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RESUMEN

La celobiosa deshidrogenasa (CDH) es una hemoflavoenzima éxido-reductasa
fungica extracelular de interés biotecnologico. En el hongo Collefofrichum
lindemuthianum se ha descrito la actividad enzimatica tipo CDH, que mostrd un
amplio espectro de sustratos. Por lo que es importante establecer su correlacion
con la presencia del gen cdh en el genoma del hongo. Con oligonucleétidos
degenerados disefiados a partir de secuencias conservadas de CDH homdlogas
de ascomicetos, se amplificé una secuencia de aproximadamente 500 pares de
bases, la cual compartié un 87% de similitud con los genes cdh | de N. crassa,
86% con el de S. macrospora, 55% con el de H. insolens, 36% con el de A.
clavatus y un 16% con el de S. bisbyi. Al igual que para algunos hongos que
presentan el gen cdh, en C. lindemuthianum se detectd una doble copia. Se
determind la expresion temporal del gen cdh y el tamano de su transcrito que es
de aproximadamente 2500 pares de bases, similar en tamafo a los genes cdh
descritos. Los resultados de este trabajo indican que el gen cdh esta presente en
el genoma de C. /indemuthiamun y su expresion y la actividad enzimatica tipo

CDH correlacionan.
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I INTRODUCCION

El uso de las enzimas en procesos cataliticos industriales econdmicamente viables y
amigables con el medio ambiente se ha desarrollado en forma rigurosa y sistematica, en
congruencia con el rapido avance y expansion de la biotecnologia moderna. Son las
hidrolasas las enzimas de mayor uso comercial, mientras que el uso de las oxido-
reductasas va en aumento. En el grupo de las éxido-reductasas se encuentra la celobiosa
deshidrogenasa (CDH) que tiene potencial aplicacion biotecnolégica y por ello, hace
interesante la busqueda de organismos productores de esta enzima y la investigaciéon de
las caracteristicas fisicoquimicas para su estabilidad y la produccién de la enzima. Para
ello, se requiere conocer los aspectos basicos de la bioquimica de esta enzima y la
biologia del organismo productor.

Entre las aplicaciones de la CDH se encuentran, su uso como agente aclarador en la
industria textil (Ciullini y col., 2008), clarificacion de jugos (Henriksson y col., 1995),
biosensor de compuestos fendlicos y de celobiosa y lactosa (Elmgren y col.,, 1992;
Lindgren y col., 1999) y para su uso en la bio-remediacion en el tratamiento de residuos
de compuestos fendlicos (Henriksson y col., 1995). Si bien su funcién en los organismos
tales como los ascomicetos que la poseen aun no se conoce con certeza, se sabe que en
basidiomicetos esta implicada en el metabolismo de la celobiosa, disacarido producto de
la hidrdlisis de la celulosa. Estos son aspectos basicos interesantes en el estudio de los
genes cdh provenientes de los ascomicetos.

Recientemente en el grupo de trabajo se realiz6 la caracterizacion bioquimica de una
actividad enzimatica tipo CDH en un extracto crudo obtenido de C. /indemuthianum, un
hongo fitopatégeno del frijol con un ciclo de vida complejo, cuyo genoma no ha sido
secuenciado, que presenta una gran plasticidad morfolégica y virulenta, asi como
variabilidad genética, del cual no se han encontrado reportes que indiquen que el gen cadh
haya sido identificado y que presenta una gran actividad enzimatica extracelular.

A continuacion se plantea la importancia biotecnoldgica y bioldgica de las enzimas
oxido-reductasas, el conocimiento actual de las CDH fungicas y su relacién con el modelo
biolégico de estudio. Conocimiento que servira de apoyo a los resultados encontrados y

su explicacion posible para el planteamiento de esta tesis.

IIOB-UMSNH



Maestria en Ciencias en Biologia Experimental | 2
Il. ANTECEDENTES

.1 Oxido-reductasas

Las oxido-reductasas catalizan la transferencia de electrones de un sustrato a otro,
donde el sustrato oxidado es conocido como el donador de electrones contrario al sustrato
reducido, que es el aceptor de electrones. Para lograr su funcion fisiologica, las oxido-
reductasas emplean varios centros activos redox, entre los mas comunes incluyen
residuos de aminoacidos como tirosina o cisteina, iones metalicos como cobre, hierro y
molibdeno, centros hierro-azufre o grupos hemo; y coenzimas como FMN y FAD. Esta
clase de enzimas estan ampliamente distribuidas entre los microorganismos, plantas y
animales (Xu, 2005). En el Cuadro 1 se muestran diferentes tipos de 6xido-reductasas y

sus caracteristicas cataliticas (Xu, 2005).

Cuadro 1. Oxido-reductasas y sus caracteristicas cataliticas (Xu, 2005).

Oxido-reductasas Caracteristicas cataliticas
. Oxidasas libres de Cofactor, Tiol oxidasas, Oxidasa que contienen
Oxidasas ) . L
Cobre o Flavinas, oxidasas con centros Redox multiples.
Peroxidasas Heme peroxidasas, Catalasa, Haloperoxidasas, otras peroxidasas.

Oxigenasas libres de Cofactores, oxigenasas que contienen s, Fe-,

Oxigenasas/Hidroxilasas ) . L
Cobre o Flavinas, oxigenasas con centros multiples.

Que contienen Flavinas, Quinonas, o Zn, que contienen multiples
Deshidrogenasas/reductasas  centros redox, Aldo-Ceto Reductasas, reductasas que contienen
Cu o flavinas.

En la Figura 1 se muestra el modelo de una reaccién de 6xido-reducciéon catalizada
por una enzima, que en este caso requiere de una coenzima, con sustrato en su estado
reducido y el agente externo que se encuentra oxidado, se tiene a la enzima que para
este caso requiere de una coenzima, asi como de un agente oxidante externo. Una vez
que se da la interaccién enzima-coenzima-sustrato, se lleva a cabo el transporte de
electrones del sustrato a la coenzima y finalmente al agente oxidante, de tal forma que al
terminar la catalisis el sustrato queda oxidado y el agente externo queda reducido.

Las oxido-reductasas han sido extensamente estudiadas por su potencial aplicacion
biotecnoldgica. Entre estas se van a encontrar enzimas que contienen ion metalico, tales

como lacasas, tirosinasas y tres tipos de hemo enzimas tales como: peroxidasas,
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hemoglobina y la celobiosa deshidrogenasa, que han sido poco a poco estudiadas y se ha

ido elucidando su papel fisiolégico (Demarche y col., 2011).

Sustrato
reducido Sustrato
oxidado
Coenzima ﬁ
Coenzima
| @ "‘ @
Agente
. reducido
Enzima Agente

oxidante

Figura 1. Modelo de una reaccién de 6xido-reduccion catalizada por una enzima.

.2 Oxido-reductasas fangicas

Los hongos usualmente contienen una amplia variedad de carbohidrato oxidasas
extracelulares, en las que se incluyen por ejemplo: a la glucosa oxidasa, glioxal oxidasa y
la galactosa oxidasa. Las glioxal oxidasas fungicas extracelulares ha sido descritas
unicamente en el basidiomiceto de la pudricién blanca Phanerochaete chrysosporium
(Kersten y Kirk, 1987). Las glioxal oxidasas son un componente esencial en la via de
degradacion de la lignina y proveen de H20- extracelular como co-sustrato para las lignin
peroxidasas y peroxidasas dependiente de Mn (Janse y col., 1998). Tanto el glioxal como
el metilglioxal, ambos sustratos de esta enzima son encontrados en el ambiente
extracelular donde crece este hongo. La galactosa oxidasa cataliza la oxidacién de D-
galactosa y alcoholes primarios via oxigeno molecular al correspondiente aldehido y H>O>
(Berkessel y col., 2005). Es una enzima monomérica de 68 kDa que contiene Cobre y un
cofactor derivado de aminoacidos (Leuthner y col., 2005). También se encuentra la
glucosa oxidasa, una glicoproteina que cataliza la oxidacion de la B-D-glucosa por el
oxigeno molecular hasta o&-gluconolactona un compuesto que espontaneamente se
hidroliza hasta acido gluconico y H:O. (Bentley, 1963). La funcion especifica de estas
carbohidrato oxidasas extracelulares en el metabolismo y en el desarrollo del hongo no ha
sido determinada con precision, pero todas ellas contribuyen a la produccion de H>O, un
metabolito que tal vez sea util tanto en la degradacion de polimeros como en la

fitopatogénesis. Mas sin embargo, la utilidad biotecnolégica de ellas ha quedado de
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manifiesto con la importancia de la glucosa oxidasa, hoy en dia, una enzima utilizada en
diversas aplicaciones (Schou y col., 1994; Xu y col., 1999; Henriksson y col., 2000).
Estableciendo una utilidad practica en procesos biotecnologicos y la importancia de
conocer las propiedades fisicoquimicas enzimaticas, es necesario estudiar las
condiciones de obtencibn masiva de enzimas, los genes y su regulacion. Son
particularmente atractivas las oOxido reductasas que presenten las siguientes tres
propiedades: 1) que para su funcidén usen dos grupos prostéticos redox activos: uno hemo
y otro Flavino. 2) que usen como sus donadores de electrones a los carbohidratos y
piridin nucledtidos (NADPH o NADH). 3) que sean extracelulares y solubles. Esto
ayudaria a entender la interaccion fundamental entre el grupo flavino y el grupo hemo en
una proteina matriz, asi como también al desarrollo de nuevos agentes biolégicos para
incluirlos en varias aplicaciones industriales o para aplicaciones médicas las cuales no

necesiten NADPH como donador de electrones.

1.3  Celobiosa deshidrogenasas fungicas

La celobiosa deshidrogenasa (CDH) es producida por un gran numero de hongos
fitopatdégenos y saprdfitos (ascomicetos y basidiomicetos), con metabolismo heterétrofo
que adquieren sus nutrimentos mediante absorcidn, los cuales secretan enzimas
extracelulares que descomponen moléculas complejas a compuestos simples que pueden
absorber y utilizar (Zamocky y col., 2006).

La CDH fue primeramente aislada y caracterizada de los basidiomicetos P.
chrysosporiumy T. versicolory fue identificada como una 6xido-reductasa (Westermark y
col., 1974; Roy y col., 1996). Posteriormente en el basidiomiceto Pycnoporus cinnabarinus
(Temp y Eggert, 1999) se encontré una actividad CDH, al igual que en Coniophora
puteana, el cual mostr6 una CDH aparentemente relacionada con una reaccion tipo
Fenton (Hyde y col., 1997). En el basidiomiceto Grifola frondosa, se sugiri6 que la CDH
esta sujeta a una represion catabolica (Yoshida y col., 2002). En Sclerotium rolfsii reportes
indican que es un organismo sobreproductor de CDH, de 10 a 50 veces mas que en P.
chrysosporium cuando al medio de cultivo se le adiciona celulosa (Baminger y col., 2001).

En cuanto a la producciéon de CDH por ascomicetos, poco es lo que se conoce. Fue
primeramente detectada en especies de Monilia (Dekker, 1980), posteriormente, Schou y
col. (1998) reportaron la CDH de Humicola insolens, donde se sugirié estaba implicada en

una reaccion tipo Fenton bajo condiciones alcalinas. Posteriormente, se estudid en
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Sporotrichum thermophile, donde se reporté como una enzima termoestable con una
temperatura optima de 60°C (Subramanian y col, 1998). En MNeurospora crassa se ha
reportado la actividad CDH (Zhang y col.,, 2011), al igual que en Chaetomium
atrobrunneum,  Corynascus  thermophilus, =~ Dichomera  saubinetii, — Hypoxylon
haematostromay Stachybotrys bisbyi (Harreither y col., 2011).

Cabe senalar que no unicamente en hongos se ha reportado actividad CDH, sino
también en las bacterias celuloliticas Cyfophaga sp. LX-7 (Li y col., 1996) y Fibrobacter
succinogenes S85 (Nouaille y col., 2009). Sin embargo, la presencia de la actividad CDH

permanece como “cuestionable” en estos organismos (Henriksson y col., 2000).

1.4 Metabolismo de la celobiosa

CHa0H CHaOH CHaOH CHa0H

Y
0‘< OH > 0.‘ OH ) 0.‘ OH > 0.‘ OH > 9,
H H H H
Celulosa
l Celulasas
CH,OH CH,OH
OH
CoH oL oH
HO
H H
Celobiosa
BGL / \CDH
A B
CHyOH CHL0H CHZOH
oH
OH OH O A OH 0
H H
OH OH OH
Glucosa Celobionolactona

Figura 2. Rutas de degradacién de la celobiosa. (A) Una hidrélisis catalizada por una B-
glucosidasa para obtener dos moléculas de glucosa. (B) Oxidacién catalizada por la CDH para
obtener celobionolactona.

