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ABREVIATURAS

A: adenina, amperio.

ADN: acido desoxirribonucléico.

DNasa: desoxirribonucleasa.

Ap: ampicilina.

Aprox: aproximadamente.

ARN: acido ribonucleico.

RNasa: ribonucleasa.

ARNm: ARN mensajero.

ARNr: ARN ribosémico.

ARNt: ARN de transferencia.

ATP: adenosina 5’-trifosfato.

BCIP: 5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato.
BrEt: bromuro de etidio.

BSA: seroalbumina bovina.

C: citosina.
CECT: coleccién
tipo.

Ci: curio.

CIA: cloroformo-alcohol-isoamilico.
Da: dalton.

ddNTP: didesoxinucleétido trifosfato.
DEPC: dietilpirocarbonato.

DMSO: dimetilsulféxido

D.O.: densidad Optica.

DTT: ditiotreitol.

dTTP: desoxitimidina trifosfato.
dUTP: desoxiuridina trifosfato.

ed.: edicion, editor.

eds.: editores.

EDTA: acido etilendiaminotetracético.

espafiola de cultivos

g: gramo.
G: guanidina.

°C: grado centigrado.
IPTG:
tiogalactopirandsido.

1-isopropil-B-D-1-

kb: kilobase.

KDa: kilodalton.

l: litro.

m: metro

M: molar.

Mb: megabase.

MOPS: acido morfolinopropanosulfénico.

MS: espectrometria de masas.

N: normal.

NBT: azul de nitrotetrazolio.

nt: nucleotido.

ORF: marco de lectura abierto.

p/v: relacion peso/volumen.

pag.: pagina.

PAGE:

poliacrilamida.

pb: pares de bases.

PCR:

polimerasa.

PEG: polietilenglicol.

PMSF: fenilmetanosulfonil fluorida.

PVDF: difluoruro de polivileno

rpm: revoluciones por minuto.

SDS: dodecil-sulfato sodico.

T: timina.

TEMED: N,N,N’,N’-tetrametiletilendiamina.

Tris: tris ( hidroximetil ) aminometano.

U: unidades, uracilo.

UV: ultravioleta.

v/v: relacion volumen/volumen.

V: voltio.

WT: wild type.

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-
galactopiranésido.

reaccion en cadena de

Prefijos utilizados en los Sistemas de Unidades Internacionales

G giga 10
M mega 10°
K kilo 10°
H hecto 10°
D deca 10’

d deci 10

c centi 10

m mil 10~
M micro 10°
n nano 107
p pico 107"

electroforesis en gel de
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M Introduccion

I-1. El corcho: historia, propiedades y relacion con el
vino.

I-1.1 Breve historia del corcho y sus aplicaciones.

El corcho es un biopolimero de origen vegetal obtenido a partir de la corteza
externa del alcornoque ( Quercus suber L). Este arbol es tipico de la region mediterranea
y ocupa principalmente extensas zonas de Espafa, Portugal, Francia, ltalia, Grecia, Argelia,
Marruecos y Tunez. En estos paises existen aproximadamente un total de 2.178.000
hectareas de alcornocales. La mayor extension corresponde a Portugal con 725.000
hectareas (33%), situdndose Espafia a continuaciéon con un total de 510.000 hectareas,
las cuales se localizan casi exclusivamente en Extremadura y Andalucia.

El corcho es un producto que tiene como principales propiedades una baja
densidad, y una gran elasticidad, impermeabilidad, adherencia y compresibilidad. Ademas el
corcho tiene otra serie de cualidades fundamentales: es compacto, resistente y se puede
considerar inalterable. Estas caracteristicas son bien conocidas desde la antigiedad. De
hecho, ya se utilizaba 3000 afos antes de Cristo en China como elemento de flotacion
en artes de pesca. Mas tardiamente se utilizo en la Grecia antigua para cerrar vasijas de
vino y aceite. Posteriormente, en el siglo I, el historiador Plinio en su célebre obra
Historia Natural hace referencia al significado del corcho en el mundo griego, adorado
como simbolo de libertad y de honra, razén por la cual solo los sacerdotes lo podian
cortar.

También durante el Imperio romano se utilizaron las extraordinarias propiedades
del corcho como elemento capaz de proporcionar un cierre eficaz, como lo atestigua el
hallazgo de anforas cerradas con corcho en excavaciones en Pompeya, Campania o en
innumerables barcos romanos hundidos a lo largo del mar Mediterraneo.

El corcho fue utlizado también durante siglos en la construccion de
embarcaciones, ya que es resistente, impermeable y jamas se pudria.

Sin duda, uno de los mas célebres encuentros entre el corcho y el mundo de la
ciencia ocurrio en el siglo XVIII cuando el fisico inglés Robert Hooke obtuvo la primera
imagen microscopica de las células que componen la corteza del alcornoque. Es en este
siglo cuando el corcho comienza a utilizarse de manera regular en la industria, sobre todo
después de que el abad Dom Pérignon reinventara el tapon de corcho, ya utilizado por
griegos y romanos, aunque ofros autores creen que tomé la idea de peregrinos espafioles
que visitaban la abadia (http://www.apcor.pt).

En la actualidad la principal aplicacion del corcho es la fabricacion de tapones
para embotellar vinos y espumosos, alcanzando la produccién mundial valores en torno a
los 20.000 millones de unidades anuales, aunque en los ultimos afos la produccion a

caido hasta los 16.300 millones (http://www.amorimcork.com, http://www.eleconomista.es)

a causa de campafas de desprestigio contra el corcho debido al problema del cork taint,
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0 contaminacion del corcho, fenomeno por el cual el tapon de corcho seria el responsable
de contaminar el vino con compuestos quimicos de origen microbiano confiriéndole un olor

y/0 sabor muy desagradable que impide su consumo.

En menor medida el corcho se utliza en la fabricacion desde utensilios
domésticos hasta pernos, plumillas, papel de corcho, chalecos salvavidas, etc. También es

importante como elemento aislante y decorativo en construccion.

I-1.2 Estructura y composicién quimica del corcho.

La pared celular es uno de los rasgos mas caracteristicos de las células
vegetales. Consiste en una capa rigida que se localiza en el exterior de la membrana
plasmatica y actia como compartimiento celular mediando en todas las relaciones de la
célula con el entorno. Ademas, la pared celular protege los contenidos de la célula, da
rigidez a la estructura celular de los hongos y define la estructura y otorga soporte a los
tejidos de las plantas. Hay casos como el del alcornoque en el que la existencia del
felégeno o cémbium suberoso produce un crecimiento transversal del tallo. Las células de
éstos tienen la capacidad de producir una pared celular secundaria ademas de la primaria.

Esta pared secundaria considerablemente engrosada es lo que conocemos como corcho.

I-1.2.1 Composicion quimica del corcho.

El corcho es un heteropolimero muy complejo en el que quimicamente se
distinguen varias fracciones: suberina, celulosa, ceras, polifenoles y polisacéaridos.

La suberina es el componente mayoritario del corcho (45%) y es ademas el
principal agente responsable de su elasticidad. Desde un punto de vista quimico, la
suberina de corcho de alcornoque es una mezcla compleja de acidos fendlicos (como el
acido ferulico que es el mas abundante) esterificados a &cidos grasos de cadena larga
(Ci4—Cyp). Estos compuestos le confieren un caracter hidrofobico, aportando
impermeabilidad a la estructura. Ademas también encontramos acidos O,W-dicarboxilicos y

W-hidroxiacidos ( Garcia-Vallejo et al, 1997). Analisis realizados con suberina de
peridermo de patata indican que los principales componentes de la fraccién fendlica son
polimeros derivados del &acido hidroxicinamico (Bernards ef al, 1995). Ademas se ha
demostrado la presencia de moléculas de glicerol intercaladas entre los dominios alifaticos y
aromaticos de la suberina (Moire et al., 1998). Una representacion esquematica de su
estructura se puede apreciar en la Figura 1-1.

La composicion en polifenoles del corcho es muy variable (representan
aproximadamente un 33% de su peso), pero el principal componente de esta naturaleza
es la lignina. La lignina (que representa aproximadamente el 27% en peso) es un
polimero constituido por restos fenilpropanoides derivados casi exclusivamente de los &cidos
p-cumarico, coniferilico y sinapilico, unidos entre si por enlaces éter o carbono-carbono

(Azcon-Bieto y Talon, 1993). Es una estructura muy estable y extremadamente resistente



Introduccion

a la degradacion, hecho que contribuye a aumentar tanto la resistencia quimica como fisica
de la pared celular secundaria. Su objetivo fundamental es actuar como elemento de

soporte que contribuye a la unién entre los diversos componentes.
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Figura 1 Representacion simplificada de la estructura de la suberina (Kolatukkudy, 1981). Se indican
en recuadros algunos de los derivados fendlicos mas significativos: 1. Guayacol, 2. Fenol; 3. Benzaldehido y 4.
Vinilbenceno.

Otros componentes polifendlicos son los taninos (aproximadamente el 6% del total
del corcho) que son los responsables, en dltimo término, de la peculiar coloracion del
corcho.

Muchos de estos polifenoles se descomponen, posiblemente por la accion de los
microorganismos, en sus componentes béasicos, de manera que en el corcho podemos
encontrar una gran cantidad de fenoles de bajo peso molecular como &cidos (cinamico,
galico, vainillico, cafeico, ferdlico, protocatecuato y elagico), aldehidos (benzaldehido,
vainillina, etilvainillina y aldehido coniferilico) y cumarinas (Conde et al., 1997; Pefia—Neira
et al., 1999).

Otro de los componentes mayoritarios del corcho son los polisacaridos
(aproximadamente un 12% del peso total), que se encuentran fundamentalmente en la
pared de las células y que contribuyen a definir la textura del corcho. Los polisacaridos
mas importantes son la celulosa y la hemicelulosa (pentosanos). La celulosa es un

polimero lineal no ramificado de alto peso molecular, formado por unidades de [-D-

glucopiranosa unidas por enlaces glicosidicos B(1—4). Las hemicelulosas son polimeros
de pentosas y hexosas asociadas a celulosa y lignina en la pared celular (Cabral, 1988).

Las ceras (que representan por término medio un 5% del peso total) son
componentes muy hidréfobos que reducen de forma importante la permeabilidad del corcho

al agua y a los solutos. (Azcon-Bieto y Talén, 1993 ). Estadn constituidas por mezclas
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complejas de compuestos alifaticos, siendo los mayoritarios los alcanos de numero impar de
carbonos (C,4—-C;;). También podemos encontrar varios compuestos terpenoides,
concretamente triterpenos como cerina y friedelina (Caldas et al., 1985).

Finalmente el 5% restante estd constituido por agua, minerales, sales y otros

componentes minoritarios como la glicerina.

1-1.2.2 Estructura del corcho.

El corcho desde el punto de vista estructural se podria definir como un
parénquima suberoso, producido por el meristemo felodérmico de Quercus suber, que
recubre el tronco y ramas del arbol, y que tiene una gran capacidad de regeneracion cada
vez que es retirado del arbol, por término medio una vez cada 8-11 anos. Observado al
microscopio, se aprecia que estd compuesto por células poligonales, ligeramente aplanadas,
ocupadas principalmente por aire (Pérez y Pérez, 1996) y que presentan una disposicion
bastante regular en capas superpuestas. Esta estructura particular es consecuencia del
proceso de suberificacion que se da durante el ciclo vegetativo de la planta. Durante este
proceso el lumen celular se restringe y el protoplasto desaparece al ser totalmente

reabsorbido. De la célula original solo queda la pared, formada por tres capas:

1. Capa celulésica, en contacto con las cavidades celulares.

2. Capa suberificada de mayor espesor, que estd compuesta por estratos
superpuestos de suberina y cera y que es la que confiere al corcho su elasticidad
especial.

3. Capa lignificada, la mas externa.

El tejido suberoso no es homogéneo, y de hecho esta atravesado en su interior
por poros o canales, con paredes mas o menos lignificadas, que constituyen las lenticelas,
rellenas de polvo rico en taninos (Suarez, 1992). La forma, tamafio y porcentaje de
lenticelas son responsables de la porosidad del corcho y dependen fundamentalmente de

factores genéticos.

1-1.3 Propiedades del corcho como tapén de botellas de vino.

Como consecuencia de las caracteristicas quimicas y estructurales anteriormente
citadas, el corcho tiene unas propiedades fisicas muy caracteristicas y que son el motivo
de su gran utlizacion a lo largo de la historia. Estas propiedades se detallan a
continuacion.

La impermeabilidad a liquidos y a la mayor parte de los gases, aunque se ha
demostrado que esta impermeabilidad no es total, debido a la estructura parcialmente hueca
del corcho. Esta caracteristica permite el intercambio de gases y la correcta evolucion del
vino embotellado (Mas et al., 2002; Lopes et al., 2006).

La compresibilidad y elasticidad, debidas al deslizamiento entre las capas de
suberina y de cerina. Estas caracteristicas a su vez dependen de la cantidad de agua

presente en el mismo.
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La adherencia en contacto con una superficie lisa, como consecuencia de las
numerosas cavidades que acttan a modo de ventosa que presenta una superficie de
corcho cortada. Esto es debido a los espacios y cavidades propios de su estructura.

Todas estas caracteristicas hacen del corcho un material idoneo para el correcto

embotellamiento del vino.

I-1.4 Proceso general de fabricacion de un tapén de corcho.
I-1.4.1 Generalidades sobre el proceso de fabricacion del tapén.

El proceso de fabricacion del tapon de corcho es un proceso complejo y dilatado
en el tiempo, ya que solo los alcornoques de cierta edad pueden producir corcho de un
grosor suficiente para permitir la obtencion de tapones. Desde el inicio del ciclo vital del
alcornoque, a partir de una bellota plantada y bajo condiciones ideales, se necesitan
aproximadamente 40-45 afios para recoger el primer corcho comercialmente apto.

Como norma general las etapas que el arbol tiene que pasar hasta que podemos
obtener una plancha de corcho de un grosor suficiente que permita su manufactura son las
siguientes:

- La primera corteza o corcho virgen es retirada después de unos 25 afos,
cuando el grosor del tronco ha alcanzado un minimo de 70 cm y un altura de 1.2 m.
Este primer corcho no es adecuado para fabricar tapones y se suele utlizar para la
fabricacion de elementos decorativos.

- Después de 9 afios se retira la segunda produccion de corteza, la cual no
suele ser lo bastante homogénea estructuralmente todavia para producir tapon natural (de
una pieza). Se trata de un corcho denominado corcho segundero.

- Solo la tercera generaciobn de corteza, amadia, es considerada una corteza
madura e ideal para la produccion de tapones. Su tiempo de recogida (cada 8-11 afios
por término medio), y por tanto su grosor, depende de las condiciones climaticas locales,

asi como del diametro deseado de los tapones (Caritat et al., 2000).

1-1.4.2 Tipos de tapones.

La clasificacion de los tapones se realiza en base a su longitud y a su
diametro, segin la norma ISO n? 3863, ademas de por su aspecto externo (numero de
lenticelas, manchas de distintos colores, galerias de insectos, cortes o defectos fisicos,
etc.) y el método de fabricacion (Aleixandre y Garcia, 1993).

Considerando la calidad del tapon y el método de fabricacion empleado los
tapones mas frecuentemente utilizados se clasifican en:

- Tapones naturales. Se trata de tapones de una sola pieza, siendo los de
mayor calidad y precio en el mercado. Se utilizan preferentemente en el embotellado de
vinos de calidad y crianza.

- Tapones colmatados. Se trata de un tapon natural de baja calidad que

presenta una porosidad acentuada y defectos de estructura, siendo sometido a un
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tratamiento complementario, denominado colmatado, para tapar las lenticelas con polvo de
corcho mezclado con una cola (latex natural) y asi disimular las imperfecciones vy
asegurar la estanqueidad del tapéon en la botella.

- Tapones aglomerados. Son aquellos obtenidos a partir de granulado de corcho,
el cual es tratado con una serie de sustancias quimicas como poliuretano, ceras o latex,
que permiten su aglomeracion y posterior prensado.

Los tapones colmatados y sobre todo los aglomerados son utilizados para
embotellar vinos de mesa (de una calidad inferior) y otros productos.

- Tapones para vinos espumosos (cava y champagne). Se trata de tapones
formados por un cuerpo central de aglomerado de corcho al que en su base se le pegan
dos discos de corcho natural.

- Tapones de corcho de tres piezas (1+1). Se componen de un cuerpo central
de aglomerado y de 2 discos de corcho natural, uno en cada extremo. Pensados para

vinos jovenes y crianzas.
1-1.4.3 Proceso de fabricacion de tapones de corcho.

1-1.4.3.1 Fabricacién de tapones naturales.

El proceso de fabricacion de tapones es laborioso y consta de varias etapas,
que varian dependiendo del tipo de tapon (natural, colmatado o aglomerado) y de la

tecnologia empleada por la empresa fabricante (ver, por ejemplo,

http:/ /www.rxgroup.com/es/produccio.htm) aunque podemos destacar las siguientes fases

en el proceso de manufactura del tapéon natural:

1. Proceso de descorche. Es el proceso por el cual se retiran del arbol planchas
de aproximadamente 150 por 40 cm de corteza de alcornoque, que debe tener una
antigiedad minima de 8-11 afios. Su espesor normalmente oscila entre 30 y 80 mm en
funcion de la calidad y edad del arbol (Gruart, 1989; Aleixandre y Garcia, 1993). Las
operaciones de extraccion se realizan, generalmente durante los meses de julio y agosto.

2. Fase de reposo a la intemperie. A continuacion el corcho se apila para
reposar por un periodo de tiempo variable (hasta varios meses) en el monte, en el
propio lugar de descorche, o a veces también en la factoria. Durante este periodo las
planchas pierden humedad y ganan en flexibilidad y ductibilidad. Ello facilitara su posterior
manipulacion en fabrica que suele comenzar con las primeras lluvias de octubre.

3. Fase de cocido. Las planchas son entonces transportadas a las factorias
donde se clasifican y se someten a una Ilimpieza inicial que tiene como objetivo
fundamental la eliminacion de la capa de corteza mas externa o raspa. A continuacién se
cuecen durante 30-50 minutos por inmersion en grandes balsas de agua a una
temperatura que oscila entre los 80-95°C. Este tratamiento, variable dependiendo del
fabricante, tiene una funcion esterilizante y desparasitadora, a la vez que ablanda las

planchas obteniéndose un corcho elastico y de menos densidad (Pérez y Pérez, 1996).
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4. Fase de reposo o maduracibn en bodega. Méas tarde las planchas se
almacenan en bodega para su maduracion a una temperatura de 15-20°C durante unas
tres semanas. En esta fase tiene lugar un crecimiento masivo de microorganismos sobre el
corcho, fundamentalmente hongos, que parecen jugar un papel muy importante en Ila
adquisicion de las propiedades de flexibilidad y manejabilidad que permiten su posterior
procesamiento. El crecimiento de hongos forma gruesas capas sobre las planchas que son
vulgarmente conocidas como “barbas del corcho”.

5. Obtencién del tapén bruto. A partir de las planchas y mediante corte
mecanico se obtiene el tapon bruto, de unas dimensiones similares, aunque mayores que
las del tapon final. En el caso de fabricacion de tapon natural en esta fase se desecha
aproximadamente el 70% del material de partida

6. Fase de tratamiento mecanico y seleccion. Este proceso tiene como objetivo
rebajar el tapén bruto dandole la medida exacta de su longitud. Después del rebaje se
clasifican los tapones en funcidbn de su mayor o menor porosidad, el tipo de corte y la
cantidad de lenticelas. Esta selecciéon en la actualidad es realizada por operarios mediante
procedimientos neumaticos o utilizando modernos sistemas de analisis de imagen.

7. Lavado. Finalmente los tapones ya clasificados son lavados. El proceso de
lavado suele consistir en un tratamiento con acido oxalico y agua oxigenada en el que
ademas de desinfectar el tapén, se blanquean las partes lefiosas de éste (Puerto, 1995).

Hasta hace relativamente pocas fechas este tratamiento consistia en lavar el tapon
durante aproximadamente dos minutos con una solucién de hipoclorito calcico (30 g/l),
para a continuacion mantenerlo a temperatura ambiente durante unas dos horas y ser
lavado a continuacion con una solucion de &cido oxalico (6-8 g/I) que tenia un doble
objetivo: por un lado neutralizar el efecto oxidante del hipoclorito y por otro producir un
deposito de oxalato calcico que mejora la calidad visual del tapdon al simular una estructura
y superficie mas finas y homogéneas (Butzke et al, 1999). Este tratamiento, sin
embargo, ha caido en la actualidad en desuso, debido a que el blanqueo con soluciones
de hipoclorito ha sido sefialado como un posible origen del perjudicial fendmeno conocido
como cork taint o contaminacion del corcho y de cuyo estudio nos ocuparemos en este
trabajo.

Por esta razén, en la actualidad se usa un procedimiento alternativo que consiste
en blanquear el tapdén con una solucién de peroxido de hidrogeno (10% ) que contiene un
5% de amonio. A continuacion se realiza una neutralizacion con acido oxalico que a veces
es sustituida por tratamiento con acido citrico (1% ). Mas tarde los tapones son aclarados
con agua y seguidamente secados hasta reducir el contenido de agua al 5.5-8%, niveles
que no permiten el crecimiento de microorganismos, pero que todavia permiten que el
corcho mantenga sus propiedades de flexibilidad.

8. Secado. Mediante el empleo de aire caliente.

9. Clasificacion electréonica y visual. A fin de eliminar aquellos que presenten

defectos y poder clasificarlos por categorias.
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10. Marcaje del tapon. Posteriormente, los tapones se marcan con el sello de la
firma embotelladora o con anagramas o distintivos de las cosechas, a fuego o por
impresion con rodillo de tinta.

11. Estabilizacion. Etapa necesaria para que los tapones alcancen un correcto
porcentaje de humedad.

12. Tratamiento de superficie. Finalmente los tapones sufren el suavizado para
paliar el caracter abrasivo del corcho y facilitar la entrada y salida de la botella. Para ello
algunos fabricantes los revisten con una mezcla de silicona y parafina.

13. Embolsado y esterilizado. En algunos casos y a peticion del fabricante el
tapon puede ser sometido a un tratamiento con SO, como medida para frenar el
crecimiento de microorganismos durante el transporte y posterior almacenamiento. Este
tratamiento es especialmente efectivo para evitar el crecimiento de hongos filamentosos y
levaduras sin necesidad de esterizarlos. De hecho este tratamiento es capaz de disminuir el
numero de células vivas de Penicillium en un 96% y de Trichoderma de un 12% a un 32

% (Lefebvre et al., 1983).

1-1.4.3.2 Fabricacion del tapon colmatado.

Basicamente y tras el lavado vy esterilizado los tapones que tienen una
presentacion deficiente son a veces colmatados, a fin de rellenar poros, cavidades y otras
imperfecciones sin que cambien por ello sus propiedades mecanicas. Esta operacion se
realiza en un tambor giratorio en presencia de polvo de corcho (particulas de corcho de
una granulometria inferior a 0.2 mm de didmetro) y latex natural (sustancia cuyo uso y
contacto estad aprobado para productos alimenticios). Las caracteristicas quimicas del latex
deben ser conocidas y es muy importante que haya buena adhesién del polvo para reparar
todas aquellas imperfecciones. Posteriormente los tapones son sometidos a un proceso de

lavado con productos exentos de cloro y un suavizado.

1-1.4.3.3 Fabricacion del tapén aglomerado.

En el caso de la fabricacion de tapdén aglomerado se usa como material de
partida restos de corcho del proceso de fabricacion de tapén natural.

Estos restos son seleccionados y lavados para a continuacion someterse a un
proceso mecanico que permite la obtenciébn de un granulado homogéneo y de didmetro
variable. Este granulado se mezcla con colas, latex y poliuretano y se empaqueta para

formar largos cilindros, a partir de los cuales se recortan los tapones en bruto.
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I-2. Microbiologia del corcho: composicion de las
poblaciones microbianas detectadas en el corcho.

El corcho es, desde el punto de vista microbiano, un ecosistema muy complejo
en el que se pueden encontrar una gran cantidad y variedad de microorganismos, y ello a
pesar de que el corcho es un material que por sus caracteristicas propias tiende a limitar
el crecimiento de los microorganismos. Entre ellas citaremos, cabe destacar:

1. La relativamente baja concentracion de nutrientes. La compleja estructura del
corcho determina que unicamente aquellos microorganismos con capacidad suberolitica y/o
ligninolitica, o con capacidad para degradar celulosas y hemicelulosas (aproximadamente el
12% del peso total del corcho) puedan, mediante su capacidad degradativa, acceder a
compuestos mas sencillos y facilmente metabolizables.

2. Baja actividad de agua. El valor de actividad del agua calculado para tapones
de corcho almacenados en bolsas herméticamente cerradas es de 0.55-0.56, por debajo
del valor considerado como limite del crecimiento microbiano (Beuchat, 1983; Sarrete et
al., 1992), aunque suficiente para permitir la supervivencia de los microorganismos. La
disponibilidad de agua no siempre es un factor limitante, ya que como hemos resefado
anteriormente, a lo largo del proceso de fabricacion del tapon existen fases que suponen
un incremento notable de los niveles de humedad del corcho.

Ambos factores determinan que los microorganismos se desarrollen preferentemente
en la superficie del corcho. Estudios realizados mediante técnicas de microscopia electrénica
confirman que en la mayor parte de los casos los hongos filamentosos, sin duda los de
mayor capacidad invasiva, no penetran en profundidad mas allda de ocho a 15 niveles

celulares (Silva Pereira et al., 2000a).
Estos microorganismos se pueden dividir en dos grandes grupos:

A. Aguellos con capacidad para desarrollarse y crecer a expensas del corcho
('microorganismos saprofitos del corcho) .

B. Microorganismos naturales de otros nichos ecolégicos (suelo, material vegetal,
etc.) y que aparecen como contaminantes ocasionales del corcho.

Sin embargo, diferenciar entre ambos grupos es practicamente imposible. La
mayoria de los microorganismos aislados se encuentran en el corcho ya en el momento de
la extraccion del arbol, mientras que otros lo colonizan durante la etapa de reposo, en el
proceso de manufacturacion, en la fase de bodega o durante el almacenamiento en fabrica
(Silva Pereira et al., 2000a).

Existe una extensa bibliografia que versa sobre la microbiota del corcho. Esta
microbiota es muy variada y podemos destacar la presencia de un elevado numero de
bacterias y de hongos tanto filamentosos como levaduras (Bureau et al., 1974; Davis et
al., 1981; Lefebvre ef al., 1983; Simpson y Lee, 1990; Lee y Simpson, 1993; Danesh et

al. 1997 ). Algunos de estos estudios se han realizado en Espafa. Asi, a partir de

"
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cortezas de alcornoques y diferentes muestras de corcho (correspondientes a las distintas
etapas del proceso de fabricacion de tapon natural) obtenidas de robledales de Catalufia
se han llegado a aislar un numero elevado de microorganismos: casi 50 especies de
hongos filamentosos o mohos, tres levaduras ( Cryptococcus sp., Rhodotorula glutinis y
Saccharomyces cerevisiae) 'y varias cepas bacterias pertenecientes a nueve géneros
diferentes (Codina et al., 1993, Calvo et al., 1993; Calvo y Agut, 1996; Calvo et al.,
1995).

Bacterias Hongos filamentosos Hongos filamentosos Levaduras
Bacilus sp. Acremonium sp. Faecilomyces sp. Aureobasiaium sp.
B cereus A. charticola P varioty A pulluians
B. crcuiaris A roseum Feniciium sp. Candida sp.
B, firmus A. strictum P chermesinurm C famaia
B seaentarius Alternaria sp. F. chrysogenurm Cryprococcus sp.
B, subtilis Aphanociadninm sp. P aitrinum Khodotoruia sp.
Corynebacteriurm sp. A album F. conylophyium R glutinis
Flavobacterium sp. Armiliaria sp. F. decumbens Saccharomyces sp.
Kurthia sp. A mellea P expansumnm Sporodiobolus sp.
Listeria sp. Aspergilius sp. F. frequentarns S._johnsonii
Micrococcus sp. A flavus P Iuniculosurm
M. ruteus A glaucus . glabrum
M. lyae A niger P granulaturm
Nocardia sp. A niveus F.meleagrinum
Fseudormonas sp. A ochraceus P purpurogenurm
Streptormyces sp. A. parasiticus P roquelorti
S.griseus A terreus P rugulosurm
A. versicolor P variabile
Cladosporium sp. P viridicatum
C. aaaosporiolides Fhoma sp.
C. herbarum . herbarum
C. macrocarpurnm Rhizoctoria sp.
Chirysonilia sp. Rhizopus sp.
C. sitophila R arrhizus
Epicocurn sp. R stolonifer
Eurotium sp. Stachybotrys sp.
E. herbaroriurm S ava
£ repens Trichoaerma sp.
£ versicolor I harzianum
Fusarium sp. I longibrachiaturm
£ moniliforme T virige
F. OXysporium Troncatélla sp.
Mucor sp. 1. truncata
M. hiemalis Verticilium sp.
M. mucedo V. fusisporurn
Neurospora sp.
N. crassa

Tabla I-1: Microorganismos comunmente aislados del corcho por varios autores (Davis er al, 1981,
Calvo et al, 1993; Calvo er al, 1995, Danesh et al, 1997; Silva-Pereira et al, 2000b; Alvarez-Rodriguez et al, 20023;

Villa-Carbajal er a/, 2004, Belloch et al, 2007).
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Mas recientemente se han realizado estudios de la microbiota de muestras de
corcho extremefno, corroborandose que las especies de los hongos filamentosos Chrysonilia,
Trichoderma o Peniciflium son universales en todos los estudios realizados y que por tanto
deberian considerarse saprofitos del corcho. La poblacion de levaduras presentes en el
corcho también ha sido analizada (Villa-Carvajal et al., 2004), habiéndose descrito por
primera vez la especie Rhodotorula subericola (Belloch et al., 2007).

En cualquier caso parece claro que la microbiota del corcho puede Vvariar
considerablemente en funcion de parametros como su origen, tipo de muestra (corteza,
tapén, etc.) y condiciones ambientales.

A pesar de las limitaciones del corcho para el crecimiento de los microorganismos
se trata de un material capaz de soportar poblaciones microbianas considerables. De hecho
en corteza de corcho se han detectado niveles de hasta 3 x 10° hongos filamentosos y 7
x 10° bacterias por gramo de corcho. Estos niveles aumentan hasta alcanzarse en la fase
de maduracion en bodega unos niveles maximos de 1 x 10° hongos filamentosos y 5 x
10’ bacterias por gramo de corcho (Calvo y Agut, 1996, Alvarez-Rodriguez et al.,
2002a).

Pese a su alto contenido microbiano sabemos muy poco acerca de la posible
influencia de la microbiota asociada a corcho en la calidad final del tapén. No obstante,
los productores tradicionalmente han venido manteniendo que los hongos que crecen sobre
corcho tendrian un cierto efecto beneficioso, ya que producirian un ablandamiento que
favoreceria su manejo, ademas de producir el colapso de las lenticelas, lo cual resulta en
un tapén mas compacto y con menor posibilidad de pérdidas. Sin embargo, estas
afirmaciones deben ser tomadas con cautela, ya que no existen datos experimentales que

permitan su confirmacién (Silva Pereira et al., 2000a).

I-3. Importancia de los haloanisoles como
contaminantes de alimentos: el cork taint.

El término cork taint, o contaminacion del vino por corcho, hace alusion al aroma
terroso  y/o mohoso que presentan en ocasiones los vinos, y que impide su
comercializacion. Este fendbmeno es reconocido como un problema muy serio en la industria
del vino, ya que causa la pérdida de sus caracteristicas frutales y enmascara su aroma
(Amoén et al., 1989).

Son muchas (unos 100 compuestos volatiles) las sustancias identificadas como
posibles agentes causantes del cork taint (Amoén et al., 1989). Entre ellos destacan los
cloroanisoles, como el pentacloroanisol (PCA), el 2,3,4,6-tetracloroanisol (2,3,4,6-TeCA)
y el 2,4,6-tricloroanisol (2,4,6-TCA) como los agentes que contribuyen en mayor medida
a este problema. Especialmente importante es el papel del 2,4,6-TCA, considerado como
el compuesto responsable del 80% de los casos detectados, y que en un estudio sobre

vinos australianos afectados por este problema llegdé a detectarse en el 100% de las
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botellas (Pollnitz et al.,, 1996). Ademas, algunos estudios establecen una clara correlacion
entre la presencia 2,4,6-TCA en vino y tapén o entre la presencia de 2,4,6-TCA en el
vino y la intensidad de la contaminacién del corcho (Pefia-Neira et al., 2000).

De menor importancia son ofras sustancias volatiles como el guayacol (un
derivado del &acido vainillico) que proporciona al vino un sabor medicinal, fendlico o a
quemado y que podria originarse por la accion de bacterias capaces de llevar a cabo la
degradacién de la lignina (Maga, 1978; Pometto et al, 1981). Se ha demostrado
recientemente que los hongos filamentosos no producen este compuesto creciendo en
corcho (Alvarez-Rodriguez et al., 2003).

Se cree que estas sustancias son producidas por microorganismos que crecen
sobre el corcho que se utliza en el taponado de las botellas de vino, aunque las
evidencias al respecto son escasas. Sin embargo, es necesario mencionar que el fendmeno
de la contaminacion del corcho es muy complejo, ya que a menudo no es posible
establecer una relacion directa entre el cork taint y una uUnica sustancia en una matriz tan
compleja quimicamente como el vino. Asi, Silva Pereira et al. (2000a) sostienen que es
probable que en la mayoria de los casos, varios compuestos contribuyan de manera
simultanea al mismo efecto, posiblemente de forma sinérgica, siendo la contribucion parcial

de cada compuesto quimico imposible de determinar.

I-3.1 Estructura quimica de anisoles: cloroanisoles y bromoanisoles.

Los haloanisoles, y especialmente cloroanisoles y bromoanisoles, mas cominmente
identificados en vinos afectados por el cork taint son 2,4,6-tricloroanisol (2,4,6-TCA),
2,3,4,6-tetracloroanisol (2,3,4,6-TeCA), pentacloroanisol (PCA) y 2,4,6-tribromosanisol
(2,4,6-TBA). Las estructuras quimicas de los principales haloanisoles involucrados en el
cork taint se indican en la Figura 1-2.

Estructuralmente podrian ser considerados como derivados del anisol (o
metoxibenceno ). El anisol es un derivado metilado del fenol, y es un compuesto presente
en una gran variedad de sustancias volatiles, usualmente, con un olor muy intenso. Asi
pues, los haloanisoles estan formados por moléculas de anisol a las que se le habria
unido al menos una molécula de alguno de los cuatro halégenos que existen: flior (F),
cloro (Cl), Bromo (Br) y vyodo (l). Los compuestos resultantes se denominan

respectivamente fluoroanisoles, cloroanisoles, bromoanisoles y iodoanisoles.

1-3.2 Los cloroanisoles como contaminantes de alimentos.

Ademas del papel ya mencionado de los anisoles, especialmente el 2,4,6-TCA,
como agentes responsables del cork taint en el vino, podemos encontrar en la bibliografia
algun ejemplo mas en los que se cita a los anisoles como agentes responsables de olores

y sabores desagradables en distintos alimentos.

14



M Introduccion

OCHj4 OCH;
C cl e cl
Cl
1 1
2,4,6-Tricloroanisol OCH; 2,3,4,6-Tetracloroanisol
(2.4.6-1CA) Ie a1 (2,3,4,6-TeCA)
C Cl
1
Pentacloroanisol
OCH; OCH;
B Br
T
Anisol

2,4,6-Tribromoanisol

(2,4,6-TBA)

Figura |-2: Estructura quimica del anisol y los principales haloanisoles involucrados en la
contaminacion del vino con aromas fungicos

La primera mencién que se conoce en la literatura sobre el papel de los
cloroanisoles como contaminantes de alimentos data del ano 1966, cuando Engel vy
colaboradores informaron de la presencia de 2,3,4,6-TeCA en partidas de huevos y pollo
con un desagradable sabor a moho (Engel et al., 1966; Bemelmans et al., 1974).

