que
se secretan en estas condiciones es extremadamente baja. Para ello se han utilizado
promotores de genes implicados en la glucolisis, como el del gen de la piruvato
quinasa de T. reesei (Kurzatkowski ef al., 1996), el de la gliceraldehido 3-fosfato
deshidrogenasa de Aspergillus nidulans en T. longibrachiatum (Punt et al., 1991,
Ganga et al, 1997) o incluso promotores de genes con funcién desconocida
aislados de 7. reesei por su alto nivel de expresion en medios con glucosa (Nakari-
Setild & Penttild, 1995).

La ruta de secrecion

Una eleccion correcta del promotor y del locus de integracion puede
asegurar un nivel de expresion alto. Sin embargo, ese ARNm debe traducirse y,

como es el caso de las proteinas producidas en hongos filamentosos, exportarse al
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exterior de la célula. Para ello, es necesario que tengan péptido sefial. Se ha
comprobado que fusiones de los genes de interés a las porciones 5° de las
secuencias codificantes de proteinas, que son secretadas abudantemente, mejora de
manera ostensible los mveles de produccion. Es el caso de las fusiones a chhl en T.
reesei (Margolles-Clark et al., 1996) y a glaA en Aspergillus niger (Gouka et al.,
1997a). Estas fusiones mejoran incluso los niveles de transcripcion y traduccion,
sobre todo en la expresion de genes heterblogos (Gouka et al, 1996, 1997a,
1997b).

La mayoria de las proteinas secretadas por hongos contienen un péptido de
activacion, con un sitio de corte para una proteasa tipo KEX2 (Bussey, 1988). Esta
actividad ha sido caracterizada en T. reesei, donde se ha demostrado que tiene un
papel esencial en la secrecion (Goller et al., 1997). Una estrategia comun en la
expresion heteréloga es la construccion de genes quiméricos con una porcion 5° de
una proteina fingica que se expresa a una tasa de transcripcién y traduccion alta,
separada de la proteina de interés por un sitio sensible a la proteasa KEX2. De esta
manera se logran niveles de produccion muy altos (Moralejo et al., 1999).

También juega un papel importante en la secrecion de proteinas la
glicosilacion. En el caso de 7. reesei, la actividad sintetasa de MPD
(manosilfosfoinositol) aumenta cuando los niveles de secrecion son altos
(Kruszewska et al., 1990). De hecho, la expresion del gen DPM1 de S. cerevisiae
en 1. reesei provoca un aumento en la tasa de secrecion de chbhl de siete veces
(Kruszewska et al., 1999a). Esto demuestra que la glicosilacién puede representar
un paso limitante en la sobreexpresion de proteinas. Los oligosacaridos de hongos
filamentosos son mas parecidos a los de animales que a los de levaduras (Salovuori
et al., 1987), por lo que estos organismos son mas interesantes para la expresion de
proteinas con interés terapéutico (Archer & Peberdy, 1997, Kruszewska, 1999b).
Se han observado algunos casos de hiperglicosilacién que, sin embargo, no afectan

a la funcién de la proteina, como por ejemplo en la expresion de glaP de H. resinae
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(Joutsjoki et al., 1993) o de una endopeptidasa de cebada (Nyyssonen et al., 1993)
en T. reesei.

En el reticulo endoplasmatico, ademas de glicosilaciones, las proteinas
sufren plegamientos que dan a lugar a la estructura terciaria adecuada para la
funcién de la proteina. Este proceso esta asistido por proteinas llamadas chaperonas
y “foldasas”. Uno de las reacciones mas importantes que se dan es el de la
formacién de puentes disulfuro, que corre a cargo de la enzima PDI (“protein
disulfide isomerase™). El gen que codifica esta enzima ha sido clonado en T. reesei
(Saloheimo et al., 1999). La regulacion del gen pdil es muy similar a la conocida
para muchas enzimas extracelulares de T. reesei, sobre todo celulasas: reprimible
por glucosa e inducible en presencia de celulosa. Ademas, la expresién del gen
aumenta cuando el hongo es tratado con agentes como el DTT y la tunicamicina,
que dispara la respuesta a proteinas no plegadas o UPR (“unfolded protein
response”). El mismo comportamiento se ha observado con la proteina BiP en
Aspergillus awamori, wna chaperona miembro de la clase 70 de proteinas
inducibles por estrés (Hijarrubia et al., 1997).

Ademas de éstas, otras muchas actividades son detectadas en el reticulo y
las vesiculas de transporte. Asi, se han clonado algunos genes homoélogos a los
SAR de S. cerevisiae en T. reesei y A. niger (Veldhuisen et al., 1997). Se bha
constatado asimismo la influencia de la homeostasis de Ca’* en el transporte
intracelular de xilanasas (Mach et al., 1998). Mediante mutagénesis clasica, se han
obtenido algunos mutantes de transporte, como es el caso de RutC30 de 7. reesei
(Glenn et al., 1985) y PF1 de T. harzianum (Rey et al., 2001). Estas cepas suelen
tener fenotipos muy pleiotropicos, lo que dificulta su caracterizacion. Sin embargo,
son cepas muy interesantes para la produccién de proteinas. Toda la informacion
que poseemos hoy dia es aun insuficiente para conocer como funciona el sistema
de transporte, que parece ser el cuello de botella de la produceion de proteinas en

hongos filamentosos (Peberdy, 1994).
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Una vez que las proteinas han sido secretadas, pueden sufrir proteolisis en
el medio extracelular (Archer et al,, 1992, Kusters-van Someren ef al., 1992, Punt
et al., 1991, Margolles-Clark er al., 1996, por dar sélo algunos ejemplos). Para
hacer frente a este problema se han obtenido y caracterizado mutantes que tienen
menos actividad proteasa (Berka ef al., 1990, Van den Hombergh ef al., 1997ay b)
que en algunos casos han demostrado su utilidad en la produccién de proteinas
(Dunn-Coleman et al., 1991, Moralejo e al., 2000).

En este trabajo se ha llevado a cabo la superproduccién de la enzima
BGN16.2 usando el promotor de la piruvato quinasa de 7. reesei (Mach et al.,
1994), ya que lo que se pretende es, no sélo la obtencién de cepas con mayor
capacidad antifiingica (que frente a un patdgeno secreten cantidades mas altas de
enzimas hidroliticos) sino también un sistema que permita producir de manera
rapida BGN16.2 con un nivel de pureza aceptable. Esta B-1,6-glucanasa podria
tener aplicaciones no sélo en el tratamiento de infecciones fiingicas en productos
vegetales (como seria el control durante la postcosecha), y en clinica, en el
tratamiento tépico de enfermedades fungicas, sino que esta misma enzima u otras
similares tienen una indudable utilidad en el estudio de la estructura de la pared
celular (Kapteyn et al., 1996, Kollar et al., 1997), en la clarificacién de mostos y
aromatizacion de vinos (Dubordieu et al., 1985) o como aditivo alimentario para

los piensos (Brenes ef al., 1993).
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RESULTADOS

1. Obtencién de cepas derivadas de T. harzianum CECT 2413 que producen
niveles mas altos de B-1,6-glucanasa II

Para obtener cepas de T. harzianum que sobreexpresaran f-1,6-glucanasa
II se utilizaron los vectores pLMRS3::hgnl6.2 y p3SR2 (Fig. 1). Se recurri6 a la
cotransformacién por ser el sistema mas simple y de probada eficacia en la cepa T.
harzianum CECT 2413 (Limén et al., 1999). En el primer vector, el cDNA
completo que codifica para la BGN16.2 se encuentra bajo el control del promotor
de la piruvato kinasa (pki) y del terminador de la celobiohidrolasa II (cbh2), de T.
reesei (Mach et al., 1994). El marcador de seleccion, el gen amdSs, esta en el vector
p3SR2, y confiere la capacidad de usar acetamida como tnica fuente de nitrégeno
(Kelly & Hynes, 1985).

EcoRI 0 Hpal 100 Hpal 700

Xba 1100
Clal 1650
Hpal 1900

T \Apal 617
o, PO Tt 1909 PBR32
. Xbal

p3SR2
8800 pb  amds

Sall 1588
/V Pstl 3300
Sall 5300 = BamH}! 3350
Hindil!
3641
Sact Clal 2367 Hinal e
3328aci Sal
3196 Xhol
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Fig. 1. Mapas de los plasmidos pLMRS3::bgn/6.2 y p3SR2.
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Transformantes Acetamida+
triton x-100 (0.1%)

Esporas

Acetamida+
triton x-100 (0.1%)

Esporas U D ammad

No selectivo

Fig. 2: Esquema del proceso llevado a cabo para obtener
transformantes estables para el caracter amdS".

La transformacién de protoplastos se realiz6 con el método de PEG-CaCl,
(Penttild ez al., 1987) y se obtuvo una frecuencia de transformacion de alrededor de
600 transformantes/pig de ADN. Se tomaron 30 colonias y se sometieron al proceso
de estabilizacion descrito en la figura 2. Finalmente, se seleccionaron aquellos
transformantes que tenian la misma frecuencia de esporas transformadas en medio
selectivo y no selectivo. Para comprobar la presencia del caracter deseado, esto es,
expresion de la proteina BGN16.2 en medios con glucosa, los micelios de los
transformantes estables se cultivaron en cajas de MM con gh;cosa y pustulan (un
polimero de B-1,6-glucano). El pustulan no hidrolizado se precipité con etanol,
pudiéndose observar halos de hidrolisis alrededor de las cepas transformadas (Fig
3). Las cepas B4, B6, B7, B8 y B12 se seleccionaron péra analizarlas mas

detalladamente.
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Fig. 3: Halos de actividad
B-1,6-glucanasa producidos
en medio minimo (MM)
suplementado con 2%
glucosa y 0,05% pustulan
por I. harzianum CECT
2413 (wt) y las cepas
transformadas para la
expresion constitutiva de
bgnle.2 (B4-B12).

El nmero de copias de bgnl6.2 insertadas en el genomio de 7. harzianum
se estudi6 mediante experimentos de Southern. En la figura 4A se observa en los
transformantes una banda intensa de unas 2,3 kb que corresponde a los fragmentos
que incluyen promotor de pki mas el gen bgnl6.2, liberados por corte con una
diana EcoRl. Se observan fragmentos de otros tamaiios, que podrian deberse a
integraciones no deseadas, por lo que, para la cuantificacion del nmimero de copias,
se tuvo en cuenta sélo la banda de 2,3 kb. Asi, midiendo intensidad de dichas
bandas y relativizando con la banda del gen original, se obtuvo un nimero
aproximado de copias de 4 para B4 y B6, 2 para B7 y B8 y de 5 para B12.

El modo de integracién del vector en el genomio:se estudié también
mediante experimentos de Southern. Para ello, el ADN gendémico se cortd con
Xbal, que corta una sola vez en el vector. En la figura 4B, sé observa una banda
intensa de aproximadamente 6 kb, que es el tamafio del vector. Esto indica la
existencia de integraciones en tandem. Las otras bandas presentes en las cepas B4 y

B6 pueden deberse a otras integraciones y a los extremos del tandem. En las
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A B

wt B4 Bs B7 B8 B12 wt B4 B6 B7 B8 B12

EcoRl Xbal

Fig. 4: Southern-blot realizado sobre ADN de 7. harzianum
CECT 2413 (wt) y las cepas transformadas para la expresion
constitutiva de bgn/6.2 (B4-B12). El ADN se cortd con las
enzimas indicadas. Se usdé como sonda ¢! ADNc completo
de bgnl6.2.

figuras 4A y B se observan otra banda clara coincidente en las cepas transformadas
y la cepa silvestre, lo cual se debe a la existencia de algin gen que presenta
similitud a bgnl6.2 (Lora et al., 1995).

También se analizd la existencia del gen amdS en el genomio de T.
harzianum (Fig. 5). Para ello, el ADN se cortd con EcoRI y s¢ hibrid6 con el gen
completo, observandose la presencia de copias dispersas y en tandem en las cepas
transformadas, asi como la ausencia de seiial en la cepa silvest&:.

Para comprobar si el gen bgnl6.2 se expresaba correctamente se realizé un
experimento de Northern-blot, utilizando ARN extraido de micelios que crecieron

usando glucosa o quitina como unica fuente de carbono (ng 6). En las cepas
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wt B4 B6 B7 B8 B12

— 2

——1.6 Fig. 5: Southern-blot realizado sobre
ADN gendmico de las cepas
indicadas cortado con EcoRI. Se usd
como sonda el fragmento Xbal-Sall
que contiene el gen amdS.

EcoRI

transformadas el promotor se expresaba en ambas condiciones, produciendo
cantidades de ARNm de bgnl6.2 practicamente idénticas cuando el hongo crecia
con glucosa o con quitina. Los transformantes B7 y B8 tenian un nivel de
expresion muy similar, como cabria esperar dado su patron de integracion. Lo
mismo les ocurria a los transformantes B4 y B6. La expresion en la cepa silvestre
sélo era detectable en quitina, y a un nivel muy inferior al obtenido para las cepas
transformadas. Se observé ademas la existencia de una doble sefial en las cepas
transgénicas, debido probablemente a la existencia de dos secfiales de
poliadenilacién del ARNm: una en la secuencia de bgnl6.2‘y otra en el vector,
perteneciente al terminador de la celobiohidrolasa 11. _

Se realizaron medidas de actividad B-1,6-glucanasa en los sobrenadantes
de los cultivos anteriormente descritos (Fig 7). En los cultivos con quitina como
fuente de carbono la actividad B-1,6-glucanasa detectada en los transformantes es
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2% Glucosa 1.5% Quitina

wt B4 B6 B7 B8 B12 wt B4 B6 B7 B8 B12

bgn16.2

ADNr 188

Fig. 6: Northern-blot realizado sobre ARN total extraido de los micelios crecidos
durante 24 horas en medio minimo (MM) con 2% glucosa o 1,5% quitina como fuente
de carbono de las cepas 7. harzianum CECT 2413 (wt) y las transformadas para la
expresion constitutiva de bgnl6.2 (B4, B6, B7, B8 y B12). Previamente los micelios se
cultivaron durante 40 horas en MM con 2% glucosa. En el panel de arriba se usé como
sonda el ADNc completo del gen bgnl6.2 y en el de abajo el ARN 18S de rabano,
usado como control de carga.

entre 5 y 20 veces mayor que la obtenida en la cepa silvestre. Sorprendentemente,
no se detectd actividad en los sobrenadantes provenientes de cultivos con glucosa;
ni en la cepa silvestre ni en las cepas transformadas. Con el fin de comprobar si la
falta de actividad se debia a que la proteina estuviera modificada de manera que
impidiese su correcto funcionamiento se realizaron inmunodetecciones, usando
anticuerpos anti-BGN16.2 con dichos sobrenadantes (Fig. 8). En los sobrenadantes
de quitina se detectd una considerable cantidad de proteina en las cepas
transformadas y en la cepa silvestre; pero en los sobrenadantes de glucosa no se
detecto proteina.

Finalmente se midieron otras hidrolasas en los mismos sobrenadantes para
comprobar si, como se ha descrito por otros autores (Rincé'fi & Benitez., 2000,
Limén, 1999), las cepas transformadas producen mayores cantidades de otras
actividades enzimaticas. Las cepas transformadas obtenid'as en este trabajo,
creciendo en medios con glucosa o quitina como fuente de carbono, no producen
actividades proteasa, quitinasa ni -1,3-glucanasa mas altas que la cepa silvestre
(Tabla 1.3).
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Fig. 7. Actividad f-1,6-
glucanasa medida en los
{ sobrenadantes de cultivos en
mGluc2% § MM con 2% glucosa o 1,5%
W Quit 1.5%] quitina como fuente de carbono
1 donde crecieron durante 24
1 horas las cepas T. harzianum
J CECT 2413 (wt) y las
transformadas para la expresion
constitutiva de bgnl6.2 (B4,
B6, B7, B8 y BI2).
Previamente se  cultivaron

durante 40 horas en MM con
wt B4 B6 B7 B8 B12 5 gjucosa.

g & 8

25 |
20
15
10 }

U/mg proteina extracelular

1.5% Quitina 2% Glucosa

wt M B4 B6 B7 B8 B12KkDa M wt B4 B6 B7 B8 B12

46.9
335
283

193

Fig. 8: Inmunodeteccion realizada sobre sobrenadantes de cultivos en MM con 2%
glucosa o 1,5% quitina como fuente de carbono donde se cultivaron durante 24 horas las
cepas T. harzianum CECT 2413 (wt) y las transformadas para la expresion constitutiva de
bgnli6.2 (B4, B6, B7, B8 y B12). Previamente se cultivaron durante 40 horas en MM con
2% glucosa. Se us6 como anticuerpo un anti-BGN16.2 policlonal de conejo. La flecha
indica ia proteina BGN16.2. M: marcador de peso molecular.
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TABLA 13. Actividades proteasa, $-1,3-glucanasa y quitinasa medidas en las cepas
silvestre y transformadas para la expresion constitutiva de bgn/6.2 cultivadas en medio con
glucosa o quitina.

GLUCOSA QUITINA
Cepa Proteasa f-1,3- Quitinasa | Proteasa  B-1,3- Quitinasa
(mU/g)  Glucanasa Ulg) Glucanasa (mU/g)
(mUlg) (mU/g)
wt 10,4+2,1 0,4+0,1 nd 15,4+3,1 67,1+7,60 71,9+18,8
amdS+ 19,90+3,1 0,4+0,0 nd - [ 15,742,6  65,3+15,1 75,7+22,8
B4 10,9+2.6 0,5+0,0 nd 11,8+1,9 56,3+3,67 57,4+x11,8
B8 10,042,7 0,4+0,0 nd 15,3+2,3 702+7,73 75,0+20,8
B12 10,2+1,8 0,4+0,1 nd 11,8+2,1 60,4+7,82 55,8+12,7

wit amd
B4 B6
B7 B12

Fig. 9: Ensayo de confrontacion de distintas cepas deZ. ‘harzianum
(CECT 2413 -wt-, CECT 2413 transformada con p3SR2 -amdS-, y las
transformadas para la sobreexpresion constitutiva de dgn/6.2 -B4, B6,
B7 y B12-) sobre R. solani. 76
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Fig. 10. Ensayo de capacidad antifingica de la cepa 7. harzianum CECT 2413 (wt)
y de las cepas transformadas para la expresion constitutiva del gen bgnl6.2 (B4-
B12). Brevemente, los micelios de T. harzianum y R. solani sorr cultivados juntos
en medio minimo (MM) con 10% glucosa (A) o 0,1%glucosa (B) como fuente de
carbono. Periédicamente, se sacan muestras y se cultivan en un medio nutritivo
que no permite crecer a Trichoderma (PPG+ 5 mg/ml de benlate®). Se mide el
radio de crecimiento de R solani, anotandose la viabilidad relativa referida al
crecimiento obtenido de muestras de un cultivo de R. solani en solitario.
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2. Las cepas que sobreproducen la proteina BGN16.2 son mejores agentes
antifungicos contra Rhizoctonia solani que la cepa silvestre

Una finalidad de la sobreproduccion de BGN16.2 es la de obtener cepas de
T. harzianum que sean mejores antagonistas de hongos fitopatogenos. Esta
capacidad se analizé de dos maneras.En primer lugar se realizaron ensayos de
confrontacion con R solani en cajas (Limén et al., 1999). Como se observa en la
figura 9 las cepas transformadas eran capaces de crecer sobre el hongo
fitopatogeno, esporulando sobre él. La muerte de R. solani se comprobé aislando
las zonas de solapamiento y cultivando el hongo en un medio selectivo para el
patogeno.

Por otro lado, 1a capacidad antagonista de las nuevas cepas se ensayo en
cultivos liquidos (Fig. 10). Una vez crecidos los micelios de 7. harzianum 'y de R
solani, se llevaron a cabo experimentos de cocultivo de las dos cepas en una
relacion 1:1 (peso hamedo), tanto en condiciones de alta (10%) como de baja
concentracion de glucosa (0,1%). En el primer caso, la muerte del patégeno se
produce i)ﬁmero en los cultivos con la cepa B12, que posee un nivel medio de
produccion de f-1,6-glucanasa. A continuacion, en lo cultivos con las cepas B6 y
B4, que producen mayores cantidades de enzima. Finalmente, la cepa B7, con los
niveles mas bajos tiene un comportamiento muy similar al silvestre. De manera
parecida ocurre cuando el cultivo tienen poca glucosa (0,1%). La muerte de R.
solani se da primero en los cultivos con las cepas B4, B6 y B12. Mientras que la
cepa que produce niveles mas bajos solo provoca la muerte del patégeno 14 horas
mas tarde que las otras cepas transformadas, aunque si lo hace antes que el

silvestre.

3. La falta de proteina BGN16.2 en los sobrenadantes de las cepas

transformadas correlaciona con la presencia de glucosa en ¢l medio de cultivo
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Dado que en las cepas transformadas la proteina BGN16.2 no se detectaba

en medios con glucosa, se verifico si ese efecto se producia también combinando

TABLA 14. Actividad extracelular B-(1,6)-glucanasa especifica (U/mg peso seco del
micelio) medida en los sobrenadantes de las cepas I. harzianum CECT 2413 y la
transformada B4, cultivadas en medio minimo (MM) con diferentes fuentes de carbono (A)
nitrogeno (B) o tamponado a diferentes pHs (C).