La celobiosa (C12H22011; B-glucopiranosil (1-4) B-glucopiranosa) es un disacarido
formado por dos moléculas de glucosa unidas por los grupos hidroxilo del carbono uno
en posicion beta de una de las moléculas y del carbono 4 de la otra. Al producirse dicha
unién se desprende una molécula de agua y ambas moléculas quedan unidas mediante
un oxigeno monocarbonilico que actua como puente. La celobiosa se puede obtener por

hidrdlisis quimica o enzimatica de la celulosa.
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Este disacarido puede ser metabolizado mediante dos vias; una, hidrolitica catalizada
por la B-glucosidasa [B-D-glucésido-O-glucohidrolasas, E.C. 3.2.1.21] para obtener dos
moléculas de glucosa. Otra, oxidativa catalizada por la Celobiosa deshidrogenasa
[Celobiosa: (aceptor) 1-Oxido-reductasa, E.C. 1.1.99.18], la cual convierte a la celobiosa

en celobionolactona, Figura 2 (Yoshida y col., 2004).

1.5 Caracteristicas de la CDH

La CDH es una proteina monomérica que consiste de dos dominios, uno que
contiene un grupo hemo b hexacoordinado (Cox y col., 1992) y un dominio que contiene
un dinucleétido de adenina y flavino que esta unido no covalentemente (FAD) (Bao y col.,
1993; Roy y col., 1994) o un 6-hidroxi FAD (lgarashi y col., 1999). Ambos dominios estan
conectados por una region de aproximadamente 50 aminoacidos sensible a proteasas la
cual es rica en hidroxiaminoacidos, principalmente serina y treonina (Raices y col. 1995;
Henriksson y col., 2000).

El rompimiento proteolitico de la CDH rinde un fragmento con el grupo hemo que
queda inactivo y un fragmento con el grupo FAD activo. Este ultimo contiene el sitio
catalitico y reduce a la celobiosa eficientemente (Ludwig y Haltrich, 2003).

La CDH es una hemoflavoenzima extracelular producida por un numero de hongos
degradadores de lignocelulosa. Oxida el extremo reductor de la celobiosa y algunos
celooligosacaridos a sus correspondientes  1,5-lactonas, las cuales son
subsecuentemente hidrolizadas al correspondiente acido carboxilico. Ademas de los
celooligosacaridos, la CDH tiene la capacidad de oxidar otros azucares, siendo los
mejores sustratos aquellos que se encuentran unidos por enlaces B-1,4 con glucosa con
extremo reductor (Henriksson y col., 2000).

Hasta la fecha se desconoce cual es el aceptor de electrones natural de la enzima,
pero se conoce que la enzima reducida puede ser eficientemente re-oxidada por
diferentes aceptores de electrones tales como varias benzoquinonas sustituidas, radicales
fenoxilo, citocromo c y algunos iones metalicos como Fe*3 o Cu*2, mientras que el oxigeno
es un débil aceptor de electrones (Morpeth, 1991; Kremer y Wood, 1992; Renganathan y
Bao 1994; Roy y col., 1994; Henriksson y col., 2000; Cameron y Aust 2001; Ludwig y
Haltrich, 2003).

La longitud de la cadena de la enzima estd en el intervalo de los 749 y los 840

aminoacidos, siendo la masa molecular determinada entre los 79 600 y los 114 000 Da
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(Raices y col., 1995; Li y col., 1996). El dominio flavino es de aproximadamente 60 kDa y
el dominio Aemo de 30 kDa, mientras que los 10 kDa restantes pertenecen a una
glicosilaciéon principalmente de monémeros de manosa (Henriksson, 1995). EI dominio
hemo presenta un grado mayor de glicosilacion con respecto al dominio flavino (Cohen y
col., 1997). La CDH es una enzima muy estable con respecto al pH y a la temperatura.
La enzima es mas estable en el intervalo de pH de 3 a 5, menos estable entre 5y 8 y
completamente inestable a pH de 8 a 10, mientras que a pH de 2 la enzima es casi
completamente inactivada en dos horas debido a la liberacion de la coenzima FAD (Bao y
col., 1993; Henriksson, 1995; Subramaniam y col., 1998).

La CDH de P. chrysosporium es una enzima inducible cuando el hongo crece con
celulosa como fuente de carbono (Bao y col., 1994). Para el caso de la CDH de T.
versicolory Sporothrychum thermophile la celobiosa resulta ser inductor en la produccion
de la enzima (Roy y col.,, 1996; Subramaniam y col., 1998). Estudios preliminares
demostraron que la CDH tiene un dominio de union a la celulosa al igual que otras
Celulasas, lo que mejora la union y facilita la actividad catalitica de la enzima con sus

sustratos (Henriksson y col., 1991; Kremer y Wood, 1992; Linder y Teeri, 1997).

1.6 Funcién biolégica de la CDH

La funcion de la CDH no se conoce con certeza, sin embargo, por estudios que se
han realizado principalmente en P. chrysosporium, se sugiere pudiera estar implicada en
diversos mecanismos que a continuacién se citan.

Se sugiere que para el basidiomiceto P. chrysosporium la CDH es importante para la
degradacion de celulosa y que presenta una funcion concertada con las celulasas,
previniendo la recondensacion de las cadenas de celulosa por las endoglucanasas
(Eriksson y col., 1993; Ander, 1994; Henriksson y col., 1995). La CDH también contribuye
a la degradacion de lignina, ya que puede reducir tanto a quinonas relacionadas con la
lignina como a radicales fenoxilo, los cuales son producidos por la ligninasa (Samejima y
Eriksson, 1992). La CDH puede tener una funciéon de proteccién una vez que reduce
quinonas, uno de los principales sistemas antimicrobianos usados por las plantas
(Morpeth, 1991) o bien por la generacion de perdxido de hidrogeno o anion superoéxido,
sin embargo, esto también dafaria al organismo productor, por lo que se considera poco
probable (Wilson y col., 1990; Nutt y col., 1997). Kremer y Wood (1992) sugirieron que la

CDH puede ser una Fe*? reductasa, la cual puede reducir Fe*3 a Fe*2, este ion ferroso en
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presencia de perdxido de hidrégeno forma radicales hidroxilo mediante la reaccion de
Fenton, dicho radical hidroxilo es un potente despolimerizador de celulosa. Se sugiere que
la CDH pudiera transferir electrones al citocromo, a través de lo cual el hongo obtendria
energia de forma rapida a través de la fosforilacion oxidativa (Coudray y col., 1982;
Dekker, 1988).

Il.7  Caracteristicas de los genes cadh

Si bien la CDH mas estudiada es la secretada por el hongo P. chrysosporium, no ha
sido la unica, pero si la primera cuyo gen fue caracterizado, secuenciado y su proteina
secuenciada y cristalizada (Raices y col., 1995). En el Cuadro 2 se presentan las CDH
cuyos genes han sido aislados, secuenciados y caracterizados, asi como el numero de
nucleotidos que presentaron dichas secuencias y el numero de aminoacidos. El cuadro no
incluye a las CDH hipotéticas descritas en la base de datos del NCBI (National Center for

Biotechnology Information).

Cuadro 2. Genes cdh fungicos aislados y caracterizados de diferentes organismos.

No. de No. d
Division Organismo residuos de 0. de No. de acceso
P bases
aminoacidos

Myceliophthora thermophila 828 2487 AAC26221
Ascomicetos Humicola insolens 785 2358  AAF69005
Neurospora crassa 829 2490 NCU00206
Phanerochaete chrysosporium 773 2322 AAB92262
Trametes versicolor 768 2307 AAC50004
Basidiomicetos Pycnoporus cinnabarinus 769 2310 AAC32197
Grifola frondosa 768 2307 BAC20641
Myriococcum thermophilum 828 2487 ABS45566
Coniophora puteana 774 2325 BAD32781

Zamoky y col. (2006), mencionan que a la fecha, el gen cdh ha sido identificado en 21
organismos, algunos de los cuales aun no han sido caracterizados, sino que estan como
secuencias hipotéticas. La longitud promedio es de 2480 pb, desde el extremo amino
terminal, las secuencias codificantes para el péptido sefal, el dominio citocromo y el
dominio flavodeshidrogenasa. Algunos ADNc descritos, principalmente de ascomicetos
contienen una regién adicional después de la region del dominio citocromo, la cual
codifica para un pequefio motivo de union a celulosa, clasificado como un modulo de

unién a carbohidratos del tipo |.
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Los genes cdh descritos, han sido agrupados filogenéticamente en tres clases: en la
clase | se encuentran todos los genes cdh de basidiomicetos; la clase |l abarca genes cdh
caracterizados y parte de los hipotéticos de ascomicetos y la clase Ill agrupa los genes

cdh hipotéticos de ascomicetos restantes, ver el Cuadro 3 (Zamoky y col., 2008).

Cuadro 3. Clasificacion filogenética de los genes cdh de diferentes organismos.

No. de
Division Organismo residuos de No. de acceso
aminoacidos
Phanerochaete chrysosporium 773 AAB92262
Trametes versicolor 768 AAC50004
Pycnoporus cinnabarinus 769 AAC32197
Clase I: .
R Grifola frondosa 768 BAC20641
Basidiomicetos ., 1iq rolfsii 771 AAO64483
Coniophora puteana 774 BAD32781
Irpex lacteus 777 BAD36748
Neurospora crassa 1 829 NCU00206
Aspergillus nidulans 780 CBF78806
Neurospora crassa 2 828 NUC05923
Clase Il Aspergillus fumigatus 1 820 EDP55266
Ascomicetos Myriococcum thermophilum 828 ABS45566
Magnaporte grisea 840 EHA58327
Thielavia heterothallica 807 AAC26221
Humicola insolens 785 AAF69005
Clase lll: Aspergillus oryzae 789 001822302
Ascomicetos Aspergillus fumigatus 2 820 EAL94059

En las secuencias de los genes cdh el contenido de GC es predominante (un
promedio de 57%) que correlaciona con lo esperado para el respectivo organismo. De
manera interesante, la mayoria de los genomas de hongos analizados, presentan
multiples marcos de lectura abiertos (ORFs) que codifican para la CDH. Li y col. (1997),
identificaron dos variantes alélicas del gen cdh en P. chrysosporium los cuales
presentaban un 98% de identidad, mientras que en N. crassa hay dos secuencias que
codifican para la CDH que so6lo comparten un 57% de similitud, lo que hace que estos
genes aparezcan como filogenéticamente diferentes. Otras especies fungicas tanto de
ascomicetos como de basidiomicetos, poseen genes cdh con una historia evolutiva
diferente (Zamoky y col., 2004).

Para la mayoria de las especies investigadas, el analisis del ADN gendmico reveld la

presencia de intrones en la secuencia codificante. En el caso de las dos variantes alélicas
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de P. chrysosporium se reporta la presencia de 14 exones y 13 intrones que se
encontraron en la misma posicion (Li y col., 1996). Los exones del 2 al 5 se encuentran en
el dominio citocromo, el quinto abarca la regiéon que codifica para el péptido de unién. Los
exones 6 al 14 codifican para el dominio flavin deshidrogenasa. EI ADN gendmico con el
ORF para la CDH de 7. versicolor esta interrumpido por 14 intrones. El promedio de la
longitud del intrén es de 56 nucleétidos. Acerca de la region codificante de la CDH de
Pycnoporus cinnabarinus se reporta que presenta 16 exones interrumpidos por 15
intrones con un promedio de 52 nucleétidos (Moukha y col., 1999).

En cuanto a la distribucion de los intrones en los genes que codifican para la CDH en
ascomicetos no estan bien documentados, pero a partir del analisis del genoma, es claro
que algunos de los ORFs también estan interrumpidos por algunos intrones, que son
comparables en longitud con los de las CDH de los basidiomicetos. En el caso de M.
crassa se sabe que uno de sus genes cadh esta interrumpido por 3 intrones, sin indicar su
posicion en el gen (Zhang y col., 2011).

En M. thermophila (ascomiceto) el gen cdh presenta secuencias de nucleétidos que
codifican para tres dominios: el dominio Aemo en el N-terminal, un dominio flavino
intermedio y en el extremo C-terminal, un motivo de unién a celulosa, el cual muestra una
similitud con dominios de unién a celulosa de una celobiohidrolasa | de T7richoderma
reesel/ (Subramaniam y col.,1998) algo totalmente nuevo ya que las CDH reportadas
(todas de basidiomicetos) con anterioridad no presentan este ultimo dominio
independiente, sino que se encuentra formando parte del dominio flavino.

Acerca de la expresion del gen cdh, en P. chrysosporium (Liy col., 1996; Habu y col.,
1997) se reporta que es inducido posiblemente por celulosa o alguno de sus productos de
degradacion. En 7. versicolor (Roy y col, 1996; Dumonceaux y col., 1998) se observé que
la expresion del gen cdh es estimulada bajo condiciones celuloliticas y es controlada a
nivel transcripcional, ya que el transcrito fue detectado al mismo tiempo que la proteina
activa aparecio en el sobrenadante. En el caso de P. cinnabarinus crecido en un medio
cuya unica fuente de carbono es la celulosa, se observo la presencia del transcrito desde
el primer dia de incubacion, llegando a un maximo en el dia seis. También se analiz6 la
expresion del gen cdh en cultivos que contenian celulosa, glucosa o celobiosa, sin

embargo, la expresion fue mayor en condiciones celuloliticas.
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1.8 Caracterizaciéon bioquimica de la disacarido o6xido-reductasa de Collefotrichum
lindemuthianum AFG2

Para explicar la caracterizacion bioquimica de la disacarido deshidrogenasa (DDH) de
C. lindemuthianum primeramente se describe el modelo bioldgico usado, asi mismo se
mencionan generalidades acerca de sus genes y enzimas que le han sido parcial o

totalmente caracterizados.