Posteriormente se demostré que el 2,3,4,6-TeCA era el agente responsable del
mal olor de un lote de pollos (Curtis et al, 1972 y 1974). Estos autores ademas
demuestran que la biosintesis de este compuesto podia ser llevada a cabo a partir de
2,3,4,6-TeCP por hongos filamentosos que crecian sobre el pollo como Penicillium
crustosum, Aspergillus sydowi y Scopulariopsis brevicaulis. Estos microorganismos también
podian metilar PCP.

En un trabajo paralelo Gee y Peel (1974) aislaron a partir de restos de comida
trados a la basura en un restaurante (parrila), un total de 116 aislados flungicos
pertenecientes a un total de 26 especies. De ellos 99 (el 85.3%) podian metabolizar
2,3,4,6-TeCP, mientras que 58.6% (68 de 116) eran capaces de metilar este compuesto
a 2,3,4,6-TeCA, siendo las especies que mostraron una mayor capacidad de produccion
Penicillium corylophilum, Paecilomyces varioti y Aspergillus sydowi.

También se ha demostrado la implicacion del 2,4,6-TCA y el 2,3,4,6-TeCA
como los compuestos responsables del desagradable olor y sabor de un lote de frutos

secos. En este caso se concluyé que estos compuestos se originaron a partir de los
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clorofenoles presentes en grandes cantidades en los embalajes de carton reciclado
utilizados, de donde pasaron a los alimentos (Whitfield et al, 1985; Tindale et al.,
1989). El microorganismo identificado como responsable fue el hongo Paecilomyces variotii
(Whitfield et al., 1991).

En otros estudios se ha demostrado la presencia de cloroanisoles en una partida
brasilefia de café contaminada con un desagradable olor fungico (Spadone et al., 1990).

Ademas estos compuestos han sido sefalados como productores de olores y
sabores desagradables en agua para el consumo humano (Nystrom et al, 1992). En
este caso el andlisis de muestras de agua, tanto cloradas como no cloradas, permitio
detectar niveles significativos de 2.,4,6-TCA. De hecho, este estudio muestra que este
compuesto esta ampliamente distribuido en los ecosistemas acuaticos de agua dulce, tanto
rios como lagos, de Suecia. Estos autores apuntan a que el 2,4,6-TCA probablemente se
originaria por metilacion de 2,4,6-TCP, el cual podria aparecer en las muestras de agua
como consecuencia del proceso de cloracion. En este estudio se aislaron varios
microorganismos que podrian ser responsables de la metilacion del 2,4,6-TCP (incluyendo
varios hongos filamentosos de los géneros Acremonium, Phialophora y Penicillium) 'y
sorprendentemente también varios actinomicetos con esta capacidad. Mas recientemente se
ha identificado el 2,4,6-TCA como agente causante de un desagradable aroma en el sake
(bebida tradicional japonesa) (Miki et al, 2005). En este caso el 2,4,6-TCA se
produce a partir de los instrumentos de madera, contaminada con 2.,4,6-TCP, que se
utilizan en la preparacion de la pasta de arroz, siendo el hongo responsable Aspergillus
oryzae.

En general los clorofenoles y cloroanisoles pueden contaminar cualquier organismo
vivo que haya entrado en contacto con ellos pasando asi a formar parte de la cadena
trofica. Valga como ejemplo el estudio realizado por Vorkamp et al., (2004) de la biota

de Groenlandia.

1-3.3 Impacto econdémico y comercial de la contaminacién del vino por

cloroanisoles y bromoanisoles.

A pesar de ser un gran problema para las bodegas en todo el mundo, hay
muchas discrepancias sobre la verdadera incidencia y sobre la cuantificacion de las pérdidas
economicas producidas por el cork taint ocasionado por los haloanisoles. Esto se debe
principalmente a la carencia de transparencia en los datos que ofrecen tanto las bodegas
como las empresas de corcho que se ven implicadas en esta situacion.

La cuantificacion de las pérdidas economicas de las bodegas en todo el mundo
debida a la contaminacion del vino por cloroanisoles es casi imposible de determinar. Sin
embargo, algunos datos publicados nos hacen tomar consciencia de la verdadera dimension
del problema:

Segun Butzke y colaboradores (1999) se ha estimado que las bodegas de todo

el mundo presentan unas pérdidas a causa del corcho de mas de 10000 millones de
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dolares. Aqui también se incluyen pérdidas a causa de defectos fisicos del corcho que
producen fugas del vino u oxidaciones no deseadas. Se ha calculado que, solo en el
estado de California se pierden cada afio entre 180 y 360 millones de dodlares (en precio
de mercado) debido al cork taint, aunque se cree que esta es una cuantificacion algo
exagerada.

Otros expertos como el Dr. Pascal Chatonnet apuntan que las perdidas
acumuladas de las bodegas desde que el problema del cork taint se detectdé por primera
vez podrian rondar los 1000 millones de dolares (El Mundo Vino, publicado en enero de
2004, en http://elmundovino.elmundo.es) .

En cuanto a la verdadera incidencia del problema existen grandes discrepancias
segun si el estudio se realiza desde el sector relacionado con los productores de corcho,
de los viticultores o de los productores de tapones sintéticos. Atendiendo a datos cientificos
podemos mencionar los siguientes trabajos:

- Lee y Simpson (1993) estimaron un porcentaje de incidencia de entre un
0.5 a un 6%.

- Posteriormente se ha sugerido que la incidencia podria estar entorno al 2-7%
de las botellas (Butzke et al., 1999).

- Mas recientemente, Soleas y colaboradores (2002) han realizado un estudio
de mas de 2400 botellas de vino procedentes de varios paises. Se realizé una cata de
vino por parte de un grupo de expertos capaces de detectar una concentracion de 2.,4,6-

TCA menor de 2 ng/l. Las conclusiones a las que llegaron son las siguientes:

1. De los vinos catados un 61% fue catalogado como “afectado por
aromas fangicos”.
2. Un segundo analisis de estos vinos por Cromatografia de Gases-
Espectrometria de Masas (GC-MS) revel6 que solo el 51% de vinos afectados tenian una
concentracion de 2,4,6-TCA superior a 2 ng/l. Por tanto el 49% de vino inicialmente
definidos como afectados por cork taint sufrian una contaminacion por otros compuestos
diferentes al 2,4,6-TCA y probablemente, esta alteracion del vino no pueda ser atribuida
al tapon de corcho.
Asi pues podemos concluir que el cork taint es un problema que causa pérdidas
millonarias en el sector vinicola pero que debe ser estudiado en profundidad para
esclarecer tanto las causas que dan lugar al problema como la verdadera incidencia del

mismo en el producto.
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I-4. Mecanismos moleculares de formacion de
cloroanisoles.

I-4.1 Compuestos clorofendlicos y bromofendlicos: usos industriales.
I-4.1.1 Clorofenoles.

Los clorofenoles no son compuestos naturales y por tanto los que podemos
encontrar en la naturaleza son de origen antropogénico. Debido a su origen sintético son
escasos los organismos vivos que pueden degradarlos y, como consecuencia, son muy
recalcitrantes y pueden persistir en los ecosistemas durante largo tiempo (hasta décadas).
Estos compuestos se obtienen a escala industrial mediante la cloracion del fenol o por Ia
hidrdlisis de clorobencenos.

Se han propuesto varios origenes para los clorofenoles detectados en ambientes
naturales (Czaplicka 2004, 2006):

1. Cuantitativamente, la mayor fuente de clorofenoles podria ser debida al uso
masivo por diferentes industrias en los Ultimos cincuenta afios. EI PCP se ha usado como
agente preservante de la madera, pinturas, fibras vegetales y pieles. También ha sido
usado como herbicida, fungicida e insecticida, asi como intermediario en la produccién de
numerosos productos farmacéuticos, tintes, desinfectantes y pesticidas (para mas informacion

visitar http://www.gtz.de/uvp). Por lo tanto, podemos asumir que la causa principal de la

presencia de clorofenoles en la naturaleza es el uso masivo en todo el mundo de PCP y
2,4,6-TCP como pesticidas, pese a que su uso en la Union Europea se prohibi6 a
principios de la década de los 90 del siglo pasado.

Hay varios motivos por los que los clorofenoles han sido tan utilizados como
pesticidas: su sintesis es muy sencilla para las industrias quimicas, son muy baratos, son
liposolubles, por lo que pueden atravesar de manera efectiva las membranas celulares
penetrando en las células, son muy toxicos (debido a su capacidad para reaccionar con
proteinas, &cidos nucleicos... y desajustar los gradientes de protones) vy, finalmente, porque
son muy efectivos y tienen un espectro de accién muy amplio, siendo toxicos para todos
los seres vivos.

Debido a este uso masivo y a su elevada recalcitrancia se han convertido en
uno de los contaminantes mas importantes de cualquier ecosistema (Cserjesi y Johnson,

1972; Rigaud et al., 1984; Nystrom et al., 1992;).

2. Los clorofenoles también se emplean como intermediarios de procesos
industriales, por ejemplo, de la sintesis de 2,3-diclorofenoxiacetato (Kent y James, 1983)
o durante el blanqueado de la pulpa en el proceso de fabricacion de papel (Kringstad y
Lindstrom, 1984).
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3. Otro posible origen de los clorofenoles pueden ser como productos de la
degradacién de herbicidas como el acido 2,4-diclorofenoxiacetico o el &acido 2,4,5-
triclorofenoxiacético. Recientemente se ha demostrado que el 2,4,6-TCP puede ser
producido por degradacién acuatica del pesticida triclosan [2-(2,4-diclorofenoxi)-5-

clorofenol] en presencia de bajas concentraciones de cloruros (Canosa et al., 2005).

4. Aunque en mucha menor medida también hay una cierta produccion natural de
clorofenoles. Asi, Hodin et al. (1991) detectaron la produccion de 2,4,6-TCP por la cepa
fungica Culduriomyces fumugo en una reaccion realizada por un enzima cloroperoxidasa

capaz de realizar la cloracion de estructuras aromaticas como el fenol.

1-4.1.2 Bromofenoles.

A diferencia de los clorofenoles cuyo origen es mayoritariamente humano, algunos
bromofenoles son producidos de manera natural en cantidades enormes. Esta es la razén
por la que se pueden encontrar bromofenoles en ambientes marinos. Existe una amplia
literatura cientifica que describe los efectos y compuestos de este tipo que confieren a
microalgas, cianobacterias (Patterson ef al., 1994) vy, sobre todo, a macroalgas marinas
(y a sus extractos) actividades biocidas o repelentes frente a infecciones flngicas,
bacterianas o viricas; acaros, insectos, nematodos y poliquetos (Hoppe y Levring, 1982;
Fenical, 1982; Mufioz Crego y Lopez Cruz, 1992). Muchos compuestos biotdxicos son
unicos de los vegetales marinos, debido a la exclusividad, abundancia y halogenacién de
moléculas bioactivas en el medio marino (Ortega et al., 1996). La gran proliferacion de
productos con actividad antibiotica de amplio espectro en las macroalgas marinas se debe
a la gran ventaja selectiva que le confieren en el medio marino benténico (ambiente de
enorme competitividad por parasitismo, por epifiismo y endofitismo, micro y macroherbivoria,
etc). Tal es la capacidad de ciertas especies de macroalgas de producir compuestos
biotdxicos halogenados, que llegan a ser autotoxicos para la propia macroalga.

Por otra parte, de entre los bromofenoles de origen antropogénico, cabe destacar
la gran cantidad presente en los residuos de las industrias quimicas. Su mayor aplicacion
es la produccion de agentes antifungicos y de retardantes de llama utilizados para tratar
maderas, plasticos o pinturas (Chatonnet et a&l., 2004). De hecho en Europa estos
compuestos son los que estadn sustituyendo a los clorofenoles prohibidos por la legislacion
vigente.

También se ha descrito que el tribromofenol (TBP) puede formarse en aguas
residuales tratadas con cloruros y en presencia de iones bromuro y trazas de fenoles

organicos (Patnaik er al, 2002).



Introduccion frm

1-4.2. La biometilaciéon de clorofenoles y bromofenoles como origen de

cloroanisoles y bromoanisoles.
I-4.2.1 Mecanismos de formacion de bromoanisoles y cloroanisoles.

Se han propuesto diferentes teorias para tratar de explicar el posible origen de
los cloroanisoles. En esta revision nos centraremos en la produccion de 2,4,6-TCA ya que
como hemos explicado en apartados anteriores es el compuesto mas importante relacionado

con el cork taint del vino.

1. Algunos autores sostienen que podrian ser un producto intermediario del
catabolismo de compuestos altamente clorados. Por ejemplo el PCP y el 2,3,4,6-TeCP
son compuestos altamente toxicos y su biometilacion a anisoles podria ser un método de
detoxificacion (Nicholson et al/, 1992; Mohn et al/, 1992). Los anisoles resultantes serian
después deshalogenados, puesto que los fenoles menos clorados tienen una menor toxicidad
y ademas son mas facilmente biodegradables para dar lugar al 2,4,6-TCA (Tanner et al.,
1981). Un mecanismo similar es el propuesto por Neidlemann y Geigert (1986) partiendo

de hexaclorociclohexano.

2. Deshalogenaciéon. En este caso el 2,4,6-TCA se sintetizaria a partir de otros
anisoles altamente clorados como el pentacloroanisol o el 2,3,4,6-tetracloroanisol por un
proceso de eliminacién de residuos de cloro (Tanner et al., 1981).

Es dificil que los mecanismos 1 y 2 ocurran en un ecosistema aerobio como es
el corcho si tenemos en cuenta que para su funcionamiento debe haber un paso de
deshalogenacion reductora, proceso que ocurre casi exclusivamente en anaerobiosis (Dennie
et al., 1998). Asi pues, la degradacion aerobia de estos precursores altamente clorados
ocurriia  mediada por un mecanismo de deshalogenacion oxidativa, catalizada por enzimas
de tipo monooxigenasas dando lugar a diferentes quinonas como intermediarios (Xun 1996;
Xun y Orser 1991) que no pueden dar lugar a 2,4,6-TCA, por lo que en principio son
las dos hipétesis menos probables de las que citaremos en este apartado.

3. Otros autores apuntan la posibilidad de la biohalogenacion (Neidleman vy
Geigert, 1986). Parece que los cloroanisoles podrian formarse a partir de anisol
(metoxibenceno) durante la etapa de lavado con hipoclorito que en ocasiones se realiza
en el proceso de fabricacion del tapon. Algunos estudios han encontrado que el 18% del
corcho lavado con hipoclorito contenian de 6 a 13 ng de 2,4,6-TCA por gramo de corcho
y todos contenian 2,4,6-TCP en el rango 19-301 ng por gramo de corcho (Sponholz y
Muno, 1994). Por ello, el bafio clorado ha sido reemplazado por un tratamiento con
peroxido de hidrégeno al 10% que contiene un 5% de amonio. Este proceso de cloracion
podria ser un mecanismo de detoxificacion que algunos microorganismos poseerian para

eliminar atomos de cloro presentes en el ambiente en el que crecen.
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4. Maujean et al., (1985) sostienen que el nacleo fendlico del 2,4,6-TCA se
podria formar a partir de glucosa, la cual a través de la ruta de las pentosas fosfato
podria dar lugar a acido siquimico. Este seria el precursor del fenol, el cual seria clorado
por exposicion a cloro para dar lugar a 2.,4,6-TCP. Finalmente, este compuesto seria
metilado como un mecanismo de detoxificacion mediante una actividad metiltransferasa, en
presencia de acido félico como cofactor y S-adenosilmetionina (SAM) como donador de

grupos metilo. Desafortunadamente, no existen estudios que confirmen esta hipotesis.

5. Finalmente, se ha propuesto también que los anisoles podrian formarse
directamente por biometilacion a partir del precursor clorofendlico correspondiente (Silva
Pereira et al., 2000b).

2,3,4,6-
Pentaclorofenol T oroionol Hexaclorobenceno Hexaclorociclohexano
OH OH Cl Cl
Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl
Cl Cl Cl Cl Cl Cl Cl
Cl
OCHgz
Cl
Anisol
2,3,4,6- ( Metoxibenceno )
. OH OH
Tetracloroanisol
Cl Cl
Fenol Cl

2,4,6-Triclorofenol

Figura |-3: Posibles mecanismos propuestos para explicar el origen del 2,4,6-TCA en corcho: 1.
Catabolismo de compuestos altamente clorados; 2. Deshalogenacion de anisoles altamente clorados; 3. Sintesis
por halogenacion de anisol; 4. Cloracion en presencia de hipoclorito sodico y posterior biometilacion; 5. Sintesis
directa por biometilacion del 2,4,6-TCP.

Los clorofenoles, sobre todo PCP, 2,3,4,6-TeCP y 2,4,6-TCP, podrian tener su
origen en la contaminacion ambiental debido al uso de pesticidas, herbicidas y
preservadores de la madera utilizados durante décadas y que se han convertido en
contaminantes ubicuos en cualquier ecosistema (Chaudhry y Chapalatamagudu, 1991;

McLelan et al, 2007). Este hecho se agrava por la elevada recalcitrancia de estos
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compuestos a la degradacion, lo que determina que su persistencia en los ecosistemas se

prolongue durante muy largos periodos de tiempo.

1-4.2.2 La biometilacion de bromoanisoles y cloroanisoles como origen del cork

taint.

Los trabajos realizados por el grupo del Dr. Rubio Coque (Alvarez-Rodriguez et
al., 2002a; Alvarez-Rodriguez, 2003; Coque et al., 2003) conducen a las siguientes

conclusiones sobre el mecanismo molecular involucrado en la formacién de cloroanisoles:

1. Aunque se han propuesto varias hipotesis para explicar el origen del 2,4,6-
TCA en corcho, actualmente, la Unica teoria cientificamente probada es la biometilacion del
2,4,6-TCP.

Estudios realizados utlizando  Trichoderma longibrachiatum mostraron que la
bioconversiéon en corcho a 2,4,6-TCA so6lo es eficiente cuando se utliza 2,4,6-TCP como
precursor, llegandose a alcanzar una tasa media de bioconversion del 34,72%. Por el
contrario, partiendo de cualquier otro de los demas posibles precursores citados en el
apartado anterior no se obtienen cantidades significativas de 2,4,6-TCA (ver Tabla 1-2).
Asi, varios diclorofenoles fueron ensayados como posibles precursores en presencia y
ausencia de hipoclorito sodico, pero ninguno fue un precursor valido para producir TCA.
También se probaron compuestos altamente clorados con resultados negativos. Finalmente,
también se analizé la posible transformacién de fenol y anisol a TCA y tampoco se
detectd una produccion de 2,4,6-TCA significativa.

2. La biometilacion es realizada mayoritariamente por hongos filamentosos capaces
de crecer en corcho y en madera (Alvarez-Rodriguez et al., 2003) aunque también se
ha observado en actinomicetos aislados del agua potable (Nystrom et al., 1992) y en
cepas marinas de Rhodococcus, Acinetobacter y Pseudomonas (Allard et al., 1987; Neilson

et al., 1988), aunque estos organismos no tienen relacion con el corcho o el vino.

3. Esta reaccion es llevada a cabo por un enzima clorofenol O-metiltransferasa
(CPOMT) que metila un amplio rango de halofenoles incluyendo clorofenoles, bromofenoles

y iodofenoles (Coque et al., 2003), produciendo los haloanisoles correspondientes.

1-4.2.3 Significado de la biometilacion de clorofenoles: los cloroanisoles como

productos resultantes de la detoxificacion de clorofenoles.

Los clorofenoles son algunos de los compuestos xenobidticos mas recalcitrantes que
podemos encontrar en la naturaleza. Debido a su gran toxicidad (razon por la cual se han
utilizado ampliamente como pesticidas y fungicidas) cuando los microorganismos detectan la
presencia de clorofenoles en el ambiente proceden a su desactivacién (proceso denominado
detoxificacion o descontaminacion) ya que de lo contrario, pueden sufrir dafios severos que

afecten a su fisiologia. La alta reactividad de los clorofenoles, y por tanto su toxicidad, es
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debida al débil caracter acido del grupo hidroxilo, capaz de reaccionar con proteinas y
acidos nucleicos produciendo dafios graves y en ocasiones irreversibles para la célula

(Cserjesi y Johnson, 1972; Terada, 1990).

Bioconversion
Precursor Hipoclorito Irichoaerma 2,4,6-TCA del precursor en
sodico longibrachiaturm (ng/g de 2,4,6-TCA (%).
corcho)

- - - 86 -

- - + 96 -

- + + 13.2 -
2,3-DCP - + 80 0
2,3-DCP + + 9.6 0.1
2,3-DCP + - 80 0
2,4-DCP - + 4.5 0
2.4-DCP + + 8.9 0.03
2.4-DCP + - 4.7 0
2,5-DCP - + 7.2 0
2,5-DCP + + 9.7 0.11
2,5-DCP + - 15.5 0.83
2,6-DCP - + 6.2 0
2,6-DCP + + 3.1 0
2,6-DCP + - 3.2 0
3,4-DCP - + 83 0
3,4-DCP + + 9.1 0.05
3,4-DCP + - 6.8 0

Hexaclorociclohexano - + 7.0 0
Hexaclorobenceno - + 7.0 0
Pentaclorofenal - + 9.7 0.11
Pentacloroanisol - + 7.3 0
2,3,4,6-TeCP - + 9.9 0.13
2,3,4,6-TeCA - + 4.6 0
2,3,6-TCP - + 1.5 0
2,4,5-TCP - + 7.5 0
2,4,6-TCP - + 3558 34.72
Anisol - + 8.8 0
ANisol + + 18.8 1.02
Anisol + - 155 0.69
Fenol - + 174 0.88
Fenol + + 252 1.66
Fenol + - 13.6 0.5

Tabla I-2: Analisis de la formacion de 2,4,6-TCA por 7. longibractiatum a partir de diferentes
precursores (Alvarez-Rodriguez, 2003).
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Estudios sobre la toxicidad relativa del PCP y el PCA demostraron que el PCA
es menos téxico que el PCP para 17 especies bacterianas, a excepcion de Streptomyces
sp. (Ruckdeschel et al., 1987 ), para 16 especies de hongos del azulado de la madera y
de la podredumbre blanca (Ruckdeschel y Rennel, 1986) y para Trichoderma sp.,
Penicillium sp. y Cephaloascus sp. (Cserjesi y Johnson, 1972). Estos datos apuntan a la
gran importancia ambiental de la O-metilacion de clorofenoles como un método de
detoxificacion natural (Cserjesi y Johnson, 1972; Allard et al., 1987; y Neilson et al.,
1988).

Algunos estudios han demostrado que diversos anisoles y tioanisoles se pueden
formar por O-metilacion a partir de clorofenoles y clorotiofenoles por bacterias de los
géneros Rhodococcus, Acinetobacter y Pseudomonas aisladas de agua del Mar Baltico y de
sedimentos de lagos de Suecia (Neilson et al., 1988). Estos mismos autores demuestran
que dos especies del género Arthrobacter (aisladas de muestras de suelo) son capaces
de llevar a cabo la O-metilacion de mono, di, tri y tetracloroguayacoles y pentaclorofenol
para dar lugar a los correspondientes anisoles derivados (Neilson et al., 1983).

Esta reaccion de O-metilacion no esta limitada a microorganismos procariotas.
Varios autores han demostrado la O-metilacion de varios compuestos fenodlicos por el alga
Euglena gracilis (Drotar y Fall, 1985a y 1985b), el protozoo T7Tetrahymena thermophila
(Drotar y Fall, 1986) y la levadura Saccharomycopsis lipolytica (Drotar et al., 1987).

Los hongos filamentosos también poseen mecanismos de este tipo. Cserjesi y
Jonson (1972) aislaron a partir de material vegetal de un bosque canadiense una cepa
del hongo Trichodema virgatum capaz de biometilar pentaclorofenol para producir PCA. Por
otro lado en el basidiomiceto Phanerochaete chrysosporium, un hongo de gran capacidad
ligninolitca que causa la podredumbre blanca de raices, se han detectado varias O-
metiltransferasas (Jeffers et al., 1997).

Se ha propuesto que para realizar esta detoxificacion los hongos han

desarrollado, al menos, dos estrategias de resistencia diferentes (Coque et al., 2006):

1. Cuando la célula fangica se pone en contacto con el 2,4,6-TCP se produciria
un tipo de enzimas oxidativas (como por ejemplo lacasas y peroxidasas) que podrian ser
secretados activamente para atacar y degradar los clorofenoles fuera de la célula. Asi, la

mayor parte del 2,4,6-TCP seria degradado sin dafiar al hongo.

2. Sin embargo, debido a la naturaleza liposoluble de los clorofenoles siempre
hay un pequeio porcentaje que puede atravesar la pared celular y la membrana
citoplasmatica alcanzando el interior celular. Para evitar los posibles dafios celulares el
sistema defensivo fungico comienza la produccion del enzima clorofenol O-metiltransferasa
(CPOMT) capaz de transformar el 2,4,6-TCP en un compuesto inocuo, el 2,4,6-TCA.

Posteriormente, este compuesto es excretado de la célula y, debido a su caracter lipofilo,
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rapidamente absorbido por el corcho, madera o cualquier otro material en el que el hongo
esté creciendo.

Esta estrategia defensiva es muy comun entre los hongos filamentosos, por lo
que la mayoria de los hongos presentes en el corcho o en las bodegas pueden sintetizar
anisoles. Se ha demostrado también que el enzima responsable de la segunda estrategia
es capaz de actuar sobre varios clorofenoles y bromofenoles por lo que podemos afirmar
que éste enzima es la responsable de la formacion de la mayor parte de los anisoles que

contaminan el vino en el proceso de cork taint (Coque et al., 2003).

I-5. Biodegradacion y biorremediacion: una solucion
biotecnoldgica al problema del cork taint.

I-5.1 Introduccion.

La biotecnologia es una de las tecnologias actuales en las que mas se confia a
la hora de solventar problemas de gran magnitud relacionados con la industria y el medio
ambiente. De hecho las aplicaciones de la biotecnologia, a dia de hoy, parecen no tener
limite. En este contexto, la biorremediacion es el proceso en el que se emplean
organismos para resolver problemas medioambientales especificos y ha experimentado un
desarrollo espectacular en los Uultimos 20 afos, sobre todo en lo referente a la
biodegradacion de compuestos naturales, xenobibticos, residuos urbanos o industriales, asi

como en uso de plantas genéticamente modificadas para su uso en fitorremediacion.

Histéricamente el compostaje fue una primitiva forma de biorremediacion en donde
los residuos derivados de la recoleccion domiciliaria (restos organicos, inorganicos, residuos
industriales...) eran incluidos en contenedores permitiendo que pudieran ser biodegradados
por microorganismos (Senior y Balba, 1990). Posteriormente se comenzaron a utilizar
rutinariamente microorganismos en los procesos de depuracion de aguas residuales tanto
industriales como urbanas. En la actualidad los estudios en torno a la biorremediacion se
centran en dilucidar los mecanismos de accidon microbiana, ya que se ha demostrado que
la mineralizacion o la completa biodegradacion de los contaminantes organicos presentes en
el agua o en el suelo es casi siempre consecuencia de la actividad microbiolégica, y que,
de entre de los microorganismos existentes en la naturaleza, los hongos y las bacterias se
presentan como alternativa para lograr la degradacion de ciertos compuestos organicos

xenobidticos (Alexander, 1999).

En general existen dos estrategias en la biorremediacion de ecosistemas:
la primera consiste en agregar nutrientes de forma que se estimulen las poblaciones
naturales y asi aumente su actividad, mientras que la segunda se basa en la introduccion
de microorganismos exoégenos dentro del ecosistema como forma de remediacién. Se estima

que los mejores microorganismos para la eliminacion de toxicos presentes en un medio son
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en principio aislados del propio ambiente de donde han sido seleccionados naturalmente.
Ello esta sustentado en la observacion de que los microorganismos capaces de habitar en
un medio contaminado, (y por ende realizar las funciones vitales), poseen en su
metabolismo celular dispositivos sumamente efectivos para realizar descontaminacién. En este
ultimo caso con las nuevas técnicas de ingenieria genética se pueden emplear
microorganismos ya presentes en el ecosistema, pero genéticamente modificados haciéndolos

mas eficientes en la biorremediacion.

I-5.2 Biodegradacion de clorofenoles.

La degradacion de clorofenoles en condiciones aerobias es un fendmeno
ampliamente analizado. La degradacion de 2,4,6-TCP y PCP (los compuestos mas
estudiados) consiste en unos pasos iniciales de deshalogenacion oxidativa (en bacterias y
hongos) o deshalogenacion reductora (detectada en Phanerochaete chrysosporyum) que
produce una serie de quinonas que normalmente son hidroxiladas. Sin embargo, los

enzimas que llevan a cabo este paso inicial son diferentes en bacterias y hongos:

1. En bacterias la deshalogenacion inicial es catalizada por monooxigenasas
intracelulares como la clorofenol-4-monooxigenasa de Burkholderia cepacia (Xun, 1996) o
la 2,4,6-TCP-4-monooxigenasa de Azotobacter sp. cepa G1 (Wieser et al., 1997) que
convierten el TCP en 2,4-diclorobenzoquinoana, o Ila pentaclorofenol hidroxilasa de
Flavobacterium sp. ATCC 39723 (Xun y Roser, 1991) que transforma PCP en

tetraclorodihidroxibenceno.

2. En hongos basidiomicetos la deshalogenacion inicial es llevada a cabo por

enzimas extracelulares del sistema ligninolitico. Estos enzimas son principalmente:

- la lignina peroxidasa (LiP): puede oxidar una amplia variedad de
compuestos. Por ejemplo la LiP de Phanerochaete chrysosporium es capaz de
oxidar PCP a tetrahidroxibenceno (Bhasker Reddy y Gold, 2000) o 2,4,6-TCP
a 2,6-dicloro-1,4-dihidroxibenceno (Bhasker Reddy et al., 1998).

- la manganeso peroxidasa (MnP) que oxida componentes fendlicos
de la lignina utlizando la reaccion de oxidacion Mn" a Mn’ dependiente de
H,0,, (Wesenberg et al., 2003).

- la lacasa: es una fenol oxidasa que puede oxidar anillos de la
lignina (Bollag et al., 1998; Pérez et al., 2002).

Ademas existen otros enzimas que estan indirectamente asociados con la
mineralizacién de lignina como la glioxal oxidasa y la superéxido dismutasa que sintetiza
H,O, necesario, para la actividad de la lignina peroxidasa y la manganeso peroxidasa
mientras otros enzimas fungicos funcionan como enlace entre las rutas de mineralizacién de
la lignocelulosa, como la glucosa oxidasa, la aril alcohol oxidasa, la celobiosa quinona

oxidorreductasa y la celobiosa deshidrogenasa (Leonowicz et al., 1999; Pointing, 2001).

26



M Introduccion

No existen en la literatura muchas evidencias sobre la degradacion de clorofenoles
por parte de hongos filamentosos a pesar de que, como indican Gee y Peel (1974) un
total de 99 de 116 aislados fungicos de pollo podian metabolizar 2,3,4,6-TeCP. También
Cserjesi y Johnson (1972) detectaron que Trichoderma virgatum podia metabolizar PCP.
Mas recientemente (Szewczyk y Dlugdnski, 2009) han descrito la degradacion de PCP

por una cepa del Mucor ramosissimus detectando la formacion de tetrahidroquinona.

I-5.3 Biodegradacion de cloroanisoles.

Los cloroanisoles, al igual que los clorofenoles, son contaminantes frecuentemente
detectados en muchos ecosistemas, incluyendo sedimentos (Barakat et al, 2002), agua
de lagos y rios (Nystrom et al., 1992; Jiang et al, 2000), suelos (Palm et al., 1991;
D’Angelo y Reddy, 2000) y material vegetal como la corteza del alcornoque de bosques
Mediterraneos (McLellan et al., 2007). Aunque los cloroanisoles son considerados como
productos no toxicos, debido a su caracter lipofilico tienen un gran potencial para
acumularse en tejidos bioldgicos y materiales humicos (Neilson et al., 1984) y debido a
su recalcitrancia pueden permanecer formando parte de los ecosistemas durante afos
(Allard et al., 1987).

A pesar de la gran importancia de los cloroanisoles como contaminantes y del
papel de Ila O-metilacion de clorofenoles como alternativa a la biodegradacion de
clorofenoles, es poca la atencion que se ha prestado a la biodegradacion de cloroanisoles.
Recientemente se han aislado 3 cepas bacterianas procedentes de muestras de suelos
capaces de biodegradar eficientemente 2,4,6-TCA (Goswami et al, 2007), estando
implicados en este fendmeno diferentes mecanismos de desmetilacion del 2,4,6-TCP para
generar 2,4,6-TCA. Por otro lado, los hongos de la podredumbre blanca de la madera
son los Unicos microorganismos que poseen un complejo oxidativo enzimatico (o complejo
ligninolitico) gracias al cual los compuestos recalcitrantes de la lignina pueden ser
mineralizados. Este sistema los hace capaces de degradar un amplio rango de
contaminantes (Anke y Weber, 2006), incluyendo gran variedad de clorofenoles (Valli y
Gold, 1991; Joshi y Gold, 1993; Bhasker Reddy et al., 1998; Bhasker Reddy y Gold,
2000), tal como se indico en el apartado anterior. Esto, unido al hecho de que se ha
demostrado la capacidad de basidiomicetos como de Phanerochaete chrysosporium de oxidar
varios anisoles y metoxibenceno (Kersten et al., 1985, 1990; Popp y Kirk, 1991) permite
pensar que probablemente este tipo de hongos podrian ser capaces de biodegradar
cloroanisoles. Asi, Lamar y colaboradores (1990) en el que se describe como, tras un
breve periodo de formacion de PCA en suelos inoculados con Ph. chrysosporium, hay una
segunda etapa en la que se detecta una lenta disminucion de la concentracion de PCA.
Mas recientemente, Campoy y colaboradores (2009) han descrito la biodegradacion de
2,4,6-TCA por varias especies de basidiomicetos ligninoliticos. En concreto, una cepa de

Phlebia radiata puede desmetilar 2,4,6-TCA a 2,4,6-TCP en una reaccién catalizada por
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una citocromo P450 monooxigenasa microsomal. ElI 2,4,6-TCP formado es Iluego

detoxificado por la conjugacion con D-glucosa.

I-5.4 Caracteristicas generales del género T7richoderma.

Los hongos pertenecientes al género T7richoderma son ascomicetos que se
desarrollan principalmente sobre el suelo, plantas, material vegetal en descomposicion y
madera. El género Trichoderma (cuyos teleomorfos son denominados  Hypocrea sp.)
pertenece a la clase Euascomycetes (familia Hypocreaceae) y estd formado por al menos
cinco especies: Trichoderma harzianum, Trichoderma koningif, Trichoderma longibrachiatum,
Trichoderma pseudokoningii 'y Trichoderma viride, aunque se han propuesto también
Trichoderma  asperelum 'y  Trichoderma  citrinoviride ~ (Kuhls et al.,, 1999). Son
microorganismos  con una conocida  capacidad de produccion de  antibioticos
( Sivasithamparam et al., 1998), asi como de parasitar otros hongos. Se caracterizan por
su gran capacidad de competencia por recursos como nutrientes (por ejemplo los exudados
de las semillas produciendo una estimulacion de la germinacién) o el espacio, colonizando
rapidamente grandes extensiones. Se han dado muy pocos casos de patogenicidad en
humanos. Las infecciones suelen ser oportunistas (Groll ef al., 2001) y se desarrollan en
pacientes inmunodeprimidos causando peritonitis o infecciones pulmonares y hepaticas
(Richter et al., 1999).

Presentan hifas septadas  hialinas, conidiéforos, fialidas y conidios. 7.
longibrachiatum en concreto puede producir clamidosporas y sus conidiéforos adoptan una
disposicion piramidal. Los conidios son tienen unos 3 [m de didmetro son elipsoidales vy

de superficie lisa (St-Germain et al., 1996).

1-5.5 T. /longibrachiatum: organismo idéneo para su utilizacion como

agente de control bioldgico frente al cork taint.