A) proteasas
Fuente de cartbono wt B4 pH final acidas
2 % glucosa <0.1*  <0.1 2.5 +°
0.1 % glucosa 0.3 84 5.5 -

1.5 % quitina 11 12.8 5.5 -
1.5 % quitina+2 %glucosa <0.1 <0.1 2.5 +
0.75 % pustulan 02 1.1 3.0 +
0.75 % pustulan+2 % glucosa  <0.1 <0.1 25 +

2 % glicerol <0.1 <0.1 2.7 +

2 % arabinosa <0.1 <0.1 2.7 +

2 % xilosa <0.1 0.3 3.1 +

2 % citrato <0.1 0.7 7.5 -

2 % lactosa 0.7 1.1 3.3 +
(0.5 % sulfato amonico como fuente de nitrogeno)

B) proteasas
Fuente de nitrogeno wt B4 pH final  &cidas
0.5 % sulfato amoénico <0.1 <0.1 2.5 +

1 % extracto de levadura <0.1 36.2 4.1 +

1 % peptona <0.1 14.3 4.3 +

1 % caseina <0.1 6.3 42 +
0.52 % prolina <0.1 1.2 5.3 -

0.5 % urea <0.1 6.0 5.3 -

(2 % glucosa como fuente de carbono)

€) _ proteasas
pH wt B4 pH final”  4cidas

3 <0.1 <0.1 29 +

6 <0.1 18.9 59 ¢ -

8 <0.1 11.9 7.5 -

(2 % glucosa and 0.5 % sulfato aménico como fuentes de carbono y nitrégeno
respechvamente)
* Los valores representan la media de tres experimentos. Las desv1ac1ones
estandard oscilaron entre 0 % (B4 en ghcerol) y 26% (B4 en xﬂosa)
+, presencia of proteasas acidas; -, ausencia.
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glucosa con otras fuentes de carbono. Se cultivaron las cepas silvestre y
transformadas en medios con alta y baja cantidad de glucosa, asi como en medios
con quitina o pustulan solos y en combinaciéon con altas concentraciones de
glucosa. Los experimentos se realizaron con cada una de las cinco cepas
transformadas y los resultados obtenidos fueron idénticos, de manera que se
presentan solo aquellos relativos a la cepa B4, que mostraba los niveles de
actividad mas altos.

La cepa B4 presentaba unos niveles de ARNm altos y muy similares entre
si en todas las condiciones de cultivo sefialadas (Fig 11). Sin embargo, la actividad
era solo detectable en condiciones de hambre de carbono, usando quitina como
unica fuente de carbono, o en los medios con pustulan (en unos niveles muy bajos)
(Tabla 1.4). Cuando las distintas cepas de 7. harzianum crecian usando glucosa

como fuente de carbono (sola, 0 combinada con quitina o pustulan) no se detectaba

P+2%G
wt B4

2% Gluc
wt B4

0.1% Gluc]1.5% Quit
wt B4

Q+2%G | 0.75%P

wt B4 (wt B4 | wt B4

bgn16.2

ADNr 18S

Fig. 11: Northern-blot realizado sobreARN total extraido de las cepas CECT 2413 (wt) y
transformada para la expresion constitutiva del gen bgni6.2 (B4). Los micelios se
cultivaron durante 24 horas en MM con las siguientes fuentes de carbono: 2% glucosa
(2%Gluc), 0,1% glucosa (0,1% Gluc), 1,5% quitina (1,5% quit), 1,5% quitina mas 2%
glucosa (Q+1%G), 0,75% pustulan (0,75%P) y 0,75% pustulan mas 2% glucosa
(P+2%G). Previamente los micelios se habian cultivado durante 40 horas en MM con 2%
glucosa como fuente de carbono. En el panel de arriba se usé el ADNc completo de
bgnl6.2 como sonda, y en el de abajo se usé el ADNr 18S de rabano como control de
carga.
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2% 0.1% 1.5% Quit+ P+

°n
Glu Glu Quit 2% °‘|'45 4 2%

wt B4 wt B4

kD

104
80

46.9

M wtB4 wt B4 wt B4

33.5
28.3

19.8

Fig. 12: Inmunodeteccién realizada sobre proteina extracelular concentrada de
sobrenadantes de las cepas CECT 2413 (wt) y transformada para la expresion
constitutiva del gen bgn/6.2 (B4). Los micelios se cultivaron durante 24 horas en MM
con las siguientes fuentes de carbono: 2% glucosa (2%Gluc), 0,1% glucosa (0,1% Gluc),
1,5% quitina (1,5% Quit), 1,5% quitina mas 2% glucosa (Q+1%G), 0,75% pustulan
(0,75%P) y 0,75% pustulan mas 2% glucosa (P+2%G). Previamente los micelios se
habian cultivado durante 40 horas en MM con 2% glucosa como fuente de carbono. Se
us6 anti-BGN16.2 policlonal de conejo. La flecha indica la proteina BGN16.2. M:
marcador de peso molecular.

actividad B-1,6-glucanasa (Tabla 1.4). Estos resultados fueron corroborados por la
ausencia de proteina BGN16.2 detectada en experimentos de western-blot con
dichos sobrenadantes, salvo en los sobrenadantes que provenian de un cultivo con
pustulan y glucosa como fuentes de carbono (Fig. 12). En este tltimo caso se
detectaba sefial correspondiente a BGN16.2, que presentaba, asimismo, sefiales de

degradacion.

4. La proteina BGN16.2 es detectable intracelularmente aﬁn cuando no exista
en el sobrenadante "

Con el fin de comprobar si la degradacion de la proteina se produce fuera
de la célula o dentro de ella, se realizaron inmunodetecciones sobre extractos

celulares totales (Fig. 14) usando micelios crecidos en las condiciones descritas
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2% 01% 1.5% 1.5% 1.5% Quit+ 0.75% P+
Glu Glu Quit PE Quit wt Quit 2%G P 2%

Fig. 13: Inmunodeteccion de la proteina BGN16.2 realizada sobre
concentrados de proteinas totales extraidas de micelio de la cepa
transformada B4 crecida durante 24 horas en las siguientes condiciones: MM
con 2% glucosa (2%Gluc), MM con 0,1% glucosa (0,1%Gluc), MM con
1,5% quitina (1,5% Quit), MM con 1,5% quitina mds 2% glucosa
(Quit+2%G), MM con 0,75% pustulan (0,75%P) y MM con 0,75% pustulan
mas 2% glucosa (P+2%¢3). También se incluyeron: concentrado de proteinas
totales extraidas de micelio de la cepa silvestre CECT 2413 crecida en MM
con 1,5% quitina (1,5% Quit wt) y concentrado de un sobrenadante de un
cultivo de la cepa transformada B4 crecida en 1,5% quitina (1,5% Quit PE).
Las proteinas se separaron en un gel de 12 cm y con 7,5% de acrilamida. Se
utilizaron anticuerpos policlonales anti-BGN16.2 obtenidos de conejo. La
flecha indica la proteina BGN16.2.

anteriormente. En dichos experimentos se detecto la presencia de BGN16.2 en
todos los extractos correspondientes a la cepa transformada B4 (nunca en la cepa
silvestre), tanto en los pertenecientes a condiciones de cultivo donde la proteina
extracelular es detectable como en aquellos sobrenadantes en los cuales no lo es.
Dichos extractos fueron también separados en un gel de poliacrilamida al 7.5 % y
sometidos después a inmunodeteccion (Fig 13). Se observé que el tamaiio de la
proteina intracelular y extracelular era el mismo. Se descartd, por tanto, la
proteolisis intracelular o modificaciones que afectaran significativamente al tamafio
de la proteina, tales como glicosilaciones o falta de procesamiento del péptido
sefial, como causantes de la falta de proteina en el sobrenadante.

Dado que existia la posibilidad de que las proteinas estuvieran glicosiladas
con pequefios residuos que, de alguna manera, impidieran su correcto plegamiento

y transporte, los extractos fueron eluidos a través de columnas de concanavalina A,
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2% 0.1% 1.5% it+  0.75%
Glu  Gli®  Quit Quity O55% PG
wtB wt B4 wt B4 M kDa wt M B4 wt B4 wt B4

33.
28.

Fig. 14: Inmunodeteccion realizada sobre proteina total extraida de micelio de las cepas
CECT 2413 (wt) y transformada para la expresion constitutiva del gen bgnl6.2 (B4). Los
micelios se cultivaron durante 24 horas en MM con las siguientes fuentes de carbono: 2%
glucosa (2%Gluc), 0,1% glucosa (0,1% Gluc), 1,5% quitina (1,5% Quit), 1,5% quitina mas
2% glucosa (Q+2%G), 0,75% pustulan (0,75%P) v 0,75% pustulan mds 2% glucosa
(P+2%G). Previamente los micelios se habian cultivado durante 40 horas en MM con 2%
glucosa como fuente de carbono. Se usé anti-BGN16.2 policlonal de conejo. La flecha
indica la proteina BGN16.2. M: marcador de peso molecular.

que tiene la capacidad de unir residuos individuales de azicares (Fig. 15). Sin
embargo, en ninglin caso la proteina BGN16.2 producida por la cepa B4
(proveniente de extractos de micelio o de sobrenadantes del cultivo) fue retenida or
la lectina, por lo que se descartaron también las pequeiias glicosilaciones como

causa de la ausencia de proteina BGN16.2 en sobrenadantes con glucosa.

5. Medio de cultivo con fuentes orgdnicas de nitrégeno o.con pHs no icidos
dan lugar a niveles de BGN16.2 extracelular muy altos en las cepas
transformadas |

Puesto que se conocia que el ARNm se producia correctamente, que la
proteina era sintetizada y que, intracelularmente, era detectable siempre, se
procedi6 a investigar la influencia de la proteolisis extracelular como principal
responsable de la ausencia de BGN16.2 en algunos de los medios de cultivo
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Quit + Quit +
12h  Gluc, . 12h  Giuc
Quit Gluc Pus _Intra___ GlucPUS intra

M: No retenido Retenido

Fig. 15; Inmunodeteccion de la proteina BGN16.2 usando anticuerpos policlonales de conejo
para BGN16.2. El experimento se realizo eluyendo los distintos concentrados de proteinas a
través de columnas de concanavalina A-sefarosa. Se indica como “no retenido” lo que no se
pego a la resina; mientras que “retenido” se refiere a la fraccidn que, habiéndose pegado a la
resina por estar glicosilada, hubo de ser separada eluyendo con metil-a-D-manopiranésido. Se
usaron los siguientes concentrados: sobrenadante de un cultivo de la cepa transformada B4
crecida durante 24 h en MM con 1,5% quitina como fuente de carbono (Quit); sobrenadante de
un cultivo de la cepa transformada B4 crecida en MM con 1,5% quitina como fuente de
carbono durante 24 h seguido de la adicion de 2% glucosa al cultivo y continuando la
incubaci6n 12 horas (Quit+12 h Gluc); sobrenadante de un cultivo de la cepa transformada B4
crecida en MM con 0,75% pustulan como fuente de carbono (Pus); extracto total de proteinas
del micelio de la cepa transformada B4 crecida durante 24 h en MM con 2% glucosa como
fuente de carbono (Gluc Intra). En todos los casos los micelios se cultivaron previamente en
MM con 2% glucosa. La flecha indica la proteina BGN16.2. M: marcador de peso molecular.

ensayados. Para ello, se realizaron experimentos en los que se modifico la fuente
de carbono, de nitrogeno o el pH del cultivo —descritos como principales
reguladores de las proteasas extracelulares en hongos (Jarai & Buxton, 1994)-. En
todas las condiciones se midieron tanto la cantidad de ARNm como la actividad §-
1,6-glucanasa, y se comprobd la presencia o no de proteasas. Los datos estin
resumidos en la Tabla 1.4. Para verificar que la actividad detectada se debia a la
enzima BGN16.2 se realizaron experimentos de western-blot, ési como detecciones
de actividad en gel de isoelectroenfoque (IEF). La presencia de proteasas en el
sobrenadante se estudi® mediante ioelectroenfoque seguido de zimograma
(deteccion de actividad proteasa por impresion del IEF sobre un gel de proteina

BSA) de los sobrenadantes obtenidos en las condiciones de cultivo ensayadas.
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c Gluc Quit Cit Lac <€— Glu—>
N < Am > Cas Pep Pro
wtB4 wtB4 wtB4 wtB4 wtB4 wtB4 wtB4

bgn16.2

ADNr 18S

Fig. 16: Anilisis por Northern-blot de ARN extraido de las cepas 7. harzianum
CECT2413 (wt) y la cepa transformada B4 (que sobreexpresa el gen bgni6.2). Los
micelios se cultivaron en medio MM con 2% glucosa (Gluc), 1,5% quitina (Quit),
2% citrato (Cit) y 2% lactosa (Lac), y con 0,5% sulfato aménico como fuente de
nitrogeno; o en MM con 1% caseina (Cas), 1% peptona (Pep) o 0,52% prolina (Pro),
y con 2% glucosa como fuente de carbono. Como sonda se utilizd el ADNc
completo del gen bgnl6.2 y el ADNr 188 de rabano como control de carga.

En primer lugar se utilizaron distintas fuentes de carbono. Se probaron
glicerol, xilosa, arabinosa, lactosa y citrato (ademas de las antes mencionadas
quitina y pustulan). Experimentos de northern-blot revelaron que el promotor
utilizado (el de la piruvato quinasa de T. reesei) funcionaba correctamente en todas
las condiciones salvo cuando se usaba citrato como unica fuente de carbono (Fig.
16), condicién en la que los niveles de ARNm de bgnl6.2 eran inferiores a lo
obtenido con el resto de las fuentes de carbono utilizadas (datos no mostrados). En
segundo lugar se utilizaron distintas fuentes de nitroégeno: bien organicas, como el
extracto de levadura, la peptona, la caseina o la prolina, bien inorganicas, como la
urea. En todas ellas la expresion del promotor tenia los niveles‘- esperados (Fig. 16).
Y finalmente se modificé el pH. Para ello, cultivos de la cepa B4 con glucosa y
sulfato amoénico como fuentes de carbono y nitrogeno, respectivamente, se

tamponaron con citrato (a pH 3), con MES-KOH (a pH 6) o con Tris-HCI (apH 8).
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Fig. 17: Inmunodeteccién realizada sobre
proteina  extracelular concentrada de

pH3 pH6 pH8 sobrenadantes de las cepas CECT 2413 (wt)
y transformada para la expresion constitutiva
wt wt owt del gen bgnl6.2 (B4). Los micelios se

cultivaron durante 24 horas en MM
tamponados a los siguientes pHs: pH3
{tampén citrato 0,2M); pH6 (tampoén MES-
KOH 0,2M) y pHS8 (tampédn Tris-HCI 0,2M).
Previamente los micelios se habian cultivado
durante 40 horas en MM sin tamponar. En
todos los casos se usé 2% glucosa como
fuente de carbono y 0,5% sulfato amonico
como fuente de nitrdgeno. Se usd anti-
BGN16.2 policlonal de conejo. La flecha
indica la proteina BGN16.2.

En todos los casos, la expresion de bgnl6.2 no diferia significativamente de la
obtenida en la mayoria de las condiciones probadas (datos no mostrados).

Los cambios de fuente de carbono no provocaban un aumento de la
actividad, salvo en los casos ya sefialados de hambre de carbono, quitina y pustulan
(Tabla 1.4). Niveles muy bajos pero detectables de actividad se hallaron en medios
con xilosa, citrato y lactosa. Cuando se alteré la fuente de nitrégeno se observo que
el aumento de actividad B-1,6-glucanasa de la cepa B4 respecto a la cepa silvestre
era muy significativo cuando se usaban extracto de levadura o peptona, y menores
con el resto de las fuentes usadas (Tabla 1.4). Estos datos fueron corroborados
mediante experimentos de western-blot (no mostrados). Finalmente, se constatd
que, s6lo si se alteraba el pH del cultivo, se obtenian grandes cantidades de
proteina BGN16.2 activa en la cepa transformadas B4 (cuan:io el pH era 6 u 8,
pero no a pH 3) (Tabla 1.4 y Fig. 17).

Parecia entonces que en medios de cultivo con pH bajo (cercano a 3), bien
inducido mediante un tampén bien por el propio metabolismo de T. harzianum, la

actividad B-1,6-glucanasa II detectada era baja o nula.
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En cuanto a las proteasas se observan cuatro zonas de actividad litica: dos
de pH 4cido, una a pH neutro y una a pH alcalino (Fig. 18). En el caso de las
fuentes de carbono y el pH, la existencia de actividades proteasa acidicas
correlaciona exactamente con la ausencia de proteina BGN16.2. Sin embargo, en el
caso de la fuente de nitrogeno, se detecta B-1,6-glucanasa II incluso en aquellas
condiciones en las que aparecen actividades proteasas acidas. La actividad proteasa
neutra y la bésica se observan usando quitina como fuente de carbono o caseina
como fuente de nitrogeno, ademas de en condiciones de baja concentracion de

A B c

Glu0.1 Qui P GI Ar La Cit E Pe Pr U Cas pH pH6pH
+

Fig. 18: Zimograma realizado sobre un isoelectroenfoque (pH 3,5-9,5) que revela halos
de actividad proteasa. Se separaron proteinas extracelulares obtenidas de los
sobrenadantes de los cultivos de la cepa transforamada B4 crecida en diferentes
condiciones de cultivo. Panel A: se usé como fuente de carbono 2% glucosa (Glu),
0,1% glucosa (0,1G), 1,5% quitina(Quit), 0,75% pustulan (P), 2% glicerol (Gli), 2%
arabinosa (Ara), 2% lactosa (Lac) y 2% citrato (Cit). En todos los casos se utiliz6 0,5%
sulfato aménico como fuente de nitrogeno. Panel B: la fuente de nitrogeno utilizada
fue: 1% extracto de levadura (EL), 1% peptona (Pep), 0,52% prolina (Pro), 0,5% urea
(U) y 1% caseina (Cas). En todos los casos se afiadi6 a los cultivos 2% glucosa como
fuente de carbono. Panel C: se utilizaron sobrenadantes de cultivos tamponados a pH3
(tampon citrato), pH6 (MES-KOH) y pHS (Tris-HCI). En los tres caso se usaron 2%
glucosa y 0,5% sulfato aménico como fuentes de carbono y nitrogeno, respectivamente.
Las flechas indican los halos de actividad proteasa. :
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Cas +peps +PMSF +EDTA
a o + Fig. 19: Inhibicion de las proteasas de 7.
harzianum. Se wusaron sobrenadantes
concentrados de cultivos de 7. harzianum
CECT 2413 (wt) crecido durante 24 horas
en MM con 1% de caseina como fuente
de nitrégeno sin incubar con inhibidores
(Cas) o tratado 30 min a 30°C con 1uM de
pepstatina (+peps) o 0,1 mM de PMSF
(+PMSF) o 0,5 uM EDTA (EDTA). El
micelio crecio previamente en MM con
2%glucosa y 0,5% de sulfato amoénico.
Posteriormente fueron separados mediante
isoelectroenfoque (pH 3,5-9,5). lLa
actividad proteasa fue revelada mediante
un zimograma, realizado por impresion
del gel de isoelectroenfoque sobre un gel
de BSA (hecho en tampén acético-acetato
apHS5,5).

Fig. 20. Proteinas obtenidas por precipitacion
con sulfato amoénico (ver Materiales y métodos)
separadas en un gel de SDS-PAGE vy teftidas con
coomassie (Brilliant Blue R-250). Se cargaron
aproximadamente 5 pg de proteina extracelular
total. Las proteinas se obtuvieron de
sobrenadantes de cultivos con 1% extracto de
levadura (EL) o 1% peptona (Pep) como fuente
de nitrégeno o bien cultivos tamponados a pH6
(MES-KOH). La flecha indica la proteina
BGN16.2. M: marcador de peso molecular.

glucosa en el medio, y coexisten con altas actividades B-},6-glucanasa.

Para comprobar de qué tipos de proteasas se trataban, se incubo un
sobrenadante de un cultivo con caseina como fuente de nitrégeho —que contiene las
cuatro actividades detectadas- con inhibidores de aspartil-proteasas (pepstatina),
metaloproteasas (EDTA) vy serin-proteasas (PMSF) y se sometieron a
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isoelectroenfoque y zimograma (Fig. 19). Se observo que las proteasas acidas eran
inhibidas por pepstatina y EDTA, de lo que se dedujo que eran aspartil-proteasas.
La proteasa alcalina se inhibi6 con PMSF, por lo que supuso que era una proteasa
del tipo serin-proteasa. La proteasa neutra no se inhibié con ninguno de los
tratamientos.

Los sobrenadantes obtenidos en las condiciones de cultivo en las que las
actividades fueron mas altas se separaron en un gel de SDS-PAGE y las proteinas
se tifieron con Coomasie (Fig. 20). Cuando se usa extracto de levadura como fuente
de nitrégeno, BGN16.2 se producia practicamente pura en la cepa transformadas
B4. Midiendo la cantidad de proteina extracelular y el peso seco del micelio, se
calcul6 que la cantidad de BGN16.2 producida era 1-5% del peso seco del micelio
para la cepa transformada B4 (Tabla 1.5).