11.8.1 Biologia de C. /lindemuthianum

C. lindemuthianum es el agente causal de la antracnosis del frijol que ha ocasionado
pérdidas econdmicas en las regiones donde se cultiva. Adicionalmente ha resultado un
modelo bioldgico para el estudio de la diferenciacion celular relacionada al proceso de
fitopatogénesis (O"Connell y col., 1996). Asimismo, ha resultado ser un buen productor de
enzimas extracelulares (Martinez Pacheco y col., 2009). C. /indemuthianum es un hongo
ascomiceto, posee un ciclo de vida complejo, con dos fases de desarrollo. En cada una
de ellas, presenta estadios diferenciados unicos que le permiten sobrevivir.
Independientemente de la fase de desarrollo, la germinacion de las esporas ocurre de
forma similar.

En su forma imperfecta C. /indemuthianum se reproduce asexualmente, forma
acérvulos que contienen a las conidias o esporas, las que a su vez estan embebidas en
un mucilago. La espora al germinar puede presentar dos estilos de vida, uno, como
saprofito, en el cual esta capacitado para crecer practicamente en cualquier fuente de
carbono, incluyendo celulosa cristalina, ya que secreta enzimas liticas de polisacaridos
que utiliza para obtener fuentes de carbono. El otro estilo es como biétrofo, en la que esta
capacitado para obtener nutrimentos de la planta viva. Por este comportamiento bifasico
se le clasifica como un organismo hemibiétrofo (Martinez Pacheco y col., 2009). En la
Figura 3 se esquematizan ambas formas de vida.

Durante su fase saprofitica la germinacion de las esporas comienza cuando el
periodo de latencia ha terminado, posterior a la germinacion comienza el crecimiento
vegetativo, lo que le permite aumentar el area de contacto con el sustrato y adquirir su
alimento, esto va seguido de la formacién de estructuras fructiferas para que finalmente
se presente la esporogénesis, cerrando el ciclo e iniciando otro del mismo tipo. Como
bidtrofo, la germinacién de las esporas comienza cuando las condiciones ambientales son

favorables (especificamente el contenido de agua), la germinacién comienza con la
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adhesion de la espora a la superficie vegetal, donde debido a la absorcion de agua y al
crecimiento activo se produce un aumento de tamafo que le permite generar un tubo
germinativo que se diferenciara al apresorio donde surgira un “clavo” que le ayuda a
atravesar la barrera de la pared vegetal, este proceso esta seguido por la formacion de la
hifa primaria, la cual le permite obtener su alimento a partir del contenido celular,
terminando el ciclo con el crecimiento vegetativo. En ambas fases, el hongo requiere de
un conjunto de enzimas liticas extracelulares para la obtencion de nutrimentos (Martinez
Pacheco y col., 2009).

Figura 3. Ciclo de vida de C. lindemuthianum. 1. Fase saprofitica. II. Fase biotréfica, A)
Esporas; B) Germinacién de las esporas; C) Crecimiento vegetativo; D) Estructuras fructiferas;
E) Esporogénesis; F) Adhesién; G) Penetracién; H) Hifa primaria; Y) Superficie del frijol; Z)
Célula del frijol (Flores Garcia, 2004; Martinez Pacheco y col., 2009).

11.8.2 El genoma de C. lindemuthianum

Es poco lo que se conoce acerca de la organizacién del material genético de C.
lindemuthianum. Al respecto, O Sullivan y col. (1998) realizaron un estudio citométrico de
flujo con varios aislados para medir el tamano del genoma. El estudio revel6 que las
distintas cepas presentaron una variacion hasta del 40% en el tamafio del genoma;
mediante un analisis tipo Southern del perfil de los telébmeros fungicos clonados, se
encontré que el niumero de cromosomas varia entre 9 y 12, con dos clases de tamano:

unos pequenos de 2.5 Mpb y otros grandes de 7 Mpb o incluso de mayor tamano.

IIOB-UMSNH



Maestria en Ciencias en Biologia Experimental | 13

Ademas, en el genoma del hongo se encontraron dos tipos de elementos repetidos
agrupados y en cromosomas polimorficos diferentes, con una sola copia de una
secuencia flanqueadora, que se utilizaron como marcadores de los cromosomas
pequenos. Sin embargo, estos marcadores no se detectaron en algunas cepas. Esta
evidencia indica que parte de la variacion observada en la organizacion del genoma de C.
lindemuthianum, puede ser debida a regiones que son dispensables en el ciclo vegetativo
del hongo.

La mayoria de los genes que se tienen reportados hasta la fecha, corresponden a
genes implicados en la patogenicidad del hongo hacia su principal hospedero Phaseolus
vulgaris, no encontrandose hasta la fecha la descripcion de algun gen que codifique para

una CDH. En la Cuadro 4 se presentan los genes descritos de C. /indemuthianum.

Cuadro 4. Genes aislados y caracterizados de C. lindemuthianum.

Gen Funcién pb . No. Referencia
intrones

matl-2-1 MAT1-2-1 870 3 Garcia-Serrano y col., 2008
Gen tipo stel2 Formacién de apresorios 2452 3 Wong Sak Hoi y col., 2007
cda Quitina-desacetilasa - - Shrestha y col., 2004
clnrl Regulador de nitrégeno 3263 2 Pellier y col., 2003
endoPG Pectinasa - - Corentin y col., 2002
clapl ATPasa transportadora de Cu 1674 1 Paritson y col., 2002
clptd Rab/GTPasa 2526 5 Dumasy col., 2001
cltal Relacionado a patogenicidad - - Dufresne y col., 2000
clkl Ser-Tre proteina cinasa 2285 3 Dufresne y col., 1998
CIH1 Glicoproteina rica en prolina - - Perfecty col.., 1998
clpg2 Endopoligalacturonasa 1098 1 Centis y col., 1997
clpgl Endopoligalacturonasa 1600 NR Centis y col., 1996
gpdA G3PD 1014 1 Templeton y col., 1992

11.8.3 Enzimas extracelulares de C. /lindemuthianum

Del hongo C. lindemuthianum se han descrito diversas enzimas extracelulares, ver
Cuadro 5, todas ellas involucradas en la degradacion de algunos componentes de la
pared celular vegetal.

Calderon y col. (2011) realizaron la caracterizacion parcial de una actividad
enzimatica tipo Disacarido Deshidrogenasa en el hongo C. /indemuthianum. Cuando se
analizo la actividad de ésta disacarido deshidrogenasa, se observé que podia usar a la

celobiosa como tal, por lo que se consideré una CDH.
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Cuadro 5. Enzimas extracelulares caracterizadas de C. /indemuthianum.

Enzimas Funcidn Referencia
Celobiosa deshidrogenasa Degradacion de celobiosa Calderon (zjgtirlJeza y col,

. Flores Garcia, 2004
B-glucosidasa, Endo y Exo Degradacion de celulosa Martinez Pacheco y col.,

celulasas 2009

Anderson, 1978;
Wijesundera y col., 1989;
Keon, 1990; Wattard y col.,
1997

Hidrdlisis de a-D-galacturonosil-(1,4)-O-a-D-
galacturonato, rhamnogalacturonanas,
arabinanas, galactanas

Poligalacturonasas; Pectin
y Pectato liasas

Quitina desacetilasa Degradacion de quitina Tsigos y Bouriotis, 1995

Degradacion de alcoholes primarios, acidos
Cutinasa y sus esteres, alcoholes secundarios,
cetonas, parafinas

Dickman y Patil, 1986; Sthal
y Shafer, 1992

Oxidacion de lignanos, alcoholes

Lacasa . -
cinnamilicos

Anderson y Nicholson, 1996

Sin embargo, mostré afinidad por otros sustratos, como lactosa y sacarosa. Se
determiné que la concentracion oOptima de celulosa con la que se obtiene mayor
produccién de CDH se encuentra en el intervalo de los 31-54 g/L. Se considerd la adicion
de dextrosa para acelerar el crecimiento y produccion de enzimas de C. /indemuthianum
ya que se determind que con celulosa como unica fuente de carbono, el hongo produce la
mayor cantidad de sus celulasas hasta después del dia 16 de incubacion (Flores Garcia,
2004). Los resultados indicaron que la celulosa no es un inductor en la produccion de
CDH ya que los parametros cinéticos obtenidos con dextrosa a las dos concentraciones
probadas fueron mejores a los obtenidos con la mezcla de celulosa y dextrosa a las dos
concentraciones evaluadas.

Por lo anterior, se seleccioné la condicién de fermentacion con dextrosa al 5%, ya
que fue la que generdé mayor rendimiento de CDH y la adiciéon de nitrato de potasio como
fuente de nitr6geno, aumenta la produccién de CDH en 1.6 veces en estas condiciones, el
rendimiento obtenido fue de 48.5 U/L.

Para comprobar que dicha actividad era debida a la presencia de la CDH, se analiz6
su comportamiento frente a diferentes compuestos, tales como sulfato de zinc, nitrato de
plata, acido lactobiénico y lactona de acido D-glucuronico, los que generaron una
inhibicion de la actividad, con valores entre el 30% hasta mas del 80%, comparada con la
actividad observada sin presencia de inhibidor. El pH y la temperatura éptima fueron de

5.5 y de 55 a 60 °C respectivamente. La CDH present6 su maxima afinidad por el Dicloro
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fenol-indofenol (DCFIF) como sustrato reducido. Se determiné la masa molecular
aparente de la CDH en condiciones nativas, el cual fue de aproximadamente 79 kDa. Las
constantes cinéticas aparentes de la enzima son Vmé&x 0.1468 pmol/min mg proteina, Km
de 3.68 yM y una E; de 15, 671.89 J/mol.

El trabajo realizado, permiti6 detectar a una disacarido deshidrogenasa de C.
lindemuthianum, cuyas caracteristicas bioquimicas obtenidas sugieren fuertemente que
se trata de una CDH, esto de acuerdo a la similitud que guarda la enzima de este hongo
con respecto a las reportadas hasta la fecha.

Ademas resulta interesante su estudio, ya que presenta ventajas tanto de estabilidad
como de produccion en el area de la biotecnologia. En cuanto a la estabilidad, presenta
un intervalo de temperatura 6ptima dentro del rango e incluso mayor a las ya reportadas,
donde a una temperatura de 55°C la enzima ya es inactiva, como la CDH de Chaetomium
sp. (Karapetyana y col.,, 2006); es inducida en presencia de glucosa y otros
oligosacaridos, ventaja que a nivel industrial se traduce en un ahorro econémico, para
mantener la eficiencia del sistema.

Se reportd una actividad tipo CDH de C. /indemuthianum, que mostré un amplio
espectro de sustratos y en el entendido de que si en el genoma de C. /indemuthianum se
encuentra el gen cdhy se expresa e incluso lo haga con el mismo comportamiento que la
actividad observada, esto seria indicio de que es una correlacion, es decir, hay un gen
cah, se expresa, da lugar a una CDH y por tanto, hay actividad de CDH. Por lo anterior,
en este trabajo se plante6 la pregunta de identificar al gen cadh, asi como la determinacién

de su expresion.
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lNl.  JUSTIFICACION

La CDH tiene diversas aplicaciones biotecnologicas y esta implicada en el
metabolismo de la celobiosa. La CDH ha sido caracterizada para algunos basidiomicetos,
pero no de igual manera en ascomicetos. En estos ultimos la diversidad de las CDH, es
mayor. En C. /indemuthianum se ha descrito la actividad enzimatica tipo CDH, que mostré
un amplio espectro de sustratos. Por lo que es importante establecer la correlacion con la

presencia del gen cdh en el genoma del hongo.
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IV. HIPOTESIS

La actividad enzimatica tipo CDH reportada en C. /indemuthianum se

correlaciona con la presencia del gen cdh en este organismo
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V. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia y expresion del gen cadhen C. lindemuthianum.

V.1 Objetivos particulares

- Identificar el gen cdhen C. lindemuthianum.

- Determinar la expresién del gen cdhde C. lindemuthianum.
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VI.  MATERIAL Y METODOS

VI.1  Material biolégico

El aislado silvestre AFG2 de C. /indemuthianum proviene de campos de labranza
sembrados con Phaseolus vulgaris var. flor de mayo del Estado de Zacatecas, durante los
anos de 1995 a 2001 y forma parte del cepario del laboratorio de Fisiologia Celular del
Instituto de Investigaciones Quimico-Biologicas de la UMSNH.

Aislado silvestre de Neurospora crassa aislado 74A, el cual fue donado por la D. C.
Patricia Ponce Noyola, Profesora investigadora de la Division de Ciencias Naturales y
Exactas de la Universidad de Guanajuato.

Cepa de Escherichia coli  TOP10: F- mcrAA(mirr-hsdRMS-mcBC)
D80/acZAM15A/acX74 recAl1araD139A(ara-leu)7697 gald gaK rpsL (StrR) endA1 nupG.

VI.2 Medios de cultivo

Agar papa dextrosa (PDA). Se utilizaron 39 g del medio agar papa dextrosa (Bioxon)
y se disolvieron en 1 L de agua destilada, se sometié a ebullicion durante un minuto y
finalmente se esterilizo.