Los hongos del género Trichoderma son de un gran interés biotecnolégico. No en
vano han sido ampliamente utilizados tanto como agentes de control bioldgico contra una
gran variedad de hongos fitopatogenos (Chet et al., 1987; Elad, 2003), asi como
potenciales fuentes de produccion de enzimas de interés industrial debido a su gran
capacidad de sintesis y secrecion de varios tipos de enzimas extracelulares (Montenecourt
et al., 1983; Mandels 1985), principalmente celulasas (Knowles et al., 1987; Kubicek et
al., 1990).

En el caso concreto de 7. longibrachiatum ademas de las caracteristicas propias
de su género, podemos destacar rasgos especificos que lo hacen especialmente indicado

para su uso como agente de control biologico frente al cork taint
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1. Buena capacidad de crecimiento sobre el corcho. La cepa Trichoderma
longibrachiatum CECT 20431 fue aislada de muestras de corcho por Alvarez-Rodriguez et
al., (2002). De hecho esta cepa muestra un crecimiento invasivo cuando crece sobre el

corcho.

2. Capaces de inhibir, al menos parcialmente, el crecimiento de otras especies

fungicas potenciales productoras de cloroanisoles en el corcho.

3. Capacidad de degradar clorofenoles. Esta cepa puede eliminar el 2,4,6-TCP
creciendo en cultivos liquidos y sobre granulado de corcho (Alvarez-Rodriguez et al.,
2002).

4. Capacidad de producir cloroanisoles. Se ha demostrado que esta cepa puede
realizar la bioconversion de 2,4,6-TCP en 2,4,6-TCA lo cual es una caracteristica
indeseable. Para utilizar esta cepa como agente de biocontrol habria que eliminar esta

capacidad del hongo mediante técnicas de ingenieria genética.

5. Muy baja probabilidad de produccion de micotoxinas. El género T7richoderma es
actualmente reconocido como microorganismo seguro o GRAS ( Generally Recognized As
Safe) ya que su produccion de micotoxinas es practicamente nula (Nevalainen et al.,
1994).

I-5.6 Objetivos de este trabajo.

El cork taint supone una enorme pérdida econdOmica tanto para empresas que
manufacturan tapones de corcho como para las bodegas. En este trabajo se pretende
abordar una posible solucion biotecnologica al problema, para lo que nos planteamos los

siguientes objetivos:

1.- Optimizar la purificacion del enzima clorofenol O-metiltransferasa (CPOMT)
para obtener una cantidad suficiente del enzima con la que obtener informacién para la

clonacion del gen cpomt.

2.— Andlisis de la proteina purificada por huella peptidica y doble espectrometria

de masas (MS-MS) para la determinacion de la secuencia de péptidos internos.
3.- Clonacién del gen codificante del enzima CPOMT.

4.-Optimizacion de un sistema para la transformacién de T7richoderma

longibrachiatum CECT 20431 que nos permita se manipulacion genética.
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5. Interrupcion/atenuacion del gen cpomt y andlisis de la produccién de 2.,4,6-

TCA en los transformantes obtenidos.

6. Expresion heterdloga de genes codificantes de basidiomicetos en T.

longibrachiatum y analisis de la degradacion de 2,4,6-TCP en los transformantes obtenidos.
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II-1. Microorganismos utilizados.

lI-1.1 Cepas bacterianas.

Escherichia coli DH5a (Hanahan, 1983). Cepa utlizada habitualmente para
experimentos de transformacion y amplificacion de ADN plasmidico. Permite la obtencion de
células competentes con alta eficiencia de transformacion (hasta 5 x 10° transformantes/ g
de ADN). Presenta una deleccion en el gen /acZ del operon /ac, lo que permite
seleccionar por su coloracién blanca los clones que porten plasmidos recombinantes
incapaces de incapaces de complementar dicha mutacién. Genotipo: deoR endAl gyA96
recAl hsaR17 (r., m. ) relAl supE44 thi-1 A(/acZYA-argFV169) f808/acZDMI5 F A .

Escherichia coli LE392 (Maniatis et al, 1982). Cepa susceptible de ser
infectada por el bacteriéfago lambda y sus derivados, provocando lisis celular. Se utilizdé en
infecciones en medio liquido para el aislamiento de ADN de bacteri6fagos de interés.
Genotipo: el4-(McrA-) hsdR514 supE44 supF58 /acY1 gaK2 galT22 meB1 trp55.

Escherichia coli XL-1 Blue MRA P2. Cepa susceptible de ser infectada por el
bacteriofago lambda y sus derivados, provocando lisis celular. Se trata de una cepa
lisogénica para el fago P2 y, por tanto, capaz de inhibir la capacidad infectiva de los
bacteriofagos lambda con genes red y gam activos. Se utilizd para la selecciéon especifica
de fagos recombinantes en la construccion de una genoteca de ADN genomico en el
vector A-DASH Il y para infecciones en medio sélido. Genotipo: A(mcrA) 183 A(mecrCB-
hsdSMR-mrr) 173 endAl supE44 thi-1 gyrA96 relAl lac.

lI-1.2 Cepas flngicas.

Trichoderma longibrachiatum CECT 20431. Cepa silvestre asilada de muestras de
corcho procedentes de la Comunidad de Extremadura (Alvarez-Rodriguez et al, 2002).
Destaca por su elevada capacidad de produccion de cloroanisoles a partir de pesticidas
clorofendlicos.

Polyporus hydnoides. Cepa silvestre con capacidad liginolitica. Fue utilizada por
Coll et al.,, (1993) para la purificacion y caraterizacion de la lacasa /acl utilizada en el
desarrollo de esta tesis. En este trabajo se ha utilizado como control positivo en los

ensayos de actividad lacasa.
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I1-2. Vectores fagicos y plasmidicos.

ll-2.1 pGEM-T Easy’ (3015 pb).

Vector comercializado por Promega utilizado para clonar fragmentos amplificados
por PCR. Se utiliza linearizado con EcoRV y con una timidina protuberante en los
extremos 3° que impiden su recircularizacion y favorecen la ligacion de los productos de
PCR producidos por ciertas polimerasas termoestables que dejan adeninas en extremos
(Mezei et al., 1994; Robles et al., 1994). Contiene los promotores T7 y SP6 de la
ARN polimerasa flanqueando wuna region multiple de clonacion dentro de la region
codificante para el a-péptido del enzima B-galactosidasa, lo que permite seleccionar los
clones recombinantes por su color blanco. Ademas tiene incorporado un gen de resistencia
al antibidtico B-lactamico ampicilina. También posee el origen de replicacion del fago

filamentoso f1 para la preparacion de ADN de cadena sencilla.

II-2.2 pBLUESCRIPT® (KS/SK) (+/-).

Plasmidos derivados del pUC19 y comercializados por Stratagene®. Su tamafio es
de 2.958 pb (1) y 2.961 pb (ll) e incluyen un fragmento del gen /acZ (subunidad «

de la B-galactosidasa) capaz de complementar la mutacion presente en la B-galactosidasa

de algunas cepas de Escherichia coli portadoras de la deleccion laczMA\15 (proceso
denominado O -complementacion), permitiendo la aparicion de color azul en presencia de
IPTG (inductor del gen /acZ) y de X-gal (andlogo estructural de la galactosa y
responsable de la aparicion del color azul).

La presencia de un sitio de clonacion multiple con cortes de restriccion Unicos
para 21 enzimas en esta zona facilita la incorporacion de insertos. La inserciéon de un
fragmento de ADN foraneo dentro del policonector provoca la interrupcion del gen /acZ.
Ademas poseen un gen de resistencia al antibidtico B-lactamico ampicilina (B-lactamasa
codificada por el gen b/a) que permite la seleccion de transformantes que se desarrollen
en presencia del antibidtico y también poseen el origen de replicacion colE1 para
Escherichia coli del pladsmido pBR322.

La designaciéon KS indica la orientacion del sitio mdltiple de clonaje en direccion
5’-Kpnl....Sad-3’, respecto al extremo 5’ del gen /acZ, mientras que SK denota la
orientacion contraria (5°-Sad....Kpnl-3"). Para conseguir la obtencién de este ADN de
cadena sencilla, estos vectores poseen el origen de replicacion monocatenario del fago f1.
Dicha cadena sencilla necesita la participacion en su obtencién de un fago ayudante como
el fago MI13KO7 (Vieira y Messing, 1987). El simbolo (+) indica que la cadena
rescatada al obtener ADN monocatenario es la codificante para el fragmento del gen /acZ vy

el (-) denota que la cadena de ADN monocatenario rescatada sera la complementaria.
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II-2.3 pALGENS3.

Plasmido de 5.859 pb (Rodriguez-Saiz et al., 2004). Contiene la region
codificante del gen npdl de E. coli (que le confiere resistencia a la geneticina) bajo el
control del promotor del gen de la glutamato deshidrogenasa (gdhA) y el terminador del
triptéfano (#rpC) de Aspergillus awamori. Fue utilizado en los experimentos de puesta a

punto de la transformacion de 7. /longibrachiatum.

II-2.4 pJL43gdh (plBR43).

Plasmido de 4.349 pb (Cardoza et al., 1998) derivado del plasmido pJL43 vy
que posee el gen ble de Streptoalloteichus hindustanus (Austin et al., 1990) bajo el
control de una extensa zona promototra del gen gdhA de Aspergillus awamori. La regién
terminadora es la de la citocromo oxidasa-1 (cycl) de Saccharomyces cerevisiae. Fue
utilizado en experimentos de puesta a punto de la transformacién de 7. /longibrachiatum, asi

como en la construccion del plasmido de interrupcion génica pBMT-PHint.

II-2.5 pRLMex30.

Vector de 5500 pb (aprox) disefiado por Mach et a.. (1993). Derivado del
pUC19, es portador del gen de seleccion #Aph (higromicina B fosfotransferasa) de
Escherichia coli bajo el control del promotor de la piruvato quinasa y del terminador de la
celobiohidrolasa |l, ambos de T7richoderma reesei. Fue utilizado en experimentos de puesta
a punto de la transformacion de 7. /longibrachiatum, asi como en la construccion del
plasmido pEXLAC.

II-2.6 pPEL3G.

Vector de 7275 pb disefiado por Rodriguez et al., (2008) vy derivado del
pAN52-4. Contiene el ADNc completo del gen pe/3 al que se le han cambiado su péptido
sefial por los 24 aminoacidos iniciales de la glucoamilasa de Aspergillus niger. La
expresion de la lacasa queda controlada por el promotor de la gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (gpdA) vy el terminador #pC de A. nidulans. Fue utilizado para la

expresion de dicho gen en la cepa silvestre de 7. /longibrachiatum.

II-2.7 A-DASH II.

Vector comercial de la firma Stratagene®. Se ftrata de un vector fagico de
reemplazamiento que se usa para clonar fragmentos grandes de ADN (de entre 15 y 23
Kb). El sistema aprovecha el sistema de seleccion spi. Los bacteriéfagos lambda intactos
presentan en su region central los genes activos red y gam y no son capaces de infectar
cepas bacterianas lisogenizadas por del fago P2 (como por ejemplo XL-1 Blue MRA P2).
En cambio, los fagos en los que ha habido un reemplazamiento de la zona central por el

inserto que queremos clonar pueden propagarse utilizando estas cepas hospedadoras.
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II-2.8 Vectores plasmidicos construidos para el desarrollo de esta tesis.

I1-2.8.1 pEXLAC.

Plasmido de 6100 pb aprox. Es un derivado del plasmido pRLMex30 (Mach et
al. 1993) anteriormente citado, al que se le ha intercambiado el gen de resistencia a
higromicina por el ADNc del gen /acl de Polyporus hydnoides (Coll et al., 1993). Se

utilizé para la expresion de dicho gen en la cepa silvestre de 7. /longibrachiatum.

11-2.8.2 pARNiIMT265.

Para realizar estas construcciones se utilizd el plasmido pJL43RNAi construido por
Ullan et al., (2008). Este vector fue disefiado para ser una herramienta de atenuacion
génica en hongos filamentosos. Es un plasmido derivado del pJL43 (Gutiérrez et al.,
1991) y del pJL43b1 (Gutiérrez et al, 1997) y aprovecha sus regiones promotoras
quedando estas enfrentadas una a la otra. Justo en la zona entre ambos promotores existe
un sitio de corte unico Acol en el cual se clond una region de ADN codificante de 265
pb para abordar el silenciamiento génico del gen codificante de la O-metiltransferasa
(cpomt). El plasmido posee el casete de resistencia a fleomicina para posibilitar la

seleccion de transformantes.

I-2.8.3 pBMT-PHint.

Con el fin de realizar la interrupcion del gen cpomt se llevd a cabo la
construccion de interrupcion pBMT-PHint, en la que una region de 2,6 Kb del genoma de
7. longibrachiatum que contenia el gen de interés asi, como sus regiones promotora vy
terminadora, fue clonada en un vector pBluescript. Mas tarde se digiri6 esta construccion
en la regidon codificante del gen y se le introdujo el casete de resistencia a la fleomicina
amplificado a partir del plasmido pJL43gdh. Una descripcion mas detallada de esta

construccion puede verse en el apartado IlI-5 de Resultados y discusion.

II-3. Productos y Reactivos.

I1-3.1 Proveedores.

Los reactivos empleados para la realizacion de los experimentos presentados en
esta memoria han sido adquiridos a las siguientes casas comerciales: Beecham S.A.
(Toledo, Espafia), Bethesda Research Laboratories (California, USA), BioRad ( California,
USA), Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Alemania), Canon Inc. (Japoén), Difco
(Detroit, Michigan, USA), Fluka Chemical & Biochemical Co. (Buchs, Suiza), General
Electric Biosciences [ (Amersham Biosciences) (Buckinghamshire, Reino Unido)], Gibco
BRL (Eggenstein, Alemania), ICN Biomedicals Inc. (lrvine, California, USA), Invitrogen

(NV Leek, Holanda), InvivoGen (San Diego, California, USA), Merck (Darmstadt,
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Alemania), New England Biolabs Inc. (Beverly, MA, E.U.A.), Panreac (Barcelona,
Espafia), Probus, Promega Co. (Madison, Wisconsin, USA), Pronadisa (Madrid,
Espafia), Quiagen (Crawley, Reino Unido), Sigma-Aldrich Chemical Co. (St. Louis,
Missouri, USA), USB (Cleveland, Ohio, USA), Stratagene® (La Jolla, California, USA),
Takara Bio Inc. (Shiga, Japon).

lI-3.2 Reactivos especificos para biologia molecular.

lI-3.2.1 Marcadores de peso molecular.

- De manera rutinaria se emple6 como marcador en los genes de electroforesis
de ADN en agarosa el ADN del bacteriofago lambda (MBI Fermentas) digerido con las
endonucleasas Hindlll, Psi o Xhol.

- El marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogene@) (ver
Figura 11-1).

- El marcador DNA Molecular Weight Marker /I, Digoxigenin—labeled (Roche),
marcado con digoxigenina presenta bandas desde 23 kb a 125 pb. Fue utilizado en
experimentos de hibridacion de ADN. Se utilizan 5 ul por gel. @) (ver Figura II-1).

- Marcador RNA Millenium (Ambion) (ver Figura II-1).

1I-3.2.2 Oligonucleotidos.

Los oligonucledtidos empleados como cebadores o primers en los experimentos de
andlisis de secuencias de ADN, asi como los deméas oligonucledtidos utilizados fueron

adquiridos a Sigma.

11-3.2.3 Antibidticos.

- La ampicilina se adquiri6 en forma de preparado farmacéutico Britapen
(Beecham S.A.).

- La geneticina y la higromicina B fueron adquiridas a la compafia Sigma
Chemical Co.

- La fleomicina se adquiri6 a la compafia InvivoGen.

I-3.2.4 Enzimas de restriccion y modificadoras.

- Los enzimas de restriccion fueron suministrados por las casas comerciales New
England Biolabs Inc., Promega, MBI Fermentas y Takara.

- Los enzimas desoxirribonucleasa | (ADNasa |) y ribonucleasa A (ARNasa A)
de pancreas bovino fueron adquiridos a Sigma Chemical Co.

- La fosfatasa alcalina de intestino de ternera, ADN ligasa del fago T4 y el
fragmento Klenow de la ADN polimerasa fueron adquiridas a MBI Fermentas.

- El enzima GoTaq® ADN polimerase fue adquirido a Promega, mientras que los

. . ® . .
enzimas Pfu polimerase y Pfx polimerase a Invitrogen.
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- Los enzimas liticos de T7richoderma harzianum y la (-glucuronidasa utilizados
para la obtencién de protoplastos se adquirieron a la compania Sigma Chemical Co.
- La lisozima de clara de huevo fue suministrada por Fluka Chemical &

Biochemical Co.

A B C
-
8 — 9416 —
6 — 6’551 —»
4 —» 6 —
3. 4361 —» 5
4
2322 _,
2 2027 3
165 —» 2’5 —
2
085 — 1’5 —
065 — 1—
05 — 0'564
04 — 05 —
03 —
02 —
01 — 0’125
Figura II-1: Esquema de los patrones de peso molecular de ADN en geles de agarosa al 1 %

separados por electroforesis. Se indica el tamano de los fragmentos en kilobases. A) /&b Flus DNA Laader

(Invitrogen); B) DNA Molecular Weight Marker 1, Digoxigenin-iabeled (Roche),C) RNA Millenium [Ambion)

II-3.3 Marcadores de peso molecular para electroforesis de proteinas.

Se utilizd el marcador de peso molecular pretefiido de Bio—-Rad Laboratories
Precision Plus Protein® Standars que esta constituido por 10 bandas de proteinas de los
siguientes tamafios: 10 KDa, 15 KDa, 20 KDa, 25 KDa, 37 KDa, 50 KDa, 75 KDa, 100
KDa, 150KDa y 250 KDa. Las bandas de 25 KDa, 50 KDa y 75 KDa que muestran una
intensidad tres veces mayor que el resto y son consideradas como bandas de referencia.

Una representacion grafica de este marcador se muestra en la Figura Il-2.

200 —

100 —
7%

50 —

37 —

25

15 — Figura Il.2: Esquema del marcador de para proteinas peso molecular de

proteinas Precision Plus Protein® Standars resuelto en un gel de acrilamida al 12,5
10

%. Se indica el tamano de los fragmentos en KDa.
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II-3.4 Otros sistemas empleados (kits comerciales ).

Varios de los procesos descritos en esta Memoria se realizaron mediante el uso
de sistemas comerciales (4its) que incluyen los componentes necesarios para el proceso

correspondiente. Los sistemas comerciales utilizados fueron los siguientes:

- DIG labelling and detection kit (Boehringer Mannheim) para marcaje de ADN
con digoxigenina y deteccion.

- GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (General Electric-Amersham). Utilizado para la
purificacion de ADN plasmidico destinado reacciones de secuenciacion. El kit permite la
extraccion de ADN plasmidico a partir de 1-3 ml de cultivos de Escherichia coli.

- GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (General Electric-Amersham).
Utilizado para la recuperacion del ADN a partir de geles de agarosa y para la purificacion,
aislamiento y concentracion de productos de PCR.

- Lambda Mini Kif (Qiagen) para la extraccion de ADN fagico a partir de
cultivos tanto en medio liquido como en sdlido.

- Protein Assay® (Bio—Rad Laboratorios) para la cuantificacion de las muestras
proteicas.

- RNAeasy m/n/k/t® (Qiagen) para la extraccion de ARN a partir de micelio de

7. longibrachiatum.

11-4. Instrumental.

Para llevar a cabo la investigacion detallada en esta memoria se utilizd

fundamentalmente el instrumental suministrado por las siguientes casas comerciales:

Afora (Madrid, Espafa): tubos de vidrio Corex.

®
American National Can (Greenwich, CT, EEUU): Parafiim

- Beckman Instruments (Palo Alto CA, EEUU): espectrofotometro DU-64.

BioRad Laboratories (Richmond, CA, EEUU): Cubetas de electroforesis para
proteinas (modelo Mini-Protean 1l) y para ADN (equipos SubCell), y equipos de
electrotransferencia de proteinas MiniTransblot. Columna Bio-Scale CHT-I.

- Canon Inc. (Japon) Camara digital EOS 10D Reflex.

- Eppendorf (Alemania): Microcentrifugas del modelo 4515 y agitador
Thermomixer modelo 5432.

- Gallenkamp (Leicester, Reino Unido): Incubadores orbitales modelo IMR 250.

- Gilson Medical Electronics Inc. (Middletown EUA): pipetas automaticas de los
tipos P2, P20, P200, P1000 y P5000.

- General Electric [Amersham Pharmacia Biotech (Buckinghamshire, Reino
Unido) ]: Filtros de nylon Hybond-N, peliculas de autorradiografia del tipo Hyperfilm-MP,
estuches para la exposicion de filmes autorradiograficos con pantallas amplificadoras,

transiluminador de luz ultravioleta, equipo FPLC AKTA Design System, columnas PD-10,
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columnas HiTrap DEAE Fast Flow, columnas Superdex 75 y Superdex 200 , columna
HiTrap Phenyl Sepharose Fast Flow, columna Resource Phe.

- Hitachi (Tokio, Japon): Espectrofotometro del modelo U-2001.

- MAISSA (Barcelona, Espafia): Filtros de Nylon Nytal.

- Millipore Corp. (Bedford, MA, EEUU): Membranas de filiracion y equipo de
filtracion de agua MilliRo, Helix y MiliQ, membranas de PVDF electrotransferencia
(Immobilon-P ), concentradores Microcon.

- Moulinex: Microondas M41.

- MSE ultrasonic (Fisons, Loughborough, GB): sonicador.

- New Brunswick Scientific (Edison, NJ, EEUU): Incubador orbital modelo Innova
4230.

- Olympus Optical Co, LTD (Tokio, Japon): Microscopio Olympus Cx40RF200.

- Perkin Elmer (Roche Molecular Systems, Inc., Branchburg, New Jersey,
EEUU): termociclador GeneAmp 2400 y secuenciador de ADN ABI PRISM 310 Genetic
Analyzer.

- Sartorius GmbH (Weinheim, Alemania): Balanzas de precision, modelos 2442
y 1216MP.

- Savant Instruments Inc. (Hicksville, NY, EEUU): Centrifuga de vacio modelo
SVC-100H, Speed-vac SC-110.

- Selecta (Barcelona, Espafa): Autoclave del modeloAustester-E, bafios con
termostato del modelo 320 OR, estufas de incubacion de los modelos 207, 207A y 237
y 372A.

- Sorvall (Newtown, CO, EEUU): Centrifugas refrigeradas, modelo RC-5B.

- Stratagene (La Jolla, CA, EEUU): Fijador de ADN y ARN UV Stratalinker®
2400.

- Teknokroma (Barcelona, Espafia): columna cromatografica LiCrospher 100
RP18 5 um, 25 x 0,4 cm.

- Waters (Milford, Massachussets, EEUU). Equipo HPLC: Autosample 717;
Controller 600; Detector 996.

- Whatman Laboratory Products Inc. (Clifton, NJ, EEUU): Papel 3MM.

- WTW (Alemania) phmetro del modelo Sentix 41.
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II-5. Medios de cultivo.

II-5.1 Medios de cultivo para Escherichia coli.

Medio de Luria-Bertani (LB) (Miller, 1972). Medio de mantenimiento vy

propagacion de Escherichia coli.

Bacto-triptona 10g
Extracto de levadura 59
Nadcl 10g

El pH se ajust6 a un valor de 7,5 con NaOH y se afadi6 agua destilada hasta
1 litro. Para su utilizacion como medio sélido se afadieron 20 g de agar por litro de

medio. Se esterilizd en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

Medio NZY (Miller, 1972): medio de cultivo utilizado para realizar las

infecciones de Escherichia coli con bacteriofagos derivados de lambda.

NZ amina tipo A 10g
Extracto de levadura 59
Nacl 59

MgClz - 7H20 29

Se ajusté a pH 7,5 con NaOH 1IN y se anadi6 agua destilada hasta 1 litro.
Se ahnadieron 20 g de agar por litro, salvo cuando se utilizO como cobertera, en
cuyo caso se anadieron 7 g de agar por litro. Se esterilizo en autoclave a 121 °C durante

20 minutos.

Medio SOC (Hanahan, 1983): medio de cultivo utilizado para la preparacion de

células competentes de Escherichia coli.

Bacto-triptona 209
Extracto de levadura 59
Nacl 05g

Se ajust6 a pH 7,5 con KOH 1IN y se afadi®é agua destilada hasta 1 litro. En
caso de utilizarse como medio solido se afhadieron 20 g de agar por litro. Se esterilizd en
autoclave a 121 °C durante 20 minutos Previamente a su utilizacion se afadieron 20 ml

de una solucion estéril de MgSO, M.
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Medio Terrific-Broth (TB). (Tartof y Hobbs, 1987 ) Medio de mantenimiento y
propagacion de Escherichia coli. Formulado especialmente para incrementar el rendimiento

de ADN plasmidico obtenido a partir de clones transformantes.

Bacto-triptona 129
Extracto de levadura 249
Glicerol 4ml

Se afadid6 agua destilada hasta 900 ml. Esterilizado en autoclave a 121 °C
durante 20 minutos Después de esterilizar se afiaden 100 ml de la siguiente solucion de

sales:

KH,PO, 170 mM
K,HPO, 720 mM

II-5.2 Medios de cultivo para hongos.

Medio Rosa de Bengala-cloranfenicol-agar (RB). Medio rutinario para el

crecimiento y esporulacion de hongos.

Peptona 39
Glucosa 10g
Rosa de Bengala 0,05¢g
Cloranfenicol 19
MgSO47H,0O 05¢g
KH2PO4 ] g
Agar 209

Se ajustd a pH 7,2 con KOH 1IN y se afadi6 agua destilada hasta 1 litro. En
caso de utilizarse como medio solido se afhadieron 20 g de agar por litro. Se esterilizd en

autoclave a 121 °C durante 20 minutos

Medio Potato Dexirose Agar (PDA) Difco™. Medio soélido rico para crecimiento y

recuperacion de micelio en hongos filamentosos.

Dextrosa 209
Extracto de patata 49
Agar 159

Se resuspendieron 39 g del preparado en 1 litro de agua destilada. Se esterilizo

en autoclave a 121 °C durante 15 minutos. El pH final estd en torno a 5,6.
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Medio Caldo Extracto de Malta (MEB). Medio formulado por Raper y Thom

(1949). Utilizado para el crecimiento rutinario de las diferentes especies flngicas utilizadas.

Glucosa 209
Peptona bacteriologica I'g
Extracto de malta 209

Se completa con agua destilada hasta un litro. Se esterilizo a 121°C durante 15

minutos. El pH final estda en torno a 5,6

Medio Completo (CM) (Pontecorvo et al., 1953). Medio utilizado para el
cultivo de micelio joven de 7. /ongibrachiatum para su posterior uso en la obtencion de

protoplastos.

Glucosa 259
Extracto de malta 59
Agar 159

Completar con agua destilada hasta un litro. Se esterilizo a 121 °C durante 15
minutos. Cuando se utiliz6 como medio para regeneracion de protoplastos se afiadidé sorbitol

1M como estabilizador osmético.

Medio selectivo lacasa (ML) (Rodriguez et al., 2008). Medio utilizado para
seleccionar los transformantes pPEL3G y pEXLAC de 7. /ongibrachiatum que presentaban

actividad lacasa. Este medio tiene la siguiente composicién por litro:

Glucosa 10g
MgSO47H,0 05g

KCl 0,052 g

KH2PO4 0,159
Elementos traza 1000x I'ml
Agar 159

La solucion de elementos traza 1000x contiene: 22 g/l ZnSO,*7H,O, 5 g/I
MnCl,*4 H,O, 5 g/I FeSO,*7H,0, 1,6 g/I CoCl,*6H,0, 1,6 g/I CuSO,*5H,0, 7,5 g/I
Na,MoO,*2H,0 y 50 g/I de EDTA. Una vez fundido, el medio fue suplementado con
acido 2,2-azino-bis-3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico (ABTS) a una concentracion de 1 mM.
Dicho compuesto es oxidado por las lacasas, cambiando su coloracién de transparente a

azul-verde oscuro.
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Medio de produccién de lacasa (MLPVP) (Rodriguez et al, 2008). Medio
utilizado para la cuantificacion de la produccion de lacasas en los transformantes pPEL3G y

pEXLAC de 7. /longibrachiatum. Este medio tiene la siguiente composicion por litro:

Glucosa 100 g
MgSO4+7H20 059

Kl 00529

KH2PO4 0,159
Elementos traza 1000x I ml
Polivinilpirrolidona 209
Casaminoacidos g
Extracto de levadura 059

Una vez resuspendidos los ingrdientes se ajusté el pH a 2,5.

I1-5.3 Soluciones de antibidticos.

— Ampicilina: se prepar6 a una concentracion de 200 mg/ml en agua. Para la
seleccion de clones de Escherichia coli se empled una concentracion de 100 pg/ml.

- Higromicina: se preparé6 a una concentracion de 30 mg/ml en agua. Para la
seleccion de protoplastos transformantes se empled una concentracion de 200 pg/ml vy
para posteriores resembrados de los transformantes 50 pg/ml.

- Geneticina: se prepar6 a una concentracion de 200 mg/ml en agua. Para la
seleccion de protoplastos transformantes se empled una concentracion de 200 pg/ml vy
para posteriores resiembras o subcultivos de los transformantes una concentracuion de 100
pHg/ml.

- Fleomicina: Se prepar6 a una concentracion de 100 mg/ml en agua. Para la

seleccion de protoplastos transformantes se empleé una concentracion de 150 pg/ml.

11-6. Mantenimiento y cultivo de microorganismos.

II-6.1 Crecimiento de microorganismos.
lI-6.1.1 Crecimiento de cepas bacterianas.

El cultivo de Escherichia coli en medio liquido se llevé a cabo inoculando con
una colonia 100 ml de medio LB o TB en un matraz de 500 ml. Para el crecimiento en
medio solido, estos medios se suplementaron con agar al 2%. En algunos casos, cuando
el experimento o el microorganismo lo requeria, los medios de cultivo descritos se

suplementaron con diversas soluciones que se detallan a continuacion:

- Ampicilina (Ap): ver seccion |I-5.3 de Materiales y Métodos.
- IPTG (isopropil-B-D-tio—galactésido): solucion acuosa a una concentracion

100 mM. La concentracion final utilizada fue de 0.05 mM.
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- X-Gal (5-bromo-4-chloro-3-indolyl-b—-D-galactoplranésido): solucién en
dimetilformamida a una concentracion de 20 mg/ml. La concentracién final utlizada fue de

40 pg/ml.

lI-6.1.2 Cultivos de bacteriéfagos.

La propagacion del bacteriéfago lambda y de sus derivados depende de cepas
hospedadoras como Escherichia coli LE392 o Escherichia coli XL-1 Blue MRA P2, a las
que infecta provocando su posterior lisis celular, la cual se manifiesta en medio sdlido
mediante la aparicion de halos de lisis que contrastan con el crecimiento bacteriano. La
obtencién de suspensiones concentradas de fagos se llevd a cabo mediante infecciones en
medio liquido en las que, al cabo de unas horas de crecimiento del cultivo, el crecimiento
exponencial bacteriano es sobrepasado por la multiplicacion del fago en progresivas rondas
de infeccion. Todos los bacteriofagos se mantuvieron a 4°C en tampon SM m con un 0,1
% (v/v) de cloroformo o bien a -70°C en tampon SM con un 7% de dimetilsulfoxido

(DMSO).
M Tampon SM: Gelatina al 0,01% (p/v);, NaCl 100 mM; MgSO4/7H,O 10 mM, Tris HCI 50 mM, pH 7,5.

lI-6.1.3. Crecimiento de cepas fungicas.

- Las cepas de 7. /longibrachiatum y P. hydnoides utilizadas se incubaron a
28°C durante 4-5 dias, para su crecimiento sobre medio sdlido, utilizando medio PDA

para el crecimiento y RB para la esporulacion.

- Para el crecimiento de micelio de 7. /ongibrachiatum destinado a la obtencion

de protoplastos se utilizo medio CM incubando a 30°C 16-18 horas.

- Para la obtencién de esporas de 7. /longibrachiatum se dejé crecer el micelio

en medio RB a 28°C durante 4-5 dias.

- Para el crecimiento en medio liquido se utilizaron matraces de 500 ml sin
indentaciones, con 100 ml de medio MEB, incubados a 28°C y 250 rpm en agitadores

orbitales.

I1I-6.2 Mantenimiento de microorganismos.

La conservacion de las cepas bacterianas y flungicas se realizd de distintas

formas, segun el periodo de tiempo de almacenamiento requerido:

- Siembra en placas petri, selladas con Parafilm® y a 4°C. Este sistema se usa
para mantener las cepas de 2 a 4 meses. Las cepas fungicas se conservan de igual
forma.

- Para la conservacion durante periodos de tiempo mas prolongados se realizaron

suspensiones en glicerol al 50% para cepas bacterianas y conservadas a —20° C. En el
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caso de cepas fungicas se realizan suspensiones de esporas en glicerol al 40%

conservandose igualmente a —20° C.

II-7. Métodos de extraccion y analisis de ADN.

lI-7.1 Extraccion de ADN
lI-7.1.1 Limpieza y purificaciéon del ADN.

La eliminacion de proteinas en muestras de ADN se realizé mediante un proceso
de limpieza o extraccion con fenol y cloroformo denominado comunmente fenolizacion. El

protocolo utilizado fue el siguiente:

- Ahadir un volumen (1:1) de fenol neutro!"! a la muestra V agitar suavemente
de 20 a 30 segundos. Centrifugar a 10.000 rpm durante 5 minutos y a temperatura
ambiente.

- Recoger cuidadosamente la fase acuosa con una micropipeta y pasar a un
tubo limpio.

- Ahadir 0,5 volumenes de fenol neutro y 0,5 volumenes de CIAk, Agitar
durante 20-30 segundos. Centrifugar a 10.000 rpm durante 5 minutos y a temperatura
ambiente. Pasar el sobrenadante a un tubo limpio y repetir el proceso hasta gue la
solucion de ADN presente una interfase libre de impurezas

- Anadir un volumen de CIA, agitar durante 20-30 segundos y volver a
centrifugar del modo descrito.

- Recuperar la fase acuosa.

) Fenol neutro: se mezclan por agitacion fuerte 3 volumenes de fenol acido con 1
volumen de Tris-HCI IM pH 8,0. Se deja reposar hasta que se separan las fases. Se retira la fase acuosa
(superior) y se conserva en un recipiente opaco a 4°C.

@ CIA: mezclar 24 partes de cloroformo y 1 de alcohol isoamilico.

Para recuperar el ADN asi purificado inducimos una pérdida de su solubilidad en

agua mediante la adicion de sales y un alcohol.

- Anadir a la suspension acuosa 2,5 volumenes de etanol absoluto a —=20°C y
0,1 volimenes de acetato sodico 3M pH 5,2. Mezclar e incubar a -20°C durante un
minimo de 2 horas. (Alternativamente al etanol se pueden usar 0,6 volumenes de
isopropanol a temperatura ambiente).

- Centrifugar a 13.200 rpm y 4°C durante 30 minutos. Desechar el
sobrenadante y limpiar el precipitado con etanol al 70% en agua. Centrifugar
nuevamente a 13.200 rpm, 5 minutos a temperatura ambiente. Retirar el sobrenadante y
dejar secar los restos de etanol al aire.

- Resuspender en agua milliQ o TER

BITE: Tris-HCI 10mM, EDTA 1mM, pH 8,0.
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I1-7.1.2 Aislamiento de DNA plasmidico de Escherichia coli a pequeia escala
(Minipreps ) .

Este método es una modificacion del descrito por Holmes y Quigley (1981). Se
trata de un protocolo sencillo y rapido que permite el andlisis simultaneo de gran numero

de muestras.

- Picar una colonia de Escherichia colf con un palillo estéril e inocular en tubos
eppendorf® conteniendo 800 pl de medio TB suplementado con sus correspondientes
sales y el antibiodtico apropiado. Incubar durante 10 a 12 horas a 37°C y en agitacion a
250 rpm.

- Centrifugar el cultivo a 13.200 rpm durante 4 minutos y a temperatura
ambiente. Descartar el sobrenadante y resuspender en 200 pl de STET!" mediante
agitacion fuerte utilizando un vortex.