TABLA 1.5. Produccién de proteina BGN16.2 en la cepa B4

Medio® Actividad Proteina Proteina
f8-1,6-glucanasa Extracelular Extracelular
(U/mg) (mg/] cultivo) (mg/g micelio)
EL 223 15 43
Pep 55 6 16
pH6 56 16 33

* MM con 2 % glucosa como fuente de carbono y 1 % extracto de levadura (EL)
o 1 % peptona (Pep) como fuente de nitrégeno o MM con 2 % glucosa and 0,5 %
amonio, tamponado a pH 6 (pH6). PE= proteinas extracelulares. Unidad se
define como para la Tabla 1.

6. Aspartil-proteasas y un pH acido son responsables de la degradacién de
BGN16.2

Para verificar la influencia del pH y las proteasas en’ la estabilidad de la
BGN16.2 se llevd a cabo un ensayo de proteolisis in vitro. En dicho ensayo, se
mezclaron e incubaron BGN16.2 purificada con sobrenadantes que contenian
dichas actividades proteasas y que habian sido hervidos, dializados o tratados con
inhibidores de proteasas (Fig. 21). La proteina BGN16.2 es muy inestable puesto
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que solo en un tampoén a pH 7 no se degrada. En tampones a pH 5.5 0 2.7 se
produce una degradacion parcial de la proteina. El tratamiento de la proteina con el
sobrenadante de la cepa B4 de T. harzianum cultivado en glucosa (que contiene
proteasas acidas) da lugar a una degradacion casi completa de la proteina. Esa
degradacion se palia parcialmente bien hirviendo el sobrenadante previamente o
bien dializandolo en tampén acetato a pH 5.5. El tratamiento con inhibidores de
proteasas revela que sélo el inhibidor de aspartil-proteasas (pepstatina) es capaz de
evitar la degradacion de la BGN16.2.

kD M
1;; . 70 6.5 27 Sob SobH SobD +bes +leun +peps

<—

49
34
29
20 .

Fig. 21: Ensayo de proteolisis in vitro. 0,5 pg de BGNI16.2 fueron sometidos a
inmunodeteccidn tras ser incubados durante 8 horas a 22°C en las siguientes condiciones:
BGN16.2 en 50 mM tampon citrato a pH 7 (7,0); BGN16.2 en 50 mM tampon acetato a pH
5,5 (5,5); BGN16.2 en 50 mM tampon citrato a pH 2,7 (2,7), BGN16.2 en sobrenadante de
un cultivo de la cepa transformada B4 en MM con 2% glucosa (Sob); BGN16.2 en
sobrenadante hervido de un cuitivo de la cepa transformada B4 en MM con 2% glucosa
(SobH); BGN16.2 en sobrenadante dializado en tampon acetato a pH 5,5 de un cultivo de la
cepa transformada B4 en MM con 2% glucosa (SobD); BGN16.2 en sobrenadante de un
cultivo de la cepa transformada B4 en MM con 2% glucosa + 1 pM bestatina (+bes);
BGN16.2 en sobrenadante de un cultivo de la cepa transformada B4 en MM con 2% glucosa
+ 1 uM leupeptina (+leup); BGN16.2 en sobrenadante de un cultivo de la cepa transformada
B4 en MM con 2% glucosa + 1 uM pepstatina (+peps). Se utilizaron anticuerpos policlonales
de conejo anti-BGN16.2. La flecha indica BGN16.2 con el tamafio correcto (43 kDa). El
corchete indica proteina parcialmente degradada y reconocida por el anticuerpo. Cuando no
se indica, el pH de los sobrenadantes alcanza valores de 2,5-2,8. M: marcador de peso
molecular
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7. Clonacion de una proteasa acida de 1. harzianum
Si bien la producciéon de BGN16.2 obtenida a partir de la cepa
transformada B4 era bastante alta, el hecho de que resultara una proteina sensible a
la acci6én de proteasas hacia especialmente interesante la posibilidad de clonar y,
posteriormente, interrumpir genes de proteasas acidas con el fin de incrementar la
cantidad de B-1,6-glucanasa II. Dado que se conocen muchas proteasas acidas de
hongos, se alinearon sus secuencias con el fin de conocer los dominios mas
conservados (Fig. 22). De dichos dominios, se infiri6 la secuencia de ADN mas
probable y, de acuerdo al sesgo de codones de Trichoderma 'y a la secuencia de una
proteasa acida clonada de 7. reesei (Mintyld et al, 1994), se disefiaron unos
~ oligonucledtidos con los cuales se realizo una reacciéon de PCR. Las condiciones de
reaccion fueron: 2’ a 94°C; 35 ciclos de 30” 2 94°, 1’ a 55°C y 1’ a 72°C; y
finalmente 7 a 72°C. Se obtuvo una banda del tamafio deseado de unas 900 pb
usando 5 mM de MgCl,. La secuencia obtenida con esta banda se sometié a un
BLASTX con el fin de obtener las proteinas a las cuales se pareceria la proteina
hipotética producida por nuestro fragmento, y se obtuvieron secuencias de
proteasas acidas.
El fragmento de 900 pb obtenido se usé como sonda para escrutar una
genoteca genémica de 7. harzianum CECT 2413, realizada en AGEM-11®. Se
aislé una calva que hibridaba con la sonda. Se extrajo el ADN de los fagos y se

Fig. 22:Esquema representativo de los aminoacidos conservados entre las distintas pepsinas
fungicas. Las flechas indican las secuencias a partir de las que se dedujeron las secuencias
de los oligonucledtidos utilizados para clonar la pepsina de 7. harzianum CECT 2413.
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cortd con Sall. Los fragmentos obtenidos se hibridaron con el producto de la PCR
y un fragmento de 5 kb que hibridaba con la sonda se ligé a pSK+® cortado con la
misma diana. A partir de la secuencia de la sonda se obtuvieron oligos para
secuenciar 3 kb del clon genémico. En la Fig. 23 se representa dicha secuencia,
Jjunto con la secuencia de la hipotética proteina producida por ella. Al gen se le

denominé papA.
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1 ATC GAG GCa CGG CAT GGA ACG TcT GGc TGG crr WU arc tTo ACG TGA GTT 6Tg CoA
TgA GAG TTA CTG CGT GTG TTT GCG GCT Ggh TGG GTG ATT GAT gGG GGA cTG AGC AGT GGG
AAT CAG TGG AAC ATC ATG GCA ACA TCG CTC GGA GGT TGG GGT tAG CCT CGT CGT CTG TCT

18] C€CG GAT CAA CTT CAT CGC AGC AAR GAC TGO GGC GCA GCA TTT CCG CCG AAG TCG CGT CGG
CCC GTT TCG CTA CGA _GAC CCA AGT CAT GTC ACG AAG CAC GGA CTG CGA TTC GAG TGT CAG
AAG GCG CTT GCT T G AGA TCG GCA TTG GGG AAT CCT CGT TTC AAG GGC CCT TCT CCC
CAT CGT TAA AGC CGC AAA CAC AAC AAT AAC CCC GGA GGA GCG CCT AAG GTG GCG
AGG ACT ATT GTT AAA 6cA cca tcT ata ciiilic ! AGA CT. GG AGC GCC

481 ceT CH ACC AGT AGT TGT GGC CAT GAA CTA ATA CTC TGG ACT Tcﬂ TT6 GGA TGA
AGG Al CGT GAT CGA CAA AGG TTC CAG AGT CTC CAT TGA AGC AAG GCA GAA ATG GCA
ATA CGC TCT CGG CGG GCT TCA CTC TCT GGG CTA AAC AAC TAG GCG CCT TCT CCA
GAC_GTG AGA GTT TGA TTC GTC CAC AGC CTG GTE ACT ACG AGC AG C ARG CTG

CT GAT GTC GAT TCC ACC ATC TTG ACT CCT CTC CCC ATC ACC AAG CCC CAG CAA GTG
TGT GAA TAC CCA GGA TGA TGG CGC AAA ATG ACC TTC CTA AAT CAT GCT CTT GAA GCC GIC

841 AAC RAG GCC GTG GAG CTG AGC AAC TCC A rrT GAC cTc AAA JEEcr TTG GCA TAC
GAG CCT GGA TGG.ATA TAA AGT CGT TCA TCT #C GAT CTG GTG TTG AAG TTT TTG TCT
CAT CAG CCT TCA AGA CAA CCA GTC TAG TCT ACT CCT GRA TCC TTC AAA ATG CAG ACC TTC

M Q T F

GGT GCT TTC CTC GTT TCC TTC CTC GCC BCT AGC GGC ATG GCT GCG GCT CTC CCC ACT GAG
G A f L VvV 8 P L A A 8 G M A A A L P T E
GGA CAG AAG ACC GCT TCC ATC GAG GTC GCT TAC AAC AAG AAC TAC GTT GCC CAC GGT CCT
G @ X T A S I E VvV A Y N K N Y ¥V A H G P
ACC GCT CTC TTC AAG GCC AAG AGA AAG TAC GGC GCT CCC ATC AGC GAC AAC CTC CGC GCT
T A L F K A X R K Y G A P I S D N L R A
GCC GTG GCT GCC AAG CAC TCC CTC ACC AAG CGC CAG ACT GGC TCT GCC AAC ACC AAC CCC
AV A A K H S L T K R Q@ T G S A N T N P
AGC GAC AGC GCC GAT GAC GAG TAC ATC ACC AGC GTC TCC ATT GGT ACT CCC GCT CAG GTC
s p s A D D» E Y I T 8§ VvV s I ¢ T P A Q V
CTC CCC CTG GAC TTT GAC ACC GGT TCC TCC GAC CTG TGG GTC TTC AGC TCC GAG ACT CCC
L » L p» F D T 6 S S D L W VvV F s s E T P
ARG TCT TCC GCC TCC GGA CAC GCT CTC TAC AGC CCC TCC AAG TCT TCc ACT GCC AAG AAG
K S 8 A S8 G H A L Y s P S KX § 8 T A K K
CTC TCC GGC TCT ACC TGG TCC ATT GAG TAC GGT GAC AAG AGC AGC TCC AGC GGC GAT GTC
L § 66 S8 T W s I & Y 66 D X S S s § & D V
TAC ACC GAC ATT GTC ACC ATT GGC GGC TTC AGC GTC AAG ACT CAG GCT GTT GAG TCT GCC
¥t ¢ » I Vv T I 66 GG F S VvV ¥ T Q A VvV E S A
ACC RAG GTT TCC ACC CAG TTC GTT CAG GAC ACC GTC ATC TCT GGC CTC GTC GGT CTT GGC
T K v S8 T Q F VvV Q Db T Vv I s 66 L VvV 6 L @
TTC GAC ATT GGC AAC CAG GTC TCG CCC CGT CCC CAG AAG ACC TGG TTC TCC AAC GCT GCC
F D I 66 N Q@ V s P R P Q K T W F S N A A
AGC AGC CTG GCT GAG CCC CTT TTC ACT GCC GAT c¢TG AGG CAC CAG GAG ACC GGA AGC TAC
s s L A E P? L Ff T A D L R H Q E T & S Y
AAC TTt GGC TTC ATT GAC ACC TCT CTT GCC AAG GGC ACC ATT GGC TAC ACT CCC GCT GAT
N ¥ ¢ ® I D T S8 L A X 6 T I & Y T P A D
GGC AGC GAG GGT TAC TGG GGC TTC ACT GCC ACC GGT TAC TCC GTT GGC GGT GCC AAG tTG
G s ® 66 Y W G F T A T G ¥ S V 6 6 A K L
AAC CGC AAC TCC ATC ACC GGT ATT GCC GAC ACT GGC ACC ACC cTG CTC CTC CTC CCC GAC
N R N S I T €] I A D T G T T L L L L P D
AAC ATT GTT GAT GCC TAC TAC AAC AAC GTG GAG TCC GCT CAG TAC GAC GAC TCC CAG GAG
¥ I Vv D A Y Y N N V E S A o Y D D s Q E
GGT GTT GTC TTC GAC TGC TCT GAG GAC CTC CCC TCT TTC TCC TTC GGT GTT GGT GGC CAG
G v v ¥ D ¢ s E D L P S§ F s ¥ G V G G Q
ACT ATC ACC ATC TCC GGC GAC CTG TTG AAC CTC ACC CCC ATT GAG GAG GGC AGC TCC ACC
T I T I s ¢ D L L N L T P 1 E E G S s T
TGC TTC GGT GGT CIC CAG AGC AGC GCT GAC ATT GGC ATC AAC ATC TTT GGT GAT GTT GCC
c F 66 G L @ S S A D I 6 I N I F 6 D V A
CTC AAg GCT GCC CTG GTC GTC TTT GAC CTC GGC AAC GAG CGT CTC GGC TGG GCC CAG AAA
L K A A L VvV Vv FF D L G N E R L & W A Q K
TAA GCG ATT GAT GGA ATG GGA AAT TTC TTT TAT GAA GGT CAT GAT TTG AAG GGA TGA AGC
TGA ACA AAA AAT TGG GGG AGA CTA TAT ATG GCT CTC ATG ATT TGT AAA TAC GAT ATC ATG
TTG TAT ATA GCC TTG GGA ATT TTA GCA CAT AGC GAA GCA RAA AAA TTA TAT TCA ACT GGG
AAA TTT TGA GTC CAT CTT TGA GTG AAA TAG GAT TGT AGC TGA TAT TGT GAA ATG TGT TTT
ATA ACT ACC TTA GGT ATT TAA GAG GTT ATT GTT GGA TTA GTA GTT GAT AAT GTA ATG AGT
TGT GTT TAA TGC CCC TTT GTG AAT CAG TTG TAA AGG CAA TAT TTA TTA AAG GTT TCC TAG
CAG GGC TGA ACT GAT ATT CCA CTT TTG TAA GCT TGA AAT CTA CTT GGT CAA CTG ACC ACA
TGT CTG GAA TGC TGT TTA TCG GAA CAG CTC CAA AAT ACC ATT TTG TCA AGG ACC TTA CCT
GTA TGA AGC TAG TAG CGA AAA GAA GTG GCA TCT GCC CGG TTA CTG TCG ATG ATG CgA CgG
GTG GAT GAG TGA gCG TAg ATT GAG AAT TGG ATG GCG TGA GCC CCC CAg ATA CGG tAG CTA
TTT GTA TGA CAA GTG AAA TCC ATA TCC AAT TTT an CAG TTa GGA GCA gCA GAG GTA ACA
GTC CAA GTa TGA gAA TAC TCA AGA ATT TTT TGA AC TTA

Fig. 23: Secuencia del gen papA4 y la protema que se deduce de ella incluyendo la zona
del promotor. Se han sombreado las cajas Pac (5GCCARG), STRE (5°CCCCT) y de
unién de AreA (5°’GATA). También se han sefialado las cajas CAAT y TATA.
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El andlisis de la secuencia de ADN aporta varias caracteristicas
interesantes. En primer lugar la ausencia de intrones, a diferencia de su homéloga
en T. reesei. El clon genémico contiene aproximadamente 1 kpb correspondientes
al promotor. Su analisis con el algoritmo Matinspector nos revela, entre otras cajas
de menor relevancia, la presencia de miltiples cajas AreA (relacionadas con
regulacion de nitrogeno en Aspergillus, Ravagnani et al, 1997), cajas STRE
(implicadas en la regulacion en condiciones de estrés, Martinez-Pastor ef al., 1996)

y, finalmente, una caja PacC (vinculadas a la regulacién por pH, Tilbumn et al,,

1t 2 3 4 5 6 7

EPEPEP EPEPEPEP

Fig. 24: Southern-blot realizado sobre 10 pg de ADN
genoémico de las cepas indicadas cortado con EcoRI (E) o
Pstl (P). Se utilizé como sonda el fragmento de 900 pb
obtenido de la PCR. 1) T. harzianum CECT 2413, 2) T
harzianum IMI206040, 3) T. reesei QM 9414, 4) T. koningii
CECT 2412, 5) T. longibrachiatum CECT 2606, 6) T. viride
CECT 2423, 7) H. jecorina.
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1995). Esta altima se presenta muy alejada del inicio de transcripcién y, en
principio, en solitario. Sin embargo, se sefiala por la importancia de la regulacion
de las proteasas por pH. En la secuencia del promotor se encuentra asimismo
sefialadas las secuencias TATAA y CAAT, relacionadas con el inicio de la
transcripcion. No se observa una sefial canénica de poliadenilacién, aunque esto no
parece ser determinante a la hora de procesar el mensajero. Si hay una gran
cantidad de pares AT.

El contexto del triplete de iniciacion estd bastante concervado. En
Trichoderma se ha propuesto (T/C)CAA(A/C) delante del AUG (Goldman et al.,
1998), lo que correlaciona perfectamente con lo encontrado en el gen papA:
TCAAA. Sin embargo, en la zona codificante no se encuentra ninguna de las zonas
consenso parecidas.

Se realizé6 un experimento de Southern-blot sobre ADN gendmico de
diferentes cepas de Trichoderma (Fig. 24). Se observo que el gen esta presente en
T. harzianum CECT 2413 en una copia, aunque existen secuencias similares, como
se observa por las bandas de menor intensidad. Como ocurre con otros genes (Rey
et al., 1998) T. viride es la especie que presente un patrén mas parecido. El gen esta
presente en todas las cepas de Trichoderma utilizadas, asi como en el hongo
Hypocrea jecorina, que parece ser la “fase perfecta” de T. reesei (Kuhls et al,
1996).

La secuencia de la proteina tiene un posible sitio de corte de péptido seiial,
localizado usando el algoritmo SignallP V1.1, que se encontraria entre la posicién
20 (A) y 21 (L) (Fig. 25). En cuanto a la existencia de péptido de activacion, se
observa en la posicion 51 la pareja Lys-Arg (KR), descrita en otras proteinas como
diana de una proteasa especifica, KEX2 (Bussey, 1988), que generaria mediante un
corte el enzima maduro y activo. Usando el programa ScanProsite también se han
localizado posibles sitios de modificacién postraduccional. Son, ademas de dos
dominios de aspartil-proteasas (DTG), sitios de posibles fosforilaciones y

95



Resultados: Sobreexpresion de la proteina BGN16.2

B K GAP T SDNLRAAVARKHSL TKROTGSANTNPSDSA
DDEYITSVSIGTPAQVLPLDWVFS SETPKSSASGHA
LYSPSKSSTAKKLSGSTWS IEYGDKSSSSGDVYTDIVTIGGFSV
KTQAVESATKVSTQFVODTVISGLVGLGFDIGNQVSPRPQKTWE
SNAASSLAEPLFTADLRHQETGSYNFGFIDTSLAKGTIGYTPAD
GSEGYWGFTATGYSVGGAKLNRNS I TGIADEQTTLLLLPDNIVD
AYYNNVESAQYDDSQEGVVFDCSEDLPSFSFGVGGOT#ITSEDL
LNLTPIEEGSSTCFGGLQSSADIGINI FGDVALKAALVVFDLGN
ERLGWAQK

Fig. 25: Secuencia de la proteina PAPA. Con flechas se indica la situacion de los
oligos utilizados en la PCR. [l = secuencia del péptido hipotético de activacién,
que termina en un sitio de corte para una proteasa tipo KEX2. f] = secuencia del
hipotético péptido sefial. = sitios activos de proteasas tipo pepsina.

miristilaciones. La proteina tendria un tamafio aproximado de 42 kDa, asi como un
pl estimado de 4,4-4.,6.

Cuando se analiz6 la secuencia de la proteina deducida utilizando el
algoritmo BLASTP (20.1.2001), a partir de la secuencia de la proteina, se
obtuvieron altos porcentajes de similaridad con pepsinas, la mayoria de
Aspergillus, aunque también se observaban dichas similaridades con pepsinas de
Endothia parasitica, Penicillium, Glomerella y Rhizopus (Tabla 1.6). El
alineamiento entre las distintas proteasas, con las zonas de similitud se representa
en la Figura 26.