Caldo papa dextrosa (PDB). Se utilizaron 24 g del medio caldo papa dextrosa
(Bioxon) y se disolvieron en 1 L de agua desionizada y se esterilizo.

Medio Luria Bertani (LB). La composicion es: NaCl 1%, peptona biotriptasa 1% y
extracto de levadura 0.5%.

Agar Luria Bertani (LBA). Tiene la misma composicion que el LB, adicionado de 1.5%
de agar bacterioldgico.

Medio minimo liquido modificado (Bartnicki-Garcia y Nickerson, 1962). EI medio se
prepard segun lo descrito, pero se modificé la fuente de nitrogeno (nitrato de potasio por
nitrato de amonio) y la concentracion de la fuente de carbono del 2 al 5% (Calderén-
Oropeza, 2009). La composicion final para 1 L: 50 g de Glucosa, 3 g de KH2POs, 0.5 g de
MgS0.4.7H,0, 0.5 g de KNOs3, 1.8 x 103 g de ZnSO4-7H20, 1 x 103 g de FeSO47H20, 1 x
103 g de Tiamina, 1 x 10-3 g de Acido nicotinico, 4 x 104 g CuSO4-5H,0 y MnSO4-H,0 3 x
10 g. Todos los componentes del medio de cultivo se disolvieron en agua desionizada y

se ajusté el pH a 5.5 (Calderon-Oropeza, 2009), para finalmente esterilizarlo por filtracion.
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Medio Vogel liquido. La composicion para 1 L es: Sacarosa 1.5 g, 1X sales de Vogel
(50X sales de Vogel: 150 g citrato de sodio -5H,0, 250 g KH2PO4 anhidro, 100 g NH4sNO3
anhidro, 10 g MgSO4 — 7H20, 5 g CaCl2>-2H,0), 5 mL de solucién de elementos traza, 2.5
ml solucién de biotina (0.1 mg/mL). La solucién de elementos traza contiene: En 195 ml
de agua destilada se disolvié: 5 g de acido citrico.H20, 5 g ZnS04.7H20, 1 g
Fe(NH4)2(S04)2.6H20, 0.25 g CuS04.5H,0, 0.05 g MnS0O4.H20, 0.05 g H3BO3 anhidro y
0.05 g Na:Mo004.2H,0 (tomado del Fungal Genetic Stock Center- www.fgsc.net).

Medio Vogel liquido modificado. Es la misma composicion del medio Vogel liquido,
unicamente se cambi6 la fuente de carbono de Sacarosa por arroz integral.

Medio Vogel solido. Es la misma composicion que el medio Vogel liquido, unicamente

se le adicion6 agar bacterioldgico al 1.5%.

VI.3 Obtencién de cultivos

Obtencién de esporas de C. /lindemuthianum. En cajas conteniendo PDA se
inocularon 100 yL de una suspension de esporas, se incubaron por 8 dias a 28°C,
recuperando las esporas con agua destilada estéril; las esporas se lavaron con agua
destilada estéril por centrifugacion y se almacenaron a 4°C.

Obtencién de conidias de N. crassa. En matraces Erlenmeyer de 500 mL que
contenian 100 mL de medio Vogel solido, se inocularon 5x108 conidias/mL y se incubaron
durante 4 dias a temperatura ambiente; las conidias se recuperaron con agua destilada
estéril y se almacenaron a 4°C.

Para la obtencion de ADN:

De C. lindemuthianum. Matraces Erlenmeyer de 500 mL que contenian 75 mL de
medio PDB (relacion medio:aire de aproximadamente 1:5), se inocularon 5x108
esporas/mL, se incubaron en agitacién constante a 28°C para recuperar el micelio a las
13 h. Las células se filtraron al vacio y se lavaron con agua con DEPC. EI micelio obtenido
se puso en tubos eppendorf y se almacenaron a -70°C.

Para la obtencion de ARN de C. /indemuthianum. Matraces Erlenmeyer de 500 mL
que contenian 100 mL de medio minimo modificado, se inocularon 5x108 esporas/mL, se
incubaron a 28°C en agitacion constante y se recuperé el micelio cada 48 h por 8 dias.
Las células se filtraron al vacio y se lavaron con agua con DEPC. El micelio obtenido se

recupero en tubos eppendorf y se almaceno a -70°C.
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Para la obtencion de ADN de N. crassa. Matraces Erlenmeyer de 500 mL que
contenian 75 mL de medio Vogel (relacion medio:aire de aproximadamente 1:5), se
inocularon con 5x108 esporas/mL; se incubaron en agitacién constante a 28°C para
recuperar el micelio a las 13 h. El micelio se filtr6 al vacio y se lavo con agua con DEPC.
El micelio obtenido se puso en viales y se almacenaron a -70°C.

Para la obtencion de ARN de N. crassa. Se realizé siguiendo el protocolo indicado por
Zhang y col., (2011). Consiste en crecer en matraces Erlenmeyer de 500 mL con 100 mL
de medio Vogel modificado (cambiando la fuente de carbono de glucosa por arroz integral
al 2%) inoculados con 5x108 conidias/mL. Se incubaron a 30°C en agitacion constante y
se recuperdé el micelio a los 5 dias. El micelio se filtr6 al vacio y se lavé con agua con

DEPC para almacenarlos en tubos eppendorf estériles a -70°C.

VI.4 Aislamiento de ADN genémico

Para la obtencion de ADN de C. /indemuthianumy de N. crassa, se siguid el protocolo
descrito por Reader y Broda (1985), el cual consiste en:

Micelio de 13 h de incubacién, se pasé a un mortero estéril y congelado y se pulverizé
con nitrégeno liquido. La muestra triturada se transfirié a tubos eppendorf limpios, donde
se adicion¢ el regulador de extraccion (200 mM Tris HCI 200 mM pH 8.5, NaCl 250 mM,
EDTA 25 mM y SDS 0.5%), en una relacion 480 yL/ 40 mg de homogenado inicial, y se
mezclé suavemente. Posteriormente, se le adicion6é un volumen igual de fenol:cloroformo
(1:1), realizando la extraccion por 10 min. La muestra se centrifugé a 12 000 rpm por 25
min a 4°C. Se tomoé la fase superior y se adiciond el mismo volumen (500 uL) de
cloroformo, se mezclé y centrifugd a 12 000 rpm durante 10 min a 4°C. De esta
centrifugacion se tomo la fase acuosa a la que se adicion6é 0.54 del volumen de
isopropanol (aprox. 250 pL), con la que se mezcl6 y centrifugo a 12 000 rpm por 10 min a
4°C, para eliminar el sobrenadante. Finalmente, el ADN se lavé con etanol al 70%,
centrifugando nuevamente a 12 000 rpm por 10 min, descartandose el sobrenadante, para
secar el ADN y resuspenderlo en 20 yL de TE (Tris-HCI 10 mM pH 7.5y EDTA 1 mM) de
pH 8. Para verificar la pureza del ADN obtenido, una alicuota de la solucion se aplicd a un
gel de agarosa (al 1%) en TAE 1X (Tris-acetato 0.040 M, EDTA 0.001 M a pH 8), al gel
también se aplicé una alicuota de marcadores de tamano (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA

Ladder, 100-3000 bp, Fermentas) y se dejaron resolver, usando TAE 1X como regulador
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de corrida. Después de la separacion, el gel se observo con un transiluminador de luz UV

y se le tomaron fotografias.

VL.5 Aislamiento de ARN total

La extraccion de ARN total se realiz6é por el método de Chomczynski y Sacchi (1987)
utilizando un sistema comercial (TRIzol Reagent, Invitrogene) que consistié en:

Pulverizar 0.1 g de micelio congelado a —70°C en un mortero con nitrégeno liquido. El
micelio triturado se pas6 a un tubo eppendorf estéril y se le adiciond 1mL de TRIzol, se
homogenizé ligeramente y se dejé incubando durante 5 min a temperatura ambiente.
Posteriormente, se adicionaron 200 pL de cloroformo/alcohol isoamilico (49:1),
homogenizando vigorosamente por 15 seg. Se incubd a temperatura ambiente y se
centrifugd a 10,000 rpm por 20 min a 4° C para obtener tres fases. Se recupero la fase
acuosa y se transfirid a otro tubo eppendorf estéril. La fase acuosa se precipitd con 0.5 mi
de isopropanol, se mezclé por inversion y se incubd durante 10 min a temperatura
ambiente. Se centrifugo a 10,000 rpm por 15 min a 4° C. Se desecho el sobrenadante y el
ARN se lavé con 1 ml de etanol al 75% frio (-20° C). Finalmente se centrifugd a 8,000 rpm
durante 5 min a 4° C. ElI ARN obtenido se secd a temperatura ambiente, se resuspendid
en un volumen final de 100 yl de H>O con DEPC estéril y se almaceno6 a —-70° C. De esta
solucion se tomé una alicuota, se diluyé con agua con DEPC y se determiné la
concentracion de RNA en base a su absorbencia a 260 nm (Az). Para calcular la
concentracion se tomd como factor Az = 1 = 40 ug/mL de ARN.

Para revisar la integridad del ARN total obtenido, las muestras se separaron por
electroforesis en un gel de agarosa al 1%, tehido con bromuro de etidio (1 mg/mL),
utilizando un indicador de corrida (Azul de bromofenol 0.25%, xilencianol FF 0.25% y
glicerol 30%) con un regulador de corrida TAE 1X (Tris-acetato 0.040 M, EDTA 0.001 M a
pH 8), a 80V por 45 min (Sambrook y Rusell, 2001).

VI.6 Alineamiento de secuencias homoélogas

Las secuencias de aminoacidos descritas para la CDH de varios organismos se
alinearon usando los programas BlastP y MegaAlign 7 en la opcion ClustalW utilizando
los parametros preestablecidos por los programas (Gap penalty 10, gap length penalti

0.2, % divergencia esperado 30, peso de transicion del ADN 0.5) y las secuencias de
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nucledtidos se alinearon utilizando el programa DNASTAR MegaAlign 7 utilizando los

parametros preestablecidos.

VI.7 Disefo de oligonucleétidos

Con el alineamiento de secuencias se buscaron zonas conservadas de las proteinas
para disenar oligonucleétidos. Este disefio se realizé con el programa DNASTAR
PrimerSelect para obtener el par de oligonucleétidos para cada organismo. Una vez
obtenidos, se analizaron y se degeneraron de acuerdo al uso de codones de C.
lindemuthianum. Para los genes cdh de N. crassa, los oligonucleétidos no se

degeneraron.

VI.8 Obtencién de un fragmento del gen cah

Usando los pares de oligonucleétidos del gen cadh disenados, y tomando en cuenta
las temperaturas de alineamiento proporcionadas por el proveedor (SIGMA-ALDRICH), se
realizaron reacciones de amplificacion (PCR) usando un gradiente de temperaturas de
alineamiento, hasta obtener fragmentos de la longitud esperada. Las temperaturas fueron:
AF67°C; Nf=66°C; Ac= 55°C, Afla=62°C, 2Nf=T70°C, Hi=55°C, AHi= 60°C, NcB828 =
74°C, Nc829 = 74°C, con las siguientes condiciones:

Condiciones de amplificacién (30-35 ciclos)
DR Extension
Desnaturalizacion inicial o Alineamiento » .
Desnaturalizacién . Extension final
(Gradiente)
95°C/5 min 95°C/1 min 45-65°C/1 min 72°C/1 min | 72°C/ 10 min

El niumero de ciclos fue de 30 a 35. En un volumen total de 20 L, las reacciones de
PCR contenian: regulador para Taq ADN polimerasa, ADN gendémico a diferentes
concentraciones, dNTPs 200 uM, MgCl. 2.5 mM, Taqg DNA polimerasa 1 U y los
oligonucledtidos a una concentracion de 0.5 uM. El producto de la reaccion se analizo en
un gel de agarosa al 1% utilizando TAE 1X (Tris-acetato 0.40 M y EDTA 0.001 M) como
regulador y 70 voltios. Las muestras de DNA se mezclaron con indicador de corrida (Azul
de bromofenol 0.25%, xilencianol FF 0.25% y glicerol 30%) y con 5 pyL de bromuro de
etidio (1 mg/mL), antes de ser aplicadas al gel, el cual se observé en un transiluminador

de luz UV después de la separacion.
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Para los RT-PCR se us6 ARN de diferentes tiempos (2, 4, 6, 8 y 10 dias de
incubaciéon bajo induccidn), tratado con DNAsa | (Grado amplificacién, Invitrogen) y
siguiendo las indicaciones del proveedor (Super Script® One-Step RT-PCR with
Platinum® Taqg- Invitrogen). Brevemente consistidé en 1 ug de la muestra de ARN fue
tratada con DNasa | (1 pL) y se incub6 por 15 min a temperatura ambiente, después de lo
cual se inactivdé con 1 yL de EDTA 25 mM y calentamiento por 10 min a 65°C. Para la
reaccion de RT-PCR, se tomaron 5 yL de ARN, 25 pL de mezcla de reaccion 2X
(proporcionada en el kit), 1 yL de cada uno de los oligonucleétidos (AMd, 10 uM), 7aq RT 2
uL y agua tratada con DEPC para un volumen final de 50 pL. Las condiciones de

amplificaciéon fueron:

Sintesis L Condiciones de amplificacidn (35 ciclos) Extension
Desnaturalizacion T . - — .
ADNc Desnaturalizacion | Alineamiento | Extensidn final
° . o . o . o . o . 72°C/ 10
55°C/20 min 94°C/3 min 95°C/1 min 49°C/1 min | 72°C/1 min min

Para la obtencion de un fragmento del gen cdh de C. lindemuthianum, Unicamente se
amplific6 ADNc usando como templado ARN obtenido al octavo dia en condiciones de
induccioén. Para los ensayos posteriores de expresion del gen cdh se usaron los tiempos

2,4, 6y 8 dias postinoculacion.