- Anadir 10 pl de una solucion 10mg/mil de lisozima en agua, y mezclar bien
aplicando vortex. Hervir en un bano de agua durante 45 segundos.

- Centrifugar a 13.200 rpm durante 10 minutos a temperatura ambiente.
Eliminar el precipitado que se forma de la coagulacion de los componentes celulares
(ADN cromosomico, proteinas...) con un palillo esteril.

- El sobrenadante obtenido se mezcla con 200 ul de isopropanol y 20 ul de
acetato sodico 3M pH 5,2, dejando precipitar el ADN plasmidico durante 5 minutos.

- Centrifugar a 13.200 rpm durante 10 minutos y a temperatura ambiente.

- Eliminar el sobrenadante. El precipitado obtenido se limpia con etanol 70% en
agua.

- Centrifugar durante 4 minutos a 13.200 rpm, descartar el sobrenadante vy
dejar secar al aire el ADN.

- El precipitado obtenido se resuspende en 30 ¢ 40 pl de TE 0 agua mili-Q,
pudiendose almacenar a 4°C o0 a -20°C.

M STET. Sacarosa 8%, Triton X-100 0,5%, Tris- HCI 10 mM, EDTA 50mM, pH8.

I1I-7.1.3 Aislamiento de ADN plasmidico a gran escala (Lisis Alcalina).

Este procedimiento se utiliza para la obtencion de ADN plasmidico a gran escala
(Maniatis et al, 1982). Consiste en someter a los acidos nucleicos a un tratamiento a pH
basico con hidroxido soédico, produciéndose una drastica desnaturalizacion del ADN
cromosomico que no afecta a las moléculas de ADN plasmidico superenrrollado. La
posterior adicién de acetato potasico neutraliza el pH del medio pero el ADN cromosomico

no puede renaturalizarse y es eliminado por precipitacion.

- Sembrar una colonia de E£scherichia col, portadora del plasmido que se
pretende aislar, en un matraz de 500 ml con 100 ml de medio TB suplementado con las
correspondientes sales vy el antibidtico marcador de seleccion — apropiado. Incubar
durante 10- 14 horas a 37°Cy 250 rpm en un agitador orbital.

- Recoger las células por centrifugacion a 4.500 rpm en un rotor Sorval GSA,
durante 5 minutos a temperatura ambiente. Retirar el sobrenadante.

- Resuspender el precipitado celular en 2 ml de solucion TEG!"con ayuda de un
vortex. A continuacion anadir 2 ml de una solucion de lisozima preparada en TEG! ya
una concentracion final de 10 mg/ml. Pasar a un tubo de centrifuga tipo SS34 y
mantener durante 10 minutos a temperatura ambiente. “
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- Ahadir 8 ml de solucion Il de lisis? preparada en el momento y agitar
suavemente hasta obtener una mezcla homogenea. Mantener 10 minutos en hielo,
agitando cada 2 minutos. La mezcla debe ir adquiriendo un aspecto cada vez mas
VISCOSO.

- Afadir 6 ml de solucion il de lisis®® y mezclar lentamente el contenido de los
tubos hasta gue se forme un precipitado blanco. Mantener 15 minutos en hielo.

- Eliminar los restos celulares y ADN cromosomico, centrifugando a 13.200 rpm
a 4eC, durante 20 minutos en un rotor Sorvall SS34. Recuperar el sobrenadante en tubos
Corex® limpios.

- Precipitar el ADN plasmidico con 0,6 volumenes de isopropanol a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

- Recuperar el ADN plasmidico por centrifugacion a 6.000 rpm en un rotor
Sorvall  SS34 durante 10 minutos a temperatura ambiente. Lavar el precipitado con
etanol al 70% en agua vy resuspender en 0,5-1 ml de tampon TE.

- Eliminar el ARN tratando con ARNasa A a una concentracion final de 40
ug/ml durante 30 minutos a 37°C.

- Repetir el proceso de limpieza y precipitacion descrito en el apartado 7.1.1.

- Resuspender finalmente en 100 wl de tampon TE.

UTEG. Tris-HCI 25mM (pH8,0), glucosa 50mM, EDTA 10mM (pH 8,0).

@Solucion 11 de lisis: NaOH 0,2N y SDS 1% en agua

BISolucion Il de lisis: 60% acetato potasico 5M pH 4,8:11,5% acido acético glacial y 28,5%
de agua destilada. Conservar a -20°C. pH 4.

I-7.1.4 Aislamiento de ADN total a partir de micelio y esporas de hongos.

El método utilizado para el aislamiento de ADN fungico fue el descrito por Lee y
Taylor (1990) con ligeras modificaciones. Este DNA seria utilizado en posteriores

experimentos de PCR, hibridacion de acidos nucleicos, etc.

- Inocular un matraz de 500 ml conteniendo 100 ml de medio MEB con 1 x 10°
esporas y dejar crecer durante 30 horas a 28 °C y 250 rpm de agitacion.

- Recoger el micelio producido con un filtro de nylon de 30 mm de diametro de
poro. Lavar el micelio con 100 ml de NaCl al 0,9%. Prensar el micelio entre dos hojas de
papel secante para retirar el exceso de medio y NaCl. Pasar a hielo.

- Con ayuda de un mortero, triturar 3-4 g de micelio congelado con nitrégeno
liguido hasta obtener un polvo fino. Transferir el polvo a un vaso de precipitados de 100
ml.

- Anadir 50 ml de tampon de extraccion!"! previamente calentado a 65°C y
mezclar hasta homogeneidad agitando suavemente durante 20 minutos.

- Pasar a tubos de centrifuga SS34 y centrifugar 10 minutos a 4 °C y 10.000
rpm.

- Recoger el sobrenadante y anadir 0,5 volumenes (v/v) de fenol neutro y 0,5
volumenes (v/v) de CIA. Mezclar bien y centrifugar 8 minutos a 10.000 rpm.

- Transferir la fase acuosa a tubos Corex” limpios. Anadir 0,6 volumenes (v/v) de
isopropanol y 0,1 volimenes (v/v] de acetato sodico 3M pH 5,2. Mezclar por inversion
del tubo y dejar 10 minutos a temperatura ambiente.

- Transcurrido este tiempo centrifugar a 4.800 rpm durante 10 minutos. Eliminar
el sobrenadante y dejar secar el precipitado al aire. Lavar el precipitado con I ml de
etanol al 70% en agua y centrifugar de nuevo en las mismas condiciones.

- Resuspender el precipitado en 1,5 ml de tampon TE. Dividir en alicuotas de
750 pl en microtubos de 1,5 ml. Anadir ARNasa A a una concentracion final de 50
pg/ml e incubar a 37 °C durante 30 minutos.

ry
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- Realizar a continuacion los procesos de limpieza y precipitacion descritos en el
apartado I-7.1.1.
- Por ultimo resuspender el precipitado en 200 pl de tampon TE o agua milli-Q.

MNTampén de extraccion: Tris-HCI 0, 1M, pH 7,5; EDTA 50mM, SDS 1% (p/v).
Nota: este protocolo es facimente escalable y se puede adaptar a la cantidad de material
de partida.

lI-7.2 Andlisis y modificacion del ADN.

lI-7.2.1 Cuantificacion y andlisis de la pureza de acidos nucleicos.

Las preparaciones de ADN se cuantificaron mediante una  medida
espectrofotométrica. La relacidbn absorbancia/cantidad de &cidos nucleicos viene establecida
por las siguientes concentraciones equivalentes a una unidad de absorbancia medida a una

longitud de onda de 260 nm:

50 pg/ml ADN bicatenario
40 pg/ml ARN total
33 pg/ml ADN monocatenario

Ademas la relacion A,.,/A,s, es indicador de la pureza de la muestra. Una
muestra pura de ADN presenta un relacion A,¢./A,ze = 1,8. Este valor debe ser de 1,9-

2,1 para muestras de ARN (Sambrook y Rusell, 2001).

I1-7.2.2 Eliminacion selectiva de acidos nucleicos.

Los procesos de purificacion de ADN o ARN conllevan habitualmente la
contaminacion de las muestras con ARN y ADN respectivamente. Para eliminar
selectivamente alguno de los dos tipos de acidos nucleicos se emplearon los enzimas
desoxirribonucleasa | (ADNasaI)(I) y ribonucleasa A (ARNasa A)(Z) de pancreas bovino
libres de ARNasas y ADNasas respectivamente. Normalmente, éste se utliza a una

concentracién final de 10 Hg/ml, incubando la reaccién durante 30 minutos a 37 °C.

MADNasa I: Solucion 10 mg/ml en agua.
@IARNasa A: Stock preparado a 10 mg/ml en TrisHCI 10 mM pH7,5; NaCl 15 mM. Las
ADNasas presentes se eliminaron por ebullicion de la solucion durante 15 minutos.

I-7.2.3 Digestion de ADN con enzimas de restriccion.

Los enzimas de restriccion necesarios para la realizacion de este trabajo fueron
utilizados segun las indicaciones de los proveedores (New England Biolabs, Fermentas,
Takara). ElI tampdn utilizado fue el suministrado por la casa comercial. Algunas

consideraciones a tener en cuenta son:

- Anadir menos de 1/10 de volumen de enzima con respecto al volumen final
de la reaccion, con objeto de diluir el glicerol presente en las soluciones de conservacion
del enzima, evitando la inhibicion de la actividad enzimatica.

- Si el ADN esta resuspendido en TE, la reaccion debe realizarse en un volumen
10 veces mayor al volumen de ADN que se va a digerir para evitar la inhibicion. N
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- Incubar las reacciones a la temperatura especificada por el proveedor y
durante un periodo de tiempo que No exceda el de la actividad descrita para el enzima.

lI-7.2.4 Reacciones de modificaciéon de ADN.
1-7.2.4.1 Desfosforilacion de los extremos 5°de fragmentos de ADN.

La fosfatasa alcalina hidroliza los extremos 5° fosfato del ADN, lo que impide la
formacion de enlaces fosfodiéster entre los dos extremos de la misma molécula. Este tipo
de tratamiento se aplica a los vectores de clonacion que han sido linearizados para
prevenir su religacion. Este procedimiento se utiliza cuando se pretenden realizar ligaciones
que por algun motivo resulten problematicas, cuando la cantidad de ADN a ser insertado
en el vector sea inferior a la 6ptima o en vectores con alto riesgo de religacion, como
por ejemplo aquellos digeridos con un Unico enzima de restriccion. El procedimiento es el

siguiente:

- Se parte de al menos 1 ug de ADN disuelto en agua.

- Anadir 1/10 parte del volumen total de la reaccion de tampon de la fosfatasa
alcalina 10x (Promega)

- Anadir 1 pl de fosfatasa alcalina (Promega) e incubar a 37 °C durante 15
minutos.

-Inactivar el enzima incubando a 65 °C durante 5 minutos.

1-7.2.4.2 Ligacion de fragmentos de ADN.

Para la ligacion de extremos de moléculas lineales de ADN mediante la formacion
de enlaces fosfodiéster entre los extremos 3 -hidroxilo y 5'-fosfato se utilizd el enzima
ADN ligasa del bacteri6fago T4. Las ligaciones se llevan a cabo en un volumen maximo

de 15 MI. Para la realizacion de una ligacion se mezclan en un microtubo:

- 50 ng de ADN del vector

- ADN del inserto. Para efectuar ligaciones de fragmentos de ADN con vectores
de clonacion se emplean concentraciones molares aproximadas de inserto ocho veces
superiores a las de vector.

- 1/10 del volumen final de tampon de la ligasa 1oxt!

- Mezclar bien y anadir de 2 a 7 unidades de enzima.

- Completar el volumen de reaccion con agua destilada

- Lareaccion se incuba de 6 a 12 horas a 14°C.

(ris-HCI 0.5M (pH 7,4), MgCl; O,1M; DTT 0,2M; dATP 10mM,; seroalbumina bovina 500
ug/ml pH 7,8.

II-7.2.5 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa es un método de amplificacion in vitro
de ADN en el que se reproducen las condiciones de replicacion del ADN en la célula
(Saiki et al., 1985; Mullis y Falooa, 1987). Asi, partiendo de una molécula de ADN

. o 5 9 . . .
diana, se puede amplificar entre 10" y 10" veces una secuencia especifica contenida en
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ella mediante la utilizacion de oligonucledtidos (o cebadores) disefiados al efecto y una
ADN polimerasa termoestable. La amplificacion se basa en la repeticion de un ciclo que

consta de tres etapas:

Desnaturalizacion: Consiste en la separacion de las dos cadenas del ADN molde
mediante la incubacion a elevada temperatura (92-96°C). Las hebras disociadas
permaneceran de esta forma en la solucion hasta que la temperatura baje lo suficiente

como para permitir la unién de los cebadores.

Anillamiento de los cebadores: Basicamente consiste en la union de dos
oligonucledtidos al ADN diana. Cada uno de ellos es complementario a una de las dos
cadenas del ADN y su disefio es tal, que quedan enfrentados por sus extremos 3’ tras el
anillamiento en la regién a amplificar. La distancia entre ellos determinara la longitud de la

secuencia de ADN que se pretende amplificar.

Extension: Consiste en la elongacion de los cebadores del conjunto ADN-cebador
por la accion de una ADN polimerasa termoestable, a una temperatura proxima a los
72°C, durante un tiempo que depende de la longitud del fragmento a amplificar. El
resultado del proceso es la formacion de las dos nuevas cadenas de ADN, copias de la
molécula molde y que han incorporado en el extremo 5’ de su secuencia al cebador

respectivo. Este paso depende de la velocidad de proceso del enzima.

En el mercado existen diversas ADN polimerasas que se pueden usar para PCR
y cada una de ellas con unas caracteristicas y condiciones especificas para llevar a cabo

la reaccién. En este caso, dos han sido los enzimas utilizados:

- Tag DNA po/ymerase@ (Promega). Se utilizd cuando la introduccion de un
pequefio nimero de errores no resultaba crucial para el experimento (p.ej.: sondas), o
bien cuando se pretendia determinar la temperatura 6ptima de anillamiento de unos nuevos
oligonucledtidos. Este enzima deja una desoxiadenosina en cada extremo 3°, lo que permite
clonar directamente los fragmentos amplificados por PCR en vectores del tipo pGEM-T

Easy (Promega).

- Pix50 DNA po/ymerase@ (Invitrogen), se utilizd cuando una alta fidelidad en

la copia era imprescindible.

En la Tabla lI-1 se especifican, de acuerdo al catalogo PCR applications manual
(Roche), los valores normales de los distintos componentes para la realizacion de una
tipica reaccion de amplificacion por PCR. Estos valores son orientativos y han de ser
ajustados en funcion de la ADN polimerasa, el tipo de region a amplificar, etc. De igual
forma, en algunas reacciones se hace necesario el uso de aditivos que potencian Ia
eficiencia o especificidad de la reaccion (DMSO, betaina, seroalbimina bovina, detergentes,

etc).
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ADN Molde

Cebadores (18-24 pb)
ADN polimerasa
MgGg
dNTP
Tampon 10x
Agua

1-10 ng ADN bacteriano
0,1-1 ng ADN plasmidico
0,1-0,6 uM
0,5-2,5 unidades
1-5 mM (normalmente 1,2 mM)
50-500 pM (normalmente 200 pM)
1x
completar volumen de reaccion

Tabla I-1: Componentes necesarios para realizar una reaccion de PCR y concentraciones
finales para 50 ml de reaccion.

Los tiempos y temperaturas para una reacciéon de PCR son basicamente empiricos
y dependen de diversos factores como: contenido en G+C del ADN, contenido en G+C de

los oligonucledtidos, longitud del fragmento a amplificar, velocidad de procesamiento de la

ADN polimerasa,

temperaturas aparecen reflejados en la Tabla II-2.

abundancia de ADN molde, etc.

De modo genérico estos tiempos vy

Desnaturalizacion inicial 5min a 94-96 °C I ciclo
Desnaturalizacion 30sa94-96°C
Amplificacion Al 30-45s. Tsegun 25-35 ciclos
cebadores
Extension 30-60s/kba72°C
Extension final 10min.a 72 °C | ciclo

Tabla II-2: Tiempos y temperaturas de reaccion tipicos para una reaccion de PCR.

Al finalizar cualquier reaccion de PCR, es recomendable analizar el resultado de
la misma en un gel de agarosa, comprobando la cantidad de amplificacion, no existencia

de bandas inespecificas, etc...

I1-7.3 Electroforesis de acidos nucleicos.

La electroforesis es un fendbmeno que consiste en la migracion de solutos iénicos

bajo la influencia de un campo eléctrico. Estas particulas migran hacia el catodo o el

anodo (electrodos negativo o positivo respectivamente) en funcion de su carga, peso
molecular y estructura tridimensional. A escala analitica, los métodos electroforéticos son de
alta sensibilidad, poder de resolucion y versatilidad y sirven como método de separacion de

mezclas complejas de acidos nucleicos, proteinas y otras biomoléculas.

I-7.3.1 Electroforesis de ADN en geles de agarosa.

Las condiciones de electroforesis utilizadas para separar moléculas de ADN en
(1982).
(p/v), dependiendo del

geles de agarosa fueron las descritas por Maniatis et al. Se utilizd agarosa

(Pronadisa) a diferentes porcentajes desde 0,3% hasta de 2,5%
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tamafio de los fragmentos a separar (ver Tabla II-3) utilizando TAE(” como tampon. El
gel se prepara disolviendo en TAE la cantidad deseada de agarosa mediante el
calentamiento en un microondas. Se vierte la mezcla en un molde y se deja solidificar.
Las muestras de ADN se mezclaron con O,1 volumenes de tampon de carga
6x(2), se calentaron durante 5 minutos a 65 °C, enfridndose posteriormente en hielo, y
cargandose en el gel. Generalmente se han utilizado geles del 0,8% (14x11 cm)
aplicando una diferencia de potencial entre 80 y 100 V durante 3 horas. Al final de la
electroforesis, se tifleron los geles con bromuro de etidiom durante 20 a 30 minutos. Los
geles se observaron sobre un transiluminador de luz UV (Spectroline TR-302, A= 302
nm) y se fotografiaron mediante una video impresora (Video Graphic Printer UP- 890
CE, Sony). El tamafio de las muestras se estimé por comparacion con marcadores de

peso molecular conocido cargado también en los geles.

UITAE: 242 g de Tris base, acido acético glacial 57,1 ml [5,7%(v/v)], EDTA 0,5M pH 8
100ml, agua destiladahasta L.

‘Z’Tampc'm de carga 6X: Azul de bromofenol 0,25%, sacarosa 40%, xilencianol 0,25% en
solucion acuosa.

BIBromuro de etidio: Se prepara una solucion concentrada a 10 mg/ml y se conserva a
4°C en oscuridad. Para tincion de geles se utiliza una solucion diluida en agua milliQ (para un litro de
agua destilada se anaden 50 I de la solucion concentrada)

Concentracion de agarosa (%) Tamanos de los fragmentos de ADN separados
06 1-30 kb
0.8 0,8-12 kb
1,0 0,5-10 kb
1,2 0,4-7 kb
1,5 0,2-3 kb
2,0 0,05-2 kb

Tabla II-3: Concentracion de agarosa utilizada en los geles para resolver fragmentos de
ADN de diferentes tamanos.

I-7.3.2 Extraccion de ADN de geles de agarosa.

Con la electroforesis conseguimos una separacion de fragmentos de ADN que
pueden ser recuperados del gel para posteriores usos. Para realizar la extraccion de ADN
de geles de agarosa se utlizaron dos métodos, con un rendimiento similar en ambos
casos. El primero de ellos es una técnica tradicional basada en la congelacion rapida de
la banda de agarosa con el ADN en su interior y la centrifugacion posterior a través de
lana de vidrio o algodon hidréfilo. EI segundo método es comercial: GFX PCR DNA and

Gel Band Purification K/t®, y fue utilizado siguiendo las recomendaciones del fabricante.

1-7.3.2.1 Método de congelaciéon rapido.

Esta técnica es conocida como freeze-squeeze (Tautz y Renz, 1983). Es un
método rapido y sencillo, con un porcentaje de recuperacion de ADN de aproximadamente
el 70 %. En este protocolo ha sido sustituido el uso de lana de vidrio (nociva por

inhalacién) por algodon hidrofobo.
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- Una vez separado el ADN mediante electroforesis convencional, cortar la
banda de del gel procurando escindir la menor cantidad de agarosa posible. Introducir el
fragmento de agarosa en un microtubo de 1'5 mly congelar la banda a -20 °C durante
30 minutos.

- Colocar un microtubo, al gue se ha practicado un orificio en el fondo y se ha
obturado con algodon hidréfiobo, sobre un microtubo intacto. Situar la banda en el
microtubo agujereado y centrifugar a 12.000 rpm durante 10 minutos.

- Limpiar y precipitar el ADN tal como se describe en el apartado 7.1.1 de
Materiales y Métodos.

- Resuspender el precipitado en un volumen de agua de 10— 20 pl.

I1I-7.3.2.2 Sistema “GFX PCR DNA and Gel Band Furification Kit”.

Este kit usa un agente caotropico que desnaturaliza proteinas, disuelve la agarosa
y promueve la union de ADN de doble cadena a la matriz (glass fiber matrix). De esta
manera los contaminantes son eliminados mediante lavados y el ADN se eluye en un
tampén de baja fuerza idnica (TE, Tris—-HClI o agua milli-Q). En el presente trabajo se
utilizo este 4it tanto para purificar ADN desde solucion (productos de PCR, fragmentos de
restriccion ), como desde bandas de geles de agarosa. El proceso de extraccion es rapido

y permite un porcentaje de recuperacion en torno al 80 % del ADN contenido en el gel.

Este kit se empled para recuperar fragmentos de entre 500 y 10.000 pares de
bases (permitiendo recuperar desde 100 hasta 48.000 pb). El protocolo seguido es el

siguiente:

- Una vez realizada la electroforesis y tenido el gel se corta el fragmento de
agarosa que contiene la banda de ADN de interes y se deposita en un tubo de peso
conocido, pesandose a continuacion el conjunto tubo-agarosa.

- A continuacion se anade el tampon de solubilizacion (capture buffer), a razon
de 10 pl de tampon por cada 10 mg de agarosa cortada. La capacidad méaxima de la
columna GFX (con matriz de fibra de vidrio) es de 300 pl de tampon de captura anadidos
a 300 mg de agarosa.

- Se mezcla bien por agitacion con vortex y el tubo se incuba a 60°C en un
bano de agua hasta que la agarosa se disuelve completamente.

- La muestra se transfiere a una columna GFX previamente colocada en un
tubo colector proporcionado por el propio sistema y se mantiene a temperatura
ambiente durante 1 minuto.

- Se centrifuga la muestra a 14.000 rpom durante 30 segundos. EI ADN va a
quedar retenido en la matriz de lana de vidrio mientras gue las proteinas y las sales
contaminantes de la muestra recogidas en el tubo colector son desechadas.

- Se anhaden a la columna 500 pl de tampon de lavado y seguidamente se
centrifuga a 14.000 rpm durante 30 segundos.

- La columna se transfiere a un tubo eppendorf de 1,5 ml esteril y se deja secar
al aire unos minutos. A continuacion se anaden 30 — 50 pl agua estéril.

- Una vez anadida el agua estéril la muestra se mantiene a temperatura
ambiente durante 1 minuto y, a continuacion, se centrifuga a 14.000 rpm durante T min.

ry
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El sobrenadante recogido en el microtubo de 1,5 ml contiene al ADN purificado listo
para su uso.

NOTA: se desconoce la composicion exacta de las soluciones aportadas en el i de
extraccion ya que no es aportada por los proveedores. El tampon de solubilizacion contiene acetato y
altas concentraciones de sales caotropicas que permiten la solubilizacion de la agarosa, el tampon de
lavado contiene etanol y elimina las sales contaminante

II-7.4 Transferencia de ADN a soportes solidos.

La transferencia a un soporte solido de fragmentos de ADN obtenidos por
digestion con endonucleasas de restriccion y sometidos a migracion electroforética en geles
de agarosa se denomina Southern blotting o transferencia de Southern (Southern, 1975).
Esta técnica se basa en la fragmentacion /n situ del ADN, separacion de las cadenas de
ADN vy transferencia de las mismas en forma monocateneria a la membrana, para su
posterior fijacion a la misma mediante luz UV. Tradicionalmente, los fragmentos de ADN se
transferian a filtros de nylon (Hybond—NTNI de Amersham Biosciences) por capilaridad
utiizando una torre de papel. Actualmente se tiende a sustituir este método por la
transferencia mediante un sistema de vacio ( VacuGene XL, Amersham Biosciences), que

es el que a continuacion se describe:

- Separar los fragmentos de ADN mediante electroforesis, tenir el gel vy
fotografiarlo.

- Cortar un filtro de nylon de un tamano 1 cm mayor por cada lado que el
tamano del gel. Depositarlo en la unidad de transferencia de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. Humedecer el filtro con SSC 2x.

- Para colocar el gel sobre el filtro, comenzar por el extremo con pocillos e ir
dejandolo caer suavemente. Conectar la bomba de vacio.

- Cubrir toda la superficie del gel con Solucion despurimzante“’ e incubar 20-30
minutos (en este tiempo la banda mas adelantada del tampon de carga debe cambiar su
color de azul a amarillo). Transcurrido este tiempo se retira la solucion.

- Cubrir la superficie del gel con Solucion desnaturalizante? durante 20-30
minutos (el tampon de carga recupera su color azul original).

- Retirar la solucion y cubrir la superficie del gel con la Solucion neutralizante®

durante 30 minutos.

- Por ultimo, retirar la solucion neutralizante y cubrir la superficie del gel con SSC
20x* durante 90 minutos.

- Retirar todo el liguido y marcar la posicion de los pocillos del gel sobre el filtro
con boligrafo antes de retirarlo.

- Colocar el filtro sobre papel Whatman 3MM vy fijar el ADN mediante luz
ultravioleta al filtro (UV Stratalinker 2400, Stratagene®). Lavarlo con SSC (2x) o agua mili Q
v dejarlo secar, o bien iniciar inmediatamente el proceso de hibridacion.

- Estos filtros se pueden conservar a 4 °C protegidos con papel Whatman 3MM
y papel de aluminio durante varios meses.

Usolucion despurinizante: 0,25 M HCI.

@ISolucion desnaturalizante: 1,5 M NaCl; 0,5 M NaOH.

BISolucion neutralizante: 1,5 M NaCl; 0,05 M Tris-HCI, pH 7,2; 1 mM EDTA.
#1SSC 20x: 3 M NaCl: 0,3 M citrato sodico, pH 7,0.
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II-7.5 Procedimientos para la hibridaciéon de ADN.
lI-7.5.1 Marcaje de sondas de ADN.

Existen diferentes métodos mediante los cuales se puede marcar un fragmento de
acido nucleico para ser utilizarlo como sonda en procesos de hibridacién, aunque Ila
principal diferencia radica en la molécula que permite detectar la banda de hibridacion
positiva. Esta puede ser radiactiva ([aszP]—dCTP (3000 Ci/mol; 10 mCi/ml)) o no
radiactiva ( digoxigenina-11-dUTP ). El marcaje radiactivo se presenta, cada vez mas, como
un método de marcaje a extinguir, debido a la peligrosidad del mismo y a la produccion
de residuos radiactivos, por lo que en este trabajo todos los marcajes de sondas se han

realizado de forma no radiactiva.

l1-7.5.1.1 Marcaje mediante “High Prime DNA labeling random kif".

El sistema de marcaje no radiactivo comercializado por la compafia Roche
emplea un hapteno esteroide (digoxigenina) para marcar fragmentos de ADN. La
digoxigenina estd unida al nucledtido trifosfato dUTP por un enlace éster susceptible de ser
eliminado en condiciones alcalinas, lo que facilita la posterior reutilizacion. Las sondas
marcadas con digoxigenina son generadas enzimaticamente por el método de cebado al

azar (random priming) descrito por Feinberg y Vogelstein (1983).

El método se basa en la incorporacion al azar en el ADN de un analogo de
nucleotidos (digoxigenina-11-dUTP) gracias a la extension de hexanucleodtidos iniciadores
por el fragmento Klenow de la ADN polimerasa | de Escherichia coli. El protocolo esta
ajustado (proporcion de DIG-11-dUTP frente a dTTP) para que cada 20-25 nucledtidos
incorporados se introduzca una molécula de digoxigenina. Esta densidad de haptenos en el
ADN proporciona una gran sensibilidad en la inmunodeteccién posterior por anticuerpos anti-
digoxigenina conjugados con el enzima fosfatasa alcalina. El protocolo utilizado fue el

siguiente:

- Obtener 0,1 pg de ADN en forma lineal del fragmento a marcar en un
volumen maximo de 16 pl.

- Desnaturalizar el ADN hirviendolo durante 10 minutos vy transferirlo
rapidamente a hielo. Mezclar los 16 pl de ADN con 4 pl de DIG High Prime (Roche).
Centrifugar para recoger la muestra en el fondo del microtubo.

- Incubar la mezcla a 37 °‘C al menos durante 60 minutos. Incubar
preferiblemente entre 16y 24 horas.

- Parar la reaccion congelando directamente o anadiendo 2 ul de EDTA 0,25
mM, pH 8,0 y congelarla hasta su utilizacion.

Nota: Segun el fabricante con este método de marcaje, partiendo de 1 ug de ADN se
obtienen 2,3 ug de sonda marcada tras 24 horas. Los componentes de kit DIG-High se pueden
adquirir de forma separada para realizar el marcaje, aungue de esta forma el rendimiento de 1a
reaccion es casi 3 veces menor.
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lI-7.5.1.2 Cuantificacion de marcaje.

Un paso importante antes de utilizar las sondas marcadas es comprobar su
marcaje. Para ello se realizan diluciones seriadas (1:5) (ver Tabla 1lI-4) de las mismas
asumiendo que de 1 pg de ADN se obtienen 2,3 pg de sonda marcada y que se tiene

un volumen final de 22 [ de producto.

Dilucion 1:5 1:25 1:125 1:625 1:3125 1:15625 1:78125
Cantidad de ADN (pg/ul)  20.909 4181,8 836,4 167,3 33,5 6,7 1,3

Tabla II-4: Para poder utilizar una sonda marcada con digoxigenina, es suficiente que se
aprecie marcaje con claridad entre los puntos de 167,3 pg-33,5 pg. Cuanto mayor sea la dilucion en
la que se detecte marcaje, mas veces se podra reutilizar la sonda.

Desarrollo del protocolo:

- Aplicar 1 pl de cada dilucién sobre una membrana Hyoondf/\/w
(Amersham Biosciences).

- Fijar la sonda mediante luz ultravioleta (UV Stratalinker 2400, Stratagene®).
- Equilibrar la membrana con Tampon " durante 1 minuto, en agitacion.
- Bloguear la membrana con Tampon 1% durante 30 minutos, en agitacion.

- Sustituir el Tampon 1 por la Solucion de anticuerposm e incubar al menos 30
minutos en agitacion. Realizar este paso en bolsa de hibridacion.

- Eliminar la Solucion de anticuerpos, lavar la membrana 2 veces con Tampon
de lavado ™ durante 15 minutos (cada vez] en agitacion.

- Eliminar el Tampon de lavado vy sustituirlo por Tampon ™ durante 2 minutos
en agitacion.

- Tratar la membrana con la solucion COP-Sta® durante 5 minutos en
oscuridad y con el lado de la membrana que lleva unido el ADN hacia arriba.

- Secar bien la membrana y exponerla 5 minutos frente a un film Hyperfim-MpP
(Amersham Biosciences) en un estuche para tal efecto.

- Revelar el film.

(Tampén I 100 mM acido maléico; 150 mM NaCl pH 7,5.
mTampOn II: Tampon I mas 0,5-1 % de agente bloqueante (Blocking Reagent de Roche).

BlSolucion  de anticuerpos: diluir en una proporcion 1:15.000 anticuerpos  anti-digoxigenina
conjugados con fosfatasa alcalina (Roche) en Tampon Il.

‘”Tampdm de lavado: Tampon | al que se le ahade Tween-20 al 0,3% (v/v).

BIrampén Il Tris-HCI 0,1 M pH 9,5; NaCl 0,1 M; MgCl, 50 mM. Se prepara por una parte 1 M Tris-HC|,
pH 9,5,y por otro lado T M NaCl; 500 mM MgCl,«6H;O. En esta forma las soluciones estan 10x, mezclandose
antes de usar como Ix.

EISolucion CDP-Star: Se prepara diluyendo 100 veces en el tampom lll'la solucion del compuesto
disodio-2-cloro-5-(4-metoxiespiro[ 1, 2-dioxietano-3,2 -5 "-cloro|triciclo[3,3,1,,1,”" |decan]-4-il)- 1 -fenilfosfato,
guedando a una concentracion final de 0,25 mM. Se almacena a 4 °C en oscumdad.
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II-7.5.2 Hibridacion de ADN.

El proceso de hibridaciébn se lleva a cabo una vez que se ha realizado Ila
transferencia del ADN y se ha marcado la sonda. En el proceso completo de hibridacion

se pueden distinguir cuatro fases: prehibridacion, hibridacion, lavados y deteccion.

La prehibridacion tiene como finalidad bloquear los sitios activos de la
membrana donde no se han unido &cidos nucleicos durante la transferencia y equilibrar

ésta con el tampdén de prehibridacién.

La hibridacion en sentido estricto permite la unidon de la sonda marcada con
digoxigenina al ADN fijado en la membrana. La especificidad de esta union depende tanto
de las condiciones utilizadas durante la incubacion (temperatura a la que se desarrolla la
hibridacion, concentracion de sales y detergentes en el tampon de hibridacion) como de

las utilizadas en los lavados posteriores.

Los lavados permiten la eliminacion selectiva de las uniones inespecificas que
hayan podido producirse entre la sonda y el ADN. La disminucion de la unién inespecifica
durante los lavados se consigue disminuyendo la concentraciéon de sales del tampén de
lavado, aumentando la concentracion de detergentes en el tampon de lavado o aumentando

la temperatura y la duracion del lavado.

La deteccion permite visualizar la union de la sonda con los fragmentos de
acidos nucleicos mediante autorradiografia en caso de hibridaciones realizadas utilizando
CDP-Star.

Las hibridaciones tipo Southern siempre se realizaron con sondas de ADN
bicatenario marcadas con digoxigenina. La temperatura Optima de hibridacion para cada
sonda se dedujo de forma experimental; en el caso de las sondas 100 % homologas, la
temperatura utilizada fue de 70 °C, siendo reducida sélo en casos de sondas con baja

homologia.

- Prehibridacion: colocar la membrana en un tubo de hibridacion y anadir 10-
20 ml de Solucion de hibridacion!" e incubar a la temperatura adecuada durante 1 - 4
horas.

- Hervir la sonda previamente marcada en un bano de agua durante 10
minutos para desnaturalizar el ADN y pasar rapidamente a hielo. Anadir a la sonda asi
desnaturalizada 25 ml de solucion de hibridacion para obtener una concentracion final
de 5 - 25 ng/mil. Esta solucion de hibridacion puede ser reutilizada varias veces.

- Hibridacion: Eliminar la solucion utilizada en la prehibridacion y anadir la
solucion de hibridacion con la sonda e incubar un minimo de 8 horas en agitacion vy a la
temperatura adecuada. Tras la hibridacion recoger la solucion de hibridacion y conservar
a-20°C.

- Lavados: Adicionar al tubo de hibridacion 20-25 ml de Solucion de lavado 112

y tratar la membrana en agitacion durante 15 minutos a la temperatura de hibridacion.
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- Decantar la Solucion de lavado |'y anadir al tubo 20 - 25 ml de Solucion de
lavado ¥, Tratar 15 minutos en agitacion y a la temperatura de hibridacion.

- Decantar la solucion II'y repetir el lavado con solucion Il fresca.

- Colocar la membrana en una bandeja limpia y tratarla con Tampon de
lavado' durante 5 minutosen agitacion y a temperatura ambiente.

- Decantar el tampon de lavado. Bloguear la membrana con Tampon
IP\durante 30 minutos en agitacion a temperatura ambiente.