TABLA 1.6. Similitud (%) de la secuencia de la proteina PAPA
con otras aspartil-proteasas

gen Organismo % N° acceso
gesap  Colletotrichum gloeosporioides 54  U43775
carp Endothia parasitica 56  P11838
papA Podospora anserina 48  AF016054
pepB Penicillium janthinellum 47 AF295432
pepA Aspergillus oryzae 46 Q06902
pepB Aspergillus niger 45 D45177
pepA Aspergillus awvamort 44  P17946
pepA  Aspergillus niger 44  P55325
aspAd  Penicillium roqueforti 43  X85984
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FehLQISADIGINIPGOVALKAALVUPDLGHE - HLEDAQK -~ - -
FeLIQlSACICINIFCDVALKAAN VYT RCATTPTLAFALIR - - - -
FeGLQIIICIGINIPCDRALXAAIVUTDLAIR-RLEDAAKTLS -
TEGLGISSGLGIRIFGDUALXRAFVUT SCTHPPRIGFAIKPLAS
PLGIGIDYICICrIITUDIFLESQYVYIDAS (P -BLLTAPQ-- - -
TeEIQINSCLGLSILGDVILEI QP VYIRS ECP - XLETAAQA - - -
FeeIQIM3CLEL S ILGDUN LI QY VUFNSEGP-XLEPARQA- - -
TeeIQINSGIGEIIFGDIFLAIQYPVFDSECP-RLGFAAQA- - -

Fig. 26. Alineamiento de la secuencia de la proteina PAPA con las proteasas con las
que mostré mayor similitud en el analisis BLASTX.
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Glucosa(%) 2 01 2 2 2 2 2 2
Nitrbgeno Am Am Am EL Pep Cas Am Am
pH final 25 55 55 41 43 42 3 6

papA

ADNr 188

Fig. 27: Experimento de Northern-blot realizado con ARN total extraido
de micelio de 7. harzianum CECT 2413 crecido durante 24 horas en MM
en las condiciones indicadas. En todos los cultivos se utilizo6 glucosa
como fuente de carbono. Las fuentes de nitrogeno utilizadas fueron: 0,5%
sulfato amoénio (Am), 1% extracto de levaduras (EL), 1% peptona (Pep) y
1% caseina (Cas). Los cultivos con pHs finales de 3 y 6 fueron
tamponados con tampon citrato y MES-KOH, respectivamente.
Previamente todos los micelios crecieron durante 40 horas en MM con
glucosa y sulfato amonico. El fragmento obtenido para escrutar la
genoteca fue utilizado como sonda en el panel superior. EI ADNr 188 de
rabano fue utilizado como control de carga en el panel inferior.

8. Regulacién de la proteasa acida papA

Para conocer el patrén de regulacion de la proteasa papA se realizaron
experimentos de Northern-blot a partir de micelio cultivado en diversas
condiciones (Fig 27). El gen se expresa muy débilmente en condiciones de hambre
de carbono, y esta reprimido cuando hay quitina presente como tnica fuente de
carbono. La fuente de nitrogeno parece regular fuertemente la ekpresi(m del gen, ya

que se observa una fuerte induccién en presencia de las fuentes de nitrogeno
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Glucosa 2 %

+
+
+
+
+
+
+

Glicerol 2 % - - - + + - - - -

Amonio0,5% + - - + -+ + - -
Caseina1 % - -+ - + - - + o+
pH del tampdn 3 8 3 8

papA

ADNr 18S

Fig. 28: Experimento de Northern-blot realizado con ARN total extraido
de micelio de T. harzianum CECT 2413 crecido durante 24 horas en MM
en las condiciones indicadas. Los cultivos con pHs finales de 3 y 8 fueron
tamponados con tampdn citrato y Tris-HCI, respectivamente. Previamente
todos los micelios crecieron durante 40 horas en MM con glucosa y
sulfato amonico. El fragmento obtenido para escrutar la genoteca fue
utilizado como sonda en el panel superior. EI ADNr 18S de rabano fue
utilizado como control de carga en el panel inferior.

organicas, como extracto de levadura o caseina. El pH bajo, sin embargo, no parece
inducir la expresion del gen.

Se observé también (Fig. 28), que el gen papA no se expresaba en micelios
cultivados en medios con escasez de nitrégeno. Asimismo, sorprendentemente, el
glicerol reprimia la expresion del gen incluso en presencia de caseina. En los
cultivos tamponados, la represion por amonio persistié a pH 3 y a pH 8, mientras
que s6lo una débil expresién se observo en cultivos con caséina como fuente de
nitrégeno y tamponados a pH 8. :

Las actividades proteasa de las cepas transformadas i)ara el gen bgnl6.2
eran similares a las de la cepa silvestre. Sin embargo, €l gen papA podria estar
desregulado en las cepas transformadas, aunque no provocara un aumento

detectable de la actividad proteasa total. Cuando se realizaron experimentos de
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Aatll 5658

EcoRI 0 /’stl 140

Hindlli ~

BamHI 3340

Xbal 4060
Pstt 4110
Hindill 4120

Fig. 29: Esquema de los vectores pLMRS3:;pap y pHATa.

Northern-blot, se observo que la proteasa papA tenia el mismo patrén de regulacion

en la cepa silvestre y en la cepa B4 (datos no mostrados).

9. La proteasa papA no parece influir en la estabilidad de BGN16.2

Aunque el patrén de regulacion de la expresion de papA4 no coincide con el
de degradacion de la BGN16.2, la proteasa papA podria ser responsable de la
degradacién parcial que sufre la B-1,6-glucanasa II en condiciones en las que
ambas estan presentes en el medio de cultivo. Asi, resultaba interesante obtener
cepas tanto que superprodujeran la PAPA como disruptas p‘?ira el gen papA en
fondos silvestre y la cepa transformada B4. .

La superproduccion de PAPA se llevo a cabo siguiend;) ¢l mismo esquema
que para la de BGN16.2. En este caso, se clon6 la ORF bajo el control del
promotor de la piruvato quinasa de T. reesej, utilizando para ello el mismo vector

pLMRS3, que ya se ha descrito. Sin embargo, y dado que la'ceba B4 ya es amdS’,
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0.5 % Amonio 1% EL
wt B4 130E1 B4OE4wt B4 130E1 B4OE4

papA

ADNr 18S

Fig. 30: Northern-blot realizado con ARN total extraido de micelios
crecidos durante 24 horas en MM suplementado con 2% de glucosa y
0,5% de sulfato amonico o 1% de extracto de levadura (EL) como
fuente de nitrogeno. Previamente se cultivaron los micelios en MM
con 2% de glucosa y 0,5% de sulfato amonico durante 40 horas. Las
cepas utilizadas fueron 7. harzianum CECT 2413 (wt) y la derivada
de ésta transformada para la sobreexpresion de pap4 (130El); asi
como la cepa que sobreexpresa el gen dgnl6.2 (B4) y la derivada de
ésta trasnformada para la sobreexpresion de pap4 (B4OE4). Se usd
como sonda la ORF de papA4 y el ADNr 18S de rabano con control de
carga.

hubo que recurrir al uso del marcador Aph, que confiere resistencia a la
higromicina. Se cotransformaron las cepas CECT 2413 (silvestre) y B4 (la
transformada superproductora de BGN16.2) con los vectores pLMRS3::papA y
pHATa (Fig. 29). Este ultimo tiene al gen Aph bajo el control del promotor del
gen de la gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa de A. niger. De hecho pAHTa es
un derivado del vector pAN7-1, que tiene insertadas 2,4 kb de una amilasa de T.
harzianum y que confiere al vector una mayor estabilidadﬁ' en el genomio de
Trichoderma (Herrera-Estrella et al., 1990). ‘

Siguiendo el mismo método de transformacion de protoplastos (PEG-
CaCly) con las modificaciones sefialadas en “Materiales y métodos”, y el mismo
esquema de estabilizacion de las cepas transformadas, s¢ obtuvieron cepas

transformadas y estables. Se procedié entonces a extraer el ARNm de las cepas
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transformadas en condiciones de represién (sulfato amoénico como fuente de
nitrégeno) e induccion (extracto de levadura como fuente de nitrogeno) de papA.
Se seleccionaron dos cepas que sobreexpresaban el gen: una de fondo CECT 2413
(silvestre), que denominaremos 130El y otra, de fondo B4 (la cepa transformada),
que llamaremos B4OFE4 (Fig. 30).

TABLA 1.7. Actividades proteasa y f-1,6-glucanasa en las
cepas silvestre, B4 y transformadas para la expresion
constitutiva del gen papA cultivadas en medio con amonio o
extracto de levadura como fitente de nitrégeno.

Amonio Extracto de Levadura
Cepa Proteasa  B-1,6- Proteasa  B-1,6-
(mU/g)  Glucanasa |(U/g) Glucanasa
(Urg) (Ulg)
wt 2,36+0,5 nd 10,9+1,3 nd
B4 3,66+1,6 nd 11,740,2  124,6+7,4
130E1 | 2,66:0,6 nd 44614  1,120,1
B4OE4 |3,28%1,0 nd 475+1,7 185,5£25

" nd: no detectada

Experimentos de Southern-blot indicaron que las cepas 130El y B4OE4
tienen copias adicionales de papA. La integracion, como en el caso de bgnl6.2 se
realizd de manera ectépica en tandem y también como integraciones unicas (no
mostrados).

Para verificar si la expresion de papA tiene efecto sobre la estabilidad de
BGN16.2 se cultivaron las cepas parentales (silvestre y B4) y las cepas
transformadas productoras de PAPA (130E1 y B40OE4) en~medios con sulfato
amoénico o con extracto de levadura como fuente de nitrogeno. La actividad
proteasa medida en los sobrenadantes de dichos cultivos révela que las cepas
superproductoras de PAPA tienen una actividad proteasa mas alta (Tabla 1.7). Ese
aumento es detectable cuando los micelios se cultivaron en medios con extracto de
levadura, pero no en sulfato aménico. Como ocurria con la pr&tel’na BGN16.2: en

medios con glucosa y sulfato aménico no se observa superproduccion alguna de la
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proteasa. Tifiendo con Coomasie las proteinas obtenidas de esos medios de cultivo
se detectaron las proteinas PAPA y BGN16.2 coexistiendo sélo en medios con
extracto de levadura como fuente de nitrégeno (Fig. 31). IEF y zimograma de
sobrenadantes de esos cultivos revelan la presencia de solo una proteina con
actividad proteasa sobreexpresada y de pl aproximado de 4,5, muy cercano al
obtenido de la secuencia de la proteina deducida de la de ADN. Se observa también
que la proteasa PAPA superproducida por la cepa wtOEl es inhibible por
pepstatina, pero no por PMSF (Fig. 32)

Se procedid a medir la actividad B-1,6-glucanasa en los mismos
sobrenadantes (Tabla 1.7), comprobandose que la actividad B-1,6-glucanasa es

igual en los sobrenadantes de ambas cepas. Por otro lado, se realizaron

0,5 % Amonio 1%EL

kDa MWt B4 130E1 B4OE4wt B4 130E1 B4OE4

Fig. 31: Tincién con coomassic (Brilliant Blue R-250) de las proteinas
extracelulares obtenidas concentrando sobrenadantes de cultivos de
micelios crecidos durante 24 horas en MM suplementado .con 2% de
glucosa y 0,5% de sulfato aménico o 1% de extracto de levadura (EL)
como fuente de nitrogeno. Previamente se cultivaron los micelios en MM
con 2% de glucosa y 0,5% de sulfato amonico durante 40 horas. Las cepas
utilizadas fueron T. harzianum CECT 2413 (wt) y la derivada de ésta
transformada para la sobreexpresion de pap4 (130E1); asi como la cepa
que sobreexpresa el gen bgnl6.2 (B4) y la derivada de ésta trasnformada
para la sobreexpresion de papA (B4OE4). M: marcador de peso molecular.
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Fig. 32: Inhibicion de la proteasa

+ PAPA. Se utilizaron sobrenadantes
concentrados de cultivos de T.
harzianum CECT 2413 (wt), de la
cepa transformada que produce PAPA
sin incubar con inhibidores (130E1) o
tratado 30 min a 30°C con 1uM de
pepstatina (+peps) o 0,1 mM de
PMSF (+PMSF). Posteriormente
fueron separados mediante
isoelectroenfoque (pH 3,5-9,5). La
actividad proteasa fue revelada
mediante un zimograma, realizado por
impresion del gel de
isoelectroenfoque sobre un gel de
BSA (hecho en tampén acético-
acetato a pH 5,5).

wt 130E1 +peps +PMSF

inmunodetecciones que corroboraban que esa actividad se debia a la existencia de
la proteina BGN16.2 en las cepas B4 y B4OE4 (Fig 33), indicando que la
expresion de la proteasa papA no altera, por si sola, la produccion de BGN16.2.
Estos experimentos se repitieron en medios tamponados a pH6 con glucosa y
amonio, y los resultados fueron idénticos.

En este trabajo también se ha intentado, aunque sin éxito, la disrupcion del
gen papA4 en 1. harzianum. Se usaron regiones flanqueantes que incluian partes de
la ORF, asi como de promotor o terminador segin el caso, de hasta 1,5 kb. Como
marcadores se han usado las resistencias a G418 y a higromigina. Si bien se han
obtenido cepas transformadas, en ninguna de ellas se habia dado la integracion

homologa y sustitucion del gen papA.
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0.5 % Amonio 1%EL

kDa ;th B4 130E1 B4OE4wt B4 130E1 B4OE4
36 e

il

Fig. 33: Inmunodetecciéon de BGN16.2 sobre las proteinas extracelulares obtenidas

concentrando sobrenadantes de cultivos de micelios crecidos durante 24 horas en

MM suplementado con 2% de glucosa y 0,5% de sulfato aménico o 1% de extracto

de levadura (EL) como fuente de nitrogeno. Previamente se cultivaron los micelios

en MM con 2% de glucosa y 0,5% de sulfato aménico durante 40 horas. Las cepas:
utilizadas fueron 7. harzianum CECT 2413 (wt) y la derivada de ésta transformada

para la sobreexpresion de pap4 (130E1); asi como la cepa que sobreexpresa el gen
bgnl6.2 (B4) y la derivada de ésta trasnformada para la sobreexpresion de papA

(B40OE4). Se utiliz6 el anticuerpo policlonal anti-BGN16.2. La flecha indica la
proteina BGN16.2. M: marcador de peso molecular.
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DISCUSION

1. Patron de integracion del ADN transformante y expresién del promotor pki

La sobreexpresion de la proteina BGN16.2 en T. harzianum CECT 2413 se
llevé a cabo mediante la transformacién con un plasmido en el que el ADNc se
situ6 bajo el control de un promotor de un gen de la glucolisis, el que codifica la
piruvato quinasa de 7. reesei (Mach ef al, 1994). Segin los experimentos de
Southern-blot no se obtuvieron inserciones homélogas, ya que tanto la copia
endogena de bgnl6.2 como la del gen relacionado (Lora et al, 1995) siguen
presentes a la misma altura en la cepa silvestre y en las transformadas. Las
inserciones fueron en tindem en su mayoria, aunque también hubo integraciones
unicas e ilegitimas. Dado que se transform6 con el plasmido cerrado, este
comportamiento era el esperado, ya que las integraciones homologas se ven
favorecidas por el uso de ADN lineal (Mach & Zeilinger, 1998). Las integraciones
en tindem son las que se dan con mayor frecuencia en las transformaciones de
Trichoderma (Herrera-Estrella ef al., 1990, Goldman et al., 1990, Penttild et al.,
1987).

En tres de las cepas transformadas, B7, B8 y B12, no se vio nada mas que
una banda de la integracién en tandem, ademés de las propias de la copia
endogena. Al cortar con Xbal no se observaron las bandas que se esperarian del
extremo del tandem que hibridaria con la sonda. Sin embargo, en el Southern-blot
hecho al cortar con EcoRl, se detectdé una banda de unas 4 kb que debe
corresponder a una recombinacion ilegitima, ya que el corte con EcoRI libera solo
el promotor unido al gen (2,3 kb). Este fendmeno de recombinacién ilegitima
ocurrio también para el vector p3SR2 en las mismas cepas.

El niimero de copias correlacion6 con la cantidad de mensajero obtenida.
Se observé ademas que el promotor glicolitico también estaba activo cuando no
habia glucosa en el medio, fendmeno ya descrito por Limén et al., (1999). Un
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hecho similar se da en 7. reesei, donde se detecta expresion de xilanasas bajo el
control de este mismo promotor en cultivos con xilano como fuente de carbono
(Kurzatkowski ef al., 1996). Se podria deducir de aqui que productos derivados de
la quitina puede que se incorporen a la ruta glucolitica, manteniéndose asi en las
cepas transformadas la expresion del promotor pki. De todos los experimentos de
Northern-blot realizados, s6lo se observd un descenso de la expresion cuando se
usé citrato como unica fuente de carbono, lo cual se puede interpretar de manera
similar a la situacién anterior, es decir, el citrato no se incorpora a la glucolisis. En
esas condiciones la expresién del promotor seria de un nivel basal. Hay que sefialar
que se observd una fuerte expresion en medios en los que se usaron fuentes de
carbono dificilmente asimilables por T. harzianum como la lactosa; o fuentes de
nitrégeno que pueden servir también como fuentes de carbono alternativas a la
glucosa, tales como caseina, peptona o prolina. Es decir, 1a presencia de la glucosa,
atn cuando haya otras potenciales fuentes de carbono, provoca una fuerte

expresion del promotor pki.

2. Las cepas transformadas son mejores antagonistas de R. solani

Las cepas que superproducian (3-1,6-glucanasa-II fueron mejores agentes
de biocontrol contra hongos fitopatogenos, concretamente contra R. solani. Aunque
en principio se podria pensar que el aumento de solo una actividad litica de todas
las que dispone T. harzianum no supondria una mejora sustancial de las
propiedades antifungicas de Trichoderma, en la practica son ya varios los casos en
los que esta mejora se ha comprobado. Cepas de 7. harzianum que producen
mayores cantidades de la proteasa prbl controlan mejor que 1a cepa silvestre las
infecciones de R. solani sobre algodon (Flores et al., 1997). Curiosamente, y al
igual que ocurre con las cepas generadas en este estudio, las que producen mas
prbl no son necesariamente las mejores, lo cual puede deberse a un efecto de
toxicidad sobre las propias paredes de T. harzianum. También se han mejorado
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cepas de 7. harzianum por sobreexpresion de las quitinasas CHIT33 (Limon et al.,
1999), CHIT42 (Baek et al., 1999) de la $-1,3-glucanasa BGN13.1 (Rincon &
Benitez, 2000), de una B-1,4-glucanasa de 7. longibrachiatum (Migheli et al.,
1998) e incluso de una quitinasa de Serratia marcescens (Haran et al., 1993). En
alguno de estos casos (Rincon & Benitez, 2000, Limén, 1999) se ha constatado el
aumento de otras actividades (de una f-1,3-glucanasa en el caso de las cepas
transformadas para BGN13.1 y de B-1,3-glucanasas y quitinasas en el caso de las
cepas transformadas para CHIT33). Estos datos permiten afirmar que, al menos en
estos modelos (hongo micoparasito-hongo fitopatogeno y planta) las enzimas
Jjuegan un papel fundamental en el control del hongo fitopatogeno.

La obtencion de cepas que sobrexpresan una sola actividad individual
permitira posteriormente realizar formulaciones en las que se combinen distintas
actividades adecuadas al patégeno con el que se van a utilizar (Rincén & Benitez,
2000), asi como emplear dichas cepas para producir una sola proteina en grandes

cantidades y practicamente pura.

3. Produccién de B-1,6-glucanasa Il

La expresion del gen bgni6.2 controlado por el promotor del gen pki es
alta. Sin embargo, en algunas condiciones de cultivo no se encontré proteina
BGN16.2 extracelular. Se descartd la proteolisis intracelular, las modificaciones
postraduccionales que alteraran la actividad, o cualquier otra caracteristica
importante de la proteina que impidiera su secrecion, como causantes de la
ausencia de actividad. ]

Las cepas transformadas mantenian los mismos niveleé de otras actividades
enzimaticas que la cepa silvestre por lo que no se podia atribuir la falta de
BGN16.2 extracelular a que el proceso de integracion del ADN transformante

hubiera afectado a las capacidades secretoras del hongo. Como se ha indicado
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antes, si se han observado cambios de expresion en cepas de T. harzianum CECT
2413 transformadas con el gen bgnl3.l, que codifica para la enzima B-1,3-
glucanasa I (Rincén & Benitez, 2000). En estas cepas no solo se expresa el gen
bgnl3.1 sino que aumenta la actividad de una B-1,3-glucanasa acidica a pH 3
aunque no se sabe si esto se debe a la integracién del ADN o a la generacion de
alguna sefial de estrés por la presencia de la enzima en condiciones no usuales.

En las condiciones mas favorables para la produccion de BGN16.2, se
obtienen, aproximadamente, 43 mg de proteina por g de micelio, esto es, 15 mg por
1 de cultivo. Comparada con la produccion obtenida de otras proteinas en 4. niger o
en 7. reesei son valores muy inferiores (Verdoes et al., 1995, Miantyld et al., 1998,
Penttild, 1998) ya que no rondan €l gramo por litto mientras que en los casos
anteriores se alcanzan los 20 g/l de glucoamilasa y 40 g/l de celobiohidrolasa I,
respectivamente. Sin embargo, cabe sefialar que los experimentos que se han
llevado a cabo no han tenido como fin producir el maximo de proteina. Por
ejemplo, los cultivos, una vez reinoculados en el medio de produccién, se
mantenian sélo 24 horas, un tiempo claramente insuficiente para obtener
producciones del orden de gramos por litro.

Por otra parte, mediante electroforesis de SDS-PAGE, se ha observado que
la proteina es mayoritaria (alrededor del 90% del totél de proteinas), con lo que la
purificacion total se puede lograr mediante un simple paso de adsorcion a pustulan.