VI.9 Purificacion de fragmentos de ADN en geles de agarosa de bajo punto de fusién
Una vez contando con las diferentes muestras de ADN, se les realizé un analisis
electroforético y se procedid a purificar los fragmentos de interés siguiendo las
indicaciones del sistema comercial Silica Bead DNA Gel Extraction Kit (Fermentas®).
Brevemente, consiste en una vez cortadas las bandas, se adiciondé amortiguador de
fusion y se calenté a 55°C por 5 min. Se le adicion6 la solucién de polvo de silice y se
incub6 nuevamente a 55°C por 5 min. Se centrifugd por 10 seg a maxima velocidad y se
descarto el sobrenadante. La muestra se resuspendié en amortiguador de lavado y se
centrifugd por 5 seg a maxima velocidad, esto se repiti6 3 veces. La muestra se dejo
secando por 15 min, se resuspendié en agua desionizada y se incub6 a 55°C por 5 min.
El sobrenadante se recuperé en un tubo nuevo y se verificd su pureza siguiendo las

indicaciones descritas en parrafos anteriores.
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VI.10 Ligacién y transformacién

La ligacion del fragmento obtenido y la transformacion de células de E. coli se
realizaron siguiendo las indicaciones del proveedor del vector pCR®2.1-TOPQO®
(Invitrogen®).

Brevemente, se realizé la mezcla de ligacion que contenia en: 4 uL de producto de
PCR fresco, 1 pyL de solucién salina y 1 pL de vector. La mezcla se incubé 5 min a
temperatura ambiente. 2 uL de la reaccién se utilizaron para transformar 50 uL de células
competentes de £. coli; se incubaron por 20 min en hielo, seguidas de un choque térmico
de 30 seg a 42°C. A las células se les adicionaron 250 yL de medio LB y se incubaron a
37°C, 200 rpm y 1 h. 50 yL de células se inocularon en medio selectivo LBA con
ampicilina a una concentracién de 50 uyg/mL y 40 mg/ml X-gal. Se incubaron a 37°C por

14-16 h y se realiz6 la seleccion de las colonias positivas.

VI.11 Obtencién de ADN plasmidico (Minipreparaciones)

De las clonas positivas obtenidas por la transformacién se obtuvo el ADN plasmidico
por la técnica de lisis alcalina (Birnboim y Doly, 1979), la cual consistié en inocular 2 mL
de medio (LB) que contenia ampicilina a una concentracion de 50 pug/mL con una unica
colonia transformada de E. coli y dejarlo incubando toda la noche a 37°C con agitacion
constante (200 rpm). Posteriormente, se tomaron 1.5 mL del cultivo y se centrifugaron a
maxima velocidad por 30 seg a 4°C; se elimind todo el medio cuidadosamente para dejar
las células sin liquido. Las células se suspendieron en 100 uL de solucién de lisis fria |
(50 mM de glucosa, 25mM de Tris-HCI pH 8 y 10 mM de EDTA pH 8). Posteriormente se
le adicionaron 200 pL de solucion alcalina Il (0.2 N de NaOH y 1% de SDS, preparada al
momento de usarla), se mezcld vigorosamente por inversion 5 veces y se incubaron en
hielo durante 3-5 min. Después se le adicionan 150 uL de solucion alcalina Il (60 mL de
acetato de potasio 5M, 11.5 mL de acido acético glacial y 28.5 mL de H->O. La solucion es
3 M con respecto al potasio y 5 M con respecto al acetato), se homogenizé por inversién
y se incubaron en hielo por 5 min. El lisado bacteriano se centrifugé a maxima velocidad
por 5 min a 4°C. El sobrenadante se transfiri6 a un tubo nuevo y se le adicion6 un
volumen igual de fenol: cloroformo (l:l), se mezcl6 y se centrifugd a la maxima velocidad
por 2 min a 4°C. La fase acuosa (capa superior) se transfirié a un tubo nuevo. Los acidos
nucleicos se precipitaron adicionando 2 volumenes de etanol absoluto a temperatura

ambiente, se mezcld bien y se incubd por 2 min a temperatura ambiente, para después
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centrifugar por 5 min a 4°C. Después de esto, se elimind el sobrenadante y el ADN se
lavé con 1 mL de etanol al 70%, nuevamente se centrifugd por 2 min a 4°C, el etanol se
removid cuidadosamente y el precipitado se resuspendié en 50 uL de regulador TE (Tris-
HCI 10 mM pH 7.5y EDTA 1 mM) de pH 8.

VI.12 Obtencién de ADN plasmidico en altas concentraciones (Midipreparaciones)

Se siguidé la misma metodologia que en la seccion anterior, sélo que los cultivos
fueron de 10 mL. EI ADN obtenido se suspendié en 100 uL de regulador TE (Tris-HCI 10
mM pH 7.5y EDTA 1 mM) de pH 8.

VI.13 Experimento tipo Southern

Al ADN genémico obtenido como se especifica en la seccion Vi.4 de este capitulo, se
le determind la concentracion a Azo nm. De esta solucion se tomaron 10 ug para digerir
con las enzimas EcoRl, Psd, Xho, BamH|l y Hindll, usando los reguladores
recomendados por el proveedor y en un volumen final de 20 uL. Las mezclas de reaccién
se incubaron por 16 h a 37°C. Después de este tiempo, a las mezclas de restriccion se les
adicion6 1/6 del volumen de un indicador de corrida (Bromofenol 0.25%, xilencianol FF
0.25% vy glicerol 30%) y se aplicaron a un gel de agarosa al 1% en TAE 1X, con bromuro
de etidio, de 14 cm de longitud. Se aplico al gel un voltaje constante de 30 Volts/cm?, para
permitir una buena separacién de los fragmentos de restriccion. Como marcador de
tamano se emple6 una alicuota de ADN del fago A cortado con Psd. Después que el
frente alcanzo los 13 cm, el gel se retird de la camara de electroforesis y se le tom6 una
foto. Enseguida, los geles se prepararon para la transferencia a membranas de nylon
(Hybond N*), de acuerdo a las recomendaciones del fabricante. Brevemente, el gel se
coloco en una solucién de HCI 0.25 N por 20 min, se enjuagé con agua destilada; luego
se colocd en una solucion de NaOH 0.4 N (solucion desnaturalizante) por 30 min. Se
enjuagdé nuevamente con agua destilada, se coloco en una solucion de Tris 0.5 M de pH 7
y NaCl 1.5 M (solucién neutralizante) por 20-30 min, se enjuagd con agua desionizada y
se colocd en una solucion de SSC 6X (una solucién 20X de SSC contiene NaCl 3 M y
citrato de sodio 0.3 M), la cual también se emple6 como solucién de transferencia.
Finalmente el gel se dispuso para la transferencia.

Después de la transferencia, la membrana se enjuagé en una solucion SSC 3X, se

dejoé secar a temperatura ambiente y se fijo por exposicion a luz UV y posterior incubacion

IIOB-UMSNH



Maestria en Ciencias en Biologia Experimental | 27

a 80°C por 1 h. Después de fijada, la membrana se empled para la hibridacién tipo
Southern, para lo cual la membrana se colocdé en una solucién de pre-hibridacion
(Na2HPO4 0.5 M de pH 7.5, SDS al 7%, EDTA 1 mM y albumina al 1 %). En esta solucién
se incubd por un minimo de 2 h a la temperatura de hibridacion.

Para el marcaje del fragmento que se emple6 como sonda homologa, el fragmento
cadh de C. lindemuthianum que ya se encontraba insertado en el plasmido pCR2.1-
TOPO® (Invitrogen®) fue cortado con EcoRl por 2 h a 37°C y analizado en geles de
agarosa al 1% en TAE 1X con bromuro de etidio, usando como marcador de tamafo una
alicuota de ADN de 100 a 3000 pb (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder, 100-3000 bp,
Fermentas). Después de la electroforesis los fragmentos se purificaron de acuerdo a lo
descrito en la seccion Vi.9 de este capitulo. Una alicuota de la solucion que contenia el
fragmento se analizé en un gel de agarosa para calcular su concentracion. De estos
fragmentos purificados se tomaron de 2.5 a 55 ng para el marcaje usando el sistema
comercial (Rediprime Il DNA Labelling System, Amersham-GE). La sonda radioactiva se
adicioné a la soluciéon de prehibridacion en donde se encontraba la membrana. La
hibridacion se llevo a cabo en un horno con agitacion y a una temperatura de hibridacion
variable. Al dia siguiente, se recupero la solucion con la sonda y se guardé a -20°C para
Su uso subsecuente. La membrana se lavé dos veces con una solucion Na;HPO4 100
mM, SDS al 0.5% y EDTA 1 mM por 30 min; después se realiz6 un lavado mas con una
solucion de Na;HPO4 40 mM, SDS al 0.5% y EDTA 1 mM por 30 min cada uno a la
temperatura de hibridacion. Se elimind el exceso de liquido de la membrana y se coloco
entre hojas de plastico transparente. Se colocd la membrana en un “cassette” de
autoradiografia, sobre ella se colocé la pelicula fotografica y se incubé a -70°C por
tiempos variados. Después de este tiempo, la pelicula se reveld para detectar las senales

de hibridacion.

VI.14 Experimento tipo Northern

Después de obtener las diferentes muestras de ARN total de los diferentes tiempos
de incubaciéon de C. lindemuthianum, se determiné su concentracion por Azsonm. De cada
muestra se tomaron 40 ug y se sometieron a una separacién en un gel de agarosa en
condiciones desnaturalizantes, el cual se prepara con 1.5 g de agarosa, 17 mL de
formaldehido (40% vol/vol), 10 mL de MOPS 10X (acido 3-(N-morfolino) propano sulfénico
0.2 M, acetato de sodio pH 7 0.05 M y EDTA 0.01 M) y 2 uL de bromuro de etidio (10
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mg/mL). Las muestras de ARN se desnaturalizan antes de colocarlas en el gel en una
mezcla que contenia 40 pg de ARN, 20 pyL de formamida desionizada, 4 yL de MOPS
10X, 6.4 uL de formaldehido (40% vol/vol) y 5 uL indicador de corrida (Azul de bromofenol
0.25%, xilencianol FF 0.25% y glicerol 30%). La solucion se incub6 a 65°C por 1 h, se
enfrio rapidamente en hielo y se aplicé al gel. Como marcador de tamano se aplicé al
mismo gel una alicuota del marcador de ARN de 0.5-10 Kb (Invitrogen), tratada de la
misma manera que las muestras. Después de la electroforésis, se tomaron fotografias del
gel y se prepard para la transferencia a membranas de nylon.

Para la transferencia, el gel se lavé con agua tratada con DEPC, luego se coloca en
una solucion de SSC 10X y en esta misma solucion se transfiri6. Las membranas usadas
para la transferencia fueron Hybond N* (Amersham). La transferencia se dejé proceder
por 16 h y posteriormente, la membrana se fijo por exposicion a luz UV y posterior
incubacién a 80°C por 1 h.

Para la hibridacion, la membrana se colocé en una solucion de pre-hibridacion
(NazHPO4 0.5 M de pH 7.5, SDS al 7%, EDTA 1 mM y albumina al 1 %), se incubd a
temperaturas variadas por un minimo de 2 h y se adicioné la sonda marcada. Las
hibridaciones se llevaron a cabo a temperaturas variadas por 15 h. Después de este
tiempo, se retird la sonda y las membranas se lavaron dos veces con una solucién
Na;HPO4 100 mM, SDS al 0.5% y EDTA 1 mM por 30 min; después se realiz6 un lavado
mas con una solucién de Na;HPO4 40 mM, SDS al 0.5% y EDTA 1 mM por 30 min cada
uno. Todos los lavados se realizaron a temperaturas variadas. Posterior a los lavados se
eliminé el exceso de liquido de las membranas, se colocaron entre hojas de plastico
transparente y se expusieron a pelicula fotografica en cassetes incubados a -70°C por
tiempos variados. Después de este tiempo, la pelicula se reveld para detectar las senales

de hibridacion.
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VIl. RESULTADOS
VII.1 Identificacién del gen cdh de C. lindemuthianum

VII.1.1  Aislamiento de acidos nucleicos de C. lindemuthianumy N. crassa

El ADN es de gran peso molecular e integro, en el cual se observd el mismo patrén
de senales electroforéticas en las repetidas extracciones que se realizaron. En la Figura
4a y 4b se muestra un gel representativo de la extraccion de ADN tanto de C.

lindemuthianum (Figura 4a) como de N. crassa, hongo usado como referencia (Figura 4b).