- Deteccion: Sustituir el tampon Il por la Solucion de anticuerpos‘b’ y dejar al
menos una hora en agitacion a temperatura ambiente.

- Eliminar la solucion de anticuerpos y lavar la membrana dos veces con
tampon de lavado durante 15 minutos (cada vez) en agitacion.

- Eliminar el tampon de lavado y sustituirlo por Tampon 7! durante 5 minutos
en agitacion.

- Tratar la membrana con la solucion CDP-Star®durante 5 minutos en
oscuridad. Una vez concluida el tratamiento guardar la solucion (varios usos)

- Secar y envolver la membrana en plastico de hibridacion. Exponer bajo una
pelicula de autorradiografia (Hyper Film, Amersham Pharmacia Biotech) en un estuche
con pantallas intensificadoras de calcio-tungsteno-fosforo durante 10 — 15 minutos.

- Revelar la pelicula sometiendola al siguiente tratamiento: 1-2 minutos en
Solucion reveladora de rayos X Kodak!®: 1 minuto en solucion de Daro“o’ Y 1-Z2 minutos
en solucion fijadora Kodak!""). Lavar con aguay dejar secar la pelicula.

0,3% (v/V).

disodio-Z-cloro-5-(4-metoxiespiro[ 1,2-dioxietano-3,2 "-(5 "-cloro|triciclo[3,3,1,,

USolucion de hibridacion: 5x SSC; 2% agente bloqueador (BLlocking Reagent de Roche);, 0,1%
laurilsarcosina; 0,02% SDS; formamida 40%.

@solucion de lavado I 2x SSC: 0,1% SDS.
BISolucion de lavado 11 0, 1x SS¢; 0,19 SDS.

“”Tamp(jm de lavado: Tampon | (100 mM acido maleico; 150 mM NacCl, pH 7,5) mas Tween-20 al

‘S’Tamp(jm II: Tampon I mas 1% de agente bloqueador .

EISolucion de anticuerpos: diluir en una proporcion 1:10000 los anticuerpos anti-digoxigenina
conjugados con fosfatasa alcalina (Roche) en tampon |I.

ampén Il TrisHCL, pH 9,5 0,1 M; NaCl 0,1 M; MgCl, 50 mM. Se prepara por una parte | M Tris-HCI,
pH 9,5,y por otro lado 1 M NaCl; 500 mM MgCl; e 6H>O. En esta forma las soluciones estan 10x, mezclandose
antes de usar como 1x

BlSolucion CDP-Star: Se prepara diluyendo 100 veces en el tampom lll'1a solucion del compuesto

guedando a una concentracion final de 0,25 mM. Se almacena a 4 °C en oscundad

CISolucion reveladora: Diluir el preparado comercial de Kodak en proporcion 1:31en agua mili-Q.

1951ucion de paro: 2,5% (v/v| acido acetico.

(Sopucion fijadora: Diluir el preparado comercial de Kodak en proporcion 1:9 en agua mili-Q.

|decan]-4-il)-1-fenilfosfato,
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II-7.6 Secuenciacion de ADN.

La secuenciacion por el método de Sanger (Sanger et al., 1977 ) requiere como
molde ADN de cadena sencilla para que la ADN polimerasa actie. Este molde puede
conseguirse bien a partir de vectores del tipo fagémido, o bien por desnaturalizacién de

ADN bicatenario en una reaccion de PCR.
I1I-7.6.1 Sistema de secuenciacion AB/ Prism.

El proceso de secuenciacion se realizd por el método de los didesoxinucleétidos
descrito por Sanger et al. (1977 ). Para ello se ha empleado el sistema de secuenciacion
automatica no radiactiva ABI Prism® 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems) y el ABI

Prism® BigDye® Terminator v 1.1 Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems).

La sintesis de ADN complementario a un ADN de cadena sencilla a partir de un
iniciador o cebador la realiza la ADN polimerasa del fago T7. La sintesis se puede
detener de forma aleatoria por la introduccion de pequefas cantidades de
didesoxinucledtidos (ddNTP), analogos a los desoxinucledtidos (dNTP) que carecen del
grupo 3’ hidroxilo necesario para la formacién del siguiente enlace fosfodiéster. Estos
didesoxinucleétidos estan conjugados con un fluoréforo especifico para cada uno de los
mismos.

En la fase de elongacion la ADN polimerasa incorpora los ddNTPs al azar en
distintos tiempos, dando lugar a una poblacion de moléculas fluorescentes de distintos
tamafos. Las reacciones son sometidas a electroforesis en capilar y los fragmentos de
ADN en su migracion a lo largo del mismo atraviesan un haz fijo de luz laser, lo que

genera senales fluorescentes que son detectadas y almacenadas por el sistema.

Cada reaccion de secuencia se realiza en un volumen de 20 pl, manteniendo las

proporciones que se reflejan en la Tabla II.5:

Fremix sequencing buiier (P) 2yl

Sx Sequencing butier (B) 2yl
Cebador (20 pM) 1l
ADN molde 200-500 ng
DMSO (dimetilsulfoxido) 0,7-1,4 ul
Agua mili-Q CcS.p. 20

Tabla I-5: EI Premix sequencing buffer (P) contiene los ddNTPs, dNTPs y la ADN polimerasa. El 5x
Sequencing buffer (B es el tampon de la reaccion. En ninguno de los dos se conoce la composicion exacta. La
cantidad de ADN molde indicada es para el caso de ADN plasmidico, siendo entre 5 y 80 ng para productos de
PCR, entre 25-50 ng para ADN de cadena sencillay de 0,5 a 1 ng para cosmidos.

El desarrollo del protocolo de secuenciacion se encuentra detallado a continuacion:
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- Realizar una reaccion de PCR para cada muestra con los siguientes valores:

I ciclo 98 *C - 3 minutos
96 °C - 10 segundos
25 ciclos { 50 °C - 5 segundos
60 ‘C - 4 minutos
I ciclo 4°C— oo

- Pasar la reaccion a un microtubo de 1,5 ml. Ahadir 5 pl de EDTA (125 mM) y
60 pl de etanol absoluto. Mezclar e incubar 15 minutos a temperatura ambiente.

- Centrifugar a 4 °C durante 20 minutos a 14.000 rpm. Retirar el sobrenadante.

- Lavar el precipitado (casi invisible) con 60-70 ul de etanol al 70 %.

- Centrifugar 15 minutos a 14.000 rpm vy temperatura ambiente. Retirar el
etanol y dejar evaporar los posibles restos.

- Conservar a 20°C hasta el momento de su analisis.

- Descongelar la muestra a temperatura ambiente durante unos minutos.

- Anadir 30 pl de Hi-Di Formamide (Applied Biosystems) y mezclar con vortex
durante 1 minuto.

- Desnaturalizar la reaccion calentando a 95°C durante 3-5 minutos.

- Mezclar nuevamente con vortex y centrifugar para recoger la reaccion en el
fondo del microtubo.

- Pasar la reaccion a un tubo especifico para el secuenciador ABI Prism 310
Genetic Analyzer (Applied Biosystems).

I1-7.7 Andlisis informatico.

El analisis y comparacion de secuencias nucleotidicas y proteicas, se han
realizado gracias a los siguientes programas y bases de datos:

- Chromas. Versién 2.3 (Technelysium).

- ClustalX (Thompson et al, 1997) Version 1.81  (www..igbmc-u-
strasbourg.fr/Biolnfo/ ) .

- CYSPRED PredictProtein-PHDsec ( http://www.predictprotein.org/ )

- DNASTAR (DNASTAR Inc. Madison, Wisconsin, USA).

- ExPASY. ProtParam (http://us.expasy.org/tools/ ) ;

- Matinspector Release Professional V7.4.2 (Quandt et al., 1995)

- GelProAnalyzer 3.1 Analysis Software.

- NetNGlyc (http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ )

- Pfam http://www.sanger.ac.uk/Pfam/ (Finn et al., 2008)

PredictProtein-PHDsec (The PredictProtein server, Columbia, USA;
http: / /www.predictprotein.org/ )

- Psi-Pred (Protein structure prediction server, secondary structure &
transmembrane topology, Brunel, UK; http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ )

- SWISS-MODEL, DeepView-Swiss PdbViewer (Schwede et a/., 2003)

- VECTOR NTI Advance® 9 (lInvitrogene).

- YinOYang 1.2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/ )
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11-8. Métodos de extraccion y analisis de ARN.

La mayor dificultad que presenta la obtencion de ARN se debe a la existencia
de ARNasas, enzimas muy activos y que no necesitan cofactores en el desarrollo de su

actividad. La extraccion de ARN debe cumplir una serie de requisitos:

- Debe realizarse en una solucion que contenga algun agente inactivador de la
actividad de las ARNasas como fenol, dietilpirocarbonato (DEPC 0,1%) o isotiocianato de

guanidina.

- Debe ser un método rapido y realizado en condiciones que no favorezcan la
actuacion de las ARNasas. Esto puede conseguirse, por ejemplo, efectuando el proceso de

rotura de las células en presencia de nitrogeno liquido o calentando a 65°C.

- Independientemente del método utilizado, es muy importante el uso de guantes
a lo largo de todo el proceso, asi como extremar el grado de limpieza del material
utilizado, limpiando con cloroformo el material de vidrio, esterilizando (preferiblemente dos

veces) en autoclave el material de plastico y cuidando la limpieza del lugar de trabajo.

II-8.1 Obtencion de ARN total de 7. /longibrachiatum.

Para la purificacion de ARN total de 7. /longibrachiatum utilizada en esta tesis, se
us6 el sistema RNeasy de la casa comercial Qiagen, el cual utiliza minicolumnas que
contienen una matriz basada en silica gel que posee la propiedad de unir selectivamente el
ARN.

- Recolectar el micelio proveniente de medio liquido por filtracion a traves de
filtros estériles de poliamida (Nytal] de 30 pm de diametro de poro y lavar con 2
volumenes de NaCl 0,9% tratado con DEPC. Eliminar el exceso de humedad con papel
de filtro.

- Recolectar el micelio asi obtenido, en una placa de Petri (50 mm de diametro)
y congelar inmediatamente en N liquido.

- Triturar el micelio en mortero con N liquido hasta convertirlo en un fino
polvo. Distribuir el polvo en microtubos de 2 ml hasta un volumen de 0,7 ml. Procesar
inmediatamente los tubos o congelar en N liquido y almacenar a -80°C.

- Adicionar 700 pl del buiffer de lisis RLT “’z’y mezclar fuertemente mediante un
vortex durante 1 minuto. Incubar durante 1-2 minutos a 56°C, agitar de nuevo con
vortex y centrifugar a 13.200 rpm durante 3 minutos.

- Recolectar cuidadosamente el sobrenadante, depositarlo directamente sobre
la columna lila (QlAshredder) y centrifugar a 13.200 rpm durante 2 minutos.

- Transferir el sobrenadante a un nuevo microtubo y adicionar en proporcion
111 etanol 70%-DEPC ! mezclando suavemente.

- Adicionar la mitad del volumen de la mezcla (aprox. 700 pl) a la columna rosa
(RNeasy) y centrifugar durante 15 sequndos a 10.000 rpm. Desechar el efluente y repetir
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el procedimiento con el volumen restante de la mezcla. Descartar nuevamente el
efluente.

- Lavar, primero con 700 pl de buffer RW1 @ v luego con 500 I de buffer RPE

@ centrifugando cada vez durante 15 segundos a 10.000 rpm.

- Anadir otros 500 pl de buffer RPE @ y centrifugar a 10.000 rpm durante 2-3
miNUtos para secar la columna.

- Eluir con 30 pl de agua-DEPC @ centrifugando a 10.000 rpm durante 1
minuto. Agregar otros 30 pl de agua-DEPC y eluir nuevamente a 10.000 rpm durante |
minuto. Sumar los dos volumenes . Aimacenar a -80°C.

M it dispone ademas de otro buffer (RLC) que puede emplearse dependiendo de las
recomendaciones del fabricante.

@Todos los tampones mencionados los proporciona el fabricante.

BlTodas las soluciones utilizadas para trabajar con ARN (excepto aquellas que llevan TrissHCl o
MOPS) fueron tratadas con dietilpirocarbonato (DEPC) al 0,1% (v/Vv).

MEn este paso es opcional una precipitacion con etanol absoluto y acetato sodico con una
posterior resuspension en un volumen menor de agua-DEPC.

I1-8.2 Electroforesis de ARN.

La electroforesis para separar fragmentos de ARN en funcion de su tamafo se
efectu6 en geles de agarosa desnaturalizantes. Se sigui®é basicamente el método descrito

por Sambrook y Russell (2001).

11-8.2.1 Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes.

En los geles para electroforesis de ARN se afade formaldehido como agente
desnaturalizante, con la finalidad de evitar la formacién de estructuras secundarias en el
ARN que pudieran afectar el proceso de separacion. El tamafo de las bandas de ARN
separadas en el gel se determind por comparacion con el marcador de peso molecular de
ARN Millenium ( Ambion) .

- Lavar todo el material de electroforesis de forma secuencial con 0,1 % de SDS
(dodecilsulfato sodico) en agua, agua mili-Q, H>O» y etanol absoluto.

- Por cada 100 ml de volumen de gel mezclar: 0,9 g de agarosa, 20 ml de
MOPS (5x) M y 63 ml de agua destilada. Calentar la mezcla hasta que la agarosa este
completamente disuelta.

- Dejar enfriar hasta 50-55°C y anadir 17 ml de formaldehido al 37 %. Mezclar
sin formar burbujas y dispensar la mezcla sobre una bandeja de electroforesis nivelada,
donde se deja solidificar durante al menos 30 minutos. Para evitar los vapores del
formaldehido realizar este y los siguientes pasos en campana de extraccion.

- Colocar el gel dentro de la cubeta de electroforesis con tampon MOPS (1x) sin
gue llegue a cubrir completamente el gel.

- Anadir 10 pl de MOPS (1x) a cada pocillo y dispensar las muestras en los
pocillos.

- Aplicar una diferencia de potencial de 70 voltios durante 30 minutos (lo
necesario para que salgan las muestras de los pocillos).

- Rellenar la cubeta con MOPS (1x) hasta cubrir el gel vy aplicar de nuevo la
corriente durante 3-4 horas. Cambiar el tampon de migracion a mitad de la carrera.
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- Una vez gue las muestras han migrado lo suficiente, se puede observar el gel
directamente en un transiluminador con luz UV.

1 MOPS (5x): 0,2 M acido 3-{N-morfolino) propanosulfénico (MOPS); 0,05 M acetato sodico; 0,01 M
EDTA; gjustar pH a 7 con NaOH T N; completar con agua tratada con DEPC hasta 1 litro o bien anadir DEPC, al
0,1 % agitar vigorosamente varias veces y esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minutos.

Las muestras antes de ser cargadas se calientan a 652C durante 15 minutos
para desnaturalizarlas e inmediatamente se enfrian en hielo durante 5 minutos. Dichas

muestras se preparan como se describe a continuacion:

10-20 pg de ARN 6 3-6 pl de marcador de ARN
5 ul de formamida

2 ul de formaldehido al 37 %

1 pyl de MOPS (10x)

1 ul de colorante DYE 10x(')

1 ul de una dilucion 1/10 de BrEt (10 mg/ml)
H,O-DEPC hasta 20 pl.

Ucolorante DYE (10x): 50 % Glicerol; 0,25 % (p/v) azul de bromofenol; 0,25 % (p/v) xilen-cianol; 1 mM
EDTA; en agua tratada con DEPC.

II-8.3 Retrotranscripcion de ARN.
II-8.3.1 Retrotranscripcion de ARN y amplificacion por PCR (RT-PCR).

La confirmaciéon de la presencia de intrones en el ADN puede realizarse mediante
la secuenciacion del ARNm maduro. Sin embargo, generalmente los protocolos de
secuenciacion estan disefiados para la secuenciacion de ADN, por lo que es necesario
llevar a cabo la retrotranscripcion de las moléculas de ARN a moléculas de ADN antes de
su secuenciacion. Ademas, es mucho mas cémodo manipular ADN que ARN, ya que éste
ultimo se degrada facilmente. La retrotranscripcion de ARN se llevd a cabo utilizando el
sistema SuperScr/pz‘® One-Step RT-PCR with P/at/num® 7ag (Invitrogen), basado en la

sintesis de la hebra complementaria al ARN por medio de una retrotranscriptasa.

- Se mezclan en un microtubo libre de ARNasas los componentes descritos
en la Tabla II-6:

Tampon de reaccion 2x (Mix) 5l
Enzima RT/ Fatinum Tag Mix 5l
Oligo A (10 uM) Il
Oligo B (10 uM) Il

10 pg-5 ug ARN molde 2-5ul
Agua DEPC cs.p. 50 pl

Tabla II-6: componentes de la reaccion de RT-PCR.

- Se programa el termociclador teniendo en cuenta las condiciones optimas de
temperatura para la sintesis de cDNA, la cual dependera de los oligos utilizados en la
reaccion. Se introducen las muestras y posteriormente se analiza el producto de la
amplificacion por PCR mediante electroforesis en un gel de agarosa.
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11-8.3.2 Retrotranscripcion de ARN.

Cuando solo nos interesa retrotranscribir el ARN y no nos interesa, al menos
momentaneamente, realizar la PCR (por ejemplo en los ensayos de RT-PCR
semicuantitativa, en los que en un primer paso obtenemos el cDNA para después realizar
la PCR sobre el gen diana y el gel control) se puede llevar a cabo la retrotranscripcion
del ARN solamente, utilizando para ello el enzima retrotranscriptasa SuperScript™ Il Reverse

Transcriptase (Invitrogen ).

- Se mezclan en un microtubo libre de ARNasas:

dNTPs Mix (10mM ¢/u) 1l
Oligo A (10 uM) Il
10 pg-5 ug ARN molde Xl
Agua DEPC cs.p. 12l

Tabla Il.7a: componentes de la reaccion de RT.

- Calentar a 65°C 5 minutos y enfriar en hielo rapidamente.

-Agregar a cada microtubo los componentes indicados en la Tabla I1.7b:

5X First-Strand Buffer 4
0,1 MDTT 2 ul
Inhibidor ARNasas!" 1 pl
SuperScript™ Il TR 200U

Tabla I.7b: componentes de la reaccion de RT.

- Colocar las muestras vy programar el termociclador a 42-50°C durante 60
minutos. Para detener la reaccion calentar a 70°C durante 15 minutos. Posteriormente se
puede amplificar el producto de esta reaccion, mediante PCR.

(1) En nuestro caso hemos utilizado el inhibidor de ARNasas RNasin® Plus (Promegal.
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11-9. Manipulacion de genotecas en vectores fagicos.

Los procedimientos que a continuacion de detallan fueron empleados en la
construccion y el rastreo de bibliotecas gendémicas de ADN. En concreto de una genoteca
gendémica construida en un vector fagico comercial, el vector A-DASH Il BamH de Ila

marca comercial Stratagene en el que clonamos el ADN de 7. /ongibrachiatum.
I1I-9.1 Construccion de genotecas.

La eleccion de A-DASH como vector para la construccion de wuna libreria
gendémica se basO entre otras razones en las siguientes caracteristicas: (l). Su capacidad
para aceptar fragmentos de ADN exdogeno de gran tamafo (20-22 Kb); (Il). La
posibilidad de ligar digestiones parciales de ADN exdégeno Sau3Al en el sito BamHl y
(I). La facilidad con que se almacenan los fagos recombinantes funcionales durante afios
a 4°C en tampon SM-cloroformo sin necesidad de amplificar la genoteca. A continuacion

se describe el proceso para construir dicha libreria gendmica.

Paso 1: Obtencion de ADN genémico de 7. /longibrachiatum y preparacion de los
fragmentos de dicho ADN (15-22 Kb).

- Obtener ADN genomico de 7. longibrachiatum mediante el metodo descrito
en el apartado [I-7.1.4 de Materiales y Metodos.

- Verificar su integridad y calidad en un gel de agarosa al 0,5%.

- Preparar una digestion parcial con la endonucleasa Sau3Al utilizando los
siguientes componentes:

ADN 10 ug

Tampon de digestion 15l
Seroalbumina bovina (10 mg/mil) 15l
Sau3Al 1,5 pl

Agua mili-Q a 150 pl

- Calentar la mezcla a 37°C antes de anadir el enzima. Una vez anadido recoger
alicuotas de 20 pl cada 15 seguntos hasta llegar a los 2 minutos. Frenar la reaccion en
cada alicuota mediante la adicion de EDTA frio (concentracion final 20mM)

- Analizar las alicuotas en un gel de agarosa al 0,5 %.

- Elegir los tiempos de digestion gue produzcan tamanos de fragmentos de
entre 15 - 22 Kb.

- Escalar a un mayor volumen la digestion parcial para el tiempo de digestion
elegido.
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Paso 2: Separacion de los fragmentos obtenidos a partir de la digestion parcial

Sau3Al mediante un gradiente de sacarosa.

- Preparar dos tubos de ultracentrifuga de 5 ml (Beckman) y anadir 2,5 ml de
una solucion de sacarosa al 40% (p/v) y 2,5 ml de sacarosa al 10% (p/v).

- Tapar con Paraflim® y dejar reposar los tubos en horizontal durante al menos
5 horas para que se establezca un gradiente de sacarosa dentro de los tubos.

- Ahadir suavemente con micropipeta el ADN con cuidado de no alterar el
gradiente (como maximo en 200 pl).

- Pesar y equilibrar los tubos. Centrifugar durante 18 horas a 4°C y 30.000 rpm.

- Con ayuda de un capilar (que introducimos hasta el fondo del tubo) y una
bomba peristaltica recoger fracciones del gradiente de 200 pl cada una utilizando un
flujo de 0,25 ml/min (el mas bajo posible).

- Correr una alicuota de cada fraccion en un gel de agarosa al 0,5%.

- Precipitar el ADN de las fracciones de interés segun el protocolo descrito en el
apartado I-7.1.1.

- Resuspender el ADN en 15 pl TE 0 agua milliQ.

Paso 3: Ligacion de los fragmentos de ADN genomico digeridos con Sau3Al a

los brazos del vector A-DASH digeridos con BamHl.

Se realiza la ligacion siguiendo el protocolo descrito en el apartado 11-7.2.4.2.

Paso 4: Encapsidacion de los ADNs recombinantes.

La encapsidacion del ADN fagico recombinante originado tras la ligacion se
realizé con los extractos de empaquetamiento /in vitro (Gigapack® Il Gold, Stratagene®)
siguiendo el protocolo de empaquetamiento recomendado por el fabricante. En este
protocolo se indica que la eficiencia de la reaccion de empaquetamiento depende de
factores como la cantidad de ADN recombinante (la eficiencia mas alta se obtiene con
alrededor de 0,5 pg de ADN), el volumen y tipo de tampon en el que se afade el
ADN (no superior a 10 upl y en tampdén TE son las condiciones optimas), el tiempo de
reaccion (nunca debe ser inferior a las 2 horas) y el tamafio del ADN a empaquetar,
siendo el optimo entre 45-48 Kb (desviaciones de hasta el 20% de tamafio son

toleradas pero a costa de un descenso de la eficiencia).

Paso 5: Infeccion en medio sélido de Escherichia coli XL-1 Blue MRA P2.

Los procedimientos que a continuacion se detallan fueron empleados en Ia
construccion de la genoteca gendmica de 7. longibrachiatum y en el rastreo de la misma.

El protocolo seguido fue el siguiente:

A) Preparacion de las celulas de  Escherichia colf XL-1 Blue MRA P2.
- Sembrar la cepa de Escherichia colf XL-1 Blue MRA P2 en medio NZY solido e
incubar 12-18 horas a 37°C
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- Picar una colonia aislada e inocular 100 ml de medio NZY con maltosa ' (al
0,2%) y MgSO4 (a una concentracion final de 10 mM). Incubar a 37°C con agitacion
orbital hasta obtener una densidad optica a 600nm de 0,5 - 0,8.

- Centrifugar los cultivos divididos en alicuotas de 10 ml por tubo a 3500 rpm, 5
minutos vy a 4°C. Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado de celulas de
cada tubo en 1 ml de MgSO4 10 mM.

- Almacenar a 4°C hasta su uso (se pueden utilizar durante 10 dias)

M | a maltosa es necesaria debido a qgue la proteina que actua como receptora del bacteridfago esta
codificada por el gen /amB, que se encuentra integrado en el operon que contiene los genes para el
metabolismo de la maltosa.

B) Infeccion en medio solido

- Mezclar en un tubo de 10 ml, 200 pl de la suspension de celulas con 10 = 100
pl de la solucion de bacteriofagos ya encapsidados.

- Incubar a 37°C durante 30 minutos agitando suavemente cada 10 minutos.

- Preparar placas con una base de 25 ml de NZY al 2% (p/v) de agar.

- Anadir al tubo 3 ml de NZY 0,7% (p/v|) de agar fundido y mantenido a 48°C.
Mezclar suavemente y verter sobre la superficie de la placa base anteriormente
preparada tratando de extender una pelicula de medio por toda la superficie.

- Incubar a 37°C hasta la aparicion de los halos de lisis (8-10 horas). Almacenar
las placas a 4°C.

Paso 6: Titulacion de la genoteca.

Para titular la genoteca basta con contar los halos de lisis aparecidos en las

infecciones realizadas y aplicar la siguiente férmula:

Titulo = n° halos x factor dilucién

(Ufp/ml) Volumen plaqueado (ml)

Para calcular el numero de fagos recombinantes necesarios para construir una

genoteca esté completa se aplicd la ecuacion descrita por Clarke y Carbon (1976):

N =1In (1-p)/In (1-f)

[

Donde “p” es la probabilidad de que un gen determinado se encuentre

e
f

representado en algun clon; es el cociente entre el tamafo medio de los insertos y el
tamafio real del genoma del organismo y “N” es el nimero de fagos recombinantes
necesarios. Asumiendo que el tamafo del genoma de 7. /longibrachiatum es de 33 Mb
(Mantyla et al., 1992) y que el promedio de tamafio de los fragmentos encapsidados
fuera de alrededor de 15 Kb (a pesar de que se seleccionaron fragmentos de ADN de
entre 15 y 23 Kb), con el nimero de fagos obtenidos se consigui®6 una genoteca

completa de 7. /longibrachiatum con una probabilidad mayor del 99%.
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11-9.2 Amplificacion de bacteri6éfagos.

11-9.2.1 Amplificacion de genotecas.

El protocolo seguido para la amplificacion de la genoteca de 7. /longibrachiatum

fue el recomendado por el fabricante del A% Como breve resumen:

- Realizar una infeccion en medio solido (ver apartado 9.1 Paso 5) con una
cantidad de bacteriofagos equivalente a 5 veces “N” utilizando placas de 15 ¢cm de
diametro.

- Tras la incubacion de la placa toda la noche, adicionar 8 ml de tampon SMy
mantener en agitacion suave durante 6-8 horas a 4°C

- Recolectar el tampon SM y titular la preparacion de fagos.

11-9.2.2 Amplificacion de un bacteriéfago recombinante.

El protocolo seguido para la amplificacion de un bacteriéfago recombinante fue el

siguiente:

- Recoger con una punta de pipeta Pasteur estéril la placa de lisis seleccionada e
introducirla en un microtubo de 1,5 ml con 100 pl de tampon SMy 2 ul de cloroformo.

- Agitar en un Thermomixer (eppendorf] a temperatura ambiente durante 10-
15 min.

- Seguidamente incubar a 4°C durante 2-4 horas para facilitar la difusion de los
bacteriéfagos.

- Infectar en medio solido (ver apartado 9.1 Paso 5) con 10 ul de la suspension
en placas de Petride 15 cm de diametro.

- Enlas placas con halos de lisis confluyentes anadir 5 ml de tampon SM y dejar
difundir los bacteriofagos durante toda la noche en agitacion suave a 4°C.

- Recoger el tampon SM y anadir un 2% (v/v) de cloroformo. Titular y conservar
a 4°C hasta su utilizacion.

I1I-9.3 Rastreo de genotecas construidas en vectores fagicos.

Generalmente el procedimiento para rastrear una genoteca construida en vectores
fagicos consiste en realizar hibridaciones con una sonda especifica con la finalidad de
aislar un determinado clon del cual se conoce parte de su secuencia. A pesar de ser el
procedimiento utilizado habitualmente esto no implica que sea la metodologia mas simple o
efectiva. En nuestro caso decidimos utilizar el método descrito por Vaiman (2002) con

algunas modificaciones. El protocolo seguido fue el siguiente:
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- Realizar una infeccion en medio solido (ver apartado 1I-9.1 Paso 5) con una
cantidad de bacteriofagos equivalente a 1 x 10° ufp (se realiza en aproximadamente
unas 30 placas de Petri de 90 mm de diametro) .

- Anadir a cada placa 2 ml de MgSO4 10 mM y agitar suavemente 10 minutos.

- Pasar el MgSO4 con los bacteridfagos a un microtubo de 2 ml y guardar las
placas a 4 °C.

- Recoger 100 pl de cada tubo y pasarlos a un microtubo limpio al gue
anadimos una disolucion de proteinasa K en agua (concentracion final de 1 mg/mil)
incubando a 65°C durante 1 hora.

- Detener el tratamiento calentando 10 minutos a 100°C.

- Recoger alicuotas de 1-5 pl para ser utilizadas en reacciones de amplificacion
por PCR (en un volumen final de 20 pl) segun el protocolo de PCR descrito en el
apartado II-7.2.5 de Materiales y Métodos. Utilizar dos oligonucledtidos que amplifiquen
un unico fragmento de ADN de un tamano conocido y especifico correspondiente al
gen gue estamos rastreando.

- Cargar las reacciones de PCR en un gel e identificar aquellas placas en las que
hubo una amplificacion positiva.

- Una vez identificadas las placas positivas, se divide el agar de las mismas e
tacos que quepan en microtubos de 2 ml (aproximadamente 50 tacos).

- Colocar los tacos en tubos y anadir 1 ml de MgSO4 10 mM.

- Incubar a 37°C durante 30 minutos con agitacion moderada.

- Recoger 100 wl de cada tubo y pasarlos a un microtubo limpio al gue
anadimos una disolucion de proteinasa K en agua (concentracion final de 1 mg/mil)
incubando a 65°C durante 1 hora.

- Detener el tratamiento calentando 10 minutos a 100°C.

- Recoger alicuotas de 1-5 pl para ser utilizadas en reacciones de amplificacion
por PCR (en un volumen final de 20 pl) segun el protocolo de PCR descrito en el
apartado II-7.2.5. de Materiales y Métodos.

- Cargar las reacciones de PCR en un gel e identificar los tacos en los que hubo
una amplificacion positiva.

- Una vez identificados los tacos positivos, se recogen 10 pl del sobrenadante
presente en los tubos con los tacos y se realizan 6 diluciones seriadas 1:10 con MgSOs 10
mM en un volumen final de 100 pl.

- Mezclar cada dilucién con un volumen de células de Escherichia coli XL-1 Blue
MRA P2 (preparadas segun se indica en el apartado 1I-9.1 Paso 5) e incubar a 37°C
durante 30 minutos.

- Ahadir 3 ml de medio LB al 0,7% (p/v) de agar fundido y mantenido a 48°C,
mezclar y plaquear sobre placas base de NZY con maltosa (0,2%) y MgSO4 (10 mM).

- Incubar toda la noche a 37°C.

- Anadir a cada placa 2 ml de MgSO4 10 mM y agitar suavemente 10 minutos.

- Pasar el MgSO4 con los bacteriofagos a un microtubo de 2 ml y guardar las
placas a 4°C.

- Recoger 100 W de cada tubo y pasarlos a un microtubo limpio al gue
anadimos una disolucion de proteinasa K en agua (concentracion final de 1 mg/mil)
incubando a 65°C durante 1 hora.

- Detener el tratamiento calentando 10 minutos a 100°C.

- Recoger alicuotas de 1-5 pl para ser utilizadas en reacciones de amplificacion
por PCR (en un volumen final de 20 pl) segun el protocolo de PCR descrito en el
apartado 7.2.5. de Materiales y Métodos.

- Cargar las reacciones de PCR en un gel e identificar aquellas placas en las que
hubo una amplificacion positiva.

- Una vez identificadas las placas positivas de la mayor dilucion, se divide el agar
de las mismas en tacos y se repite el procedimiento descrito anteriormente.

- Después de tres rondas de diluciones, la menor dilucion positiva contiene
aproximadamente 50 - 100 clones.
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- Recoger con una punta de pipeta Pasteur esteril placas de lisis individuales e
introducirlas en microtubos (una placa por tubo) con 100 pl de MgSO4

- Agitar en un Thermomixer a temperatura ambiente durante 10-15 minutos.

- Incubar a 4°C durante 2-4 horas para facilitar la difusion de los bacteriofagos.

- Realizar infecciones en medio solido en placas de Petri de 9 cm de diametro
(ver apartado 9.1 Paso 5) con 10 pl de la suspension.

- Anadir a cada placa 2 ml de MgSO4 10 mM y agitar suavemente 10 minutos.

- Transferir la solucion de MgSOs con los bacteriofagos a un microtubo de 2 ml
y guardar las placas a 4 °C.

- Recoger 100 pl de cada tubo y transferir a un microtubo limpio al que
anadimos una disolucion de proteinasa K en agua (concentracion final de 1 mg/mil)
incubando a 65°C durante 1 hora.

- Detener el tratamiento calentando 10 minutos a 100°C.

- Recoger alicuotas de 1-5 pl para ser utilizadas en reacciones de amplificacion
por PCR (en un volumen final de 20 pl) segun el protocolo de PCR descrito en el
apartado [I-7.2.5 de Materiales y Métodos.

- Identificar las placas positivas y amplificar los clones seleccionados realizando
infecciones en medio liquido segun se explica en el siguiente apartado.

I1-9.4 Infeccibn en medio liquido y extraccion de ADN de fagos
recombinantes.

Este tipo de infeccion se emplea fundamentalmente para la amplificacion de
clones positivos identificados en un rastreo y extraccion de ADN de los mismos. El

procedimiento seguido fue el descrito por Malik ef al. (1990).

- Infectar 1 x 107 células de Escherichia colfLE392 con 1 x 10 ufp e incubar en
dos etapas, una a temperatura ambiente durante 10 minutos y la siguiente a 37°C
durante 30 minutos (agitando suavemente cada 10 minutos).

- Inocular la infeccion en un matraz de 500 ml con 100 ml de medio NZY con
maltosa (0,2%) y MgSOs 10 mM. Incubar a 37°C y 250 rpm en un agitador orbital
durante 4 - 6 horas hasta observar un aclaramiento de la turbidez del medio y la
formacion de unos hilillos indicativos de que Ia lisis celular se ha producido. Arfiadir 500
de cloroformo y dejar agitando 15 minutos mas.

- Transferir el cultivo a un tubo de centrifuga tipo GSA vy cetrifugar a 5.000 rpm
durante 20 minutos para sedimentar los restos celulares.

- Recolectar el sobrenadante en un nuevo GSA (con cuidado de no arrastrar
nada del precipitado) y anadir 100 pl de ADNasa it y de ARNasa AN Incubar durante 1
hora a 37°C.

- Adicionar 10 g de polietilenglicol (PEG) 8000 y 4 g de NaCl, calentar a 65°C
hasta que se disuelva en PEG e incubar a 4°C toda la noche.

- Centrifugar a 8.000 rpm y 4°C durante 40 minutos para precipitar los
bacteriofagos. Descartar el sobrenadante y resuspender el precipitado en 54 ml de
solucion L3

- Anadir 100 pl de SDS 20% (p/v) y 100 pl de EDTA (pH 8) e incubar a 68°C
durante 20 minutos.

- Limpiar vy precipitar la solucion mediante el proceso descrito en el apartado
7.1.1 de Materiales y Metodos.

- Resuspender en 50 wl de TE y cargar un gel de agarosa al 0,5% para
comprobar la integridad del ADN extraido.

M Solucion preparada en agua destilada a una concentracion de 10 mg/ml.
9 Solucion L3: 25mM EDTA; 0,1 M NaCl; 0,1 M Tris-HCl pH 7,5.
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I1-10. Transformacion genética de microorganismos.

I1I-10.1 Transformacion de Escherichia coli.
I-10.1.1 Induccidon del estado de competencia de células de Escherichia coli.