Esta misma enzima, BGN16.2 ha sido expresada en Pichia pastoris (Bom
et al., 1998), aunque la actividad especifica obtenida era unas 75 veces menor, y
solo después de la purificacién se obtenia una actividad similar (204 U/mg) a la de
los sobrenadantes de T. harzianum. Un dato relativamente” sorprendente es el
referido a la estabilidad de la proteina expresada en P. pastoris, ya que, segin los
autores ésta es minima a pH 7, mientras que la proteina producida en 7. harzianum
es mas estable a pH 7 que a pH 5,5 y pH 3. Los autores no dicen como midieron la

estabilidad, por lo que no se puede argumentar ninguna razon que justifique tal
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diferencia. Por otro lado, otros datos como el punto isoeléctrico o el tamafio de la
proteina permanecen inalterados en las proteinas BGN16.2 expresadas en los dos
sistemas.

‘Las ofras B-1,6-glucanasas de 7. harzianum (BGN16.1 y BGN16.3) han
sido sobreexpresadas en sistemas homoélogos (Sousa ef al., 2000) usando la misma
cepa CECT 2413 de T. harzianumy, heterdlogos, en P. pastoris. En T. harzianum
se produce el mismo fendmeno que con BGN16.2: en glucosa no se observan
proteinas a pesar de existir ARNm. Por otro lado, parece que tanto las proteinas
expresadas en P. pastoris como en 1. harzianum estan glicosiladas.

La desaparicion de actividades por adicion de glucosa al medio de cultivo,
o por descenso de pH (como consecuencia del crecimiento o inducido
externamente) ya se han descrito previamente. En S. cerevisiae las actividades f-
1,3- y B-1,6-glucanasa disminuyen con el pH (Del Rey et al, 1979),
atribuyéndoseles por ello una localizacion periplasmica, y al igual que en esta tesis,
aumenta la actividad al tamponar el medio de cultivo. En P. italicum también se ha
observado que actividades f3-1,3- y B-1,6-glucanasa sujetas a represion catabdlica
se inactivan cuando el cultivo llega a pH 7 (Santos et al, 1977). En el
basidiomiceto QM 806, la actividad f-1,3-glucanasa desaparece rapidamente
cuando ée afiade glucosa al cultivo (Friebe & Holldorf, 1975). En la cepa objeto de
estudio de esta tesis, 7. harzianum CECT 2413, se ha observado también que la
proteina BGN13.1, una B-1,3-glucanasa, no estd presente en medios a pH 3
(Rincén & Benitez, 2000). Esto no es exclusivo de las glucanasas, ya que se da
también en la expresion de las quitinasa CHIT42 en 7. reeseiﬂ(Margolles—Clark et
al., 1996) y en T. harzianum CECT 2413 (Limén & Benitéz, 1998), donde se
relaciona la desaparicion de la enzima con el descenso brusco del pH y la deteccion

de una actividad proteasa importante. En Acremonium persicinum, una f-1,3-
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glucanasa desaparece del cultivo cuando el pH baja de 4 o sube de 7, y parece que
una serin-proteasa esta implicada en su degradacion (Pitson ef al., 1996b).

Esta acidificacioén, provocada por la produccion de acidos débiles durante
el metabolismo de la glucosa, puede producir cambios importantes en la estructura
de las proteinas dando lugar a la pérdida de la funcién y su desnaturalizacion
(Jeenes et al., 1991). En el caso de T. harzianum, un cultivo de micelio en glucosa
y amonio en fase exponencial reinoculado ¢ incubado durante 24 horas alcanza
valores de pH de 2,5.

Los experimentos de western-blot indican que la proteina es detectable por
inmunodeteccion aunque no se observa actividad en los medios con pustulan y
‘glucosa, y muy poca en los que solo tienen pustulan, y siendo el pH 3 o menos.
Esto puede deberse a un efecto de proteccion del pustulan sobre la enzima. Ya fue
descrito que en presencia del polimero la actividad de la enzima era 6ptima a 50°C,
mientras que en ausencia de pustulan, la enzima se inactiva a esa temperatura (De
la Cruz, et al., 1995a). El mismo fenémeno se ha descrito también para otra B-1,6-
glucanasa de T. harzianum (De la Cruz & Llobell, 1998).

En los cultivos con xilosa y lactosa se detecta un ligero aumento de
actividad a pesar del pH 4cido. Este fendmeno podria estar relacionado con un
aumento de la capacidad de transporte, muy disminuida en Trichoderma cuando
crece en glucosa (Kurzatkowski ef al., 1996), al utilizar fuentes de carbono mas
dificilmente asimilables como la xilosa y la lactosa, que podrian inducir la
formacion y secrecion de algunas enzimas extracelulares. El fendmeno contrario se
da con algunas fuentes de nitrogeno, ya que el uso de caseina, prolina y urea da
lugar a una actividad B-1,6-glucanasa inferior a la obtenida con peptona y, sobre
todo, con extracto de levadura. Dado que la cantidad de ARNm es la misma, cabia
pensar que el transporte hacia el medio extracelular no esta favorecido. La urea y la
prolina difundiran muy facilmente al citoplasma, mientras que la caseina sélo
necesita de la sintesis y secrecion de una proteasa. De la misma manera, aunque se
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detect6 actividad proteasa acida en los sobrenadantes de cultivos crecidos a pH
acido, no se descarta que parte del aumento de actividad f-1,6-glucanasa se deba a
un desarrollo del sistema de transporte inducido a pH 6 y pH 8.

A pesar del pH, relativamente bajo, y la presencia de proteasas acidas, los
cultivos con extracto de levadura, peptona y caseina, tienen también una actividad
B-1,6-glucanasa alta. Estas fuentes de nitr6geno son, probablemente, sustrato de
proteasas acidas, protegiendo a la glucanasa de la degradacion. De hecho durante
experimentos de sobreproduccion de proteinas, se han usado frecuentemente
fuentes de nitrogeno peptidicas para evitar proteolisis (Jeenes ef al., 1991). No
podemos sin embargo descartar la posibilidad de que solo a pH muy &cido
(alrededor de pH 3) se produzcan modificaciones necesarias en la estructura de la
proteina que permitan el acceso de la proteasa a los sitios de corte.

Segiin los experimentos de proteolisis in vitro, tanto el pH como una
actividad proteasa aspartica dan lugar a la degradacion de §-1,6-glucanasa II. El
efecto de la actividad enzimatica proteolitica se comprueba tratando con pepstatina
o bien hirviendo el sobrenadante que contiene las proteasas: la proteina BGN16.2
se mantiene en un estado de degradacion muy similar al obtenido incubando a pH
acido. El efecto del pH también es fundamental, ya que la proteina BGN16.2 se
degrada incubando a pH 2,7.

4. El sistema proteolitico de Trichoderma

En los experimentos realizados mediante isoelectroenfoque y zimograma
sobre gel de BSA se detectaron cuatro actividades proteoliticas. Dos actividades
acidicas aparecen en medios con fuente de carbono facilmente asimilables y
amonio como fuente de nitrogeno, en medios con extracto de levadura o peptona,
y, finalmente, en medio tamponado a pH 3. Por otro lado, tenemos una actividad

neutra y otra basica, que aparecen relacionadas con estrés nutricional (medio pobre
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en carbono o con fuentes no facilmente asimilables, como quitina o lactosa), o en
medios con caseina como fuente de nitrdgeno.

Los datos sobre proteasas en Trichoderma son muy escasos. Se ha
purificado una proteasa basica: la codificada en 7. harzianum por el gen prbl
(Geremia et al., 1993). Es una subtilisina de 31 kDa y pI 9,2, expresada cuando 7.
harzianum crece en quitina y paredes celulares de R. solani. Esta proteina podria
ser, por tanto, la misma que la responsable de la actividad proteasa basica detectada
en nuestra cepa en similares condiciones de cultivo. De hecho, ambas son
inhibibles por PMSF. Esta proteina parece tener un papel importante en el
micoparasitismo, ya que cepas que sobreexpresan el gen prbl son mejores agentes
de control biologico contra infecciones de R. solani en algodon. (Flores ef al,
1997). Se han clonado proteasas de este tipo en varios organismos saprofiticos o
patogénicos, como Metarhizium anisopliae y Beauveria bassiana (St. Leger, 1995,
St. Leger et al., 1997).

Recientemente se ha purificado una proteasa de 7. harzianum CECT 2413
que se expresa cuando el hongo crece en paredes de Colletotrichum (Suarez et al.,
2000). Esta proteasa, pral, de 28 kDa, es una proteasa tipo tripsina.

Con respecto a las actividades acidicas, aparecen algunas resefias en la
literatura aunque no figura ninguna secuencia en los bancos de datos. Se purifico
parcialmente una proteasa de sobrenadantes de 7. reesei QM 9414 creciendo con
celulosa, que tenia un pl de 4,55 (Dunne, 1982). De medios con caseina se
obtavieron tres proteasas acidas con pls 4,3, 4,65 y 4,85 que eran inhibidas por
pepstatina, de lo que se deduce que eran aspartil-proteasas. Haab et al., (1990)
purificaron parcialmente otra proteasa acida (42 kDa, pI de 4;3) de un medio con
celulosa como fuente de carbono, aunque parece ser una aspartil-proteasa de una

clase insensible a pepstatina (North, 1982).
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También se ha purificado y cristalizado una proteasa aspartica, sensible a
pepstatina A de 7. reesei, llamada trichodermapepsina (Pitts, 1992). El gen fue
clonado en 7. reesei QM6a (Mintyld et al., 1994), '

Las actividades proteasa acidicas detectadas en 7. harzianum CECT 2413
se inhiben por pepstatina. Esto las hace adscribibles a las pepsinas, un grupo de
proteasas muy relacionadas entre si, y entre las que se encontrarian las detectadas y
purificadas en 7. reesei.

Son muchas las referencias que hay en la literatura a proteasas que
degradan proteinas sobreproducidas (Verdoes ef al., 1995). Una actividad proteasa
acida parece ser la responsable de la degradacion de CHIT42 en 7. reesei
(Margolles-Clark et al., 1996). Las proteasas son también las causantes de la
degradacion observada en la produccion de celulasas en 7. reesei (Hagspiel et al.,
1989) y en los anticuerpos producidos en la misma cepa (Nyyssonen ef al., 1993).
En A. persicinum una serin-proteasa proteoliza una B-1,3-glucanasa (Pitson et al.,
1996). De todos estos datos se infiere la importancia que tiene la obtencion de
cepas disruptas para genes de proteasas en la produccién de proteinas (Van den
Hombergh et al., 1997b, Mintyli et al., 1998). La disrupcion de una proteasa acida
en A. awamori provoca un gran aumento en la produccion de quimosina (Berka et
al., 1990, Dunn-Coleman et al., 1991) o permite la produccion de taumatina en 4.
awamori (Moralejo et al, 2000). En A. niger también se han obtemido cepas
disruptas para las dos proteasas extracelulares mas importantes, pepA y pepB,
perdiendo asi la cepa casi totalmente su actividad proteasa acida, y consiguiendo la
ausencia total de degradacion de PELB (Van den Hombergh ef al., 1997a). En P.
roqueforti se han obtenido mutantes en la regulacion de la pr'Bteasa aspA que son
adecuados para la produccion de proteina (Durand-Poussereau.& Fevre, 1996). En
T. reesei se han obtenido cepas disruptas para una proteasa acida (Pitts, 1992,
Mintyla et al., 1994, Mintyla ef al., 1998), que sufren una pérdida del 94% de esta
actividad, que descendi6 hasta el nivel de la cepa mutada por UV ALKO 2221. Por
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tanto, la disrupcion de proteasas 4cidas es una estrategia valida en hongos
filamentosos y en el género Trichoderma en particular para aumentar los niveles de

produccién de proteinas.

5. Clonacién y regulacion del gen de la proteasa PAPA

Utilizando oligos correspondientes a secuencias conservadas entre varias
pepsinas de hongos filamentosos se obtuvo mediante PCR un fragmento con una
secuencia muy similar (usando el algoritmo BLASTX) a las aspartil-proteasas
fungicas. Posteriormente, ese fragmento permitid obtener un clon genomico
completo que incluia 1 kpb de promotor.

La secuencia de la proteina PAPA deducida a partir de la de ADN se ajusta
perfectamente a la familia de las pepsinas: son proteinas con un pl de 4-5 e incluso
un peso molecular similar: en torno a los 30-40 kDa. Aunque se conocen pepsinas
glicosiladas (Aikawa et al., 1990), parece que PAPA no tiene ninguna seiial de
glicosilacién. La estructura de la molécula estd dividida en dos lébulos,
localizandose el sitio activo entre ambos (Rawlings & Barrett, 1995). Cada l6bulo
contiene uno de los residuos de aspartico necesarios para la actividad. Esto las
diferencia de las retropepsinas, que contienen solamente un lobulo, lo que hace
pensar que las pepsinas surgieron por duplicacion génica. Las pepsinas como la
PAPA tienen los asparticos responsables del centro catalitico dentro del motivo
Asp-X-Gly, donde X puede ser serina o treonina. En PAPA se observan dos
dominios Asp-Tre-Gly. Hay una marcada conservacién de los residuos de cisteina
en las pepsinas, ya que existen tres puentes disulfuro: uno después del primer Asp
catalitico, otro precediendo al segundo, y otro cerca del extremo carboxilo de la
proteina (Rawlings & Barrett, 1995). La PAPA posee, sin embargo, sdlo dos
cisteinas. La proteina PAPA posee un peso molecular de 42 kDa, un pl de 4,4-4,6,
y el resto de las caracteristicas deducidas de la secuencia la:engloba como una
pepsina, al igual que la trichodermapepsina de 7. reesei (Pitts, 1992). Las pepsinas
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son, en mayor o menor medida, inhibibles por pepstatina (Rawlings & Barrett,
1995), aunque algunos autores han descrito pepsinas no inhibibles (North, 1982).
Los experimentos realizados con la proteina superproducida indican que es
inhibible por pepstatina.

El gen se reprime por glucosa y glicerol y se desreprime ligeramente
cuando no hay glucosa en el medio. La presencia de quitina no induce la expresion.
En cuanto a las fuentes de nitrogeno, el extracto de levadura o la caseina y, en
menor medida, la peptona inducen la expresion de papA. El pH no impide la
represion por glucosa, por lo que parece haber una jerarquia de controles en la que
la regulacion por nutrientes primaria sobre el pH.

Tanto el glicerol como la glucosa reprimian la expresion del gen, incluso
en presencia de caseina en el caso del glicerol. Esto, unido a la ausencia de cajas
CreA en el promotor del gen papA, nos hace pensar en la existencia de un
mecanismo de regulacion distinto al descrito como represion por glucosa (Ronne,
1995). Esta postbilidad ya ha sido apuntada por otros autores (Espeso et al., 1993).

En los experimentos de Northern-blot con ARN extraido de micelio
cultivado en glucosa, y con exposiciones muy largas se ha observado un ARNm
que hibrida con papA. Esto indica que esta proteasa u otra relacionada esta presente
en los medios con glucosa. Por otra parte, se ha intentado purificar alguna actividad
proteasa presente en los medios de cultivo en los que se degrada la proteina
BGN16.2. Al realizar un cromatoenfoque sobre un sobrenadante muy concentrado
de un cultivo en glucosa no se purificaron proteasas con el pl. esperado a partir de
los isoelectroenfoques y zimogramas (pl 3,5-4), y correspondiente a las dos
actividades observadas en los isoelectroenfoques y zimogramas de otros

-sobrenadantes. Sin embargo, si se separ6 una actividad proteasa con un pl de 4,5-

4,7, aunque no totalmente y en una cantidad muy pequefia. Si esta proteasa,
presente en cultivos con glucosa y amonio, es PAPA u otra pepsina muy similar
aln resta por ser comprobado.
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Muchas pepsinas tienen un patrén de regulacion muy similar a PAPA. El
gen pepA de A. niger (Berka et al., 1990) que codifica una proteina muy similar a
PAPA, se reprime fuertemente por amonio, de manera que si éste falta o se
sustituye por un fuente de nitrégeno peptidico (BSA, caseina o elastina) el gen se
expresa a niveles muy altos. En cuanto al carbono, pepd estd reprimido por
glucosa, dereprimiéndose en presencia de glicerol o en ausencia de carbono en el
medio de cultivo. Finalmente, pHs basicos son capaces de reprimir completamente
la expresion inducida con fuentes peptidicas de nitrogeno (Jarai & Buxton, 1994).
La proteasa asp4 de P. roqueforti se secreta cuando el amonio del cultivo se
reemplaza por caseina (Gente et al., 1997). De la misma manera que para PAPA, el
pH no es suficiente para permitir la inducciéon de asp4, ya que en cultivos con pHs
acidos en presencia de amonio no se produce la proteasa. Por otra parte, la proteasa
no se produce en cultivos con caseina cuando el pH es 7,5, ya que a ese pH la
proteasa no es madurada, no se producen los péptidos inductores y el gen se
reprime (Gente et al., 2001). Este mismo fenémeno parece darse con la proteasa
PAPA, ya que no se observa expresion en caseina tamponada a pH 8. La represion,
pues, prima sobre la induccion tanto en lo que respecta a la fuente de nitrégeno
(represion por amonio) como al pH (represion en condiciones de pH basico). Este
comportamiento se debe a la presencia de cajas AreA y PacC en el promotor de
aspA, algunas de las cuales son funcionales (Gente et al., 1997). T. harzianum
CECT 2413, al igual que otros hongos, acidifica mucho el medio en presencia de
glucosa y amonio, por lo que separar el efecto del pH 4cido y estos dos metabolitos
resulta dificil a la hora de interpretar la regulacion. Es posible que el efecto del pH
dcido (un posible inductor) no pueda primar sobre el amonio o la glucosa
(represores), pues el pH parece ser consecuencia del metabolismo de ambos.

Hay otras pepsinas con un patron de regulacion completamente distinto. La
proteasa papA de Podospora anserina se expresa principalmente en condiciones de
escasez de carbono pero no de nitrogeno (Paoletti ef al., 1998). Esta proteasa
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parece relacionada con proceso de diferenciacion, lo que puede ser fundamental a

la hora de determinar su regulacion.

6. La proteasa PAPA en la sobreexpresion de BGN16.2

Para comprobar la posible influencia de la proteasa PAPA sobre. la
estabilidad de BGN16.2 se transformd la cepa CECT 2413 y la cepa B4 (que
sobreexpresa bgnl6.2) con un vector que permitia sobreexpresar la proteasa. En
medios con extracto de levadura, la proteasa esta presente en grandes cantidades,
aunque la BGN16.2 sigue presente en el medio de cultivo.El mismo fenémeno se
da creciendo en glucosa y amonio a pH 6. Ni siquiera incubaciones de los extractos
dan lugar a una degradacion de BGN16.2 inhibible por pepstatina (datos no
mostrados).

Ya se ha sugerido que existen dos factores responsables de la hidrélisis de
BGN16.2: pH y proteasa. Sin embargo, la PAPA también parece inestable a pH
acido, ya que no parece estar presente en los cultivos con glucosa y amonio. Por
este hecho y por la ausencia casi total de ARNm de papA en cultivos de glucosa 'y
amonio, la proteasa PAPA no parece ser la causante de la degradacion de
BGN16.2.

En esta tesis no se ha logrado 1a disrupcién de la proteasa pap4. Como no
parece que esto se deba a que el gen sea esencial, es posible que sea necesario
modificar la estrategia utilizada. Una posibilidad es obtener los protoplastos a partir
de micelio crecido en las condiciones en las que se expresa el gen, ya que,
estructuras relajadas de la cromatina permitirian el acceso de la maquinaria de
recombinacion, incrementando la frecuencia de transformmadas con el gen

interrumpido.
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Introduccion: Aislamiento de genes regulados por pH
INTRODUCCION

1. La regulacion del micoparasitismo

En el primer capitulo de esta tesis hemos visto como la sobreexpresion de
una f3-1,6-glucanasa conduce a la obtencion de cepas de 7. harzianum con mayor
actividad antifingica. Tanto la sobreexpresion de una sola enzima (Flores ef al,
1997, Migueli et al., 1998, Limén ef al.,, 1999, Rincon & Benitez, 2000) como el
aumento de los niveles de varias enzimas simultineamente por un defecto en la
secrecion (Rey et al., 2001) lleva a obtener cepas que son mejores agentes de
control contra hongos fitopatogenos. Sabemos, por tanto, que las enzimas estin
implicadas en el micoparasitismo, al menos en los modelos mencionados, pero ain
no conocemos cual es la secuencia de hechos que desencadenan como respuesta la
produccion de estos enzimas.

Segin se ha descrito hasta ahora, alguna actividad hidrolitica de T.
harzianum —se ha propuesto que una quitinasa-, parece liberar un tipo de molécula
de las paredes del hongo hospedador, probablemente de alto peso molecular, que es
responsable de la induccién de los genes que codifican las hidrolasas de paredes
celulares (Cortes ef al., 1998, Mach et al., 1999, Zeilinger et al., 1999, Kullnig et
al., 2000). Sin embargo, hasta el momento, la naturaleza de esa molécula inductora
es desconocida. Todo apunta a que puedan ser oligomeros de quiﬁna, aunque con
los disponibles comercialmente nunca se ha mimetizado una respuesta de
micoparasitismo (Mach et al., 1999, Zeilinger e al., 1999). Sin embargo, si se ha
obtenido una rapida induccién del promotor de la quitinasg chit33 usando N-
acetilglucosamina (Dana et al., 2001), por lo que quizas estamos ante una respuesta
secuencial, dependiente de distintos inductores para la expresion de distintas
enzimas a lo largo del tiempo, como han descrito algunos autores (Haran et al,

19962)
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Se ha descrito en los promotores de la quitinasa chir42 y de la proteasa
prbl de una cepa de T. harzianum, una secuencia de ADN que podria estar
implicada en una respuesta como el micoparasitismo, aunque no existe ningtin dato
experimental que indique que esa secuencia sea funcional o se una a ella una
proteina (Cortes et al., 1998).