Figura 4. Anélisis electroforético de 4cidos nucleicos de C. lindemuthianum y N. crassa.
ADN total de C. lindemuthianum a) y de N. crassa b). ¢) Separacién electroforética de ARN
total de C lindemuthianum de micelio de 2, 4, 6 y 8 dias de incubacién (carriles 1, 2, 3 y 4,
respectivamente) y de V. crassa de 5 dias de incubacién (carril 5).

De los cultivos de C. /indemuthianum se obtuvo ARN total en los tiempos 2, 4, 6y 8
dias postinoculacion; para N. crassa se obtuvo de micelio de 5 dias. En la Figura 4c se

muestra una imagen representativa de los ARNs de C. /indemuthianumy de N. crassa.

VIl.1.2 Busqueda de secuencias conservadas de los genes cadh

Se realiz6 una busqueda de todas las secuencias de aminoacidos y nucleétidos
descritas para la CDH en la base de datos del GenBank. Se eligieron las secuencias que
tuvieran entre 740 y 860 aminoacidos.

Se encontraron mas de 300 secuencias con homologia a la CDH (Febrero 2010), de

las cuales so6lo 18 cumplian con el tamano establecido, 9 corresponden a ascomicetos y 9
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a basidiomicetos (Cuadro 6). De las nueve reportadas para ascomicetos, solo las de M.

thermophila, H. insolensy N. crassa han sido caracterizadas.

Cuadro 6. Secuencias de CDH consideradas para este estudio. Con un asterisco se
muestran a los organismos cuya CDH se reporta como hipotética.

No. de No.
Division Organismo residuos de de No. De acceso
aminoacidos bases
Myceliophthora thermophila 828 2487 AAC26221
Humicola insolens 785 2358 AAF69005
Neosartorya fischeri NRRL 181* 791 2376 EAW19340
Aspergillus flavus* 857 2574 EED47548
Ascomicetos Pyrenophorfctrété;/;repent/s Pt- 363 2592 EDU42497
Aspergillus clavatus NRRL 1* 791 2376 EAW14611
Aspergillus fumigatus Af293* 805 2418 EDP55266
Neurospora crassa* 828 2487 NUC05923
829 2490 NCU00206
Phanerochaete chrysosporium 773 2322 AAB92262
Trametes versicolor 768 2307 AAC50004
Pycnoporus cinnabarinus 769 2310 AAC32197
Grifola frondosa 768 2307 BAC20641
Basidiomicetos Athelia rolfsii 771 2316 AAO64483
Grifola frondosa 768 2307 BAC20641
Coniophora puteana 774 2325 BAD32781
Irpex lacteus 777 2334 BAD36748
Ceriporiopsis subvermispora 774 2325 ACF60617

Con el alineamiento de las secuencias, se encontré un porcentaje de similitud de
entre el 35 y 40%. Posteriormente, se alinearon por separado las secuencias de los
ascomicetos y las de los basidiomicetos, obteniendo porcentajes de similitud del 36 al 77
y del 65 al 83%, respectivamente, ver el Cuadro 7. También se determiné el porcentaje
de similitud en el dominio de unién al grupo Aemo en las secuencias de los ascomicetos,
encontrando de un 33 al 66% de similitud (Cuadro 7). Estas secuencias mostraron de 54 a
79% de similitud en el dominio de unién al grupo FAD (Cuadro 7). Se utilizaron las
secuencias de los organismos mas relacionados a C. /indemuthianum en el dominio de

unién al grupo hemo para el disefio de varios oligonucleétidos.
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Cuadro 7. Similitud de las secuencias CDH. De ascomicetos y basidiomicetos; del
alineamiento del dominio de unién a Citocromo de ascomicetos; y del alineamiento del dominio
de unidn al grupo FAD de ascomicetos.

Porcentaje de similitud de las secuencias de nucleétidos
Por dominio de unién a

Organismo Por Entre coenzima
organismo organismos Citocromo grupo FAD

Basidiomicetos 65-83 35.40 - -

Ascomicetos 36-77 36-64 54-79

VIl.1.3  Obtencién de un fragmento del gen cah

Para la amplificacion de un fragmento del gen cdh se disefiaron nueve pares de
oligonucledtidos a partir de las secuencias de los genes cadhde A. fumigatus, A. clavatus,
A. flavus 'y N. fischieri, H. insolens'y N. crassa, los cuales amplificaban regiones de entre
200 y 500 pares de bases. En el Cuadro 8 se muestran los oligonucleétidos disefiados, la
clave de referencia, el organismo del cual se tomé la secuencia y el numero de acceso de

la secuencia en el GenBank.

Cuadro 8. Secuencia de los oligonucleétidos disefiados para la busqueda del gen cdh.
Clave de referencia, secuencia de los oligonucledtidos, nombre del organismo del cual se
obtuvieron y nimero de acceso en el GenBank. En las secuencias degeneradas la nomenclatura
es: Al adenina; T: timina; G: guanina; C: citosina; N: A+T+G+C; Rt A+G; Y: C+T; M: A+C; S:
G+C; W: A+T, H: A+T+C.

Referencia Oligonucleétido Directo Referencia Oligonucleétido Reverso Organismo ach:.egce;
Affl ACNGTNCCNACNWSYCARACM Afr2 GMNGCNGARGARCARMGNGTNGTN A, fumigatus EDP55266
Nffl YTNCCNWSYACNGCNYTNACNACN Nfr2 CCNGTNGTNGTNCCNGGN N. fischieri EAW19340
Acfl ACNTGGACNATGCCNGCNACN Acr2 GGNGGNGCNYTNGTNATH A. clavatus EAW14611

Aflafl WSNWSNGCNGGNTGGTGY Aflar2 MGNGTNMGNMGNGCNYTN A. flavus EED47548
2Nff1 CTCCCCWSNACSGCCYTSACSACS 2Nfr2 CCCCGTSGTSGTSCCCGGCGA N. fischieri EAW19340
Hif CAWSNGACCCTGGCTACTGC Hir AWSNACSACSGARGACGARAT H. insolens AAF69005
AHif ATGGAYGGNAARYTNTAYMGNGAYGA AHir AARTTYTCNCKNGCRTCNGC H. insolens AAF69005
Nclf TACACCGGAAATGCAACCCTGACC Nclr AGCACCGGCGCCAACGATG N. crassa NUC05923
Ncllf GCGGCGGTGGCTTCATTGCT Ncllr GGGCCCCCTTATTGCTGGTAGAAA N. crassa NUC00206

Se realizaron ensayos con los siete juegos de oligonucleétidos, obteniendo
amplificaciones con los pares Nfde aproximadamente 2000 pb, 2Afde 613 pb, Hiy Nd
(Figura 6a y 6b). Con los alineamientos de estas secuencias, se encontré que la que
correspondia al gen cdh era el fragmento amplificado con los oligonucleétidos AMd (Figura
5). En el Cuadro 9 se muestran los resultados obtenidos. Cabe sefalar que también se
amplifico un fragmento de aproximadamente 500 pb de los genes cdh |y Il de N. crassa,

(Figuras 6¢ y 6d, respectivamente).
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cga agt tgg ctc ggc tgg cgg ctc gga tcc agt gag tac tgg gtc gga tgc cct gtt tca gea cat gtt agt aac cat atg aca aag cgc ata gaa
RS WLGWRLGSSE YWV GCPVSAHVSNHMMT KR R I E
caa aac gta ccc aga gca gtc agc agt agt ggt ctt cgt ggc aga agc cca agc gta ggt atg cgg gac tat ctc gag agg cgc tcc ata ttg acc
QN VPRAVSSSGLRGRS?PSVGMARDYULERRS I LT
aaa ccc att gtc atg aaa gcc gga aat ggc ctt gtc agg gea agt cgg gtt ctg aag att tcc ctt ggc cge ggc acg gee caa gac gag aag gec
K P 1VMIKAGNGIULVRASIRVL K 1T SLGR GTAQDTE K A
act gct ggt tac get tec ctt get tece tee ttg gtt cca tge gaa aca gte ctg gea geg ata gat caa ttc gaa ctg tgt cga gtt cac agt ggc aga
TAGYASLASSLV?PCETVLAAIDOQFETLCRVHS G R
gat ctg ggt cag ggt tgc att t
DLGOQGC I

Figura 5. Secuencia amplificada del gen cdh de C. Ilindemuthianum. Secuencia
nucleotidica y aminoacidica amplificada con los oligonucledtidos Nel del gen cdh de C.

Ilindemuthianum.
Marcador Marcador
Kb Kb
3
2
0.5
1
0.5
Marcador Marcador
Kb Kb
3
2
1
0.5

0.5

Figura 6. Aniélisis electroforético de los fragmentos obtenidos por PCR con
oligonucleétidos disefiados para el gen cdh. PCR con oligonucleétidos diseniados para el gen cdh
Ia) yb) cdh 1l de N. crassa y ADN de C. lindemuthianum; c¢) cdh1y d) cdh 11 de N. crassay
ADN de M. crassa. Carril 1: marcador de tamario 100 pb; carriles restantes, amplificaciones
obtenidas. La flecha indica el fragmento amplificado.
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Cuadro 9. Porcentaje de similitud de los fragmentos amplificados con oligonucleétidos para
el gen cdh. Se presenta la clave de referencia, nombre del organismo del cual se obtuvieron,
numero de acceso en el GenBank, fragmento esperado, fragmento amplificado, secuencias
obtenidas y porcentaje de similitud de estas secuencias con los genes cdh descritos.

0
Ref. Organismo  No. de acceso Fragmento Fragr.n.ento Secuencia - Afle
esperado amplificado similitud

. No

Af A. fumigatus EDP55266 364 amplificado

Nf N. fischieri EAW19340 310 2000 No secuenciado

Ac A. clavatus EAW14611 369 NO

amplificado
No

Afla A. flavus EED47548 326 amplificado

GAATTCGCCCTTCCCCGTGGTGGTCCCCGGCGAGGG
GAGGGGAACCATGACGGGCGTATGTGATATTGTATC
CAAGTTGAGTCATATCACGAGGTAGAACCAACCCGT
CCTCGGGATAATCAAACATACTACGTCCCATGTTTCT
CGCTTTTTTTCCCTCTTCTCTAGTCCACTGTAATTACCT
GTATAAGTATCAGGATACCGATCGATTGGCTCAGAA
AATGGCTTATTGGCTTACGTGAGAAACCCTAGCATAT
Nf2 N. fischieri EAW19340 310 613 ACCAATGGGACTTGACAATTTTGAGGGGTTCAATTT 0

GTTAGCCCCTGAAAAGTGCGCAAGATACACCAAGAC
ATTAACCCTGTCATTCACAGCGGTCTCCACACGTGAA
ATTTGGTGTGGGCCACCGTCAGAGTCCCCGTAAGTG
GACCAGGGTCTGGCTCGGGCATTGCTTAGTTCACTA
AGCTTTCCTTGGCACTGCTCGGATTTTATTGGTCTTG
CTCTGCTTTTTCTAGCGTCCGTCAAGCCAGAAAGCCG
TCGTCAAGGCCGTCCTGGGGAGAAGGGCGAATTC

Hi H. insolens AAF69005 297 -
GAATTCGCCCTTATGGATGGTAAACTATACCGGGAC
GAGCTCAAGAAGCGCAAGTACGCTAAATGGCAACC
. . GGATCGATTAGGTCTCACGACCGATGATGAAGACAA
AHi H. insolens AAF69005 204 192 0

CGACAACTACAACTACAACAATAATGAGGGGGAGG
AGAACATACCATCATCCAGCTGATGCGCGCGAGAAT
TTAAGGGCGAATTC

CGAAGTTGGCTCGGCTGGCGGCTCGGATCCAGTGA
GTACTGGGTCGGATGCCCTGTTTCAGCACATGTTAG
TAACCATATGTGAACAAAGCGCATAGAACAAAACG
TACCCAGAGCAGTCAGCAGTAGTGGTCTTCGTGGCT
AAAGAAGCCCAAGCTGAGTATgAGGTATGCGGGAC
TATCTCGAGAGGCGCTCCATATTGACCAAACCCATT
Nel N. crassa NCU05923 480 424 GTCATGAAAGCCGGAAATGGCCTTGTCAGGGCAAG 87

TCGGGTTCTGAAGATTTCCCTTGGCCGCGGCACGGC
CCAAGACGAGAAGGCCACTGCTGGTTGATACGCTT
CCCTTGCTTCCTCCTTGGTTCCATGCGAAACAGTCCT
GGCAGCGATAGATCAATTCGAACTGTGTCGAGTTC
ACAGTGGCAGAGATCTGGGTCAGGGTTGCATTT

No

Ncll N. crassa EAA27355 510 e
amplificado

VII.1.4 Obtencién de una sonda del gen cah

Para la obtencion de una sonda que no tuviera intrones del gen cdh se realizaron
ensayos de RT-PCR usando los oligonucleotidos disefiados para el gen cdh | de N.
crassa y teniendo como templado ARN de M. crassa para la obtencién de una sonda
heteréloga y de C. /lindemuthianum para la obtencion de una sonda homéloga. Ambas
amplificaciones fueron de alrededor de 500 pb. En la Figura 7 se muestra los analisis
electroforéticos de las reacciones realizadas. Las temperaturas de alineamiento
seleccionadas para realizar el ensayo fueron 49°C para C. /indemuthianumy 60°C para N.

crassa.
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Figura 7. Amplificaciéon por RT-PCR de una sonda homéloga y heteréloga del gen cdh I de
C. lindemuthianum. Las reacciones se realizaron con oligonucledtidos disefiados en base al gen
cdh 1 de N. crassa'y usando como templado 1 pg de ARN de C. lindemuthianum (carril 2) y de
N. crassa (carril 3). Con la flecha se indica el fragmento esperado de aproximadamente 500 pb.