Para introducir ADN en Escherichia coli por medio del método de transformacion
genética, se requiere una “disponibilidad” de la bacteria que facilite el paso de las
moléculas de ADN a través de las barreras externas de la célula. A este estado se le
denomina competencia y las células que lo presentan se denominan células competentes.
La obtencion de este estado de competencia para células de Escherichia coli fue realizada
basandose en el método descrito por Inoue y colaboradores (1990). Dicho protocolo esta
basado en el método de cloruro de rubidio (Hanahan, 1983) con el que se consigue una
alta eficiencia de transformacion (hasta 5x10° transformantes/plg de ADN), aunque el
descrito por Inoue (Inoue et al., 1990) es mas reproducible en cuanto a la alta eficiencia
conseguida. Con ambos se consigue mayor eficiencia de transformaciéon que con el método

tradicional que emplea TSS (Chung et al., 1989).

En este protocolo son importantes: la temperatura de crecimiento del cultivo
(18°C), trabajar durante todo el proceso de lavados e induccion de la competencia a 4°C

y agitar las células de forma suave, no utilizando el vortex.

- Sembrar Escherichia coli en medio LB solido (LA] para obtener un cultivo
fresco.

- Inocular una colonia en 1 ml de medio SOC e incubarlo toda la noche a 37°C
para ser usado como preinoculo.

- Inocular 50 ml de medio SOC con un 1 % de preinoculo en un matraz de 500
ml. Incubar en agitacion (250 rpm) a 18°C.

- Cuando el cultivo alcance una D.0.600 de 0,6 (50-55 h), colocar el matraz en
hielo 10 minutos. A partir de este paso trabajar en camara fria (+ 4°C)

- Transferir el cultivo a un tubo de centrifuga tipo GSA y centrifugar a 3.000 rom
durante 10 minutos y a 4°C.

- Retirar los restos de medio y resuspender en 80 ml de tampon 18" frio. No
usar vortex. Dejar en hielo 10 minutos.

- Centrifugar a 3.000 rpm en tubos de tipo GSA durante 10 minutos.

- Retirar el sobrenadante y resuspender en 20 ml de tampon TB frio agitando
manualmente. Anadir 1,4 ml de DMSO (dimetilsulfoxido) (concentracion final 7 %). Agitar
suavemente y dejar en hielo 10 minutos.

- En cabina de flujo laminar, distribuir 100 pl de celulas en microtubos de 1,5 ml.
Inmediatamente congelar en nitrogeno liguido. Aimacenar a -80 °C.

- Con 10-20 pg de un plasmido previamente cuantificado, comprobar la
eficiencia de transformacion expresandola en transformantes/pg de ADN.

“’ Tampon TB: Para 1 litro: 10 mM PIPES (3,025 g), 15 mM CaCl2 (1,65 g), 250 mM KCI (18,65 g). Ir
anadiendo KOH 1 M para que se disuelvan los componentes y a la par ajustar el pH a 6,7. Después, anadir 10,9 g

de MnCl; ¢ 4H,0. Esterilizar por filtracion y conservar a 4°C.
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11-10.1.2 Proceso de transformacion de Escherichia coli.

El método de transformacién de £. coli que utilizamos es el descrito por

Hanahan (1983). El protocolo de transformacion se detalla a continuacion.

- Descongelar las celulas competentes en un bano de hielo.

- Mezclar 100 wl de celulas con 1 - 10 pl de ADN. Incubar 30 minutos en hielo.

- Someter a un chogue térmico la mezcla incubando a 42°C durante 90
segundos e incubar Z minutos en hielo.

- Anadir 400 wl de medio de expresion (LB) e incubar a 37°C durante 60
minutos y en agitacion a 250 rpm.

- Sembrar en medio solido selectivo para clones transformados.

11I-10.2 Transformacion de 7. /longibrachiatum.

Las aplicaciones de las técnicas de transformacion de hongos son numerosas ya
que son imprescindibles para la introduccion de genes de interés, para la interrupcion de
genes y posterior andlisis de su funcibn o para obtener cepas biotecnolégicamente mas

relevantes (por ejemplo cepas auxotroficas ).

1I-10.2.1 Obtencién de protoplastos de 7. longibrachiatum.

El método mas comunmente utilizado en la transformacion de hongos filamentosos
estd basado en el desarrollado previamente para levaduras, que requiere la formacion de
protoplastos mediante tratamiento con mezclas de enzimas hidroliticos y donde la entrada
de ADN se consigue con un tratamiento con polietilenglicol en presencia de iones Ca2+,

aunque también se han utilizado sales de litio (Fincham, 1989).

- Sembrar 5 placas de medio CM cubiertas por un celofan esteril con 5 x 10°
esporas.

- Incubar a 30°C durante 18 horas.

- Retirar lo discos de celofan y sumergirlos en una placa de Petri que contenga
3 ml de solucion A" con 5 mg/ ml de enzimas liticos (Sigma) por disco.

- Incubar a 30°C durante 90 minutos. Anadir 200 pl de B-glucuronidasa (Sigma)
e incubar 30 minutos mas. Agitar suavemente cada 10 minutos durante ambas
incubaciones.

- Pasado este tiempo comprobar la formacion de protoplastos al microscopio.

- Lavar cada disco de celofan con 2 ml de solucion A.

- Filtrar los protoplastos formados a traves de un filtro estéril de nylon de 30 um
de poro. Centrifugar la solucion resultante (25 ml aprox.) durante 10 min. a 300 x g, 4°C.

- Resuspender el precipitado en 4 ml de solucion B y centrifugar como en el
paso anterior.

- Resuspender finalmente en solucion B a una concentracion de 5 x 10°
protoplastos / ml.

MSolucion A: 0,1 M KH,PO4; sorbitol 1,2 M; ajustar el pH a 5,6
@ Solucion B: TrisHCI 10 mM; CaCl, 50 mM; sorbitol 1M; gjustarelpHa 7,5
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11I-10.2.2 Transformacion de protoplastos.

Cuando la transformacion ocurre con una muy baja frecuencia se puede recurrir a
la co-transformacion (cuando el marcador de seleccion estd en un plasmido distinto al del
gen de interés). Tiene lugar con una alta frecuencia en muchos hongos y a menudo es
el método elegido. Cuando es utilizada una alta relacion de plasmido sin seleccion frente a
plasmido seleccionable, la frecuencia de co-transformacion es a menudo del 50% e incluso
de hasta el 95% en algunos casos (Goosen et al., 1987)

La introduccion de DNA en 7. /longibrachiatum se realizd mediante una co-
transformacién segun el método utilizado por por Sanchez-Torres et al. (1994), basado a
su vez en el descrito por Penttila ef al. (1987), aunque también se probaron y se

tuvieron en cuenta los descritos por Cantoral et a.. (1987) y Diez et al. (1987).

- Para cada transformacion a realizar utilizamos alicuotas de 200 ul de
protoplastos preparados como se ha descrito en el apartado anterior.

- Anadir 50 wl de solucion PEG" y un volumen nunca superior a 10 pl (10 pg)
de ADN transformante.

- Incubar 20 minutos en hielo. Afadir 2 ml de solucion PEG!" e incubar 5
miNuUtos a temperatura ambiente.

- Finalmente, diluir la suspension con 4 ml de solucion By plaquear alicuotas
de 1 ml mezcladas con 4 ml de OSCM a 48°C y plaguear.

- Incubar a 30°C 3 © 4 dias.

MSolucion PEG: 25% PEG 8000 (p/V); TrisHCI 10 mM; CaCl; 50 mM, ajustar el pH a 7,5

La seleccion de transformantes se realiza comprobando su capacidad para crecer
en medio solido conteniendo éste un agente de seleccion. Se realiz6 en medio CM al que
se le afadi® un estabilizador osmético que evite que los protoplastos se colapsen. Pueden
emplearse varios compuestos como sacarosa, NaCl, KCI, glicerol o sorbitol, siendo este
ultimo el utilizado finalmente. Los agentes de seleccion que utilizamos fueron:

- Higromicina, a una concentracién final de 50 pg/ml cuando utilizamos el
plasmido pRLMex;, que porta el gen /Aph que codifica para la higromicina B
fosfotransferasa de Escherichia coli (Punt e/ al., 1987 ) y que confiere resistencia a dicho
antibiotico.

- Geneticina, a una concentracién final 100 ug/ml cuando utlizamos el plasmido
pALGEN3 que contiene el gen npdl de E. coli (Rodriguez-Saiz et al., 2004) y que

confiere resistencia a dicho antibidtico.

- Fleomicina, a una concentracion final de 150 ug/ml cuando utilizamos el
plasmido p43gdh que contiene la region codificante del gen ble de Streptoalloteichus

hindustanus (Cardoza et al., 1998 ) que le confiere resistencia a este antibiotico.
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II-11. Métodos generales de analisis de proteinas y
ensayos enzimaticos.

II-11.1 Obtencion de extractos proteicos libres de células de 7.

longibrachiatum.

Para obtener extractos proteicos libres de células de utilizamos el siguiente

protocolo:

- Inocular 100 ml de medio caldo extracto de malta (ME) con esporas recien
aisladas de una placa de medio RB. Incubar en agitacion a 28°C hasta obtener un buen
crecimiento.  El medio se puede suplementar con compuestos quimicos para inducir la
expresion de genes de interés. En el caso de la purificacion de la CPOMT anadimos
acetato de amonio 12 mMy el inductor 2,4,6-TCP (10 pg / ml).

- Recoger el micelio a traves de un filtro de fibra de vidrio con ayuda de una
bomba de vacio. Secar el micelio con papel secante y congelar a -20°C hasta el
momento de su utilizacion.

- Resuspender el micelio en tampon de rotura'! aproximadamente 0,5 g/ml).

- Romper el micelio con un sonicador MSE ultrasonic sometiendolo a 7 pulsos
de ultrasonidos de 100 vatios de potencia y no superiores a 5 segundos con intervalos de
10 minutos entre los pulsos para evitar el calentamiento de la muestra. La temperatura
nunca debe ser superior a los 10° C. Realizar el proceso en un bano de hielo y controlar
la ruptura del micelio al microscopio.

- Precipitar los restos celulares centrifugando el lisado en tubos tipo SS34
durante 20 minutos a 12.000 rpm y 4°C.

- Recoger el sobrenadante con pipeta.

(Tampon de rotura: Tris-HCI 50 mM (pH 8,2), MgCla 5mM, PMSF 1mM, DTT 1mM, NaCl 100mM y
glicerol 20% (v/v).

I1-11.2 Cuantificacion de proteinas.

Se utilizo el kit Protein Assay Dye Reagent Concentrate (BioRad) basado en el
método de Bradford (Bradford et al., 1976). Se trata de un simple ensayo colorimétrico
para cuantificar la concentracién de proteina total. Se basa en el cambio de absorcion de
465 a 595 nm que experimenta el colorante azul Brillante de Coomasie G-250 al
reaccionar con proteinas uniéndose a aminoacidos basicos y residuos de aminoacidos
aromaticos. Cada ensayo se realiza por duplicado, llevando con agua a un volumen final
de 800 pl y afnadiendo 200 [l de reactivo. Se mide la absorbancia de la muestra con un
espectrofotometro. La concentracion de proteinas se determina por comparacién con una
recta patron realizada con diferentes cantidades conocidas de albumina sérica bovina

(Sigma).

I1I-11.3 Electroforesis de proteinas en condiciones desnaturalizantes.

Esta técnica conocida como SDS-PAGE permite separar mezclas complejas de
proteinas sometiéndolas a desnaturalizacion (pérdida de su estructura tridimensional) de tal

modo que la migracion serd mayor o menor en relacion con su tamafo. EI agente
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desnaturalizante utilizado es el dodecilsulfato sodico o SDS, detergente idnico que disocia
las proteinas oligoméricas en sus monomeros Yy rompe los puentes de hidrogeno e
interacciones hidrofébicas entre los péptidos.

Los geles de poliacrilamida se elaboraron segun la técnica descrita por Laemmli
(1970). Los geles constan de dos fases: la superior (o gel empaquetador) sirve para
concentrar las muestras en el limite de separacion de ambas partes, permitiendo la entrada
homogénea de las proteinas de la muestra en la siguiente fase; la inferior (o gel
separador) cumple la funcién propia de la electroforesis, esto es, la separacion de

proteinas segun su peso molecular.

A)
Concentracion final de poliacrilamida
Componentes
7,5 % 12 % 15 %
Acrilamida/bis-acrilamida 30 % 2,5ml 4ml 5ml
Tris-HCI 1'5M, pH 8,8 25ml 25ml 25ml
SDS 10 % (p/v) 100 100 pl 100 pl
Persulfato amaonico 10 % (p/v) 50 50 ul 50 ul
TEMED 10l 10l 10l
Agua milliQ 4,85 ml 3,35ml 2,35ml
B)
Agua milliQ 3,05 ml
Acrilamida:Bisacrilamida (30%:0,8%) 0,65 ml
Tris-HCI 1M (pH8,8) 1,25 ml
SDS 10% 50 pl
Persulfato amaonico (10%) 90 Wl
TEMED 60 pl

Tabla Il-6: Composicion de los geles separador (A) y empaquetador (B).

Los geles se realizaron en el sistema Minjprotean P (BioRad) del siguiente

modo:

- Montar los cristales en el molde suministrado por el fabricante.

- Anadir los componentes del gel en un tubo de 10 ml, procurando anadir en
ultimo lugar el persulfato amonico y el TEMED, ya que estos son los catalizadores de la
polimerizacion. Mezclar invirtiendo el tubo.

- Verter el gel separador entre los cristales y cubrir con isopropanol para igualar
el frente. Dejar polimerizar a temperatura ambiente durante al menos 30 minutos.

- Quitar el isopropanoal, lavar con agua y verter el gel empaquetador, colocando
el peine adecuado para la formacion de los pocillos qgue nos permitirdn cargar las
MUuEStras.

- Desnaturalizar las muestras hirviendolas 5 minutos con 2 volumenes de
tampon de muestra desnaturalizante!".

- Como marcador de peso molecular utilizar 5 pl de marcador comercial
“Frecission Frotein Standards” (BioRad).

- Colocar los geles en la camara de electroforesis v llenarla con tampon de
electroforesis®?. Cargar las muestras en los pocillos.

- Realizar la electroforesis a corriente continua de 100-150 V hasta que la banda
del colorante del tampon de muestra desnaturalizante comience a salirse del gel.

ry

76




R Materiales y métodos

- Retirar los geles de la cubeta y tenir en agitacion durante unos 30 minutos en
solucion de tefido.

- Destenir los geles en solucion de destenido!®, agitando entre 1y 3 horas.
Introduciendo un trozo de papel higienico en el recipiente de destenido se incrementa la

velocidad del proceso.

“’Tampc’m de muestra desnaturalizante: 1,2 ml TrissHCI 0,5 M (pH 6,8), Zml SDS 10%, 1 ml glicerol,
500 pl de Azul de bromofenol al 0,5%, y 4,85 ml de agua.

‘Z’Tampc')m de electroforesis: 3 g de Tris-base, 14 g de glicinay 10 ml de SDS 10% por litro de agua.

BISolucion de tefido: 450 mi de agua milliQ, 450 ml de metanol, 2,5 g de Azul Brillante de Coomasie
y 100 ml de acido acetico glacial.

MISolucion de destenido: acido acético glacial 7% (v/v), metanol 20% (v/v) en agua.

lI-11.4 Ensayo enzimatico de la actividad 2,4,6-TCP metiltransferasa.

El ensayo utilizado para medir la reaccion de metilacion fue una modificacion del
método descrito por AIvarez—Rodrl’guez et al., (2002) que a su vez es una optimizacion
para este organismo del descrito anteriormente por Neilson et a/. (1988). Las reacciones,

se realizan con las cantidades expresadas en la Tabla II-7 en un volumen total de 500

.

2,4,6-TCP 0,25 mM
SAM ' mM
MgCl; I mM
DT I'mM
PMSF 0,5mM

Glicerol 10% (p/V)

Tris-HCI (pH 8,2) 50 mM
Muestra a ensayar Normalmente 50 pl

Tabla II-7: Componentes de la reaccion para el ensayo enzimatico para la CPOMT.

Las reacciones se incuban a 28°C durante 12 horas. Para detener la reaccion
usamos 25 Ml de HCI 6N. A continuacion la fase acuosa se extrae dos veces con un
volumen de acetato de etilo. Finalmente se evapora la fase organica con ayuda de un
speed-vac (Savant). El residuo se resuspende en 100 pl de metanol y se analiza por
HPLC.

I1-11.5 Analisis por HPLC de la bioconversion de 2,4,6-TCP a 2,4,6-

TCA en fracciones proteicas.

La conversion de 2,4,6-TCP a 2,4,6-TCA por O-metilacion (catalizada por
fracciones proteicas, asi como los ensayos in vivo realizados en medio liquido) se analizo
por HPLC. Para ello se utilizd una columna LiChrospher 100 RP18 5um (Teknokroma) de
4 x 250 mm. La fase movil que se usé fue 90% metanol-10% tetrahidrofurano : 99,95%
agua-0,05% acido trifluoroacético (78:22) a un flujo de 1,2 ml / min y la duracion de

la carrera fue de 28 min. Las sustancias eluidas fueron detectadas a 230 nm. Para
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determinar con exactitud los niveles de 2,4,6-TCP y 2,4,6-TCA se emple6 como estandar
interno  2,3,4,6-TeCA a una concentracion conocida.La cromatografia se realiz6 como se

indica a continuacion en la Tabla 11-8.

Tiempo (minutos) Flujo (ml/min) Fase movil A Fase movil B
0-17 1.2 22% 78%
18-23 1.2 0% 100%
24-28 1.2 22% 78%

Tabla II-8: Desarrollo de la cromatografia. La fase movil A es agua milliQ con TFA al 0,05% mientras
gue la fase movil Bes metanol con un 10% de THF.

La separacion de los productos se produce en régimen isocratico en los primeros
17 minutos de la primera etapa. Los tiempos de retenciébn aproximados son de 5,3
minutos para el 2,4,6-TCP, 9,2 minutos para el 2,4,6-TCA y 12,8 minutos para el
2,3,4,5-TeCA. En la segunda etapa se realiza un lavado de la columna durante 5
minutos con 100% de fase movil B y, finalmente la ultima etapa consiste en un equilibrado

de la columna de 4 minutos para la siguiente carrera.

I1I-11.6 Deteccion del enzima 2,4,6-TCP metiltransferasa por marcaje

radioactivo.

Esta técnica se utilizd para tratar de identificar la metiltransferasa en mezclas
complejas de proteinas. Asimismo también se utilizd para, una vez purificada la proteina,
verificar que la misma tenia actividad metiltransferasa. El marcaje consiste en la unién
covalente de un sustrato marcado radiactivamente al enzima mediante tratamiento con luz
ultravioleta. EIl sustrato elegido fue la S—adenosiI—L—[metiI3H]metionina (63 Ci/mmol) de

Amersham Pharmacia Biotech.

- Anadir a 25 pl de fraccion proteica (aproximadamente 20-100 pg de
proteina total, dependiendo de la etapa del proceso de purificacion) 3,5 yl de tampon
Tris-HCI IM pH 8.0y 10 pl de SAM tritiada (concentracion final de 0,04 pg/ul).

- Incubar la reaccion a temperatura ambiente durante 5 minutos.

- Irradiar la muestra con luz ultravioleta (254 nm) durante 20 minutos en un
bano de hielo.

- Procesar las muestras normalmente por SDS-PAGE.

- Tras la electroforesis, sumergir el gel durante 20 minutos en solucion
Amplifyd (Amersham) para amplificar la senal.

- Secar el gel con un secador de geles por vacio (BioRad).

- Exponer el gel sobre un fim de autorradiografia Hyperfimd MP
(Amersham) en un estuche Hypercassettel con pantallas intensificadoras de calcio-
tungsteno-fosforo (Amersham) a -80°C un minimo de 8 dias.

- Revelar el fim.
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lI-11.7 Ensayo enzimatico de la actividad lacasa.

El ensayo utilizado para medir la actividad lacasa esta basado en una reaccion
colorimétrica. El ensayo en medio sdlido fue realizado segun los métodos descritos por
Sundman y Nase (1971) (utilizando guayacol) y Rodriguez et al., (2008) [utilizando
2,2 —azinobis ( 3 -etil-benzotiazolin ) -6-sulfonato o ABTS]. Se trata de un sistema rapido
para la deteccion de microorganismos capaces de degradar compuestos fendlicos. Para ello
se cultivan los microorganismos en placas con el medio de cultivo adecuado, en nuestro
caso ML, a las que se le afade guayacol 0,02% o ABTS 1mM que es oxidado por los
microorganismos que sean capaces de producir lacasas, dando lugar a halos de color azul
oscuro.

Por otra parte, el ensayo en medio liquido fue realizado segun el método
descrito por Coll et a. (1993). Este método también se basa en una reaccion
colorimétrica en la que los extractos crudos o los sobrenadantes de los cultivos se valoran
utilizando tampon acetato 100 mM y ABTS 5mM. Esta solucion se prepara al doble de
concentracion y se mezcla 1:1 con el extracto a ensayar y se lee el incremento de la
absorbancia a 436 nm. Se define 1 unidad (U) de actividad enzimatica como la cantidad
de enzima que produce un incremento en la absorbancia a 436 nm de una unidad por

minuto.

11I-11.8 Inmunodeteccion de proteinas.

Para poder llevar a cabo los ensayos de inmunodeteccion de proteinas, las
muestras fueron previamente sometidas a electroforesis en un gel desnaturalizante (SDS-

PAGE ), como se describe en el apartado 1I1-11.3.
11-11.8.1 Transferencia de proteinas a membranas de PVDF.

La técnica de transferencia de proteinas a un soporte solido se denomina
Western blotting y fue descrita por Towbin y colaboradores (1979). EI soporte solido
utilizado fue una membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF; Inmobilon, Millipore) vy
el equipo para la transferencia fue un Mini Trans Blot (Bio-Rad), o un Trans-blot SD
Semi-dry Transfer Cell (Bio-Rad) cuando se realizd la transferencia en semiseco. El

protocolo seguido se desarrolla a continuacién:

- Cortar una membrana de PVDF de dimensiones idénticas a las del gel y
activarla  humedeciendola en metanol 1 minuto (suprimiendo asi su  elevada
hidrofobicidad).

- Equillibrar el gel de poliacrilamida con las proteinas y la membrana en Tampon
de transferencial" durante 15 minutos (por separado). Humedecer con este mismo tampon
6 laminas de papel Whatman 3MM de idéntico tamano a la membrana y al gel.
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- Situados desde el anodo al catodo colocar: 3 laminas de papel Whatman
3MM, la membrana de PVDF, el gel de poliacrilamida y por ultimo otras 3 laminas de papel
Whatman 3MM. Colocar las diferentes capas evitando la formacion de burbujas.

- Ensamblar la unidad de transferencia en el equipo Mini Trans Blot y realizar la
electrotransferencia entre 1y 2 horas a 50 V (entre 100 y 170 mA). Seguidamente
desmontar la unidad y tenir el gel con Azul de Coomassie para verificar la calidad de la
transferencia. En caso de realizar la transferencia en semiseco, aplicar 55 mA/cm2 durante
45 minutos.

“’Tamp(jm de transferencia: 48 mM Tris pH 8,3; 39 mM glicina; 0,037 % SDS; 20 % metanol, en

solucion acuosa.
11-11.8.2 Inmunoadsorcion

En el proceso de inmunoadsorcion las proteinas inmovilizadas en una membrana
de PVDF se detectan mediante la union especifica de anticuerpos a una determinada

secuencia de aminoacidos (epitopos antigénicos) .

- Bloguear los sitios activos de la membrana que no han sido ocupados por
proteinas incubando la membrana en Solucion de bloqueo“’ durante 12 horas a 4 °C.

- Incubar la membrana en una dilucion (entre 1:1.000 y 1:5.000) del
anticuerpo primario (contra las proteinas de estudio) en Tampon @ durante 2 horas.

- Lavar la membrana 1 vez en Tampon |y 2 veces en Tampon ¥ durante 10
minutos cada vez.

- Preparar el segundo anticuerpo [anti-globulina G de conejo acoplada a una
molécula de fosfatasa alcalina (Ani-rabbit IgG, Sigma)] en un dilucion 1:5.000 en 7ampon /
e incubar la membrana 2 horas.

- Lavar la membrana 1 vez en Tampon |y 2 veces en Tampon Il durante 10
minutos cada vez.

- Equilibrar la membrana 5 minutos en Tampon e y anadir 30 ml del Tampon
III'suplementado con 50 pl de NBT y 50 pl de BCIP.

- Mantener en oscuridad hasta que aparezca senal de hibridacion. Retirar Ia
solucion de color y detener la reaccion por adicion de TE 0 agua destilada.

MSolucion de blogueo: Leche desnatada en polvo (Nestle) 2 % (p/v) en tampon |.
@ Tampon I: NaCl 0,3 M; Tris-HCI 25 mM, pH 7,5.
BITampén 11 NaCl 1 M; Tris-HCl 25 mM, pH 7,5.

BTampdn Il Tris-HCL, pH 9,5 0,1 M; NaCl 0,1 M; MgCl, 50 mM. Se prepara por una parte | M Tris-HCI,
pH 9,5,y por otro lado T M NacCl; 500 mM MgCly« 6H;O. En esta forma las soluciones estan 10x, mezclandose
antes de usar como Ix.
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II-12. Técnicas generales para la purificacion de
proteinas.

La mayoria de los esquemas de purificacion de proteinas implican algun tipo de
cromatografia. La disponibilidad de distintas técnicas cromatograficas con distinta selectividad
proporciona una buena estrategia para la purificacion de cualquier proteina.

El método cromatografico utilizado en esta purificacion fue el de FPLC ( Fast
Performance Liquid Cromatography) con el que se ensayaron distintos tipos de columnas.

Para ello se emple6 un equipo AKTA Design System® (Amersham) .

I1I-12.1 Desalado y cambio de tampones de muestras proteicas.

Los cambios de tampén requeridos entre cada paso cromatografico se realizaron
usando columnas PD-10® (Amersham). Estas columnas permiten procesar un volumen de
2,5 ml de muestra y poseen una matriz de Sephadex G-25° con un limite de exclusion
de 5.000 Da, por lo que permiten eliminar impurezas y moléculas de bajo peso molecular

(incluidos sales y tampones). El protocolo de utilizacion es el siguiente:

- Lavar la columna con 25 ml de agua milliQ.

- Equillibrar la columna con 25 ml de tampon en el cual queremos recoger la
proteina.

- Aplicar la muestra en un volumen de 2,5 ml.

- Aplicar a la columna 3,5 ml de tampon para eluir la proteina.

- Lavar la columna con 25 ml de agua milliQ y conservar a 4°C en una
solucion de etanol al 20% hasta posteriores usos.

I1I-12.2 Concentracion de muestras proteicas.

Las muestras proteicas se concentraron en tubos concentradores M/'crocon®
(Millipore ). Estos estan equipados con membranas de celulosa hidrofilica, anisotropica y de
baja afinidad. Permiten procesar un volumen maximo de 1,5 ml. Utlizamos 2 tamafos de
exclusion diferente: 10 KDa y 50 KDa.

Cuando los tamanos de muestra eran mayores usamos dispositivos de la misma
casa comercial que permiten procesar hasta 20 ml. El proceso de concentraciéon se

produce al centrifugar los tubos en una centrifuga de mesa a 7.500 rpm y 4°C.

II-12.3 Cromatografia de interaccién hidrofébica.

En este tipo de cromatografia las proteinas son separadas en funcion de las
interacciones hidrofébicas que se establecen con los ligandos hidrofébicos inmovilizados en
una matriz sin carga.

Esta técnica se lleva a cabo en presencia de altas concentraciones de sales para

acaparar la mayor parte de las moléculas de agua presentes en la muestra, intensificando
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asi las interacciones hidrofdbicas entre proteinas, o entre éstas y la matriz de la columna.
La elucion de las proteinas unidas a la matriz se consigue con un decrecimiento en la
concentracion de sales. Las matrices utilizadas en este trabajo fueron: columna HiTrap
Phenyl Sepharose Fast F/ow@ (Amersham Pharmacia) de 1 ml y la columna Resource

Phe® (Amersham Pharmacia) de 1 ml.

II-12.4 Cromatografia de intercambio i6nico.

El distinto comportamiento id6nico que presentan las proteinas expuestas a
diferentes pH permite su separacion diferencial cromatograficamente. La carga neta de las
proteinas varia con el pH en que se encuentran, siendo ésta nula en el denominado punto
isoeléctrico.

Si las proteinas son estables por encima de su punto isoeléctrico, al estar
cargadas negativamente, se conseguira su separacion utilizando un intercambiador anidnico.

De igual manera, si por debajo de dicho punto son estables, se puede emplear
un intercambiador catidnico para su separacion.

La cromatografia de intercambio i6nico se basa en la interaccion electrostatica y
reversible entre la carga de la proteina y la de la matriz de la columna de carga opuesta.
Las proteinas son retenidas en funcion de su carga eléctrica al atravesar la columna y
posteriormente se eluyen diferencialmente al modificar su carga mediante un incremento en
la concentracion de sales del tampén o por un cambio en el pH del mismo.

Como previamente se habia descrito (Alvarez-Rodriguez, 2003), a un pH de
8,0 el enzima 2,4,6-TCP metiltransferasa queda retenida en columnas de intercambio
anionico, por lo que probamos las columnas HiTrap DEAE Fast Flow® (Amersham) de 1
y de 5 ml (que es un intercambiador débil) y Resource Q (Amersham) de 1 ml (que

es una columna de intercambio aniénico fuerte).

II-12.5 Cromatografia en columnas de hidroxiapatito.

El mecanismo por el cual las proteinas interaccionan con el hidroxiapatito es
complejo. La adsorcion y elucibn de proteinas no pueden ser consideradas como la
inversion de un proceso simple. Ademas, los grupos amino y carboxilo actuan de distinta
manera en el proceso de adsorcion de proteinas al hidroxiapatito. Ademas, la elucién de
proteinas acidas y basicas mediante diferentes sales sigue diferentes mecanismos.

Los grupos amino de la proteina actian como resultado de interacciones
electrostaticas no especificas entre su carga positiva y la carga negativa general de la
columna de hidroxiapatito, cuando la columna se equilibra con un tampén fosfato. La
retencion de proteinas basicas esta controlada por el estado i6nico de la columna y, por
tanto, por su carga neta. Cuanto menor sea el pH del tampon fosfato, mayor ha de ser
la molaridad requerida para la eluciébn; ademas, bloqueando los grupos carboxilo se
consigue una mayor fuerza de unién de proteinas basicas y acidas al hidroxiapatito. Esta

interacciéon electrostatica es crucial en la unién de proteinas basicas.
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Los grupos carboxilo acttan de dos maneras. Primero, son repelidos
electrostaticamente por la carga negativa de la columna. Segundo, se acomplejan con el
calcio de la columna formando agregados. De esta manera, las proteinas acidas deben
unirse casi exclusivamente debido a la formacion de agregados (Kadoya et al., 1988).

Por tanto la elusibn de proteinas unidas a la matriz se produce de manera
diferente si son &cidas o basicas. Las proteinas basicas se eluyen por desplazamiento
especifico con ca’’ o M92+, que forman uniones con el hidroxiapatito. Las proteinas acidas
se eluyen mediante desplazamiento de sus grupos carboxilos de la matriz de hidroxiapatito
(desplazamiento de los clusters proteina—Ca2+) mediante la adicion de iones que forman
complejos mas fuertes con el calcio que los grupos carboxilos: fluoruros o fosfatos.

Es este trabajo utilizamos una columna Bjio-Scale CHT—f} (BioRad) de 5 ml de

volumen.

II-12.6 Cromatografia de gel-filtracién.

La cromatografia de gel-filtracion o tamizado molecular, es un método util para
determinar el tamafio y peso molecular de las proteinas. El fraccionamiento se basa en la
difusion diferencial de las moléculas en los poros del gel. Las proteinas con masas
moleculares altas no pueden entrar en los poros del gel, por lo que son eluidas a través
del volumen de exclusion de la columna, y lo hacen mas rapido que las moléculas de
masa molecular menor. De esta manera, las moléculas eluyen preferentemente de la
columna en orden decreciente de peso molecular. Sin embargo, las moléculas se eluiran
de la columna no solo segin su peso molecular, sino también segun su radio de Stokes
(que da idea de la esfericidad de la molécula). La aproximacion es valida si se tiene en
cuenta que los enzimas son aproximadamente esferoides.

Existen multitud de matrices para realizar este tipo de cromatografia. Su eleccion
dependerd de la resolucion requerida y del peso molecular de las moléculas a fraccionar.
El Sephadex® fue una de las primeras matrices en utilizarse. Se trata de perlas de un
polimero polisacarido preparado con diferentes tamafios de poro. La resolucion posible con
este tipo de matriz es pobre. Para mayor resolucibn se emplean matrices con mejores
propiedades de flujo y resistencia a la presion. Esto se ha conseguido sacando al mercado
matrices de diversa composicion, y mejorando la estructura de las perlas de dichos geles.
Nosotros hemos probado columnas Superdex 75® ¥y Superdex 200° (Amersham) que

difieren en el rango de tamafio de proteinas que pueden resolver.
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II-13. Purificacion de la actividad 2,4,6-TCP-O-
metiltransferasa de T. longibrachiatum.

11-13.1 Paso 1: Obtencion de extractos libres de células.

Como material de partida utilizamos micelio procedente de -cultivos inducidos tal
como se explica en el apartado IlI-11.1. Posteriormente realizamos la extraccion de
proteinas y, a continuacion, realizamos un cambio de tampdén en columnas PD-10® para
recoger el extracto en el tampon elegido para el siguiente paso de purificacion, en este

caso, el tampon DEAE A (ver apartado 11-12.2).

II-13.2 Paso 2: Cromatografia de intercambio aniénico en una columna
HiTrap DEAE Fast Flow de 5ml.
El siguiente paso en el proceso consisti® en una primera cromatografia de

intercambio anionico utilizando una columna Hi7Trap DEAE Fast F/ow@ de 5 ml de lecho.

Esta columna contiene el intercambiador anionico débil DEAE ( dietilaminoetil ).

Tampon DEAE A

Tampon DEAE B

TrisHCI 10 mM [pH 8,0)

TrisHCI 10 mM [pH 8,0)

MgCl; 5 mM MgCl; 5 mM
DTT 0,2 mM DTT 0,2 mM
Glicerol 10% (v/v) Glicerol 10% (v/v)

NacCl 0,3 M

Tabla 1I-8;: Composicion de los tampones utilizados en ésta columna.

El desarrollo de la cromatografia es el siguiente:

- Lavar la columna con 10 volumenes de columna de agua milliQ.

- Equiilibrar la columna con 5 volumenes de columna de tampon DEAE A

- Cargar la muestra en la columna. Lavar las proteinas no unidas a la matriz con
100 ml de DEAE A.

- Eluir las proteinas pegadas a la matriz con un gradiente constante de DEAE B
que ira incrementando la concentracion de NaCl hasta 0,3 M en 100ml. Se recogen
fracciones de 2 ml.

- Lavar la columna de todas las proteinas retenidas manteniendo constante una
concentracion de NaCl 0,3 M durante 100 ml.

Todos los pasos se realizaron a un flujp de 5 ml / min y 4 °C.

Una vez realizada esta cromatografia realizamos ensayos enzimaticos tal y como
se explico en la seccién 9.4 y posteriormente se analizé el resultado por HPLC.

A continuacion mezclamos las 15 fracciones con mas actividad y las pasamos por

una columna PD-10® para cambiar al tampon de la siguiente columna.
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I1I-13.3 Paso 3: Cromatografia en columna de hidroxiapatito Bio-Scale
CHT-I.

El siguiente paso en el proceso consistio en una cromatografia en columna de
hidroxiapatito. Una vez mezcladas las fracciones con mayor actividad eluidas de la columna
anterior  realizamos un cambio de tampon en columnas PD-10®, eluyéndolas en tampén
HA A. Al encontrarnos en un paso temprano del proceso de purificacion optamos por no
desechar fracciones con poca actividad, aun a costa de una mayor complejidad proteica de
la muestra, puesto que muchas de estas proteinas seran eliminadas en alguno de los

pasos posteriores.