El analisis de cuatro promotores de genes pertenecientes a enzimas
hidroliticas de 7. harzianum CECT 2413 revela la existencia de secuencias
consenso para factores tipo CreA (represion por glucosa), AreA (regulacién por
nitrégeno), STRE (regulacion en condiciones de estrés) y PacC (regulacién por pH)
(Fig. 1). Se han hallado ademis elementos consenso para otras proteinas
reguladoras implicadas en esporulacién y otros procesos morfogenéticos. En este

trabajo sélo se discutiran las mencionadas anteriormente.

‘ chit33

i chit42

bgn13.1

bgn16.2

¢ CreA W PpacC B sTRe AreA

Fig. 1: Esquema de la disposicion de algunas de las cajas potencialmente implicadas
en la regulacion de los genes que codifican las enzimas que.tienen un papel
importante en el micoparasitismo.
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2. La represion por glucosa mediada por CreA

Los hongos filamentosos gozan de una versatilidad metabolica sélo
comparable a la de las bacterias. Sin embargo, han desarrollado un mecanismo que
garantiza un minimo gasto energético en la sintesis de las proteinas encargadas de
proveer dicha versatilidad: la represién por glucosa. Si el organismo puede
disponer de glucosa no sintetizara las enzimas encargadas de metabolizar otras
fuentes de carbono. Esto se realiza a través de la proteina codificada por el gen
creA, que reprime la expresion los promotores que codifican esas enzimas.

El gen creA ha sido clonado en A. nidulans (Dowzer & Kelly, 1991), en 4.
niger (Drysdale et al., 1993), en T. reesei (Strauss et al., 1995, Takashima et al.,
1996a, Ilmén et al., 1996a), en T. harzianum (Ilmén et al., 1996a), en Metarhizium
anisopliae (Screen et al., 1997), en Humicola grisea (Takashima ef al., 1998), en
Sclerotinia sclerotiorum (Vautard et al., 1999), en B. cinerea y en G. fujikuroi
(Tudzynski et al., 2000). En todos los casos donde se ha analizado, el gen cred -y
sus homologos~ codifica una proteina con dos dedos de zinc C,H,, que se unen a
una secuencia 5°-SYGGRG-3’, que suele presentarse en parejas separadas por unos
pocos pares de bases, para reprimir la expresion del gen al que pertenezca ese
promotor (Kulmburg et al., 1993, Cubero & Scazzocchio, 1994). El caso mejor
estudiado es el de la proteina Migl, que es la responsable de la represién por
glucosa en S. cerevisiae (Ronne, 1995, Gancedo, 1998)

Se ha descrito que diversas hidrolasas de polimeros estan reprimidas por
proteinas tipo cred (Ruijter & Visser, 1997, Ruijter et al, 1997), como la
celobiohidrolasa CBH1 (Ilmén et al., 1996b, Takashima e al., 1996b) y la xilanasa
1 (Mach et al., 1996), ambas de T. reesei, la xilanasa A (Orejas ef al., 1999) y una
arabinofuranosidasa, de A. nidulans (Gielkens et al, 1999). La obtencién de
mutantes cre4 se presenta, por tanto, como una estrategia inmediata para obtener
cepas desreguladas en la produccion de enzimas hidroliticas. de polimeros. Sin
embargo, los alelos nulos cred provocan graves problemas en el crecimiento del
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organismo (Dowzer & Kelly, 1991). Frente a esto, la obtencion de alelos nulos
parciales como creA*30 (Arst ez al., 1990) o la expresion de un ARNm antisentido
de cred (Bautista ef al., 2000) han demostrado en A. nidulans la utilidad de la
manipulacién de los factores de transcripcion y su regulacion para la obtencion de
cepas utiles en biotecnologia. Un ejemplo claro de esto es la cepa RutC30 de T.
reesei, un superproductor de celulasas que posee un alelo cre/ truncado (Ilmén et
al., 1996a).

El unico trabajo realizado con el promotor de un gen (chi?42) implicado en
el micoparasitismo indica la participacion del factor Crel en la regulacion de
dicho gen (Lorito ef al., 1996). Sin embargo, y aunque en la casi totalidad de los
genes implicados en la hidrélisis de paredes celulares se ha observado una fuerte
desrepresion en cultivos creciendo con poca glucosa (Benitez et al., 1998), se ha
comprobado que 1) genes como bgnl3.1 solo se inducen por quitina pero no se
desreprimen en ausencia de glucosa y 2) el glicerol se comporta como una fuente
de carbono represora (Carsolio ef al., 1994, Garcia et al., 1995, Lora et al., 1995,
Dana et al., 2001) lo que parece contradecir la intervencion de un inico factor de
transcripcion tipo CreA en los genes implicados en el micoparasitismo, al menos
de la manera clasica (Ronne, 1995, Gancedo, 1998). El mismo fenémeno se ha
comprobado en el gen ipnd, que codifica la isopenicilin-N-sintentasa de A.
nidulans (Espeso et al, 1993). Por otro lado, en algunos promotores de las
hidrolasas de 7. harzianum no hay sitios consenso CreA, y cuando los hay, éstos no
estan dispuestos de manera adecuada. Sin embargo, esos genes-estan en su mayoria
reprimidos por glucosa. Es posible, por tanto, como se ha apuntado para otros
sistemas (Espeso et al., 1993), que exista una forma independiente de CreA de

provocar la represion por glucosa.
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3. Regulacion positiva del metabolismo del nitrégeno mediada por AreA

Los hongos utilizan como fuente de nitrogeno preferente el amonio, la
glutamina o el glutAmico. Sin embargo, cuando éstos no estan disponibles, son
capaces de usar compuestos tan distintos como las proteinas y sus aminoacidos, el
nitrato y el nitrito, purinas, amidas, etc. Los genes implicados en la asimilacion de
estas moléculas —permeasas y enzimas catabolicos- estan sujetos a represion
cuando alguna de las fuentes primarias de nitrogeno estan presentes. La induccion
de estos genes cuando son necesarios es doble: general y especifica de ruta. En el
~ primer caso, la desrepresién de esos genes esta mediada por reguladores positivos
del tipo de AreA en A. nidulans (Kudla et al., 1990), Nit-2 en N. crassa (Fu &
Marzluf, 1990), Nre en P. chrysogenum (Haas et al., 1995), Nut-1 en M. grisea
(Froeliger & Carpentier, 1996), y AreA en G. fujikuroi (Tudzynski et al., 1999),
entre otros.

Estas proteinas reguladoras son miembros de la familia de factores de
transcripcion GATA, y todos poseen en su secuencia un dominio de unién a ADN
consistente en un motivo de dedo de zinc C,C, con un lazo central de 17
aminoacidos. Mediante este dominio se unen a la secuencia 5’-HGATAR-3’
(Ravagnani ef al., 1997), de manera que, dos o mas elementos GATA en la misma
direccion o en la opuesta y separados por unos 30 pb constituyen un sitio de union
a Nit-2 (Chiang & Marzluf, 1994), aunque esto no es extensible a otras especies
(Ravagnani et al.,, 1997).

En algunos organismos patégenos de plantas y de animales se ha
comprobado que el gen ared (o sus homélogos) cumple alguna funcién en el
| desarrollo de la accidn patogénica. Asi, mutantes ared de ASpergillus fumigatus
provocan en ratones una aspergilosis pulmonar en un grado inferior al silvestre
(Hensel et al, 1998). El gen no parece, sin embargo, ser esencial ya que los
mutantes siguen siendo patdgenos. El promotor del gen de avirulencia avr9 de
Cladosporium fulvum tiene varias cajas GATA. Se ha comprobado que, si avr9 se
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expresa en A. nidulans, el promotor se encuentra regulado por AreA, ya que no se
expresa en cepas defectivas en este regulador (Snoeijers et al., 1999). Un caso
interesante es el de M. grisea. Cepas mutantes que no expresan el gen homoélogo a
areA, NUT 1, no tienen niguna alteracion en su respuesta patogénica sobre el arroz
(Froeliger & Carpentier, 1996). Sin embargo, se han clonado dos genes, NPR! y
NPR2, que son esenciales para la asimilacién de diversas fuentes de nitrogeno y
también son indispensables para que M. grisea desarrolle la capacidad de infectar
al arroz (Lau & Hamer, 1996).

Aunque en los promotores de los genes de 7. harzianum implicados en el
micoparasitismo existen bastantes cajas GATA, no se ha determinado ain si son
funcionales y, por tanto, si el nitrégeno juega un papel importante en el desarrollo
de la respuesta antifingica de Trichoderma. Se ha detectado expresion del gen de
la quitinasa chit33 de T. harzianum en medios donde se ha reducido la
concentracién de nitrégeno cien veces (Dana ef al., 2001). En la mayoria de los
casos, sin embargo, es probable que este papel quede oculto por la utilizacion de
amonio como fuente de nitrogeno en todos los experimentos, en lugar de, por
ejemplo, nitrato. No disponer de mutantes impide comprobar si los genes
implicados en la hidrolisis de paredes celulares de hongos, estan controlados por
areA, uniendo de esta manera la respuesta a la disponibilidad de nitrégeno con el
desarrollo de una respuesta agresiva como el micoparasitimo, como ocurre en otros

sistemas (Lau & Hamer, 1996).

4. La respuesta a estrés mediada por elementos STRE

Las células, cuando son sometidas a algin tipo de estrés ambiental,
desarrollan una respuesta temprana, que no requiere la sintesis de nuevas proteinas,
y que implica cambios en el metabolismo. Estos cambios estin mediados por

cadenas de transduccién de sefiales que inducen una alteracién en el patrén de
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expresion génica de la célula. La accién desarrollada por las proteinas sintetizadas
de novo constituye la respuesta tardia a aquel estrés ambiental.

En levaduras se conoce que las células expuestas a estrés suave desarrollan
tolerancia no solo contra dosis de estrés mas altas, sino contra estrés causado por
agentes de otra naturaleza (Ruis & Schiiller, 1995). Esto apunta hacia la existencia
de un mecanismo general que integra las respuestas hacia los diferentes tipos de
estrés. En S. cerevisiae existen al menos dos proteinas que inducen la transcripcién
de genes implicados en la respuesta a estrés. Estas dos proteinas, Msn2p y Msndp,
se unen en los promotores a los elementos 5’-WAGGGG-3’, conocidos como cajas
STRE (Estruch & Carlson, 1993, Martinez-Pastor et al., 1996, Siderius & Mager,
1997). Los genes MSN2 y MSN4 codifican dos proteinas reguladoras que contienen
dos dedos de cinc C;H, en el extremo carboxilo (Martinez-Pastor et al., 1996).
Aunque ambos genes son necesarios, parece que MSN2 tiene un papel mas
importante, realizando MSN4 quizas una funcién redundante (Gérmer et al., 1998).
Sin embargo, la induccion completa de los genes implicados en la respuesta a
estrés requiere de la participacion de ambos.

Entre los agentes causantes de estrés en levaduras estan la ausencia de
nutrientes, las temperaturas extremas, la alta osmolaridad, el estrés oxidativo, el pH
bajo, los acidos débiles, el etanol, etc. Todos provocan, a través de la interaccion
entre Msn2p y Msndp y los elementos STRE, la induccién de genes que codifican
proteinas de choque térmico, del metabolismo de la trealosa, etc. que seran los
responsables de la resistencia a un estrés severo (Ruis & Schiiller, 1995).

Muchos de esos agentes de estrés actitan a nivel de la membrana,
aumentando la permeabilidad y provocando cambios en el poténcial de membrana,
que puede ser la sefial que desencadene la respuesta (Moskvina et al., 1999). Asi,
mientras que unas condiciones de crecimiento favorables activan la cascada de
sefiales Ras-AMPc y la protein kinasa A (PKA) (Colombo er al, 1998), la
aparicion de factores de estrés conduce a la inactivacion de esta cascada y a la
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disminucion en los niveles de la proteina PKA (Siderius & Mager, 1997). Estos
cambios provocan el paso de Msn2p al nucleo y la activacion de los genes de
respuesta a estrés (Gomer ef al., 1998).

Los promotores de las hidrolasas de 7. harzianum poseen cajas STRE (Fig.
). Podemos pensar, por tanto, que Trichoderma cuando detecta alguna situacion de
estrés, por cjemplo la falta de una fuente adecuada de carbono o de nitrogeno,
desencadena una respuesta que consiste en la secrecion de hidrolasas como las
quitinasas y las glucanasas. De hecho, se ha descrito que tanto la quitinasa chit42
en T. atroviride como chit33 de T. harzianum se expresan en diversas condiciones
de estrés tales como choque térmico, alta presion osmdtica o etanol (Mach ef al.,
1999, Dana et al, 2001). El gen nagl de T. atroviride,que codifica una N-
acetilglucosaminidasa implicada en micoparasitismo (Peterbauer et al, 1996)
posee también en su promotor cajas STRE, cuya movilidad en un gel disminuye al
tratar con extractos nucleares, lo que sugiere la existencia de algin elemento
similar a Msn2p o Msndp (Peterbauer ez al., 2000). Por otro lado, detergentes que
desestabilizan 1a membrana, y que en S. cerevisiae desencadenan la internalizacion
de Msn2p y, por ende, la activacion de genes de respuesta a estrés, inducen en 7.
reesei un aumento de los niveles de hidrolasas extracelulares (Kruszewska et al.,
1990). Esto podria se un indicio, no solo del aumento de glicosilacion de las
proteinas, como postulan los autores, sino de un aumento de la transcripcion
causada por elementos STRE.

Aunque estd por demostrar tanto la existencia de.tales elementos en
Trichoderma como su implicacion en el micoparasitismo, es tentador pensar en la
obtencién de cepas “hiperestresadas” que produzcan altos niveles de hidrolasas y
resistan condiciones adversas bien por superproduccion de los factores homélogos
a Msn2p y Msndp, bien por la obtencién de mutantes parciales (los alelos nulos

suelen ser letales) en la actividad de la PKA.
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S. Expresion génica regulable por el pH a través de PacC

Los hongos filamentosos son capaces de crecer en intervalos amplios de
pH. Para ello, deben controlar de manera eficiente su homeostasis, evitando
cambios drasticos en el pH intracelular y adaptando su maquinaria enzimética
extracelular a los requerimientos del medio.

En A. nidulans se ha caracterizado extensamente un sistema de regulacion
génica basada en el pH externo (Denison, 2000). El responsable final de dicha
regulacién es un factor de transcripcion llamado PacC (Tilburn et al., 1995). Esta
proteina posee un dominio de unién a ADN con tres dedos de zinc C:H,, y que
tiene una afinidad muy alta por el elemento 5’-GCCARG-3’ (Tilburn et al., 1995,
Espeso et al., 1997). Cuando el pH del medio es alcalino, se transmite una sefial a
través de seis genes pal (Denison ef al., 1995, 1998; Negrete-Urtasun ef al., 1997,
1999) aunque el papel de cada uno de ellos afin no esta determinado. El producto
de uno de estos genes, o de algin otro ain sin identificar, elimina un dominio
inhibidor de PacC (Orejas ef al., 1995, Mingot et al., 1999) que previamente ha
cambiado su conformacion en respuesta al pH para permitir el acceso de la
proteasa (Espeso ef al., 2000). PacC ya procesado activara genes que se deben
expresar a pH alcalino e inhibira los que se expresan solo a pH acido.

Sistemas homologos —aunque con diferencias entre unos y otros- se han
caracterizado en 4. niger (MacCabe et al., 1996), P. chrysogenum (Suirez &
Pefialva, 1996), C. albicans (Ramén et al., 1999, Porta et al., 1999, Davis et al,,
2000), Yarrowia lipolytica (Lambert et al, 1997, Tréton et al, 2000), y S
cerevisiae (Li & Mitchel, 1997, Denison ef al., 1998, Tréton et al., 2000). Se ha
descrito asimismo que se puede regular una respuesta a cambios en el pH de una
forma independiente a pacC, al menos en C. albicans (Davis et al., 2000).

Entre los genes controlados por el pH se ha descrito: los de permeasas de
GABA y fosfatasas acidas y alcalinas (Caddick et al., 1986), el de una una proteasa
alcalina (Tilburn et al., 1995) en A. nidulans, y el gen que codifica una proteasa
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alcalina en Y. lipolytica (Lambert et al., 1997), ademas de los implicados en la
produccion de antibidticos en A. nidulans (Espeso et al, 1993, Then Berg &
Brakhage, 1998), y en P. chrysogenum (Suarez & Peiialva, 1996), en la produccion
de xilanasas y arabinofuranosidasas en A. nidulans (MacCabe et al, 1998,
Gielkens et al., 1999), y en la filamentacién en C. albicans (Ramon et al., 1999,
Davis et al., 2000), entre otros casos.

Existen bastantes indicios de que I. harzianum posee un sistema de
regulacion por pH similar a los descritos en otros hongos filamentosos. Cuando T.
harzianum crece utilizando glucosa y amonio, acidifica el medio rapidamente (Fig.
2). Sin embargo, si utiliza paredes celulares 0 sus componentes basicos (quitina y
polimeros de glucosa) el pH del cultivo se mantiene en los valores iniciales
(neutros o ligeramente alcalinos segin el experimento). Si se analiza el perfil de
proteinas extracelulares secretadas en un cultivo a pH éacido y basico se observan
grandes diferencias (Delgado-Jarana et al., 2000b). Por otro lado, la mayoria de las
quitinasas y glucanasas secretadas por I. harzianum tienen un pH Optimo neutro o
ligeramente alcalino. Otras proteinas, como una proteasa acida, se detectan sélo a
pH 4cido (ver Capitulo 1 de esta tesis, Delgado-Jarana et al., 2000a). Finalmente,
algunos genes de hidrolasas de T. harzianum poseen cajas PacC en sus promotores,
aunque no se ha analizado ailin si la expresiéon de dichos genes esta regulada por el
pH.

En la naturaleza la condicion habitual para Trichoderma es hambre de
nutrientes, sobre todo carbono y nitrdgeno, lo que provoca una situacion de estrés
permanente. El elemento cambiante y, por tanto, mas importe regulador de la
expresion génica deberia ser el pH. Esto subordina el interés por la regulacién
mediada por los elementos tipo AreA, CreA y STRE frente al estudio de regulacion
mediada por PacC, o elementos similares. Por tanto, en esta tesis se ha realizado la
biisqueda de genes regulados por pH mediante la técnica conocida por “Differential
Display”. Se opté por esta técnica frente a otras como escrutinio diferencial o
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hibridaciéon  sustractiva porque permitia el aislamiento de genes
independientemente de la cantidad de ARNm presente en la célula. Se podia asi

realizar un escrutinio bastante amplio de genes regulados por el pH del medio.

ey 2% gluc (precultivo)
1.5% chit
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Fig. 2: Evolucion del pH de un cultivo. A las 0 h se inocula un cultivo con
glucosa. A las 36 h la mitad de ese cultivo se filtra y se lava, inoculandose en
dos medios, uno con glucosa como fuente de carbono y otro con quitina. A
las 24 h, se aitade glucosa al 2 % al cultivo con quitina
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RT == Madiidh
chcmcsar——b

TTTTTTTT

PCR
i TTTTTTTT

Fig. 3: A) Esquema general del DDRT-PCR. De forma resumida, de un
cultivo se extrae ARN total, que es retrotranscrito usando un oligo-dT. Los
ADN de una cadena obtenidos, son amplificados y sintetizados en doble
cadena mediante PCR usando el mismo oligo-dT ¥ un oligonucledtido
arbitrario. Los fragmentos obtenidos son separados en un gel
desnaturalizante de poliacrilamida. B) Aspecto de una pelicula Kodak
BioMax MR donde se ha revelado un gel desnaturalizante de acrilamida en
el q ue se han separado fragmentos obtenidos por DDRT-PCR de cuatro
condiciones distintas numeradas como 1, 2, 3 y 4.
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RESULTADOS

1. Aislamiento de genes regulados por pH

Con el fin de conocer qué genes estan regulados por el pH del medio en T.
harzianum, se realizé la técnica conocida como “Differential Display”. Como
condiciones de cultivo se utilizaron las cuatro combinaciones resultantes de
emplear glucosa al 2 % y al 0,2 % a pH 3 (tamponado con citrato) y a pH 6
(tamponado con MES-KOH). De esta manera, se podrian aislar, entre otros, genes
que estuvieran reprimidos por glucosa y cuya expresion se desreprimiera por la
falta de este metabolito. Ademas, asi se evitaba que, en nuestro intento de clonar
genes regulados por pH, nos encontraramos con la situacion de que existiera una
jerarquia de controles de modo que la represion por glucosa —o la desrepresion-
primaran sobre el efecto del pH, como ocurre con el gen pchC en P. chrysogenum

(Suarez & Peiialva, 1996).