El fragmento obtenido fue ligado al vector pCR®2.1-TOPO® (Invitrogen), para luego
transformar células competentes de E£. coli De las clonas positivas, se obtuvo ADN
plasmidico que se sometid a una restriccion de acuerdo a lo descrito en materiales y
meétodos. Se secuenciaron dos clonas que tuvieran el inserto del gen cdh de N. crassay
dos de C. lindemuthianum. E| fragmento del gen cdh de N. crassa presenté un 99% de
identidad al reportado en la base de datos NCBI. El fragmento del gen cdh de C.
lindemuthianum present6 un 87% de similitud al gen cdh | de N. crassa. En el Cuadro 10
se presentan los porcentajes de similitud obtenidos del fragmento cdh de C.
lindemuthianumy otras secuencias reportadas en el NCBI.

Estos fragmentos del gen cdh se marcaron radioactivamente para usarlos como
sonda heterdloga (V. crassa) y homologa (C. /indemuthianum), de acuerdo a lo descrito

en materiales y métodos.

Cuadro 10. Similitud del fragmento cdh de C. Ilindemuthianum con secuencias
nucleotidicas reportadas en el NCBI. Se indica el organismo, la proteina y el % de similitud.

Organismo Proteina % Similitud
Neurospora crassa OR74A Celobiosa deshidrogenasa 87
Sordaria macrospora Proteina hipotética CDH 86
Humicola insolens Celobiosa deshidrogenasa 55
Aspergillus clavatus Celobiosa deshidrogenasa 36
Stachybotrys bisbyi Celobiosa deshidrogenasa 16
Hordeum vulgare Proteina hipotética 8
Mus musculus Clona RP23-145M5 7
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VII.2 Identificacién del niumero de copias del gen cdh en C. lindemuthianum

Marcador
Kb

Marcador = 1
Kb Tk

11

Figura 8. Hibridacién tipo Southern del gen cdh de C. lindemuthianum. a) y c) Gel de
agarosa con muestras de ADN de C. lindemuthianum digerido con FcoRI, HindlIIl, Xhol,
BamHIy Pstl. (Carriles 3, 4, 5, 6 y 7, respectivamente). En ambos geles el carril 1 es: Marcador
de tamafio (fago A cortado con Pstl). Placa de autoradiografia obtenida de las membranas
hibridadas con una sonda heteréloga b) y una sonda homéloga d). Las flechas indican las
senales obtenidas al realizar la hibridacién.

c)

Muestras de ADN (20 pg/uL) de C. lindemuthianum fueron tratadas con diferentes
enzimas de restriccion: EcoR/, Hindlll, Xhol, BamH/y Pstl. En las Figuras 8a y 8b se
muestran imagenes representativas del analisis electroforético de las muestras y del
revelado de la placa, respectivamente. En las Figuras 8c y 8d se muestran el gel con el
ADN cortado con diferentes enzimas y la placa colocada sobre la membrana,

respectivamente. Ambas hibridaciones dan el mismo nimero de senales. Para todas las
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muestras de ADN cortadas con las diferentes enzimas se observd una doble senal. Las

sefales se observaron a la altura de los 2 a las 8 Kpb de acuerdo al marcador utilizado.

VII.3 Determinacioén de la expresion del gen cdh de C. lindemuthianum

Para determinar los niveles de expresion del gen cdh de C. lindemuthianum se realizé
un analisis tipo Northern, mediante la hibridacién con una sonda heteréloga (ADNc de cdh
de N. crassa) y con una homoéloga (ADNc del gen cdh de C. lindemuthianum). En las
Figuras 9a y 9b se muestran el gel desnaturalizante de las muestras de ARN y la placa
que estuvo en contacto con la membrana, respectivamente. En las Figuras 9c y 9d se
muestran el gel de las muestras de ARN y la placa revelada que estuvo en contacto con la
membrana, respectivamente.

En las autoradiografias obtenidas con ambas sondas, se observa el mismo patrén de
senales, donde la banda que representa al ARNm del gen cah de C. lindemuthianum,
aparece desde el segundo dia (carril 1 de las Figuras 9b y 9d) y cuya intensidad aumenta
con respecto al tiempo de incubacion en presencia del inductor. Las senales se observan
a la altura de las 2 a 3 Kpb, lo que indica el tamafio del transcrito. En la Figura 10 se
presenta la grafica obtenida de un analisis densitométrico realizado con las placas de las
hibridaciones homodloga y heterdloga. Se tomé como base la sefial del tiempo uno (dos
dias de incubacion con inductor).

Se realizaron ensayos de RT-PCR con 1 pg/yL de ARN de C. /indemuthianum
obtenidos a los tiempos ya indicados. Ademas se incluyd un tiempo cero, correspondiente
a ARN de C. /indemuthianum recuperado al segundo dia sin induccion, ademas de ARN
de N. crassa, el cual fue el control positivo.

En la Figura 11a se muestra el andlisis electroforético del ensayo de RT-PCR. En la
Figura 11b se muestra la grafica del andlisis densitométrico, para este analisis, la
densidad de la banda obtenida para las condiciones sin induccién, se tom6é como base

para cada uno de los tiempos.
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Figura 9. Anilisis de expresién del gen cdh de C. lindemuthianum. En a) y c) se muestran
los geles desnaturalizantes de los ARN de C. lindemuthianum obtenidos de micelio a los 2, 4, 6
y 8 dias de incubacién en condiciones de induccién. (Carriles 3, 4, 5 y 6, respectivamente).
Carril 1: Marcador de tamafio (0.5 a 10 Kb). Autoradiografia de las membranas de la
hibridacién usando una sonda heteréloga b) y una sonda homéloga d).
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Figura 10. Anaélisis densitométrico de la expresion del gen cdh de C. lindemuthianum.
Aumento de los niveles de expresion del gen cdh de C. lindemuthranum cuando es crecido con
dextrosa al 5%. Se grafican las densidades de las bandas obtenidas con la sonda homoéloga y con
la sonda heteréloga. Se us6é como base uno la expresién obtenida al tiempo uno (micelio de dos
dias en presencia del inductor). Las barras gris oscuro corresponden a la sonda homéloga y las
barras gris claro a la homéloga.
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Figura 11. Anélisis semicuantitativo de expresién del gen cdh de C. lindemuthianum. a)
Ensayo de RT-PCR con muestras de ARN recuperado de micelio de C. lindemuthianum a los
tiempos 2, 4, 6 y 8 dias de incubacién con dextrosa al 5% como inductor (carriles 2 al 5,
respectivamente); RT-PCR del gen cdh de C. lindemuthianum con muestra de ARN recuperado
de micelio al segundo dia sin induccién (carril 1). RT-PCR del gen cdh de N. crassa usando ARN
recuperado al quinto dia de incubacién (carril 6). b) Analisis densitométrico de los niveles de
expresion del gen cdh en condiciones de induccidon, sin induccién y del gen cdh I de N. crassa.
Se us6 como base uno la expresién obtenida al tiempo uno (dos dias de incubacién con dextrosa
al 2%).
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VIIl.  DISCUSION

El estudio de la CDH ha aumentado continuamente debido a sus multiples
aplicaciones industriales (De Luca y col., 2000, Henriksson y col., 2000). Se sugieren
dos areas principales: uso analitico como biosensor y en ensayos enzimaticos para la
deteccion y cuantificacion de sustratos y moléculas analogas, asi como usos
biotecnoldgicos en la industria del papel o alimenticia, en biorremediacion/biodegradacion
y biocatalisis (Zamocky y col., 2006). La mayoria de las investigaciones se han enfocado
en la enzima de Phanerochaete chrysosporium (Bao y col., 1993; Henriksson y col.,
2000), pero actualmente, la identificacion de microorganismos productores de CDH sobre
medios simples ha ido en aumento, con el fin de disminuir costos a escala industrial,
ademas de encontrar una CDH con las mejores caracteristicas de produccion y de
actividad (Ghahfarokhi y col., 2004).

La actividad CDH fue reportada por primera vez en 1974 por Westermark y Erikson y
dos décadas mas tarde, se reporto la secuencia del primer gen cadh (Raices y col., 1995),
lo cual dio la pauta para que se empezaran a elucidar caracteristicas bioquimicas y
moleculares de la proteina y el gen. La CDH es una enzima extracelular secretada por
hongos ascomicetos y basidiomicetos. Un amplio nimero enzimas degradadoras de
lignocelulosa han sido descritas para ambos organismos, pero la produccién y actividad
enzimatica de la CDH de ascomicetos ha sido menos investigada y es poco entendida
comparada con la de los basidiomicetos.

Hasta el 2006, se habian identificado aproximadamente 40 organismos que poseen el
gen cdh, aunque gran parte de ellos son hipotéticos. La mayoria de estos genes son de
basidiomicetos, destacando los estudiados realizados en P. chrysosporium y en T.
versicolor (Raices y col., 1995; Li y col., 1996; Dumonceaux y col., 1998). En ascomicetos
el estudio ha sido menor, contando sélo con 3 secuencias totalmente caracterizadas, y 15
reportadas como hipotéticas.

Al considerar que se conoce poco acerca del gen cdh de ascomicetos y teniendo el
antecedente de que en el hongo fitopatégeno C. lindemuthianum se detectd actividad tipo
CDH (Calderén Oropeza y col., 2011), se planted determinar si la actividad enzimatica
correlaciona con la presencia y expresion del gen cdh del organismo. Para ello,
primeramente se realizé una busqueda de proteinas CDH homélogas en otros organismos

ya que el genoma de C. /indemuthianum no se encuentra secuenciado; y a partir de ahi

IIOB-UMSNH



Maestria en Ciencias en Biologia Experimental | 40

se realizé el disefo de oligonucledtidos degenerados. Fijando este primer criterio, al
realizar la busqueda de CDH homologas, en la base de datos del NCBI se encontraron
reportadas cerca de 300 secuencias, por lo que se establecidé otro criterio: realizar el
analisis con las proteinas CDH reportadas que tuvieran una longitud de 740 a 860
aminoacidos; lo que nos permitid elegir unicamente 18 secuencias. Las secuencias
restantes, cuyas longitudes iban de los 150 a 650 aminoacidos, se descartaron, pues
correspondieron a una parte de la proteina. De los organismos donde se ha descrito que
contienen al gen cdh, puede observarse una gran variedad de habitos: P. chrysosporium,
que degrada madera, N. crassa, un organismo ampliamente usado como modelo de
estudio o incluso en organismos patdgenos como A. fumigatus, 1o que indica que la CDH
esta ampliamente distribuida en los hongos y que en cada uno de ellos pudiera tener una
funcion biologica distinta, sin embargo, poco se conoce al respecto.

Como el porcentaje de similitud es bajo entre las CDH de ascomicetos y
basidiomicetos, se decidié seguir trabajando Unicamente con las proteinas de
ascomicetos. Para ello se realizaron alineamientos de las secuencias de los ascomicetos;
para el dominio de unién al grupo hemo el analisis mostroé de un 33 a 66% de similitud, y
de un 54 al 79% para el dominio de union al grupo FAD. No obstante la gran similitud que
mostraron los dominios de union al grupo FAD, para el disefio de oligonucleétidos se
eligié la region del dominio de unién al grupo Aemo, ya que el primer dominio es
compartido por la familia de enzimas glucosa metanol colina éxido-reductasas (GMC).

La gran divergencia que se encontré en el analisis realizado con las diferentes CDH
descritas, ya habia sido mostrada por Zamocky y col. (2004). En este trabajo se clasifica a
las CDH descritas en dos grupos: uno corresponde a las enzimas de los basidiomicetos
con relaciones filogenéticas cercanas; en un segundo grupo coloca a las CDH de los
ascomicetos con una mayor divergencia. En un trabajo posterior del mismo grupo
(Zamocky y col., 2008), se adiciona un tercer grupo que contiene a las enzimas de
ascomicetos no caracterizadas, y de las cuales indican los autores las relaciones
filogenéticas muestran un mayor alejamiento. Estos datos y los obtenidos en el analisis
realizado durante este trabajo, apoyan la idea de que el estudio de las CDH, aun entre los
ascomicetos, es complejo.

Cabe senalar que al realizar nuevamente una busqueda de secuencias homoélogas

CDH, se ha reportado 17 secuencias mas, entre las que se destaca el numero de CDH de
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ascomicetos, que son 14. Sin embargo, mas de la mitad de las CDH reportadas son
hipotéticas.

Se disefaron nueve pares de oligonucleétidos, para los cuales se realizaron pruebas
de PCR en gradiente de temperatura. Los resultados obtenidos con los primeros
oligonucledtidos disefiados, en los que las bandas obtenidas no coincidian con lo
esperado, o las secuencias no correspondian a las de una CDH, fueron debidos
probablemente al elevado grado de degeneracion de los oligonucledtidos usados para la
amplificacién (por arriba del 70%), ademas de que cuando se obtuvo la secuencia del
fragmento homologo (ver mas adelante) y se realizaron nuevas comparaciones, los
porcentajes de similitud entre estas secuencias y las de las CDHs de H. /nsolens o con la
de A. clavatus mostraron poca similitud. También Kellner y col. (2010), en un estudio de la
identificacion de transcrito de enzimas lignoceluliticas y del gen cdh, indican que la
deteccién del gen cadh de ascomicetos no es facil y falla cuando los oligonucleétidos no
son optimizados.