Tampon HA A Tampon HA B
Fosfato de sodio 10 mM (pH 7,0) Fosfato de sodio 500 mM (pH 6,5)

Tabla 1I-9: Composicion de los tampones utilizados en esta columna.

El protocolo de la cromatografia se detalla a continuacion:

Todos los pasos del la cromatografia se realizaron con un flujo 2,5 ml / min y

4 °C.

- Lavar la columna con 5 volumenes de columna de agua milliQ.

- Equilibrar la columna con: 5 volimenes de tampon HA A, 5 volumenes de
columna de tampon HA By finalmente, 5 volumenes de HA A.

- Cargar la muestra en la columna. Lavar las proteinas no unidas a la matriz con
15 ml de tampon HA A

- Eluir las proteinas pegadas con un gradiente constante de Tampon HA B que
incrementa la concentracion de fosfato hasta 500mM en 100 ml. Se recogen fracciones de
2,5ml.

- Lavar la columna de todas las proteinas retenidas con 15 ml de tampon HA B.

- Reequilibrar la columna con 25 ml de tampon HA A.

Se ensayan las fracciones de igual manera que en el paso anterior, reservando
y mezclando las fracciones con mayor actividad. Pasamos estas fracciones por columnas

PD-10® cambiando al tampon de la siguiente columna.

lI-13.4 Paso 4: Cromatografia de intercambio aniénico en columna ResourceQ.

El siguiente paso en el proceso consisti6 en una segunda cromatografia de
intercambio anionico utilizando una columna Resource Q@ de 1 ml de matriz. Esta es una
columna de intercambio aniénico fuerte debido a que su matriz posee amonio cuaternario

que permite una seleccion diferente a la matriz DEAE.
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Tampon QA Tampon QB
TrisHCI 50 mM (pH 8,2) TrisHCI 50 mM (pH 8,2)
MgCl; 5 mM MgCl; 5 mM
DTT 0,2 mM DTT 0,2 mM
Glicerol 10% (v/v) Glicerol 10% (v/v)

NaCl T M

Tabla II-10: composicion de los tampones utilizados en esta columna.

En protocolo de la cromatografia se detalla a continuacion:

- Lavar la columna con 10 volimenes de columna de agua milliQ.
- Equilibrar la columna con 5 volumenes de columna de tampon QA.
- Cargar la muestra en la columna. Lavar las proteinas no unidas a la matriz con
10 ml de QA.
- Eluir las proteinas pegadas a la matriz con un gradiente discontinuo de tampon
OB gue iré incrementando la concentracion de NaCl. Se recogen fracciones € 0,5 ml.
-De 0a 25mM de NaClen 2 ml.
- Mantener esta concentracion 6 ml.
-De 25a 65 mM de NaClen 6 ml.
- Mantener esta concentracion 6 mi.
-De 65a 100 mM de NaClen 5ml.
-De 100 a 150 mM de NaCl en 3 ml.
-De 150 a 1000 mM de NaCl en Zml.
- Lavar la columna de todas las proteinas retenidas manteniendo una

concentracion de 1 M de NaCl durante 10 mi.

Todos los pasos de la cromatografia se efectuaron a un flujo de 1 ml / min.
Realizamos ensayos enzimaticos de las fracciones y juntamos las de mayor actividad para
seguir con el proceso. Pasamos estas fracciones por columnas PD-10® cambiando al

tampon de la siguiente columna.

11-13.5 Paso 5: Ultrafiltracion.

La muestra proteica se concentra hasta un volumen cercano a los 150 pl con
, ® . ~
ayuda de concentradores Microcon (Millipore) de un tamafio de poro de 10 KDa en una

centrifuga refrigerada de mesa a 4°C y 7.500 rpm.

I-13.6 Paso 6: Cromatografia de gel filtracion en una columna Superdex 200°.

Tras el paso cromatografico anterior se obtiene una fraccion proteica semipura con
un pequeio numero de proteinas diferentes en la misma, y con unas propiedades de carga
e hidrofobicidad muy similares, por lo que para separarlas realizamos una cromatografia de

gel filtracion que nos va a separar las proteinas de la mezcla en funciébn a su tamafo. La
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columna Superdex 200° (Amersham) permite fraccionar proteinas en un rango desde
10.000 a 600.000 daltons.

Tampon Sdx200
TrisHCI 50 mM (pH 7,0)
DTT 0,2 mM
NaCl 150 mM
EDTA I mM

Tabla II-10: composicion de los tampones utilizados en esta columna.

En protocolo de la cromatografia se detalla a continuacion:

- Lavar la columna con 50 ml de agua milliQ.

- Equilibrar la columna con tampon Sdx200 toda la noche a un flujo de 0,1
ml/min.

- Pasar la muestra por la columna con un flujo de 0,12 ml / min, durante un
volumen de 50 ml, recogiendo fracciones de 500 pl.

- Lavar la columna utilizando 2 volumenes de columna con tampon Scx200°.

Finalmente, se ensayd la actividad enzimatica de las distintas fracciones.

II-14. Cultivo de cepas seleccionadas de T.
longibrachiatum en granulado de corcho.

Las cepas transformadas con las construcciones de atenuacion (pARNi-MT265)
y de expresion del gen peB de P. eringi (pPEL3G) fueron -cultivadas sobre corcho
granulado para comprobar el comportamiento de las mismas en condiciones similares a las
existentes cuando el hongo crece sobre la corteza del alcornoque o sobre planchas de

corcho almacenadas.

lI-14.1 Cultivo sobre granulado de corcho.

Para ello se utilizaron matraces de 500 ml a los que se afadieron 10 g de
corcho granulado previamente esterilizado. Sobre este corcho se afadieron 2 ml de acetato
aménico 1,2 M y 10 ml de agua milliQ estérii en la que se resuspendieron 5 x 10°
esporas de cada cepa. Ademas se adiciond6 a cada matraz (exceptuando el matraz

control) 2,4,6-TCP a una concentracion de 1 pg/g de corcho.

Los cultivos se incubaron en oscuridad a 20-24 °C durante 30 dias para pemitir
el crecimiento del hongo sobre el corcho y su interaccion con el 2.,4,6-TCP.

I-14.2 Extraccion de los clorofenoles y cloroanisoles.

Una vez concluida la incubacion, se procedi6 a la extraccion de los -cultivos.

Para ello se adicionaron 80 ml de etanol a cada matraz y se incubaron en un agitador

87



Materiales y Meétodos frm

orbital a 18 °C y 250 rpm durante 15 horas. Durante esta extraccion se sellaron los

. ® . . - Ll
matraces con Parafilm para tratar de evitar cualquier pérdida por evaporacion.

Finalizada la incubacion se filtraron los cultivos pasandolos a través de papel de
secante para eliminar los residuos solidos. El filtrado fue inmediatamente congelado a -20

°C hasta su utilizacion.

Los niveles de 2.,4,6-TCP y 2,4,6-TCA se determinaron por cromatografia de
gases-masas (GC-MS) recurriendo a la contratacion del servicio ofrecido por los
laboratorios CEVAQOE Espafia S.L.
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lI-1.  Purificacion del enzima clorofenol-O-
metiltransferasa (CPOMT) de T. longibrachiatum implicado
en la formacion de 2,4,6-tricloroanisol.

llI-1.1 Optimizacién del ensayo enzimatico para la actividad clorofenol-
O-metiltransferasa (CPOMT).

Los primeros ensayos realizados para detectar la actividad enzimatica 2,4,6-TCP
O-metiltransferasa se realizaron segin el procedimiento descrito por Alvarez-Rodriguez et
al. (2003) que a su vez estd basado en el descrito por Neilson et al. (1988), pero
optimizados para este enzima. Sin embargo, los resultados que obtuvimos no fueron
totalmente satisfactorios ya que los niveles detectados con éste método eran bajos, no
permitiéndonos ensayar siempre la actividad enzimatica en las fracciones purificadas en
pasos avanzados del proceso. Por este motivo decidimos introducir ligeras modificaciones en

el protocolo.

llI-1.1.1 Periodo de incubacion de la reaccion enzimatica.

Las reacciones enzimaticas realizadas con los extractos y fracciones proteicas a lo
largo del proceso de purificacion fueron incubadas por un periodo nunca inferior a las 12
horas a 28°C, en lugar de las 3 horas de incubacién utilizadas en el método

anteriormente descrito.

llI-1.1.2 Extraccion de la fase acuosa.

Una vez concluida la reaccion enzimatica la fase acuosa se extrajo dos veces
con 1 volumen de acetato de etilo en lugar del dietil éter, solvente utilizado en el método
de Alvarez-Rodriguez et al. (2003). Se utiliz6 acetato de etilo por los siguientes motivos:

1. Segun el Instituto Nacional de Seguridad e Higiene en el Trabajo de

Espafia (INHST) es un solvente mas seguro que el dietil éter, ya que éste

puede formar perdxidos explosivos al reaccionar con la luz y el aire. Ademas

tiene unos puntos de inflamaciéon y autoignicion mucho mayores.

2. Su toxicidad es ligeramente menor que la del dietil éter.

3. Debido a su mayor tension superficial es mucho mas facil de
manipular tanto con la micropipeta como en la separacion de fases, permitiendo

un procesamiento mas eficaz de las muestras.
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I-1.2 Purificacién de la actividad 2,4,6-TCP metiltransferasa.

La metodologia seguida para la purificacion a homogeneidad de la actividad

2,4,6-TCP metiliransferasa ha sido descrita en el apartado |I-13 de esta memoria.

llI-1.2.1 Obtencion de extractos enzimaticos libres de células.

El primer paso del proceso de purificacion se realizé a partir de 22,5 gramos de
micelio correspondiente a un cultivo inducido con 2,4,6-TCP. A partir de dicho micelio se
obtuvo por sonicacidbn un extracto crudo que fue filtrado en columnas PD-10 a fin de
eliminar pequefias moléculas, especialmente trazas de 2,4,6-TCP y 2,4,6-TCA que
pudieran interferir en los ensayos de valoracion enzimatica. Tras dicha filtracion se

obtuvieron 70 ml de extracto crudo con una concentracién proteica media de 20.0 mg/ml.

llI-1.2.2 Cromatografia de intercambio aniénico en columna HiTrap
DEAE FF.

A continuacién la muestra fue sometida a un paso de intercambio aniénico a pH
8.0 en un intercambiador débil (DEAE FF). La actividad fue eluida de la columna
utilizando un gradiente continuo de NaCl, detectandose actividad en las fracciones que

eluian en un intervalo de 50 a 110 mM de NaCl, tal como vemos en la Figura IlI-1.
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Figura lll-1. Perfil cromatografico y de elucion de la actividad CPOMT en una columna de intercambio anionico

HiTrap DEAE FF.
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llI-1.2.3 Cromatografia en columna de hidroxiapatito Bio-Scale CHT-I.

El tercer paso del proceso de purificacion fue una cromatografia en columna de
hidroxiapatito. La actividad CPOMT eluia en un intervalo comprendido entre 150 y 300 mM

de fosfato de sodio. El perfil cromatografico obtenido estd representado en la Figura IlI-2.
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Figura lll-2. Comportamiento de la actividad CPOMT en una columna de hidroxiapatito Bio-Scale CHT. .

llI-1.2.4 Cromatografia de intercambio aniénico en columna Resource-Q.

Seguidamente, las fracciones con actividad clorofenol- O-metiltransferasa se
sometieron a wuna segunda cromatografia de intercambio aniénico, esta vez en un
intercambiador anionico fuerte, la columna Resource-Q. El cromatograma se representa en
la Figura IlI-3. Una vez realizados los ensayos enzimaticos de las fracciones de la
cromatografia observamos que la actividad eluia en un rango de concentracion de NaCl

muy estrecho, que iba desde 35 a 65 mM.

I1-1.2.5 Ultrafiltracion.

A continuacién realizamos un paso de concentracion de la muestra utilizando
concentradores Millipore con un filro de polietersulfona de baja adsorcion con un limite de
exclusion molecular de 50.000 Da. Realizamos ensayos de actividad de la fraccién excluida
y de la retenida, observando que sélo la parte retenida mostraba actividad. Este paso se
realiza con dos propositos, eliminar posibles proteinas de un peso molecular sensiblemente
diferente a la CPOMT vy concentrar la muestra proteica para cargar en la siguiente

columna. La muestra inicial de 8 ml se concentr6 hasta un volumen final de 150-250 pl.
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Figura lll-3. Comportamiento de la actividad 2,4,6-TCP metiltransferasa en una columna de intercambio anionico
Resource-Q,

IlI-1.2.6 Cromatografia de gel filtracion en columna Superdex 200.

El ultimo paso del proceso de purificacion realizado consisti6 en una cromatografia
de filtracion en gel en una columna Superdex 200 que fracciona proteinas cuyo peso
molecular se situa entre 10.000 y 600.000 Da. Aunque el rendimiento obtenido en este
paso es muy bajo es una técnica efectiva ya que permiti6 obtener una preparacion en la
que la actividad O-metiltransferasa eluia en un pico bien definido (ver Figura llI-4).

Posteriormente, se realizaron ensayos de actividad en los que comprobamos que
la actividad eluyia en unicamente 4 fracciones de 500 pl, pero mayoritariamente en dos de
ellas, c3 y c4. A continuacion realizamos un andlisis por SDS-PAGE (ver Figura IlI-5A)
de las cuatro fracciones. Al analizar el gel observamos que en las fracciones c3 y c4
existian cuatro 0 cinco bandas proteicas, de las cuales la mayoritaria tenia un tamafo

molecular aproximado de 48 kDa.
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Figura lil-4. Comportamiento de la actividad CPOMT en una columna  de gel filtracion Superaex 200.

lI-1.2.7 Identificacién del enzima CPOMT mediante fotomarcaje con S-

adenosil-L-metionina radiactiva.

Algunas metiltransferasas han podido ser identificadas mediante fotomarcaje (o
cross—-linking con de luz ultravioleta) utilizando un sustrato radiactivo (Som et al, 1990;
Ruiz et al., 1998), especialmente S-adenosil—L metionina trittada (SAM [metil—3H]).

Con las condiciones de ensayo indicadas en el apartado |I-11.6 de Materiales y
Meétodos, pudimos detectar en los diferentes pasos del proceso de purificacion una banda
de aproximadamente 48 KDa que coincidia en tamafio con el enzima purificada. Tal como
se observa en la Figura llI-5B, se detectan dos proteinas que se marcan con SAM tritiada
lo que corrobora que en el proceso hemos purificado al menos una metiltransferasa SAM-
dependiente y con capacidad de metilar 2,4,6-TCP. Estas dos bandas podian ser
consecuencia de la existencia de productos de degradacion de la misma proteina o
proteinas diferentes. Para verificarlo cortamos ambas bandas de las calles correspondientes
a las fracciones C3 y C4, denominando C3A a la banda de mayor peso molecular y C3B
a la de menor peso (de igual modo para las bandas de C4). Agrupamos las bandas
“A” bajo la denominacién pMT 51 (como referencia a su peso molecular aproximado) y
las “B” como pMT 48.
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Figura II-5. A) Analisis por SDS-PAGE tenido con azul de Coomasie de las fracciones con actividad eluidas de la
columna Superdex 200: Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2: Fraccion C2; Carril 3: Fraccion C3; Carril 4:
Fraccion C4; Carril 5: Fraccion C5. B) Deteccion de la 2,4,6-TCP metiltransferasa por fotomarcaje con SAM [metHHB}
en las fracciones con actividad de la columna Superdex 200: Carril 1: Marcador de peso molecular; Carril 2:
Fraccion C2; Carril 3: Fraccion C3; Carril 4: Fraccion C4; Carril 5: Fraccion C5.

llI-2. Secuenciacion de péptidos internos de la
proteina CPOMT.

Una vez purificadas e identificadas las bandas correspondientes a la probable O-
metiltransferasa se procedi® a la secuenciacion de péptidos internos a partir de las
muestras C3A, C4A, C3B y C4B. Para ello se procedi6 a contratar los servicios del
laboratorio de protedomica del Centro Nacional de Biotecnologia (CNB-CSIC). Tras |la
digestion de las bandas con tripsina se realizd una espectrometria de masas para
determinar el fingerprint (o huella peptidica) correspondiente a cada banda aislada del gel.
El resultado de éstas huellas peptidicas se muestra en la Figura Ill-6.

De la comparacion de ambas huellas peptidicas pudimos deducir que pMT51 y
pMT48 eran proteinas diferentes (dada la nula coincidencia de los péptidos obtenidos por
digestion) descartdndose que la proteina de menor tamafio (pMT48) pudiese ser un

producto de degradacion de la proteina mayor (pMT51).
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Figura lI-6. Huella peptidica obtenida por MALDI-TOF para las dos posibles Ometiltransferasas pMT48 y pMT51.

Posteriormente se procedi6 a determinar la secuencia probable de péptidos
internos, tanto mediante analisis de la huella peptidica como por secuenciacion de novo. El
analisis realizado nos permiti6 obtener la secuencia probable de una serie de péptidos que

se muestran en las Tablas IlI-1 y Ill-2.

Peptido Secuencia Homologia
m/z 1016,54 VADEEGIL/1] [K/Q]R No encontrada
VESA[K/Q]L/1][K/QIGG
m/z 1129,57 (/AL No encontrada
(/1K
m/z 1048,60 ADPR Peptido demasiado pequeno
6-fosfogluconato deshidrogenasa Bolryotinia
m/z 1238,72 TKDLPANLLOAQ
/ ' fuckelana B05.10 ref| XP_001558673.1 |
6-fosfogluconato deshidrogenasa de
4

m/z 1467.85 DLPANLLOAGR Giberelia zeae. ref| XP_388918.1

Tabla lll-1. Probables péptidos determinados por huella peptidica o secuenciacion ae novo a partir de las

fracciones C3Ay C4A. ([DMT51). Los corchetes indican indeterminaciones.
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Peptido Secuencia Homologia

Ometiltransferasa de Gibberelia zeae PH-1

ref| XP_388918.1
m/z 1401,20 | [LT/DV]ESAP[Q/K]P[L/I]SDDK No encontrada
Hipotética Ometiltransferasa de

m/z 1149,60 NLIPALKPGAR

/2 974,43 KDVYFFR Magnaporthe grisearef|XP_369010.2
m/z 918,50 PYAVSIL/I] Péptido demasiado pequeno
Hipotética Ometiltransferasa de
m/z 1151,55 VVIL/INDYC[L/NIR Chaetornium globosum CBS 14857
ref|XP_001222423.1|
myz 1786,76 VAHDFE[Q/KIEARPK Hipotética Ometiltransferasa de

Coccaaroiges immitis ref | XP_001245242.1 |

Tabla lll-2. Probables péptidos determinados por huella peptidica o secuenciacionde rovo a partir de las
fracciones C3B y C4B. ([pMT48]. Los corchetes indican indeterminaciones.

De los datos representados en la Tabla Ill-1 obtenidos para la proteina con
masa molecular aproximada de 51 KDa (grupo A) dedujimos que se trata de una 6-
fosfogluconato deshidrogenasa y, obviamente podemos concluir que ésta no es la
clorofenol- O-metiliransferasa que buscamos. Se trata de un enzima relativamente abundante
en la célula eucariota que interviene en la ruta de las pentosas fosfato. Desconocemos el
motivo de su marcaje con SAM tritiada aunque, obviamente, se trata de un marcaje
inespecifico. Por el contrario, de los datos obtenidos para la proteina con masa molecular
aproximada de 48 KDa (grupo B) podemos afirmar que se trata de una posible O-
metiltransferasa, y por tanto, puede tratarse de la CPOMT de 7. /ongibrachiatum. De
hecho, la mayoria de los péptidos muestran una alta homologia con la secuencia de
péptidos correspondiente a O-metiltransferasas flngicas de especies relativamente cercanas,

como son Gibberella zeae, Magnaporthe grisea o Chaetomium globosum.

I11-3. Clonacion, secuenciacion y caracterizacion del
gen cpomt de T. longibrachiatum.

llI-3.1 Construccion de una genoteca de ADN genémico de 7.

longibrachiatum en el vector fagico A—DASH®II/ BamH\.

I-3.1.1 Digestion parcial del ADN total de 7. /ongibrachiatum con el enzima de

restriccion Sau3Al y ligacion a los brazos Bami del vector A-DASH®II/ BamH.

El ADN total se obtuvo segun el procedimiento descrito en el apartado I1-7.1.4
de esta memoria. Para construir la genoteca necesitibamos fragmentos de ADN de un
tamano comprendido entre 15 y 21 Kb, ya que este es el tamafio que va a ser
encapsidado preferentemente con respecto a tamafos inferiores o superiores. Los fragmentos
de este tamafio pueden obtenerse mediante digestion parcial en las condiciones adecuadas

y con un enzima de gran frecuencia de corte. Se eligio el enzima Sau3Al debido a que

98



M Resultados y discusion

genera extremos cohesivos compatibles con los generados por el enzima BamHl, con el
que esta digerido el vector comercial A—DASH®II/BamHI. El método seguido para establecer
las condiciones Optimas de la digestion parcial con el enzima Sau3Al se ha indicado en el
apartado I1-9.1 (Paso 1).

Tras la optimizacion de las condiciones de digestion parcial se realizé una
digestion a gran escala para obtener una buena cantidad de fragmentos de ADN del
tamafio deseado. Estos se separaron mediante ultracentrifugacion en gradiente de sacarosa.
Se analizaron alicuotas de las fracciones separadas en un gel de agarosa al 0,5%.
(Figura lI-7A). Las fracciones con los tamafnos adecuados se ligaron con los brazos del
fago A—DASH®II/BamM. Una alicuota de estas ligaciones fue analizada en un gel de

agarosa al 0,5% (Figura IlI-7B).

456789

10 1112131415

A8 K 48 kb
B3k 33kb

; S [ 27kb i -7: Analisis de las
5 kol : I Figura I-7: A)

fracciones obtenidas por ultracentrifugacion
en gradiente de sacarosa. Calle 1. Marcador
15kb A/ Xhol; Calle 2 [y sucesivas): fracciones del

gradiente. B) Analisis de la ligacion de los

fragmentos con los brazos del fago
9k DASHCll/BamH. Calle 1: Ligacion con
relacion inserto-vector 2:1; Calle 2: Marcador
N Hindll; Calle 3: Marcador M Xhdl. La llave
indica el producto de la ligacion.

Il1-3.1.2 Titulacién de la genoteca.

El empaquetamiento de las moléculas recombinantes de ADN obtenidas en la
reaccion de ligaciébn es una condicidon indispensable para la obtencion de unidades fagicas
viables. La reacciéon de empaquetamiento /n vitro se llevd a cabo de acuerdo con las
condiciones indicadas por el fabricante (Stratagene). Se realizaron infecciones con la
suspension de fagos empaquetados. Una vez realizado el recuento de las placas de lisis
obtenidas se concluyd que el titulo de la genoteca era de 278.400 ufp/ml. Puesto que el
volumen total de la genoteca era aproximadamente de 500 pl, el numero total de fagos
recombinantes obtenidos fue de aproximadamente 139.200.

A continuacion se realizd el calculo para decidir si la genoteca era representativa
seguin se indica en el apartado 11-9.1 (Paso 6) de esta memoria. El valor calculado para
N fue 10.129, asumiendo un tamafio medio de inserto de 15 Kb y como tamafo del
genoma de 7. longibrachiatum 33 Mb (Méantyla et al, 1992). Por lo tanto, la genoteca
construida era un orden de magnitud superior al necesario para ser representativa del

genoma de 7. /longibrachiatum.
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llI-3.2 Amplificaciébn de un fragmento interno del gen cpomt mediante
PCR.

Con objeto de clonar el gen que codifica el enzima CPOMT de T.
longibrachiatum procedimos a rastrear la genoteca construida en el vector fagico A-
DASH®II/BamHI. En el momento de abordar los experimentos de clonacién conociamos las
secuencias de los péptidos secuenciados tras la purificacion del enzima. A partir de las
secuencias de los 2 péptidos con mayor homologia con secuencias de O-metiltransferasas
fungicas disefiamos cebadores degenerados (ver Caja lll-1) para tratar de amplificar por
PCR un fragmento interno del gen de la CPOMT que utilizariamos como sonda para el

rastreo de la genoteca.

NLIPALKPGA
metDF: ~ AAC CTS ATY CCY GCY CTS AAG CCY GGY GC
metER: ” GCR CCR GGC TTS AGR GCR GGR ATS AGG TT

VAHDFFQEA
metEF: ” GTY GCY CAY GAY TTY TTY CAR GAR GC
metDR: 7 GCY TCY TGR AAR AAR TCR TGR GCR AC

Caja lll-1: Cebadores degenerados disenados en sentido y en antisentido a partir de las secuencias
de aminoacidos de los 2 peptidos seleccionados. Y: C+T, S: G+C, R A+G.

Se realizaron a continuacién reacciones de PCR con todas las combinaciones
posibles que permitieron la amplificacion de varios productos de PCR. Dichos productos se
clonaron en el vector pGEM-T Easy® (Promega) y se procedi®6 a su secuenciacion.
Posteriormente se realizaron analisis bioinformaticos de los clones sin encontrar en ningun

caso homologia entre los productos de PCR clonados y O-metiltransferasas fungicas.

Decidimos entonces realizar un alineamiento de secuencias proteicas para detectar
regiones conservadas en O-metiltransferasas fangicas homédlogas a aquellas que contenian

péptidos similares a los determinados por secuenciacion de novo.

C. gl obossu : 309
A. ni dul ans : 308
G. zeae : 293
C. gl obossu : 265
P. nodorum : 282
N.crassa 338
* 400
C. gl obossu : DSPKPESADPQYAERIESL VAEDBIFIAE- OV T[HDABAYFF[X YSTP| 378
A. ni dul ans : DQGRASLPES—— TS- - QPEEA®INL L[RFALF®HPDST 374
G. zeae : SSEPNPECEDEGYVOQRESL QALIRIT|S- OPVEGLAE- - - ------ - - ASHY 351
C. gl obossu : QALEKE|PND- - OPV{GEBYAYF F[EWHL [FINWS DK 333
P.nodorum : AGLAPQG------- DIRYEF QP YINIRET|=- [OPVINABIAYL F3MEF[EINMGDK 344
N. crassa : ESﬂPKPﬂCEDEQWAeRIELNPHDFF - [OPT[SDAAIFF 3 YSTP| ML LKNL | PALK[ZGARVI | 407
* 440 * 480 *
C. gl obossu : pYCHSTPEKENPUDERVYRRIYRY RERF RAIGE G5 VF[{GYRRAKIECRIYS| AV : 448
A.ni dul ans : BGVYPEVNTLPKGE=RI Algil [V/s/RE| 'VKIMCADIADSRL KL [§S|\YSKPE[€SV|YS] FV : 444
G. zeae : »HCIHREP[EVENNYD =KL [[S[Y/o/NL EEMFKAIDE REVFINGY/TRSE[ECRYS AV : 421
C. gl obossu : BNVEPQPEVL S NI RSIVDL AKWYF ELIADPR 5 EF[NGGQQPAESN AE : 403
P. nodorum BHV|PPGEVL SP{KDRT VRAF[o] TNEL KAWDER FHAI [SNYTQPKleS VQ : 414
N. crassa BHCEL EP[EQENP|UDET V/RRIY[oN REMFKARSDGEVF[NGYTRPKECRYS AV @ 477

Figura lll-8. Fragmento del alineamiento realizado para el diseno del oligonucledtido MTTIHF 1. En el recuadro rojo
se indica la secuencia conservada que se utilizo para el diseno del oligonucledtido correspondiente.
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Para ello se realiz6 un alineamiento de las secuencias de aminoacidos como se
recoge en la Figura IlI-8. Basandonos en dicho alineamiento procedimos a disefar un
oligonucledtido degenerado frente a una de estas regiones conservadas con el que realizar

combinaciones con los disefiados anteriormente (ver Caja IlI-2).

VDVGGSHG
MLTIFT: 7 GTY GAY GTY GGY GGY TCY CAY GG

Caja llIl-2: Oligonucledtido degenerado disefado a partir de las secuencias de aminoacidos. Y: C+T

Se realizaron a continuacion reacciones de PCR con las distintas combinaciones
de cebadores. De esta manera se amplifico (empleando los cebadores MiTI-F1 y metER)
un fragmento de PCR de unos 360 pares de bases, cuyo tamafo coincidia con el tamafo
esperado. Seguidamente se clond el fragmento obtenido en el vector pGEM®—T Easy,
obteniéndose el plasmido pGEM-Mt. La secuenciacion del inserto de dicho plasmido reveld
la presencia de un marco de lectura abierto que presentaba una alta homologia frente a

distintas O-metiltransferasas fungicas depositadas en las bases de datos.

llI-3.3 Rastreo por PCR de Ila genoteca gendmica de T.

longibrachiatum.

Una vez amplificado el fragmento de PCR y tras secuenciarlo y comprobar que
presentaba alta homologia con varias O-metiltransferasas, decidimos disefiar cebadores
internos a esta secuencia que deberian dar lugar a un unico producto de amplificacion
especifico que nos permitiera rastrear la genoteca. Las secuencias de los cebadores

utilizados se muestran en la Caja Ill-3.

CPOMT-F1 | 7 CCA AAC GGT GGA AGG ACA TGA GGT TCA TCG
CPOMT-RI | » CCG AAG AAT GGA AAC GGC GTA TGG CTT GGC’

Caja lIl-3: Cebadores diseriados a partir de la region interna secuenciada del gen de la hipotética
CPOMT.

Seguidamente realizamos reacciones de PCR utiizando ADN total de T.
longibrachiatum para comprobar la especificidad de los cebadores, obteniendo una Unica
banda de unos 290 pb que tras ser clonada en el vector pGEM®—T Easy fue secuenciada
y analizada bioinformaticamente (Figura 1lI-9) confirmando que el producto génico
codificado correspondia a la region interna de una O-metiltransferasa. Este amplicon
(CPOMTF1R1) fue utilizado como control positvo en el rastreo de la genoteca de 7.

longibrachiatum.

La genoteca fue entonces rastreada por PCR segun la técnica descripta por
Vaiman (2002) utilizando los cebadores CPOMTF1 y CPOMTRI.
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A
CCAAACGGT GGAAGGACAT GAAGT TCAT CGT GGAAGAT CTGCCAAAAACCAT AGAGT CTGCTCCACAACCCAT
ATCCGATGACAAAACT GT GEGCAGACAGAAT CTCATTACAAGCCCATGATTTCT TCCAGGAGCAACCGGT GAAG
GGTGCCGATGGTAAGCTGCTCTTCACT TCCTCTCACCTACATCTTCGT CCATGGT CAACT GACTCCAAAAAAC
AATCCTAGTCTACTTCTTTCGGTGGATTATTCACAATCACGCCAAGCCATACGCCGI TTCCATTCTTCGG
B
Referencia Descripcion Organismo Valor E
ref|XP_001907153.1] | Hipotética Ometiltransferasa Fodospora anserina 5107
ref|XP_388918.1| Hipotética Ometiltransferasa Gibberella zeae 9107
ref| XP_001940466.1 | Precg_’gﬁ; A Pyrenaphora tritici-repentis 3107
ref|XP_957867.1| Hipotética Ometiltransferasa Neurospora crassa 310"
ref|XP_001222423.1] | Hipotética Ometiltransferasa Chaetormium globossurm 310"
ref|XP_001222130.1] | Hipotética Ometiltransferasa Chaetomium globossum 1107
ref [ XP_001827045.1| | Hipotética Ometiltransferasa Aspergiius oryzae 210"
ref|XP_001800351.1] | Hipotética Ometiltransferasa Fhaeosphaeria nodorum SN 15 210"
ref|XP_002152780.1] | Hipotética Ometiltransferasa Fenicilium marneffer ATCC 18224 6107
ref|XP_002145719.1] | Hipotética Ometiltransferasa Penicillium marneffel ATCC 18224 68107

Figura IIF9. A: Secuencia nucleotidica del fragmento de 290 pb (amplicon CPOMTFIRT) amplificado con los
cebadores CPOMT-F1 y CPOMT-RI. B: Resultado obtenido al comparar la secuencia aminoacidica deducida a
partir del fragmento amplificado, en el servidor BLAST (Basic Local Alignment Search Too)) contra la base de datos
de proteinas BLASTP (Basic Local Alignment Search T1ool Frotein-Frotein). El valor E representa la probabilidad de
gue la secuencia comparada sea distinta de la obtenida en la base de datos (cuanto menor es el valor E, mayor es
la similitud existente entre ambas secuencias), Esencialmente, el valor de E describe el “ruido de fondo” (producido
al azar) que existe entre las secuencias comparadas.

llI-3.4 Determinacién y andlisis de la secuencia nucleotidica.

A partir de dicho rastreo se identific6 un fago recombinante positivo (fago

ATLcpomt!) y se procedid a subclonar un fragmento interno que portaba el hipotético gen
cpomt. Para ello se realizaron una serie de digestiones del ADN del fago ATLcpomt! que
posteriormente se analizaron por hibridaciéon para detectar en qué bandas estaba localizado
resultado de dicha hibridacion se muestra en

el gen cpomt. EIl la Figura I1lI-10. Como

podemos apreciar la hibridacion nos permiti6 detectar una banda, en la digestion con el

enzima EcoRl, de un tamafo aproximado de 5 Kb que podria contener el gen cpomt
completo, por lo que decidimos proceder a su subclonacion. Para ello se realizaron
reacciones de ligacion entre dicha banda extraida de un gel de agarosa y el plasmido
comercial pBluescript KS(+) (Promega) previamente digerido £EcoRl, dando lugar al
plasmido pBMTEI.
] 3 4 5 6
e -
- - 23,1 Kb
=
a 9,4 Kb
& =" 6,5Kb
@
-~ |43Kb
- Figura lll-10: Analisis mediante hibridacion
(utilizando la sonda CPOMTFIRT) del ADN del
fago ATLcpomt! aislado de la genoteca digerido
con los siguientes enzimas de restriccion: 1.- B/,
2- Bglll, 3- EcoR|, 4. fago A digerido con Hind lll,
5-Spel, 6-Xbaly 7-Xnol.
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A continuacion el inserto presente en el plasmido pBMTE1 (ver Figura IlI-11)
fue secuenciado. La secuencia obtenida se analizd empleando el paquete informético del
programa DNASTAR permitiendo de esta forma la localizacion de un marco de lectura
abierto completo de 1637 pb, al que denominamos ORF1 y que estaba interrumpido por 4
posibles intrones. La presencia de posibles intrones en ORF1 se determind
bioinformaticamente utilizando para ello los programas informaticos disponibles en diferentes

webs como por ejemplo Gene Builder (http://I125.itba.mi.cnr.it/ ~webgene/genebuilder.html ),

GeneMark (www.ebi.ac.uk/genemark/) o GlimmerM (http://www.tigr.org/tdb/glimmerm/gimr
form.html). (Ver Figura II-12).

EcoRI(703)
~ BamHI (709)
Ps11(956)

 BamHI(1515)
Neol (1737)

Notl (5754) _ Neol 2053)

BamHI (5735)
Psil (5727)

EcoRI(5712)

Figura lll-11: Plasmido pBMTEI
originado a partr de la ligacion del
plasmido comercial pBluescript (Promega)
y el fragmento de 5 Kb procedente de la
digestion £ceR | realizada al fago positivo
Pstl@107) BamHI (3353) del rastreo.
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Figura lll-12: Representacion gréfica de las secuencias consenso presentes en los 4 intrones del hipotético gen
coomit de 7. Jongibrachiatum. Los 8 primeros nucleotidos corresponden al extremo 5" del intron. Del 10 al 17
corresponden con la posible secuencia lariat y los 9 nuclectidos finales (19 al 27) corresponden al extremo 3 del
intron.  La  representacion  grafica  se  obtuvo con el programa Logos (Crooks er  al,  2004)
(http://weblogo.berkeley.edu/).