2% 2% 02% 0,2% Gluc
3 6 3 6 pH

Clon #1

ADNr 18S

Fig. 4: Northern-blot realizado con ARN de T. “harzianum
extraido tras ser cultivado en las condiciones de glucosa y pH
indicadas durante 8 horas. Previamente, el cultivo habia crecido
durante 40 horas en un medio sin tamponar y con glucosa al 2 %.
Como sonda se utilizo, en el panel superior, el fragmento del
clon #1 obtenido del DDRT-PCR, y en el panel inferior, y como
control de carga, se utilizo el ADNr 18S de rabano.
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Siguiendo el esquema que se presenta en la figura 3, se obtuvo ARN de los
micelios crecidos en las cuatro condiciones indicadas tras incubarlos durante 8 h.
Previamente, los micelios habian sido cultivados en un medio con glucosaal 2 % y
sin tamponar. Las bandas que muestran claramente una expresion diferencial en el
gel son recortadas, reamplificadas, clonadas y secuenciadas. De entre los trece

clones obtenidos, en esta tesis se analizaron dos de ellos.

2. Caracterizacién del clon #1

El clon #1, aislado como se ha descrito, tenia una expresion mas alta a pH
6 que a pH 3, siendo esta expresion ligeramente mds alta en condiciones de
desrepresion por falta de glucosa en el medio de cultivo (Fig. 4). Con el fragmento
obtenido se identifico un clon de ADNc a partir de una genoteca realizada en

1 23 456

Fig. 5: Southern-blot del clon
#1 realizado sobre ADN
ol gendmico de T. harzianum
W . - cortado con las siguientes
P cw enzimas: Xhol (1), Xbal (2),
Clal (3), BamHl (4), Hindlll
(5), y Sacl (6). Se utilizé como
sonda el ADNc del clon #1.
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AZAPII®. La secuencia mostré6 una ORF de 548 aminoacidos en un fragmento de
ADN de unas 1850 pb. Mediante PCR de una escision en masa de la genoteca se

obtuvo una banda perteneciente al extremo 5° que completaba la secuencia.

TABLA 2.1. Similaridad (%) de la secuencia de la proteina codificada por el clon #1
obtenida por el algoritmo BLAST.

N° acceso Organismo % Observaciones

AJ00871 Scomber japonicus 30 L-amino écido oxidasa

AF027868  Bacillus subtilis 24 L-amino acido oxidasa hipotética
AF126447  Agrobacterium vitis 23 L-triptéfano monooxigenasa
ABO034801 = Mus musculys 25

P23623 Neurospora crassa 23 L-amino &cido oxidasa

009046 Mus musculus 25 Fig-1, inducido por interleukina IL-4
093364 Crotalus adamanteus 24 L-amino 4cido oxidasa

El analisis mediante el algoritmo BLASTX de la secuencia de ADN y las
seis traducciones posiblesproteina hipotética deducida de la de ADN (6.3.2001),
reveld altos porcentajes de similaridad con L-aminoacido oxidasas (LAAO) del pez
Scomber japonicus, de 1a bacteria Bacillus subtilis, del hongo Neurospora crassa
(Niederman & Lerch, 1990) y de la serpiente Crotalus adamanteus (Raibekas &
Massey, 1998). También mostraba mucha similitud con un clon de raton inducible
por interleukina-IV (Chu & Paul, 1997), asi como con una triptofano
monooxigenasa —implicada en la produccién de auxinas- de Agrobacterium vitis
(Tabla 2.1). Igualmente aparecian homologias altas con otras muchas triptéfano
monooxigenasas de diversas especies del género Agrobacterium, asi como con
otras secuencias referidas siempre como hipotéticas LAAO. |

La secuencia mostraba sefiales para glicosilacion (10-NLTY, 243-NMSV,
261-NTTA y 293-NSTK), asi como diversos sitios para fosforilacién, de entre los
que destacaba el situado en la posicion 382, susceptible de una fosforilacion
dependiente de tirosina. No se observaba ningin indicio de péptido sefial, ni
utilizando el algoritmo SignallP, ni por la hidrofobicidad de dicha secuencia,
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Fig. 6: Alineamiento de la secuencia de la hipotética proteina producida por
el clon#1 con L-amino acido oxidasas.

analizada segun el algoritmo de Kyte & Doolite. Mediante un experimento de
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TABLA 2.2: Contenido en aminoécidos de la proteina hipotética producida por el clon #1
y de las L-lisina a-oxidasa purificadas de 7. viride por Kusakabe et al.(1980) y Weber ef
al. (1994). Se presenta sombreada el irea de los aminoacidos en los que el contenido es
muy similar entre la clonada en este trabajo y alguna de las dos previamente purificadas.
Para el cilculo se supuso que nuestra proteina formaba dimeros, como ocurre en las
purificadas de 7. viride.

Aminodcido | Kusakabe etal (1980) -~ Clon#2 Weber et al. (1994)
Lisina 62 44

30
Arginina 32 50 34

Aspartico

mico
Prolina
Glicina

Glutamina
Asparragina 48
Triptéfano 32 14 ND

|

Southern se comprobé que el gen estaba presente en una sola copia en el genomio
de T harzianum (Fig. 5). Fl alineamiento de varias de estas secuencias se
muestra en la figura 6. Se comprobé que las zonas de mayor similaridad se
distribuian por toda la proteina, y no sélo por el dominio de urién a FAD, descrito
como un pliegue Boap, y situado en el extremo amino con la secuencia
VGAGX(S/A)G (Eggink et al., 1990). Comparando el contenido en aminoacidos
de la hipotética proteina producida por el clon #1 y de las L-lisina o-oxidasas
purificadas de 7. viride (Kusakabe et al., 1980, y Weber et al., 1994) se observo

que, suponiendo que nuestra proteina fuera también homodimérica, dicho

135



Resultados: Aislamiento de genes regulados por pH

Fig. 7: Estructura tridimensional de la LAAO de
C. adamanteus (Pawelek et al. 2000).

contenido era muy similar para muchos de los aminoacidos (Tabla 2.2). Por todos
estos datos se podia suponer que la estructura tridimensional de la proteina
producida por el clon #1 se podia parecer mucho a la que se conoce para la LAAO
de C. adamanteus (Pawelek et al., 2000) y que se muestra en la figura 7.

Las LAAO son flavoproteinas, generalmente homodimeéricas, que catalizan
la desaminacion oxidativa de un L-aminoacido a su correspondiente a-cetodcido,
liberando H,O, y amoniaco. Esta reaccién se lleva a cabo reduciendo FAD a
FADH, segin el esquema de la figura 8. Estos enzimas tienen una marcada
preferencia por aminoacidos hidrofobicos como la ferdlalaniha, el triptofano, la
tirosina o la leucina (Curti er al, 1992). Algunas de estas ¢nzimas poseen una
marcada toxicidad, como la perteneciente a C. adamanteus, presente en el veneno
y que provoca apoptosis en células humanas (Suhr & Kim, 1996, Tori et al., 1997,
Souza et al, 1999). En N. crassa se ha establecido que la z:ictividad LAAO es

inducible por la presencia de aminoacidos (L-aminoacidos e incluso D-metionina)
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R _NH;
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69

Fig. 8: Esquema de la reaccion catalizada por la LAAO.

en ausencia de amonio, y reprimible por amonio (Sikora & Marzluf, 1982). Se
realizé un experimento de northern-blot para comprobar si el clon #1 tenia el
mismo patrén de regulacion. Como se observa en la figura 9, el gen estaba
regulado de manera opuesta a lo esperado. Se inducia fuertemente por la presencia
de amonio o de glutamina, mientras que se reprimia cuando la unica fuente de
nitrégeno eran aminoacidos como D-metionina, L-leucina o L-triptéfano. Ademas
est4 inhibicion ocurre tanto a 30 mM como a 5 mM (Fig. 10).

Para comprobar cémo interaccionaban entre si el pH y la disponibilidad de
la fuente de carbono y de nitrogeno, se realizé un experimento de Northern-blot
con ARN extraido de micelio crecido en cultivos con todas las combinaciones de
glucosa a alta o baja concentracién, pH 3 o 6 y amonio o L-leucina como fuente de
nitrogeno- En la figura 11 se muestra que cuando el gen estaba reprimido por la
ausencia de amonio en el medio, cambios en el pH o en la disponibilidad de la
fuente de carbono no provocaban ni mayor represion ni induccion. De manera
analoga, cuando el gen estaba expresandose debido a la existencia de amonio en el

cultivo, aunque a pH 6 la expresion es mayor que a pH 3, dicha expresion no
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cambi6 cuando se alteraba la disponibilidad de carbono en el cultivo. Es decir el
gen se induce fuertemente cuando hay amonio y se reprime por la ausencia de éste
como tnica fuente de nitrégeno. En menor medida, también se induce cuando 7.

harzianum crece en un pH cercano a la neutralidad.

Gin D-Met D;(Met Leu &eu Trp 'I;rp Am

Clon #1

ADNr 18S

Fig. 9: Northen-blot realizado sobre ARN de 7. harzianum crecido durante 8 horas en
medios con la fuente de nitrogeno indicada: amonio 37 mM (Am, indicado con +), L-
glutamina 30 mM (Gln), D-metionina 5 mM (D-Met), L-leucina 5 mM (Leu) y L-triptofano
5 mM (Trp). Previamente, el cultivo habia crecido durante 40 horas en un medio con
amonio 37 mM (0,5 %). Siempre se utiliz6 glucosa al 2 % como fuente de carbono. Como
sonda se utilizo, en el panel superior, el fragmento del clon #1 obtenido del DDRT-PCR; y
en el panel inferior, y como control de carga, se utilizé el ADNr 18S de rabano.

Fig. 10: Northern-blot realizado sobre
Amm GIn Leu Leu ARN de 7. harzianum crecido durante
8 horas en medios con la fuente de
37 30 30 5 mMm nitrogeno indicada: amonio (Am),
glutamina (Gin) y leucina (Leu).
Previamente, el ‘cultivo habia crecido
Clon #1 durante 40 horas en un medio con
amonio 37 mM (0,5 %). Siempre se
utiliz6 glucosa al 2 % como fuente de
carbono. Como sonda se utiliz6, en el
ADNr18S  panel superior, el fragmento del clon
#1 obtenido del DDRT-PCR; y en el
panel inferior, y como control de carga,

se utilizé el ADNr-18S de rabano.
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2 2 02 02 2 2 0,2 0,2 glucosa (%)
+ + + + - - - - amonio 37 mM
- - - - + + + + L-Leu5mM
6 6 3 6 3 6 pH
Clon #1
ADNr 18S

Fig. 11: Northen-blot realizado sobre ARN de 7. harzianum crecido
durante 8 horas en cultivos en las condiciones indicadas. Como sonda
se utilizo, en el panel superior, el fragmento del clon #1 obtenido del
DDRT-PCR; y en el panel inferior, y como control de carga, se
utiliz6é el ADNr 18S de rabano.

TABLA 2.3. Similaridad (%) de la secuencia de la proteina producida por el clon#2 con
otros transportadores

gen Organismo % N°acceso  Azicar transportado. Afinidad

hgt!  Kluiveromyces lactis 43  P49374 Glucosa. Alta afinidad

hgtl  Candida albicans 41 074713 Glucosa. Alta afinidad

mst]  Amanita muscaria 31 783828 Monosacaridos.

rgt2  Saccharomyces cerevisiae 32 Q12300 Glucosa. Alta afinidad. Regulador

hxt3 8. cerevisiae 30 P32466 Glucosa. Baja afinidad
Neurospora crassa 30 AL353820

snf3 8. cerevisiae 30 P10870 Glucosa. Alta afinidad. Regulador

galP  Escherichia coli 32 P37021 Galactosa

araE  Bacillus subtilis 28 799121 Arabinosa

xyIT  Bacillus megaterium 27 Z71474 Xilosa

3. Caracterizacion del clon #2 ‘

El segundo clon caracterizado en este trabajo, denominado como clon #2,
se expresaba s6lo en condiciones de desrepresion por baja concentracion de
glucosa, y dicha expresion era mas alta a pH 3 que a2 pH 6 (Fig. 12). Con el
fragmento obtenido se identifico un clon de ADNc a partlr de una genoteca
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2% 2% 0,2% 02%  Gluc

3 6 3 ] pH
Clon #2
ADNr 188

Fig. 12: Northemn-blot realizado con ARN de 7. harzianum
extraido tras ser cultivado en las condiciones de glucosa y pH
indicadas durante 8 horas. Previamente, el cultivo habia crecido
durante 40 horas en un medio sin tamponar y con glucosa al 2 %.
Como sonda se utilizd, en el panel superior, €l fragmento del
clon #2 obtenido del DDRT-PCR; y en el panel inferior, y como
control de carga, se utilizé el ADNr 18S de rabano.

realizada en AZAPII®. Este clon fue secuenciado y mostrd una ORF de 544
aminoacidos en un fragmento de ADN de unas 1900 pb. Mediante PCR de una
escision en masa de la genoteca se obtuvo una banda perteneciente al extremo 5’
que no afiadia secuencia traducible alguna, por lo que se considerd completa la
secuencia obtenida.

El analisis mediante el algoritmo BLASTX de la secuencia de ADN y las
seis traducciones posibles, o mediante el algoritmo BLASTP de la secuencia de la
proteina deducida de la de ADN (6.3.2001), revel6 altos porcentajes de similaridad
con transportadores de glucosa (o de hexosas) de levaduras éomo Kluyveromyces
lactis, Candida albicans y Saccharomyces cerevisiae, hongos filamentosos como
Amanita muscaria o Neurospora crassa, asi como con transportadores de pentosas
de bacterias como Bacillus spp (Tabla 2.3). Esta similaridad tan alta se encontraba,
no so6lo con transportadores funcionales, sino con aquellos que. son reguladores de

la respuesta a determinadas condiciones de disponibilidad de glucosa en el medio,
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Fig. 14: Alineamiento de la secuencia de la proteina producida por el clon #2 con
otros transportadores de azticares
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como rgtl y snf3 en S. cerevisige (Ozcan et al., 1996, 1998) o rco-3 en N. crassb
(Madi ef al, 1997). Sin embargo, en la secuencia de la proteina hipotética
producida por el clon #2 no se encontré la cola hidrofilica en el extremo carboxilo
caracteristica de dichos reguladores y que parece ser la encargada de transmitir la

sefial (Ozcan et al., 1998, Madi et al., 1997).

1 23 456 78

Fig. 14: Southern-blot realizado sobre
ADN gendmico de 7. harzianum cortado
con las siguientes enzimas: EcoRI (1),
Sall (2), Xhol (3), Xbal (4), Clal (5),
BamH1 (6), Hindill (7} y Sacl (8). Se
utilizé como sonda el ADNc del clon #2.
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TGgAGCTCCaCOGCEETGCOGECOGCTCTAGAACTAGTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGGCACGAGGTCA
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ATGCCGATGT TACTTACCTCGATCTGT TCAAGCCTCGCATGATCAACCGTACCT TCATTGGTCTCI TCACTCAG
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TG TCGCAGT TCAC TGGCATCAACG TCATGATGTACTACAT TGCCANCATCTTCTCCATGGCTGGTTACAGT
Vit WS Q@ L T G M o 310
Vil
X
X
Xi
Xi

AGACTGAGGCCATGTTTGAGGACCCCAACGGCAT TCCCTACATGGGAACTCCCGCCIGGARGACCARGGTCGCA
T EAMPFEDPNTGTIZPTYMGTTPAWEKTEKTVA 510
CCAGCCTCACTGTCCGTGCCGAACAGGECGACC TCGAGGCCAAGAT TGCCCACGATACCGAGAAGCCT CCGATC
S L TVRAEGQGTDTLEATKTIABHDTTET KT ®TPTI 535
ACACTCACGAGGANGAGACTACCCAGTARATGGGAAATTTAATARCATCTIGACGATGATAAT CTTGTGCAGGG
?THEETERTTQ 544

GGTAGGCT TTAGT TGATACCCTGGGEGAAGTGTGGCCTCGTCCCACAAGGARCCTTATGATGCAAATG TT TAAT
GTCGTACTATACCAAYACCATCACATGT TGCATTTTGAAAAAAAAARARAAAAAARACTCGAGEGGGEGCCCGE

ACCCAATTCGCCCTATAGTGA

Fig. 15: Secuencia de ADNc del clon #2 y de la proteina hipotética
producida. Los dominios transmembrana (I-XII) aparecen sombreados.

La secuencia muestra algunas sefiales para posibles modificaciones
postraduccionales, como un sitio de glicosilacién en 275-NRTF, asi como diversos
sitios de fosforilacion, entre los que destaca uno para fosforilz;cién dependiente de
tirosina en la posicién 265. El alineamiento de algunas de estas secuencias muestra,
la presencia de ciertos residuos muy conservados entre transportadores eucariéticos
y procaridticos (Fig. 13). Por otro lado, el analisis Southern del clon #2 revelé que

el gen se encontraba en copia unica en el genomio de 7. harzianum (Fig. 14)
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Fig. 16: Perfil hidropatico segin el algoritmo de Kyte & Doolite del clon #2.
Estan sefialados los dominios transmembrana.

Fig. 17: Esquema de la estructura del
transportador GLUT1 de humano (tomado de
Gould & Seater, 1997).

El wuwso del algorimo TopPred 2 (www.biokemi. su.se/~server/
toppred2/toppredServer.cgi) revel6 la existencia de doce dominios transmembrana
(Fig. 15). Estos dominios estaban agrupados de manera que entre el VI y el VII
existia un gran lazo hidrofilico intracelular. Se observo tambiéﬁ una cola hidrofilica
en el extremo carboxilo, aunque de un tamaiio insuficiente para cumplir un papel
regulador. También poseia un gran lazo extracelular entre los dominios I'y IL. Este

tipo de estructura se corroboré con el perfil de hidrofobicidad obtenido para la
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proteina (Fig. 16) y es muy similar a la que se conoce para los tranportadores
GLUTSs de humanos (Fig. 17, Gould & Seater, 1997).

La estructura de la proteina hipétetica producida por el clon #2 indicaba
claramente que el gen codificaba un transportador de azicares. Se realizé un
experimento de Northern-blot para comprobar su expresion en medios con distintas
fuentes de carbono y pH (Fig. 18). El gen se desreprime en ausencia de glucosa,
siendo su expresion mayor a pH é4cido que a pH neutro. La represion por glucosa
prima sobre el pH, ya que no hay expresion en un medio a pH acido con 2 % de
glucosa, lo que si ocurre cuando se usa galactosa (Fig. 18).Con el fin de buscar qué
aziicares inducian la expresion del clon #2, se realiz6 un experimento de Northern-
blot ampliando el nimero de aziicares utilizados y combinandolos a distintas
concentraciones con glicerol (Fig. 19). Se observd en primer lugar que el gen se
reprimia por glucosa pero que no por glicerol. La adicién de galactosa, glucosa o

fructosa a un cultivo con glicerol no provoco un aumento de la expresion mas alla

Glucosa Galactosa

2% 2% 0,2%0,2% 2% 2% 0,2% 0,2%
3 6 3 6 3 6 3 &

Clon #2

. ADNr 18S

r

Fig. 18: Northern-blot realizado con ARN de 7. harzianum
extraido tras ser cultivado en glucosa y galactosa (2 %.0 0,2 %)
y pH 3 6 6 durante 8 horas. Previamente, el cultivo habia
crecido durante 40 horas en un medio sin tamponar y con
glucosa al 2 %. Como sonda se utiliz6, en el panel superior, el
fragmento del clon #2 obtenido del DDRT-PCR; y en el panel
inferior, y como control de carga, se utiliz6 el ADNr 18S de
rabano. ‘
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de la desrepresion parcial causada por el glicerol. Sin embargo, la combinacién de
arabinosa o xilosa al 0,2 % con glicerol si indujo un aumento de tres a cuatro veces
en la expresion del clon #2. Es decir, el gen era reprimible por glucosa, se
desreprimia fuertemente en ausencia de ésta, se expresaba débilmente si el cultivo
tenia glicerol, y era inducible por la presencia de pentosas como fuente de carbono.

La induccion se produce, sin embargo, sélo a bajas concentraciones de las
pentosas, ya que a altas concentraciones en combinacién con glicerol el gen no
aumenté su expresion con respecto a la que se observo en glicerol. Es decir, €l clon
#2 era inducible a bajas concentraciones de xilosa, pero no a altas. Los datos
obtenidos con arabinosa eran, sin embargo, menos claros en cuanto a su
inducibilidad.

Se intenté comprobar si el clon #2 era capaz de complementar, aunque
fuera parcialmente, las mutaciones en el transporte de hexosas de S. cerevisiae.