Con los pares de oligonucleétidos disefados a partir de los genes cdh de N. crassa,
denominados gen | (No. acceso NCU05923) y gen Il (No. acceso NUC00206) en este
trabajo, se logré amplificar un fragmento heterélogo al gen |, que se usé como control
positivo (con ADN molde de N. crassa) y un fragmento homdlogo (con ADN de C.
lindemuthianum). Para el gen Il s6lo se logré una amplificacion del control positivo.

Este mismo resultado se obtuvo en los ensayos de RT-PCR para amplificar los
transcritos de los gen (es) cah, sélo se logro identificar el transcrito del gen | de V. crassa
y un fragmento similar en C. /indemuthianum, no amplificando para el gen Il, aun en el
control positivo. En el trabajo de Zhang y col. (2011), indican que en N. crassa el gen
amplificado fue el gen Il (NUC00206), sin embargo, se realizaran analisis posteriores para
descartar que realmente se estuviera trabajando con el gen cdh Il (NUC00206) de M.
crassa.

Los resultados obtenidos hasta este punto, sugieren que en el genoma de C.
lindemuthianum existe al menos una copia del gen cdh el cual es homologo al gen cah
(NUC05923) descrito para N. crassa.

La secuencia del ADNc del gen cdh de N. crassa presenté un 99% de identidad con
la reportada y tomada como base para su amplificacion. El fragmento del gen cdh de C.
lindemuthianum presenté un 87% de similitud al gen cdh | (NUC05923) de M. crassa. En

conjunto, los datos obtenidos indicaron que los fragmentos que se amplificaron
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correspondian a genes cdh. El grado de similitud mostrado por el gen cdh de C.
lindemuthianum (87%) con el gen cdh | de N. crassa es de los mas elevados en los
diferentes analisis realizados, pues como ya se habia indicado este porcentaje llegaba a
niveles menores al 66%. También el analisis de la secuencia mostroé que el fragmento del
gen cdh de C. lindemuthianum compartia un 86% de similitud con el gen cdh de S.
macrospora, 55% con el de H. insolens, 36% con el de A. clavatusy un 16% con el de S.
bisbyi. En este analisis también se mostraron porcentajes de similitud menores al 10%
con proteinas de H. vulgare (cebada) y de M. musculus (ratén). Considerando que el gen
cdh presenta un porcentaje de similitud del 87% con el gen | de N. crassa, se sugiere que
el gen cdh de C. lindemuthianum estaria agrupado en la clase Il de los genes cdh, de
acuerdo a lo descrito por Zamocky y col. (2008). Este analisis de secuencia para
determinar el grado de similitud apoya el hecho de que el fragmento obtenido por RT-PCR
pertenece al gen cdhde C. lindemuthianum.

Los dos fragmentos del gen cdh se usaron como sondas en analisis tipo Southern,
para determinar el numero de copias en el genoma de C. /indemuthianum; y en analisis
tipo Northern para determinar el patron de expresion de los mensajeros en micelio
obtenido en condiciones de induccion. Los resultados del analisis tipo Southern sugieren
que hay una doble copia del gen cadh en el genoma de C. /indemuthianum. Cabe sehalar
que para cada enzima usada en el analisis, una sefal muestra una mayor intensidad que
la otra, debido probablemente a que una de las copias de los genes cdh detectados,
contiene secuencias idénticas a las de las sondas y las otras tienen secuencias con
similitud, pero no elevada.

La existencia de varias copias del gen cdh lo habia descrito, Zamocky y col. (2006)
cuando realiz6é un analisis con varios genomas fungicos. Dos copias del gen cdh se han
reportado para los basidiomicetos P. chrysosporium, los cuales comparten un 98% de
identidad, (Li y col., 1996) y para P. cinnabarinus (Moukha y col., 1999), aunque para 7.
versicolor solo se ha descrito la presencia de una copia (Dumonceaux y col., 1998).

En el caso de los ascomicetos, los trabajos de Zamocky y col. (2011), indica la
presencia de una doble copia del gen cdh en N. crassa, con una similitud menor al 60%
entre ellos. Analisis del genoma de A. fumigatusy G. zeae también indican que presentan
una doble copia del gen cdh, sin que hayan sido caracterizados hasta la fecha. En H.
insolens y A. nidulans se reporta una unica copia del gen cdh. También mediante un

estudio filogenético, se reporta que algunas especies de ascomicetos parecen contener

IIOB-UMSNH



Maestria en Ciencias en Biologia Experimental | 43

genes que codifican para CDHs agrupados en clados diferentes, lo que indica que en
general la diversidad en las secuencias CDH de ascomicetos es mucho mayor, en
comparacion con las de basidiomicetos (Zamocky y col., 2008; Harreither y col., 2011).

Los resultados obtenidos de los ensayos tipo Southern, no permiten concluir si las
dos senales obtenidas corresponden a variantes alélicas del mismo gen o si son dos
genes distintos que codifican para diferentes isoenzimas. Para conocer estas inquietudes,
sera necesario tener todo el marco de lectura de cada gen y realizar una serie de analisis
in sillico para obtener las respuestas.

Se considera una ventaja evolutiva el tener varias copias de un gen. También es
probable que estos genes tuvieran promotores distintos, lo que les permitiria expresarse
en condiciones distintas y posiblemente influiria en el desarrollo de C. /indemuthianum. Un
ensayo preliminar de los niveles de expresion de ambos genes, con diferentes sustratos
tales como celulosa, celobiosa, lactosa y glucosa a diferentes concentraciones, pudiera
ayudar a elucidar el comportamiento de estos genes, mediante el analisis de los
transcritos y bajo las condiciones en que preferentemente se expresan. Por otro lado,
procesos de mutacion pudieran llegar a afectar una de las copias del gen, pero al tener la
otra, es probable que la actividad se compensara, por lo que el organismo no se afectaria.
Tampoco se puede descartar la posibilidad de que alguna de las dos sefales observadas
en las hibridaciones tipo Southern correspondieran a un pseudogen y que la copia
funcional fuera la responsable de la actividad enzimatica CDH.

En C. lindemuthianum Calderdon Oropeza en el 2009 reporta un maximo de actividad
CDH a los 8 dias de incubacion en medio minimo modificado. Estas condiciones
experimentales fueron usadas para obtener ARN de C. /indemuthianum y analizar la
expresion del gen cdh. En este analisis como control positivo de amplificacion y de
expresion se uso el gen cdhl de N. crassa.

El analisis de expresion del gen cdh bajo condiciones de induccion indicé que el
transcrito es detectado al mismo tiempo que se reporta actividad de la CDH, es decir al
segundo dia y que este aumenta hasta llegar a un maximo al octavo dia, ademas de que
es inducible con glucosa al 5%. En este ensayo también se evalud la expresion del gen
cdh sin induccion, es decir con glucosa al 2%, con la que se ve una disminucién del 50%
con respecto a la expresion obtenida con glucosa al 5%. Sin embargo, como Unicamente
se obtuvo ARN del dia dos sin induccion, lo conveniente es realizar toda la cinética de

crecimiento, para asi poder establecer que efectivamente hay una induccién en la
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expresion con glucosa al 5%. Sin embargo, se determina que efectivamente uno de los
genes cdh de C. lindemuthianum se expresa, por lo que se sugiere su correlacion a la
actividad CDH reportada (Calderon y col.,, 2011). Ahora bien, se maneja el término
correlacion de expresion del gen cdhy actividad especifica enzimatica CDH, debido a que
se observa la expresion, la cual se sugiere sea la causa de la actividad enzimatica. Para
dejar fundamentado que efectivamente hay una relacion expresion-proteina-actividad, se
deben de realizar otro tipo de ensayos, como ensayos tipo Western, o bien, la
caracterizacion de las proteinas recombinantes mediante herramientas de ingenieria
genética para encontrar la causalidad de la correlacion hipotetizada en este trabajo.

Al respecto, en 7. versicolor se ha encontrado que a las 96 h el transcrito del gen cah
es reprimido cuando a medio de cultivo con celulosa se le adicionan galactosa, arabinosa
y xilosa, resultando en una reduccion de 19, 92 y 114 veces con respecto a la expresion
observada cuando se crece unicamente con celulosa (Stapleton y col., 2004). En el caso
del gen cdh de P. cinnabarinus es estimulado en condiciones celuloliticas, sin embargo,
con celulosa, glucosa y celobiosa, los niveles de transcrito fueron poco visibles (Moukha y
col.,, 1998). En G. frondosa, el transcrito fue detectado cuando el micelio es crecido en
celobiosa y celulosa, sin embargo cuando se crece en glucosa, la expresion disminuye, lo
que sugiere que su expresion es promovida en condiciones que favorecen la degradacion
de celulosa y es regulada por una represion catabdlica de carbono (Yoshida y col., 2002).

El analisis tipo Northern ademas indicé que el tamano del transcrito es de
aproximadamente de 2500 pb (2404 pb) de acuerdo al marcador de tamafno de ARN
utilizada. El tamafo se encuentra dentro del tamano de las otras secuencias cdh
reportadas, como las de P. chrysosporium, H. insolens, T. versicolory N. crassa, con
2322, 2358, 2307 y 2490 pb, respectivamente, (Raices y col., 1995; Dumonceaux y col.,
1998; Xu y col., 2001; Zhang y col., 2011).

La informacién del tamano del transcrito da una aproximacion de cual pudiera ser el
tamano esperado del gen cdh, considerando que en promedio los genes reportados de C.
lindemuthianum presentan 3 o 4 intrones Ademas, si se considera que en el caso del gen
cdh | de N. crassa los intrones tienen una longitud de aproximadamente 50 pb, se puede
proponer que la longitud del gen cdh es de entre 2600-2800 pb.

Los resultados obtenidos con el RT-PCR, avalan lo obtenido en el Northern blot: el
gen cdh se expresa y aumentan sus niveles de expresion hasta llegar a un maximo al

octavo dia, después de lo cual, y guiandonos por los resultados obtenidos tanto de
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expresion del gen, como de actividad de la CDH, se puede sugerir que al décimo dia, la
expresion se veria disminuida. El analisis al décimo dia no se pudo llevar a cabo debido a
que las muestras de ARN se degradaban constantemente. Posiblemente esto se deba a
que se estaba trabajando con muestras de micelio que ya se consideran viejas vy
contenian gran cantidad de proteinas, lipidos y otras moléculas que estuvieron
interfiriendo con la extraccion del ARN.

Es interesante senalar que el gen cdh de C. lindemuthianum es inducido con glucosa,
a diferencia de organismos como M. thermophila, T. versicolor y C. puteana donde es
inducido principalmente por celobiosa y en menor cantidad por glucosa y otros
oligosacaridos (Dumonceaux y col., 1998; Subramain y col., 1998; Kajisa y col., 2004). En,
P. chrysosporiumy G. frondosa donde la induccion se da en condiciones celuloliticas (Li y
col., 1996; Yoshida y col., 2002), lo cual pudiera sugerir una funcién distinta en este
organismo con respecto a los demas, por lo cual, para determinar cual es la funcién de la
CDH en C. lindemuthianum se requieren estudios adicionales. Sin embargo, en cuanto al
enfoque biotecnoldgico esto representa una ventaja para su produccion, ya que la glucosa
es una molécula mas facilmente procesable que la celulosa o la lignina, por lo que esta
caracteristica le da una ventaja en el manejo del cultivo fungico sobre las ya reportadas.

Desafortunadamente no se logré obtener la secuencia completa del gen cdh de C.
lindemuthianum, por lo que el siguiente paso es obtener el gen completo. Se ha iniciado la
estrategia experimental para obtener un fragmento mayor, si no es que la secuencia total
del gen cah, para ello se ha construido un minibanco y se han analizado cerca de 200
clonas dentro de las cuales no se encuentra el fragmento esperado. Esto posiblemente se
deba a que los fragmentos de ADN que se estan ligando son tantos, que la probabilidad
de encontrar el gen de interés se ve reducida.

Los resultados de este trabajo demuestran la identificacion del gen cdh y su
expresion correlacionada con la actividad enzimatica de la CDH de C. /indemuthianum
reportada por nuestro grupo de trabajo. Ademas, los datos sugieren la presencia de una
doble copia del gen cdh, al igual que en otros ascomicetos. Por otra parte, para
determinar la presencia del gen cdh en C. lindemuthianum, queda como perspectiva
obtener la o las secuencias completas de las dos copias del gen cdh encontradas, para
su posterior caracterizaciéon molecular y funcional y determinar si es la causa de la

actividad enzimatica de CDH.
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IX. CONCLUSION

El gen cdh esta presente en el genoma de C. /indemuthianumy su expresion

correlaciona con la actividad tipo CDH reportada.
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X PERSPECTIVAS

Se ha iniciado la construccién de un minibanco de ADN de C. /indemuthianum

para el aislamiento total del (los) gen(es) cah.
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