Para ello se utilizaron las cepas RE700A, que es incapaz de crecer con glucosa

2 02 0,202 0,2 0,2 0,2 % 0,2 202 2 02 2 0,2
Gluc Gluc Gal Ara Frec Xil Gluc Gluc Xil Xil Xil Xil Ara Ara
+ - + + + + + - 2%Glicerol - + + + - - + +

Clon #2

. ADNr 188

Fig. 19: Northern-blot realizado con ARN de 7. harzianum extraido tras ser cultivado con las
fuentes de carbono indicadas: glicerol (+/-), glucosa (Gluc), fructosa (Frc), arabinosa (Ara),
xilosa (Xil) al 2 % o 0,2 % durante 8 horas. Previamente, el cultivo habia crecido durante 40
horas en un medio sin tamponar y con glucosa al 2 %. Como sonda se utilizo, en el panel
superior, el fragmento del clon #2 obtenido del DDRT-PCR; vy en el panel inferior, y como
control de carga, se utilizo el ADNr 188 de rabano.
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como 1unica fuente de carbono, y EBY.VW4000, que es incapaz de transportar
hexosas. El clon #2 se situé bajo el control del promotor de la fosfoglicerato kinasa
de levadura en el vector pAJ401, y se transformaron dichas cepas. Se analiz6 si las
levaduras parentales y las transformadas con el vector vacio o con nuestro inserto
eran capaces de crecer en medios con distintas fuentes de carbono. Sin embargo, no
se obtuvo ningun resultado positivo. La expresion del clon #2 no revertia la falta de
crecimiento de la levadura en medios con glucosa, galactosa, manosa, fructosa,

rafinosa, arabinosa ni xilosa.
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DISCUSION
1. Aislamiento de un clon de 7. karzianum con un alto grado de similitud con
L-amino#cido oxidasas

Mediante la técnica conocida como “Differential Display” se ha aislado un
fragmento de ADNc que potencialmente codifica una proteina con un alto grado de
similitud con L-aminoacido oxidasas (LAAQO) de N. crassa (Niederman & Lerch,
1990), C. adamanteus (Raibekas & Massey, 1998) y S. japonicus. En estos dos
altimos organismos, un reptil y un pez, estas enzimas parecen estar implicadas en
procesos apoptoticos, ya que, por si solas, las LAAOs provocan el desarrollo de los
sintomas del suicidio celular (Suhr & Kim, 1996, Tori et al., 1997, Souza et al.,
1999). La LAAO de C. adamanteus constituye el 30 % del veneno que produce
este reptil, mientras que la del pez S. japonicus se induce ante la presencia de un
nemstodo que lo parasita. En ambos casos, por tanto, la enzima juega un papel
importante en la virulencia o en la defensa. En la reaccion que cataliza una LAAO
se produce amoniaco y H,0,. Se ha probado que los efectos toxicos de la actividad
de esta enzima pueden inhibirse con antioxidantes de membrana o con catalasa
(Tori et al., 1997), lo que lleva a pensar que la accién se dirige, mediante el H;O,
producido, a las membranas celulares. Aunque no se conoce la secuencia, se ha
descrito una L-lisina a-oxidasa de 7. viride que, debido probablemente a esa
capacidad para producir apoptosis, actuaba como agente antitumoral (Kusakabe ez
al., 1980).

Se ha aislado un clon de ratén (Figl) que posee un alto grado de similitud
con los clones anteriores. Este gen se induce fuertemente en respuesta a
interlequina-4 (Chu & Paul, 1997). Los autores postulan que, ‘dada su implicacién
en procesos inflamatorios y su similitud con monoamino oxidasas, la proteina FIG1
podria encargarse de inactivar transmisores monoaminados del tipo de la
serotonina, aunque no se puede descartar que los productos de reaccion sean los
encargados de desencadenar la accion requerida.
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El tercer grupo de proteinas con las que el clon #1 comparte una similitud
superior al 20 % son las oxigenasas del triptéfano del género Agrobacterium. Estas
enzimas, mediante la oxidacién del triptéfano, producen indolpiruvato, que se
descarboxila para dar indolacetamida, que puede, a su vez, ser sustrato de una
aldehido deshidrogenasa para dar lugar a hormonas vegetales como las auxinas.
Agrobacterium sintetiza grandes cantidades de dichas hormonas, que provocan el
desarrollo de tumores en las plantas. Se ha descrito que Trichoderma también
produce auxinas y que promueve el crecimiento de las plantas (Harman, 2000),
aunque no se conoce ningin gen ni enzima implicado en la sintesis de dichas
hormonas.

En nuestro grupo hemos intentado, aunque sin éxito, producir la proteina
en bacterias y en levaduras fusionada a GST. Por tanto, no tenemos datos
bioquimicos que nos ayuden a conocer la reaccion catalizada por la proteina
producida por el clon #1 ni su funcion biologica. Sélo disponemos en la actualidad
de los datos relativos a su secuencia y a la regulacion génica.

Se han purnificado dos L-lisina a-oxidasas de 7. viride (Kusakabe et al,
1980 y Weber et al., 1994). Estas proteinas no solo possen capacidad antitumoral
sino también pueden ser utilizadas como biosensores (Albery et al., 1996). Para las
dos terceras partes de los aminoacidos el contenido en estas proteinas es idéntico a
la de la proteina del clon #1, suponiendo que esta proteina, como las otras, fuera
dimérica. Esto, unido a los datos de similitud, nos indujo a pensar que estabamos
ante una L-aminoAacido oxidasa de 7. harzianum.

Aunque se comocen varios genes que codifican LAAO, s6lo se ha
caracterizado el patron de regulacion del gen correspondiente aN. crassa, en el que
la expresion esta regulada de manera que es inducible en ausencia de amonio y
presencia de L-aminoacidos como la leucina o, incluso, por D-aminoécidos como
la D-metionina (Niederman & Lerch, 1991). Lo mismo se ha constatado para la
actividad enzimatica (Sikora & Marzluf, 1982). Este patron de regulacién que
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implica la represion por amonio y glutamina, viene determinado en N. crassa por la
acci6én coordinada de los genes nit-2 y nmr (Marzluf, 1997). De hecho, se requiere
del gen nit-2 funcional para la expresion de LAAO (Calderén et al., 1997). Sin
embargo, el patron de expresion que exhibe el clon #1 es completamente opuesto:
induccién en presencia de fuentes de nitrogeno facilmente asimilables como el
amonio y la glutamina y represion por L-aminoacidos. Ni el pH ni la glucosa son
capaces de reprimir en condiciones de induccién ni de inducir en condiciones de
represion. So6lo se observa un leve efecto en medios con glucosa y amonio, donde
el gen se expresaba mas a pH 6 que a 3.

Tenemos entonces un gen que esta regulado de manera inversa a aquéllos a
los que se parece. Podiamos suponer que se trata de una enzima encargada de
catalizar la reaccién contraria, es decir, de consumir amonio y H,O, (o cualquier
otro donador de poder reductor) para reducir y aminar un o-cetodcido a su
correspondiente L-aminoacido en condiciones de crecimiento rapido en que haya
una gran demanda de aminoicidos (Fig. 20). El gen que codifique esta enzima
podriamos sospechar que, tedricamente, seria inducible por amonio y, quizas, un

pH alto y reprimible por aminoacidos, como resulta ser el clon #1.

R

0O
0.
-FAD E-FADH,
L-Amino acid a-keto acid

Fig. 20: Esquema de una hipotética reaccion que consumiendo H,0, y
amoniaco del medio, provocando un descenso del pH.
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Asi, en un medio con amonio, éste seria tomado para construir
aminoécidos a partir de los correspondientes a-cetodcidos que hay en la célula. El
consumo de amonio del medio provocaria una caida del pH. La reaccion catalizada
por una verdadera LAAO daria lugar al efecto contrario: si el hongo crece en un
medio con L-aminoacidos como fuente de nitrogeno, la oxidacion de éstos daria
lugar a la produccion de amonio y, de igual manera, a la elevacion del pH. De
hecho, esto es lo que ocurre en 7. harzianum. Cuando T. harzianum crece en un
medio con amonio, el medio se acidifica bruscamente. Sin embargo, creciendo con
L-leucina como fuente de nitrogeno, el pH del cultivo se mantiene alrededor de 4-
5, muy lejos del 2,5 que se alcanza utilizando amonio. El pH seria incluso mads alto
si no se utilizara glucosa como fuente de carbono, cuyo consumo produce gran
cantidad de 4cido débiles, responsables también de la acidificacion del cultivo.

Esta relacién entre el metabolismo del nitrégeno y el pH del cultivo podria
ser utilizada por el hongo para adecuar su respuesta al medio. Asi, al oxidar los
aminodcidos por una LAAO y elevar el pH del medio, se mantendria el pH a unos
valores que permitirian la acci6n de las proteasas, generalmente alcalinas, que son
las principales proveedoras de los aminoacidos. Un medio de cultivo con una
fuente de nitrégeno peptidica, daria lugar a un nivel de aminoacidos interno alto,
permitiendo la accion de una LAAO, cuya actividad provocara por una parte, la
liberacion de esqueletos carbonados que seria sustrato de otras rutas metabdlicas y,
por otra, una elevacion del pH, que permitiria la accién de las proteasas,
encargadas de seguir produciendo aminodcidos. De esta manera los organismos
pueden alterar el pH de forma que se favorezca la accion de unas u otras enzimas.
Esto se ha propuesto para M. anisopliae (St. Leger et al., 1999), un hongo parasito
de insectos. Cuando M. anisopliae infecta una cuticula, el pH de ésta aumenta.
Ademas, los enzimas implicados en la degradacion de la citicula tiene un pH
optimo para su actividad relativamente neutro o alcalino (St. Leger ef al., 1998). En
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A. nidulans también se ha sugerido que el uso de fuentes de carbono no favorables
puede elevar el pH intracelular por catabolismo de aminoacidos (Espeso ef al,
1993) favoreciéndose, a ese pH, la sintesis de antibiéticos. De un modo similar,
cuando T. harzianum utilizaba quitina como fuente de carbono, no acidificaba el
medio, facilitando asi la accion de las enzimas encargadas de la degradacion de la
quitina, y de otros enzimas degradadores de paredes celulares, cuyo pH 6ptimo (5-
6) esta proximo al valor del pH al que que se mantenia el medio de cultivo.
Igualmente ocurria con las proteasas si se utilizaba caseina como fuente de
nitrogeno (ver capitulo 1 de esta tesis).

Evidentemente, no debe ser éste el anico gen responsable de la alteracion
del pH externo, pero si parece ser una actividad importante. El gen se expresa
abundantemente y sus sustratos son faciles de encontrar en el medio. No se nos
escapa tampoco que la liberacién de amoniaco al medio puede llegar a ser un
mecanismo de ataque-defensa. Sin embargo, parece mas sencillo que el amoniaco
en solucién se convierta en amonio rapidamente. La posibilidad de lograr cepas
que alteren el pH del medio en mayor o menor grado mediante la manipulacion de
este gen puede conducir a una mejor comprension de coémo alteran los organismos

el pH del medio para adecuarlo a sus necesidades metabolicas.

2. Aislamiento y caracterizacién de un gen de 7. karzianum con un alto grado
de similitud con transportadores de aziicares

El segundo gen aislado mediante “Differential Display” mostraba una
expresion mayor a pH 4acido que a neutro, siendo ademas fuertemente reprimible
por glicosa. La secuencia de este gen revelé un alto grado de similitud con
transportadores de aziicares de levaduras, N. crassa y A. muscaria, los tmnicos
hongos en los que, hasta el momento, se han caracterizado genes que codifican
transportadores. La proteina traducible por este gen presentaba 12 dominios
transmembrana con la estructura tipica de un transportador de azacares: lazo
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extracelular entre dominio I y II, gran lazo intracelular entre dominios VIy VII, y
pequefia cola hidrofilica (Gould & Seater, 1997, Mueckler, 1994). asi como una
cremallera de leucina entre el dominio Iy el II, posiblemente implicada en la
oligomerizacién de la proteina con otras moléculas similares (Ozcan & Johnston,
1999). Los datos de secuencia no arrojan ninguna duda acerca de que se trata de un
transportador de azicares. También muestra simlitud con transportadores de
quinato de Aspergillus, sin embargo, éstos sélo poseen ocho dominios
transmembrana (Hawkins et al., 1988).

Como se ha indicado, el clon #2 mostré un alto grado de similitud con
transportadores de glucosa de levaduras, tanto de alta como de baja afinidad.
Ambos tipos de transportadores son muy similares y esta diferencia de afinidad no
viene dada por secuencias distintas, sino probablemente por aminoacidos concretos
que definen su actividad y también por su patrén de regulaciéﬁ. Asi, los
transportadores de alta afinidad se expresaran en condiciones de carencia de
azucares (principalmente hexosas y, sobre todo, glucosa), mientras que los de baja
afinidad se expresaran en condiciones de abundancia de glucosa (Ozcan &
Johnston, 1999).

La proteina codificable por el clon #2 muestra mucha similitud también
con los transportadores que funcionan como sensores de la concentracién de
glucosa en el medio: snf3 y rgt2 en S. cerevisiae (Ozcan et al., 1996, 1998) y rco-3
en N. crassa (Madi ef al., 1997). Estas permeasas no son especialmente eficientes
transportando glucosa, y los genes se expresan a un nivel muy bajo, por lo que su
colaboracion en la introduccién de glucosa en la célula es escasa. El aspecto mas
importante de su funcion se halla en una cola hidrofilica que queda dispuesta hacia
el citoplasma y que es la responsable de su accion reguladora.. La cola de Snf3 es
necesaria para la induccion de la expresion HX72 y HXT4 cuando la glucosa esta
presente a una concentracion baja; de manera analoga, la cola‘de Rgt2 se requiere
para que la inducciéon de HXT/ cuando hay mucha glucosa en el medio (Ozcan et
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al., 1998). Tanto es asi que, si a Hxtl o a Hxt2 se les fusiona la cola del extremo
carboxilo son capaces de complementar mutaciones snf3 y rgt2 (Ozcan et al,
1998), e incluso la expresion de la cola por separado provoca la supresion del
efecto de estas mutaciones (Coons et al., 1997).

La proteina hipotética producida por el clon #2 era muy similar a éstas pero
no poseia dicha cola reguladora. Sin embargo, los resultados anteriores abren la
posibilidad de construir un gen quimérico con el clon #2 y una cola hidrofilica en
el extremo carboxilo. Si esta proteina fuera capaz de desencadenar la induccion de
genes que se expresan normalmente en condiciones de escasez de glucosa, cabe la
posibilidad de conseguir cepas que expresen estos genes —muchos de ellos
pertenecientes a hidrolasas- en las condiciones que regularan el promotor desde el
que se controlara la expresion del gen quimérico.

Esta proteina mostré también mucha similitud con transportadores de
pentosas de bacterias como Bacillus. La ausencia de secuencias de otras permeasas
de pentosas en eucariotas impide establecer una relacion mas amplia entre similitud
de secuencia y molécula transportada, si bien, los trabajos realizados con hexosas
refieren esta especificidad a aminoacidos concretos mas que a secuencias mas o
menos largas.

Sin embargo, por el patron de regulacion del clon #2 si se puede deducir
que es un transportador de pentosas. El gen esta sujeto a una fuerte desrepresion
por ausencia de glucosa en el medio, asi como a una fuerte represion por glucosa.
De estos datos se puede descartar que se trate de un transportador de glucosa de
baja afinidad, ya, en este caso, el gen se expresaria cuando hubiera abundante
glucosa en el cultivo. Por otro lado, el clon #2 se desreprime parcialmente en
presencia de glicerol, lo que representa un patrén tipico de gen reprimido por
glucosa por medio de los factores de transcripcion Migl o CreA (Ronne, 1995,
Gancedo, 1998). En estas condiciones, solo se logra inducir la expresion del clon
#2 al afiadir pentosas al medio a una concentracion de 0,2 %. Es decir, su patron de
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expresion seria el esperable para un transportador de pentosas de alta afinidad,
encargado de introducir moléculas de xilosa y, quizas, arabinosa, en la célula
cuando dichos aziicares sean escasos en el medio.

La expresion del transportador en dos cepas de levaduras que no permean
hexosas o glucosa no ha logrado complementar dicho fenotipo. En el caso de la
xilosa era un resultado esperado, ya que S. cerevisiae, aunque si transporta xilosa a
través de las permeasas de glucosa, no la metaboliza, por lo que necesita de un
sustrato adicional del que obtener energia (Meinander & Hahn-Hégerdal, 1997).
Por otro lado, no deja de ser un experimento de expresién en un sistema
heter6logo, con todas las limitaciones que ello conileva. Es posible que la insercion
del transportador en la membrana, o su interaccion con algunos compenentes de la
bicapa no sea idénea para llevar a cabo su funcién. Finalmente, aunque el gen es
inducible por pentosas, los experimentos con levaduras no permiten descartar que,
aunque con mucha menor afinidad, este gen pudiera estar implicado en el
transporte de glucosa.

Los experimentos de Southern tanto en condiciones restrictivas como no
restrictivas revelan la existencia de una sola copia del gen. Esto no debe
considerarse como indicio de que el transportador lo sea de un azicar distinto de la
glucosa, ya que, aunque S. cerevisige tiene hasta 17 genes HXT (Ozcan &
Jonhston, 1999), otras especies como K. lactis poseen solo dos transportadores de
glucosa: uno de alta y otro de baja afinidad (Billard et al., 1996, Wésolowski-
Louvel et al., 1992),

Finalmente, un aspecto muy interesante y no estudiado es la regulacion por
pH: el gen parece reprimible a pH neutro, no s6lo en condiciones de desrepresion
cuando la concentracion de glucosa es baja, sino cuando la. fuente utilizada es
galactosa, sea a niveles altos o bajos. En primer lugar, es evidente el hecho de que
el pH écido no evita la represion debida a la glucosa, lo que también ocurre con el
clon #1 presentado previamente en esta tesis. Esto no es extraiio, ya que cuando
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crece con glucosa y amonio, 7. harzianum acidifica el medio, por lo que es logico
que dos elementos que, generalmente se encuentran asociados, no se contrapongan
al desencadenar procesos reguladores. La acidificacion es algo extendido en
hongos, y, generalmente, se asocia con la produccién de acidos débiles a causa del
metabolismo de la glucosa, annque no hay muchas pruebas experimentales de ello.
Se ha descrito en Penicillium cyclopium que la glucosa estimula fuertemente la
transferencia de electrones, siendo ese flujo independiente de si la glucosa es
metabolizada o no (Ponitz & Roos, 1994). Se produce una acidificacion interna y
externa, mediada por una ATPasa de protones que, inducida por el descenso del pH
citoplasmico, extruye protones. Esto puede representar una via de acidificacion
desconocida hasta ahora, relacionada con componentes de membrana encargados
de sensar la glucosa externa y, sin transportarla ni metabolizarla, desencadenar el
flujo electronico (Ponitz & Roos, 1994).

Sin embargo, el uso de la galactosa si permite observa que el gen es
inducible a pH 4acido o reprimible a pH neutro. Se sabe que, en levaduras, los
transportadores funcionan por difusion facilitada, aunque en otros organismos
introducen la glucosa mediante un simporte de protones (Lagunas, 1995). De esta
manera, la disponibilidad de protones podria estimular el transporte de azacares, de
manera que, en un cultivo a pH acido, se inducirian los genes de aquellos sistemas
de transporte que pudiera utilizar esos protones para realizar su funcién. Este
podria ser el caso en T. harzianum con el transportador de xilosa. Esos protones,
podrian ser lanzados fuera de la célula con la bomba ATPasa descrita en P.
cyclopium para mantener la homeostasis del pH intracelular, bien contribuyendo a
la acidificacion del cultivo junto con la excrecion de acidos ‘débiles, o bien para
servir de nuevo como “compaiiia” del azicar en su viaje al interior de la célula.

Todo esto inevitablemente nos lleva a recordar lo que se coment6 en la
introduccidn de este capitulo de la regulacion por estrés y que une la disponibilidad
de fuentes facilmente asimilables de carbono y nitrégeno, el pH y la respuesta a
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estrés. Probablemente todas estas respuestas estan interconectadas a través de
cascadas de sefiales comumes y, probablemente también, todas o casi todas,

colaboran en un fenémeno tan complejo como el micoparasitismo.
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1.

Las cepas de T. harzianum que sobreexpresan la $-1,6-glucanasa II son
mejores antagonistas del hongo fitopatogeno R. solani.

. Se ha conseguido producir la proteina BGN16.2 practicamente pura

aumentando el niimero de copias del gen, controlado por un promotor de
expresion fuerte. La estabilidad de la proteina esta regulada por el pH y
por aspartil-proteasas.

. T. harzianum posee una bateria de proteasas cuya actividad est4 regulada

por el pH y por, al menos, las fuentes de nitrogeno y carbono.

. Se ha clonado un gen, papA, que codifica una aspartil-proteasa

extracelular cuya expresiéon estan controlada por la disponibilidad de
nitrogeno organico en el medio. La sobreexpresion de esta proteasa no
afecta negativamente a la produccion de proteina BGN16.2

. Mediante "Differential Display" se han aislado varios genes regulados por

pH. Uno de ellos parece codificar una L-amino 4cido oxidasa inducible
por amonio. Hasta el momento desconocemos su funcion.

El segundo gen caracterizado codifica un transportador de azicares,

probablemente de pentosas. El gen estd reprimido fuertemente por
glucosa y es por inducible xilosa y arabinosa.
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