La existencia de estos hipotéticos intrones fue posteriormente confirmada mediante
la técnica de RT-PCR (descrita en el apartado 11-8.3.1 de Materiales y Meétodos),
utilizando como molde ARN extraido de cultivos de 7. /longibrachiatum de 3 dias inducidos
con 2,4,6-TCP, tal como se indica en el apartado II-11.1. Para ello se disefiaron
cebadores que flanqueaban los hipotéticos intrones determinados informaticamente. También
se utilizd un oligonucledtido poli-T para amplificar el extremo 3" del gen. Las secuencias

de todos ellos se muestran en la Caja Ill-4.
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MTRTF] |~ TCG TCG CTG TCG ACC GAA CGC AAC

MTRT-R1 | > CGC GGA ATA TAT TGT TAG TCA TGG
MTRT-R2 | > TCG GCT GCT TCA AAC AAC TCG CGA~
MTRT-R3 | ° CAT CCC AAA CTG CCT CAA TGA CGC

Caja lIl-4: Cebadores disenados a partir de la secuencia del gen de la hipotética CPOMT.

Posteriormente estos productos de PCR fueron clonados en el plasmido
pBluescript KS (+) (Promega) previamente digerido con FEcoRV y secuenciados. El
namero, tamafo y localizacion de los intrones se determind mediante el alineamiento de las
secuencias de ADN genomico y ADNc. Los resultados mostraron que el ORF1 contenia 4
intrones de 56, 50, 71 y 56 nucledtidos respectivamente, los cuales, eran eliminados en
los sitios de procesamiento correspondientes localizados entre los nucledtidos: 360-415,
462-511, 1184-1254 y 1521-1576, enumerados a partir del codon de inicio de Ila
transcripcion ATG (Figura llI-13). Asi pues, el gen correspondiente a la ORF1, presenta
un marco de lectura abierto de 1637 pb y, una vez procesados los 4 intrones, codifica
para una proteina de 468 aminoacidos con una masa molecular deducida de 52,4 KDa y

un punto isoeléctrico tedérico de 5,93.

La region promotora de este gen se analizo utilizando la base de datos de
Genomatix (http://www.genomatix.de/) y mediante los programas Matinspector Release
Professional N7.4.2 (Quandt et al., 1995) y Alibaba 2. En un primer analisis de la zona
promotora del gen cpomt, destaca la presencia de una posible caja TATA (atttataa)

ubicada en la posicion -128 a -120 contando desde el ATG inicial (ver Tabla 1lI-3).

t ggt ggacct act gct cagat gcgce
ct at gagacccgt ggacat gggacgcat ct gat at gcaagiEOU0EEo
t cgt aagaccat ct gct t gacagct gcagct cggggt ct cggggt ct cgg

aagt cgaaggt cgccat ggacaaat ggt caggct gat t ccat caaccgcg
gggat cgcat ct gcat ggccat gact cct t gacggggt t cct aact t ccg
gct cccggcaggacagaaagacat gact ct gat ct ggcaactttcettgtt

gt gt t gggt t acact gagat ggacacct gacaaagcgccat gact acaga
ccagttacgattttatacgagcacatttataagatcctccatctttgccc
tgactattgctcttgttcctatacccatcgttgttcgtcatctgatatct
tctaactacctttccttacagcactcttccgtccattccacctttgtgta
C&.CCCGAGCTCAGAGCTCCGTCGTCGCTGTCGACCGAACGCAACGGG
M A E L RAP S S L S TEIRNG
TCCGCATCAAACACGLACGT CGACAAGCAAAAGCTTAATCATTTGTACCA
S AS NT DV DK QK L NHUL Y Q
GAATGGAAACAAGAAGACAGCEGT CTGCAGAGT CTCCATACTCGTGTI TGS
N GNKKTGS AESRML V L
CGCGAGACGAT CCCCECTGAGACCCAGAAGCTGCACGCCTATCTCGAGT CC
A E TI1 R A ET QKL HAY L E S
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AACGGT ATAGCT CAACCAGACCTCAGOGT TGAT GCACCGGACGATTTCCC
NGI AQPUDTLSVDATPTDTDTFP
ACCTTTACCTGATGAGATTCAAGAGAGCAGACAAAAGATCTTTCTCGCTT
PLPDEI QESROQKI F L A
CTCGAGAACTTACCGATATTGTCAGGGGTCCTCGTGAAACTGTGCGATAT
S RELTD VRGPRETVR RY
GCoGT TTGGAGT_
AV WS
_TATCTAGATACCTTGAGCCTGCAACTCATCAA
Y L DT L SL QL I
CAGCT ATGGAATT_
S Y G |
HGEGHGHeEEaNEg CCAAGCT CGTCCOOCT GGAT GCTCCCATCAAGCTGA
A KLVPLUDATPI K.
CCGAGCTGCAATCCAAGACT COGCT GGAGCCT GTCCACCT TGOCCGTGCT
T ELQSZKTTPLTETPVHLATRA
TTACGCCACGCCATGACTAACAATATAT TCOGCGAGCCGTCTCOGGGATA

L R HAMTNNI FREWPSP GY
CATTGCCCATACCTCAAGT TCACGGATACTGECACAGGATCCCECTCTTC
I A H T S S S R I L A QDUP AL

AGGCCTGEGT TGECT TCAAT TCGGAAGACGCCT TTCCTGCT GCCGGTCAT
QA WV GFNSEUDAFUPAAGH
GI'GCTGCAAGCCT TGAAGGACCAT CCAGAGECAATCTCCAGTACACATGC
vV L QAL K DHWPEAI S S THA
AGGGT TCAACTATGCT TTCAACACGGT TGECCAAGAACCCATGI TTGCAA
GF NY AFNTVGQEWPMF A
CCCTTGGTAAAGAT CTGECCAGAGCTAAGCGAT TCGCCCAAGCGATGCAC
T L G K DL ARAKIRFAOQAMH
AGCTTTTCCCATGGAGAGGEGECTACAAAGTCAGT TACTTTGT GGACAACTA
S F S HGEU GY KV SY F VDNY
TGACCTTTCCGAAGT CGACAAGCGCCCEEEECACATTTGT CGATATTGECG
D L S E V DKR GG
GIAGTCATGGCT TCGTATCCGT GGAGCT GECCAAACGGT GGAAGGACAT G
FvSV EL A KRWKDM
AAGT TCATCGT GGAAGAT CTGCCAAAAACCATAGAGT CTGCTCCACAACC

K I v E DL P KTI E S AP QP
CATATCCGATGACAAAACT GTGECAGACAGAATCTCATTACAAGCCCATG
Il S DD KTV ADIRI S L QA H

ATTTCTTCCAGGAGCAACCGGT GAAGGGT GCCGAT Gl e HigeHieie

DFFQEQPVKG.

TCTACTTCTTTCGGT GGATTATTCACAAT CACGCCAAGCCATA
R wWI I HNMHAIKPY
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CGCCGI TTCCATTCTTCGGAATCTCAT CCCCGCACT CAAGCCGGEGAGCTC
AV S1 L RNVLI PALKUPGTE S
GCGTI CGT CATCAACGATTACTGTATCCGT GAGGCTGGATCGGAGAATGCA
N DY CI REAGSENA
TGCGATGAGAAGCT CT TGAGGAACATGGACATGATTATGEGTGCGCTCT T
wWbDEIKULL RNMDMI MGATL L
GAACGCACAGGAGCGAGAAGAATGCGAGT TTCCCGAGT TGT TTGAAGCAG
N A QEREEWEFREUL F E A

CCGACCOCAGGT TCAAGT TCAAGH G At HiacaticCCRtticehga

A D P R F K F K

CECGRGHGCEaNHGCHaaCaCTNGEENEAE CCAGT CCAGAGAGT TGAAAAT

GV QR V E N
TGT AAGATGAGCGT CATTGAGGCAGT TTGGGATGAGIMBgac gt ggagag
CKMSVI EAV WD E

gcaaggt cgacgagagcgagggat

Figura Ill-13: Secuencia nucleotidica y aminoacidica correspondiente al hipotetico gen  ¢oornt de 7
longibrachiatum. Se han senalado sobre la secuencia los 5 exones (en amarillo), los 4 intrones (en rosa y en
minusculas), el ATG inicial y el codon de paro (en rojo), una de las dos posibles cajas asociadas con elementos de
respuesta de resistencia pleiotropica a drogas (en morado), los probables factores de union a CCAAT (en verde),
un elemento de regulacion por metales (en gris), un sitio de union Xhad en S cerevisiae (negro) y la posible caja
TATA (en celeste). Los elementos de regulacion situados en la hebra (-] se indican subrayados con puntos.
Tambien se detallan los motivos conservados en las Ometiltransferasas fungicas en marron sobre la secuencia
aminoacidica.

Familia / Informacion Posicion Core Matriz Secuencia Hebra
Matriz
PDRE/ PDREO1 Elementos de respuesta de -504 1.000 0.973 TCCGtggac )
resistencia pleiotropica a
drogas
PDRE / Elementos de respuesta de -503 0.787 0.910 TCCAcggaa (+)
PDREO]1 resistencia pleiotropica a
drogas
YCAT/ Factores de union a CCAAT -440 1.000 0.945 ctgatCCAAtaac ()
HAP234.01 en levaduras
MREF / Elemento de regulacion por -246 1.000 0911 ttcttgttGCTGaat (+)
CUSE.O1 metales (Copper signaling
elerment
SXBP / XBP.O1 | Proteina de union al sitio X#0l =227 1.000 0.890 ggalCGAagca -]
de S. cerevivisae gt
YCAT/ Factor de union a CCAAT en 217 1.000 0.894 cggccCCAALga ()
HAP234.01 levaduras g
TBPF/ Factor de union a TATA -118 1.000 0.843 attTATAagatcct (+)
LTATAOI cca

Tabla IlIl-3; Listado de las secuencias de reconocimiento por diversos factores de transcripcion en la region
promotora del gen ¢pomt, obtenido con los programas Matlnspector y MATCH. Se indican el tipo de factor de
transcripcion, la matriz de secuencias utilizada en su determinacion, el coeficiente de similitud a la secuencia
“core”, el coeficiente de similitud a la matriz de secuencias y la posicion de la secuencia con respecto al codon de
inicio.
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Entre otras secuencias se hall6 también una caja CAAT. Este tipo de cajas se
encuentran presente en casi el 30% de los genes de eucariotas conocidos, normalmente
localizadas en los primeros 200 nucleétidos corriente arriba del sitio de inicio de Ila

transcripcion (Davis y Hynes, 1991).

Resulta interesante el hallazgo de dos sitios Xbpl (Xhol site binding protein 1),
una secuencia palindrébmica con un sitio de corte Xhol en el centro de la caja de
reconocimiento. Este tipo de proteinas actia como un represor transcripcional inducido por
condiciones de estrés (Mai y Breeden, 1997 ). Su posicion en la secuencia promotora y
el alto coeficiente de similitud nos sugiere que el hipotético gen cpomt  puede estar
regulado tanto positiva como negativamente como respuesta ante una situacion de estrés.
También cabe recalcar la presencia de dos probables sitios de uniéon relacionados con
drogas (PDRE). LeCrom et al, (2002) describen la presencia de estas regiones
regulando genes involucrados en la degradacion de compuestos aromaticos provenientes de
la lignocelulosa. Por dultimo cabe destacar la presencia de elementos de regulacion por
metales (MRE), mas concretamente elementos regulacion por cobre, ya que se ha
demostrado que los enzimas relacionados con la degradacion de ligninas y compuestos
fenolicos (como lignino-peroxidasas, manganeso-peroxidasas y lacasas) también estan
reguladas por elementos de respuesta a metales (Bollag et al., 1984; Gold et al, 1993;
Alic et al., 1997; Palmieri et al.,, 2000).

llI-3.5 Andlisis del nimero de copias del gen cpomt en el genoma de

T. longibrachiatum.

Una vez conocida la secuencia del gen cpomt se procedi®6 a comprobar la
posibilidad de que existiesen mas copias del mismo gen en otro locus diferente del

genoma de 7. /longibrachiatum.

Al conocer la secuencia completa de cpomt y de las regiones adyacentes podemos
disefiar el experimento escogiendo enzimas de restriccibn que originen fragmentos de
tamano determinado, o bien seleccionar enzimas que corten fuera de la secuencia conocida
originando fragmentos de gran tamafio que nos seran Uutiles a la hora de visualizar si
existe mas de una copia del gen. Con este proposito, se digiri6 el ADN gendmico de 7.
longibrachiatum con los enzimas de restriccion Apal, BamH\, EcoRl\, EcoRN, Hindll, Kpnl y
Stul. Tras la transferencia del gel (siguiendo la metodologia descrita en el apartado II-7.4
de Materiales y Métodos) se realizd la hibridacion utilizando como sonda un fragmento de
PCR de aproximadamente 900 pb amplificada utilizando los oligonucledtidos MTATENF2
(ver Caja II-5) y MTRT-R2 (ver Caja Ill-4) que abarca la region central de cpomt.

Como se muestra en la Figura IllI-14 solamente se detecta una unica sefal de

hibridacién en la mayoria de las digestiones incluso en aquellas que originan fragmentos de
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gran tamafio (mas de 18 Kb), con la salvedad de la digestion realizada con Std (ver
calle 8) debido a que corta dentro del gen cpomt. Este resultado evidencia la presencia
de una unica copia del gen cpomt en el genoma. Las variaciones en la intensidad de las
bandas son debidas unicamente a leves diferencias en la cantidad de ADN digerido para el

experimento.

23,1 Kb —
9,4 Kb —
6,5 Kb
4,3 Kb Figura lll-14: Hibridacion
— realizada con el ADN de 7.
longibrachiaturm — digerido
con varios enzimas de
restriccion. Calle 1: Marcador
23 Kb . de peso molecular (ADN del
2 Kb fago A digerido con Hina lll);

Calle 2 a 8: digestiones con
Apdl, BarmH, EcoR, EcoRV,
Hindll, Korl'y St.

IlI-3.6 Analisis de la secuencia de aminoacidos de la O-metiltransferasa

de 7. longibrachiatum deducida a partir del gen cpomt.

llI-3.6.1 Anadlisis funcional de la secuencia: bisqueda de homédlogos.

Dado que las busquedas en las bases de datos de proteinas son del orden de
5 veces mas sensibles que las realizadas en bases de datos de ADN, se utilizaron los
programas BLASTP y TFASTA. Utilizando dichos programas, se realizaron busquedas
comparativas de la secuencia de aminoacidos de la hipotética proteina CPOMT de T.
longibrachiatum con las secuencias depositadas en la base de datos de GenBank

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ ). Al realizar dicha comparacion (ver la Tabla IllI-4) se

obtuvo una alta similitud con numerosas O-metiltransferasas fungicas (algunas de las
cuales aparecen como proteinas hipotéticas) pertenecientes a la superfamilia de
metiltransferasas del tipo |l SAM dependientes. Llama la atencion el hecho de que en
algunas especies como Penicillium marneffei ATCC 18224 (4), Chaetomium globossum
(3) o Phaeosphaeria nodorum (2) existen (solamente entre las 20 primeras secuencias

analizadas) varias proteinas homologas, como podemos apreciar en la Tabla IlI-4.
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Referencia Descripcion Organismo Valor E
ref| XP_957867.1] Hipotética Ometiltransferasa Neurospora crassa 210"
ref[XP_ 00190715311 Hipotética Ometiltransferasa Fodospora anserina 910"
ref| XP_388918.1| Hipotética Ometiltransferasa Gibberella zeae 310"
ref[XP 00122242311 Hipotéetica Ofnetiltransferasa Chaetomium globossum 610"
ref|XP_002147397.1] Hipotética Ometiltransferasa Penicilium marnetfel ATCC 18224 21077
ref[XP_001222130.1] Hipotética Ofmetiltransferasa Chaetormium globossurm 71077
gb|EED16326.1 Hipotética Ometiltransferasa Jalaromyces stjpiatus ATCC 10500 910
ref| XP_002148454.1 | Hipotética Ometiltransferasa Penicillium marneffel ATCC 18224 310%
refIXP 001940466 11 | U0 A€ SENGMALOCISn & Pyrenophora triici-repentis 610°
ref[XP_001800351.1 Hipotéetica Ofnetiltransferasa Fhaeosphaeria nodorum SN 15 1110~
ref[XP_663019.1] Hipotéetica Ofnetiltransferasa Aspergillus nidulans 610"
ref|XP_001905663.1 | Hipotética Ometiltransferasa Fodospora anserina 2107
ref|XP_002152780.1 | Hipotética Ometiltransferasa Fenicillium marnetfes ATCC 18224 1107~
ref[XP_001228816.1] Hipotética Ofnetiltransferasa Chaetormium globossurm 2107
ref|XP_002145719.1| Hipotética Ometiltransferasa Fenicillium marnetfes ATCC 18224 410>
ref[XP_001395606.1| Hipotéetica Ofnetiltransferasa Aspergillus niger 8107
ref[XP_001558281.1] Hipotética Ofnetiltransferasa Botryotinia fuckeliana B05.10 21077
gb|EEDI1397/1.1] Hidroxiindol O-metiltransferasa Jalaromyces stpiatus ATCC 10500 1110”7
ref|XP_001584679.1| Hipotética Ometiltransferasa Sclerotinia sclerotiorurn 1980 11107
ref[XP_ 00179860211 Hipotéetica Ofnetiltransferasa Fhaeosphaeria nodorum SN 15 1110”7

Tabla lll-4: Resultado obtenido al comparar la secuencia aminoacidica deducida a partir del gen ¢oomi en el
servidor BLAST (Basic Local Alignment Search 7Too) contra la base de datos de proteinas BLASTP (Basic Local
Alignment Search Tool Frotein-Froterr). El valor E representa la probabilidad de gue la secuencia comparada sea
distinta de la obtenida en la base de datos (cuanto menor es el valor £, mayor es la similitud existente entre ambas
secuencias), Esencialmente, el valor de E describe el “ruido de fondo” (producido al azar) que existe entre las
secuencias comparadas.

La secuencia de aminoacidos deducida del ORF1 se comparé con las de aquellas
(6)
utilizamos el programa informatico ClustalW (Figura lll-14). Los porcentajes de identidad
de ORF1

O-metiltransferasas fungicas que presentaban una mayor homologia. Para ello

la proteina codificada por el con estas proteinas flungicas se muestran en la
Tabla IlI-5. Todos estos datos confirmaban que el ORF1 codificaba una O-metiltransferasa.
Por tanto a partir de ahora denominaremos al ORF1 gen cpomt y a la proteina codificada,
CPOMT de 7. /longibrachiatum.

T

T00

Tl 0 Pa
3 T00

Pa 63 0 Nc
77 67 T00

Nc 62 74 0 Gz
53 79 79 T00

Gz 69 58 60 0 g
76 58 58 75 T00

g 60 71 71 57 0 Pm

o 37 El] 31 35 29 T00 T
54 47 45 55 45 0

T 32 27 28 30 25 37 T00
5 44 43 47 42 53 0

Tabla llI-5: Porcentajes de homologia a nivel de aminoacidos entre pares de secuencias realizada con el programa
GeneDoc. El primer valor de cada celda representa los residuos identicos entre las dos secuencias; el segundo
valor (de cada celda) representa los residuos similares (sustituciones conservativas). En la diagonal valores del
emparejamiento de la secuencia consigo misma. En gris se remarcan los valores para la proteina de /-
longibrachiatum. Todos los valores estan expresados como porcentajes. TI: 7richoderma longibrachiaturm, Pa:
Fodospora anserina Nc.: Neurospora crassa, Gz. Gibberelia zeae, Cg. Chaetormium globossurm, Pm. Fericillium
marneffel ATCC 18224 y Ts: Talaromyces Stpiatus.
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* 20 60 * 80
T.longibra : [JAEL] SSLSTERNG- - - - - === - - o m e e oo - <LNHLYCNCN -------------- KKTGSAES] 46
P.anserina : [JAKL S| FSPESSNNAASTKECETKDLKKSNERSF LSA LCT <DT STNCTSAATSSKSATPSVAPCPAAP, 81
N. crassa o ek S LN@PS- - - Pl SDE- - - - DGKKCNESSF| PQSSTTCI HTPPPDE- - - - - PERQ 68
C. zeae . WYCEE PPYSHCSP- = - - - = - - - cmmmmmc e e cm e cme e e e e e s 22
C. gl obossu : [JSR SLFCSESP- - - ASTOT- - - - EVKKCNERSFEAL SESHR- QECAEANCAPAPAPKVAAAE- - - - - TASE 'SR : 68
P.marneffe | -----o oo VASEQS:EN ¢ 8
T.stipitat : [WACQEFIEQVLLLCFIP-------vcmmnnn- RELHRHPFPEFEFRRGI PEVRCSSG- - - - - - - - - === - - - - - GSAVCYY : 49
100 * 160
T.longibra : [EVEASTHR H ES| 126
P. anserina : A ACKI T E. {EH 161
N. crassa : ET] <DN 143
C. zeae : A Di © 99
C. gl obossu : | TQ E <AN : 114
P. marneffe : D! FNHCHNI .87
T.stipitat LEKI QTT KI YL (@ ILSCPGD%LZES : 130
* * 220 * 240
T.longibra : [BCLIN PARINYVEZNSED : 207
P.anserina : [EAAI N% | FHEPGLI AHTAASRVLAEDSEL GAVWERENGCE DJeed: ¥
N. crassa e PGl AHTAASRVLAEDSBL [FAVWAENCE DRFAR
C. zeae R Y| | FSEPYPCI AHSAASKI LAGDSNL GAVVEENCE RN
C.globossu : -------- € FREPSPCVI AHTAASRVLAEU:DI\/CAV\VCFNCE : 187
P.marneffe : M S-- R FK'PCVI AHSAASRSI AEDSEVIEEWWER VI 1 166
T.stipitat ) 211
T.longibra : 284
P. anserina : 323
N. crassa 297
C. zeae 252
C. gl obossu : 268
P.marneffe : 241
T.stipitat 289
T.longibra : 365
P.anserina : CCTVDVCCSHCE 404
N. crassa : AINCAYF VDVCCSHCGE 378
C. zeae : ANECTEVDVCCSHCE »L ARKVSIRVKFVVCDLBKT 327
C. gl obossu : VAL ASRYKNVKFVVCDLOKT 349
P. marneffe : SS- [clqy Vi ReeseCAAFANNIRPCRHERYeF N = 315
T.stipitat : SDEKSTRYVYKEESNeENANERASESHYSCRYORE Dl 368
T.longibra : 444
P. anserina : 485
N. crassa 457
C. zeae : 401
C. gl obossu : 428
P.marneffe : 394
T.stipitat 447
520 * 540 * 560

T.longibra : (D] T T 1 467

P. anserina : CLR- - - EEAPTVAAVEEVKECEE- - - TPAAVEEPKTEEKAE- - - - - - - - - 545

N. crassa RPDLVDYCASATPADADAAACATCATTAADVEAPTTNALEKLELEDCEAK 528

C. zeae (O e e 1 424

C. gl obossu : KPDEVVKKAEETAAPATVADASA- - - = - == - s mm e e e e e e 1 472

P.marneffe : (o O e 1417

T.stipitat VGDKTPLPTC- = = === = s s s e s e e e e e e e e 1 478

Figura lll-14: Alineamiento multiple, realizado con el programa Clustal\W, utilizando las secuencias aminoacidicas
de las 6 Ometiltransferasas fungicas que mostraban mayor homologia con la O-metiltransferasa codificada por el
gen cpomt de 7. longibrachiatum. Tlongibra: Trichoderma longibrachiaturrn, Panserina: Fodospora ansering
Naassa: Neurospora crassa, Gzeae: Gibberella zeac Cglobossu: Chaetomium  globossurm,  Pmarneffe:
Peniciium marnefies ATCC 18224, T.stjpitat: 1alaromyces supitaius. Para la edicion grafica del alineamiento se
utilizo el programa GeneDoc.

llI-3.6.2 Caracterizacion de la estructura primaria.

llI-3.6.2.1 Composicion aminoacidica, peso molecular y secuencias repetidas.

La composicién aminoacidica de la proteina deducida se caracteriza por presentar
un porcentaje elevado en residuos alanina (10,3%), leucina (8,8%), serina (7,3%),
acido glutamico (7,3%) y valina (6%). Es importante resaltar la presencia de un ndmero

relativamente alto de aminoacidos aromaticos (9%). Dichos resultados se obtuvieron a
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través del servidor ExPASY, en su apartado de “Proteomics tools” utilizando el programa

ProtParam ( http://us.expasy.org/tools/ ).

Mediante el programa SAPS ( Statistical Analisis of Protein Sequences), el cual
evalla por criterios estadisticos una amplia variedad de propiedades de una secuencia
proteica (Brendel et al., 1992), se realizd un estudio de las estructuras repetitivas de la

secuencia de la proteina de 468 aminoacidos. Las estructuras repetitivas encontradas en la

secuencia aminoacidica se detallan en las Tablas llI-6 y IlI-7.
Secuencia Repetida Ubicacion

LARA 161- 164

LARA 253- 256

Tabla llIl-6: Secuencias repetidas halladas por el programa SAPS (Satistical Analysis of Protein
Seqguences) en la secuencia de la proteina y su ubicacion contando a partir del codon de inicio.

Ubicacion Periodo Elemento Copias
129- 173 9 L 5
430- 441 3 E 4

Tabla lll-7: En la tabla se observan los resultados obtenidos con el programa SAPS (Seatistical
Analysis of Protein Sequences) al realizar un analisis de periodicidad sobre la secuencia proteica.
El programa identifica elementos periddicos en periodos variables (entre 1y 10). La ubicacion es

a partir del codon de inicio.

I-3.6.2.2 Prediccion de dominios.

La prediccion de dominios y de la familia de la proteina se realiz6 utilizando
diversas herramientas bioinformaticas, tales como Pfam ( Protein families database of
alignments;  http://www.sanger.ac.uk/Pfam/ ). Las metiltransferasas  exhiben  varios
segmentos conservados en sus secuencias lo que sugiere una probable conservacion de la
funcion en dichos segmentos. EI Motivo A tiene una secuencia consenso
(V,L,L) (V,L) (D,K) (V,I)GGXX(G,A), correspondiéndose en la hipotética CPOMT con la
secuencia VDIGGSHG. Es una zona rica en glicina y esta conservado en la mayoria de
metiltransferasas SAM dependientes, incluso en plantas (lbrahim et al, 1998) ya que es
parte del sitio de union de este cofactor. El Motivo B tiene una secuencia consenso
(V,I,F) (A,P,E)X(A,P,G)DAXXXK(W,Y,F), que se corresponde con la secuencia
VKGADVYFFRW en la proteina caracterizada. Este motivo también esta relacionado con la
union a SAM. Es llamativo el hecho de que la distancia entre los motivos A y B esta
conservada en diversas metiltransferasas de plantas existiendo 52 aminoacidos de
separacion entre ambos, asi como también en la CPOMT de 7. /longibrachiatum ya que
son 53 los aminoacidos entre los dos motivos. Tal como ha sido descrito por
Chandrashekhar et al. (1998) esta alta conservaciéon, tanto en la secuencia como en su
disposicion espacial, indican que la relacion especifica entre estos dos motivos puede ser
esencial para la union de SAM. Segun Chandrashekhar et al. (1998) existe un tercer
motivo, el motivo C, que estda menos conservado en las especies estudiadas, tanto en

secuencia como en la separacion del mismo con respecto al motivo B. Su secuencia
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consenso es (A,P,G,S) (L,V) (AP,G,S) XX (AP,GS) (K, R) (V,I) (EI
(L,LV), aungque solo una de las glicinas suele estar conservada. En la CPOMT de T.
longibrachiatum la secuencia conservada seria PALKPGARVVI. Este motivo se encuentra a
una distancia de 22 * 5 aminoacidos (en nuestro caso a 19). Estos tres motivos estan
directamente relacionados con la unibn de SAM a la proteina, aunque existen
metiltransferasas de diversos sustratos que no contienen estos motivos conservados en su
secuencia (Kagan y Clarke, 1994). Otros autores postulan la existencia de otros motivos
con diferente nomenclatura, entre ellos el Motivo IV (cuya secuencia consenso es PCQ)
el cual seria parte del sitio activo, pero que no estd conservado en la secuencia de la

hipotética O-metiltransferasa de 7. /longibrachiatum.

IlI-3.6.2.3 Prediccion de sitios de glicosilacion.

A través del servidor ExPASY, en su apartado de “Proteomics tools”
(http://us.expasy.org/tools/) se realizd un estudio sobre los posibles puntos de
glicosilacién de la proteina utilizando el servidor web NetNGlyc
(http:/ /www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/ ). A pesar de no presentar un péptido sefial el
programa NetNGlyc identifico un posible sitio de glicosilacion (Asparagina-Glicina-Serina-

Alanina) correspondiente con los aminoacidos 15-18 (Figura IlI-15).

25 1

0 T T T T T T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Nucleotido

Probabilidad de N-glicosilacion
&

Figura lll-15: Representacion grafica de los resultados obtenidos al analizar la secuencia aminoacidica
(deducida a partir del hipotetico gen ¢goormd con el programa NetNGlyc. En el gje Y, se representa la
probabilidad de que determinado residuo sea dlicosilado (lineas azules verticales), en rojo se representa la
probabilidad umbral establecida por el programa. De haber algun residuo aminoacidico con una alta
probabilidad de ser glicosilado seria senalado con una estrella roja.

Con el programa YinOYang 1.2 (http://www.cbs.dtu.dk/services/YinOYang/) se
realizd un estudio de los posibles puntos de O-B-glicosilacion (Figura 1lI-16) que podria
presentar la hipotética CPOMT de 7. /ongibrachiatum a lo largo de toda su secuencia. Los
resultados muestran que a pesar de poseer 52 aminoacidos susceptibles de ser glicosilados

a través de O-glicosilacion (serina y treonina), y que siete de ellos (Serg, ThrMa, Thrws,

186 188 227 333 .. . . . .
Ser , Ser , Ser y Ser ) superan el limite inferior de potencialidad, ninguno de ellos
reine una puntuacion Ooptima para ser considerado como un sitio factible de ser O- 3 -

glicosilado.
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Figura lll-16: Representacion gréfica de los resultados obtenidos al analizar la secuencia aminoacidica (deducida a
partir del hipotético ¢goomt con el programa YinOYang. En el eje Y, se representa la probabilidad de que
determinado residuo sea O-glicosilado (lineas verdes verticales), en azul se representa la probabilidad umbral
establecida por el programa. De haber algun residuo aminoacidico con una alta probabilidad de ser O-
glicosilado seria senalado con una estrella roja.

llI-3.6.2.4 Prediccion de la formacion de puentes disulfuro.

Mediante el programa CYSPRED a través del servidor de PredictProtein-PHDsec
(http://www.predictprotein.org/) se realiz6 un analisis de los residuos de cisteina
presentes en la secuencia con la finalidad de averiguar su intervencion en la posible
formacion de puentes disulfuro en la proteina clonada (Fariselli et al., 1999). En nuestro

caso no se detectd ningun residuo de cisteina que pudiera formar un puente disulfuro.
IlI-3.6.3 Prediccion de la estructura secundaria.

Con el propésito de profundizar sobre la caracterizacion de la proteina deducida
del hipotético gen cpomt se procedid6 a estudiar /n sifico su estructura secundaria.

Para ello se utilizaron diversos programas disponibles en servidores tales como:
PredictProtein-PHDsec (The PredictProtein server, Columbia, USA;
http:/ /www.predictprotein.org/) y Psi-Pred (Protein structure prediction server, secondary
structure & transmembrane topology, Brunel, UK; http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/ ).

Los resultados mostraron que en dicha proteina un 44,97% de los aminoacidos
estarian formando estructuras del tipo a-hélices, el 7,92 % formando laminas B y el 47,11
% restante de aminoacidos, formando horquillas. Teniendo en cuenta los valores asociados
a las estructuras tipicas de los polipéptidos que se han encontrado en la hipotética CPOMT
de 7. /longibrachiatum se puede predecir que esta proteina pertenece a la clase mixta,
dado que los valores obtenidos no corresponden con la clase alfa (% a-hélices > 45; y
% laminas B < 5), ni con la clase beta (% a-hélices < 5; y % laminas B > 45) ni
con la clase alfa-beta (% a-hélices > 30; y % laminas B > 20). La Figura llI-17
muestra la prediccion de la estructura secundaria de la hipotética CPOMT de T.

longibrachiatum obtenida por Psi—Pred.

113



Resultados y discusion Ry

P R s 1 s 1 e 1 1 R 0 e e e R s s
Eenih T ) Pred: SR> (>
Pred: CCCCCCCECHHACCCCCCCCCCECHHACCCOCCEEEEEET Fred: HHHHHAHCCCCCEEEECCCCCHHHHHAHHAHCCCCEREEEC
AR: MAELREAPS SLETERNGSASHTOVDECE LMHLY QNCHEE TG Ak: YDLEEVOERGGTEWDIGS SHGEY SVELAKRWEDMEFIVED
10 20 0 40 230 200 ilo 320
S 1 e R S 1 e v 1 o i
Brucl g y Fred: (== =
Pred: CCCHHHHEHAHAHHAAEABEAAABHECCCOCCCCOOCECE Pred: CHHHHHHEHAHEEHACCC CCCEREEERCCCCCCCCOOCRERE
AL: SAESEMLY LAETIRAETOELHAYLESHNGILOFDLSVDAFD AL: LPETIESLPQPISDOKTVADRIS LORRDFEQEQEVEGADY
50 &0 70 a0 230 340 350 260
e v 1 L i e e e R e
Pred: ¥ 58 8 Fred: —ToHa O p— —
Pred: CCCCCCHHHHHAHHHARARARAEAARANCHHHABARAR AR Fred: EEEHHHHACCCHHHAHHAAHHAHHACCCCCEEEEEREREC
AR: DFPPLPDEIQESEOKIFLASRELTDIVEGERETVETAVWS ALt YFERWITHWHAEPYAVSILENLI PALKEGARVVINDYCIR
a0 100 110 120 370 180 EED 400
P e b 1 1 1 e R R R e R 0 1 e S R
Ereds B3] 2 T BD—Es Fred: 3 000 ar
Pred: HHHHHHHHHHHACCHARAHACCC CCCHEHEHHABCCCHAR Fred: CCCCCCHHRHHAHHARHAAHAACCCCCCCCHAHHAAHARA
AR: YLOTLSLOLINSYGIAKLVPLOAPIKLTELOSE TELEPVE Ak EAGSENAWDEKLLENMOMIMGAL LWACQEREEWE FRELF EA
130 140 150 160 410 420 430 440
5 R e e e e B R A e e e
Fred: S>> (- gy T > >—
Pred: HHHHHHHAHHACCEEECCCCEECCCHHAHAHAC CHERRAR Fred: CCCCEEEEEEERCCCCCCEEREEEEECC
ARL: LARALEHRMTHNIFEREESECYIAHTSSSRILADDEALDAW Ah: ADPRFEFEGVORYENCEMSVIEAVWDE
170 180 120 200 450 460
P e 1 1 T e e T s e
Fredi | = Figura III-17: Representacion gréfica de la
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I11-3.6.4 Prediccion de la estructura tridimensional.

La estructura tridimensional de la hipotética proteina CPOMT, deducida a partir del

gen cpomt, fue modelada por homologia y visualizada mediante el software de SWISS-

MODEL, DeepView-Swiss PdbViewer (Schwede et al, 2003). El servidor ExPASy recibe
la secuencia aminoacidica y por medio de un alineamiento con la base de datos de
proteinas que han sido cristalizadas selecciona las secuencias y estructuras con mayor
identidad con la secuencia problema. Posteriormente genera el modelo y lo optimiza,
basadandose en el hecho, demostrado por Blundell et a. (1987), de que las proteinas
con una identidad superior al 30% poseen una estructura tridimensional similar. A partir de
este modelo generado, se obtiene una representacion tridimensional de la estructura proteica
(Figura 1lI-18). En muchos casos, zonas poco conservadas del extremo amino suelen ser
eliminadas por el programa. El modelo generado para la hipotética proteina CPOMT nos
muestra una posible cavidad central en la cual podria tener lugar la reaccion. En la Figura
II-18, se observa dentro de esta cavidad el dominio VDIGGSHG (en color amarillo) entre
los aminoacidos 294 y 301 que forma parte del sitio de union a la SAM. En las Figuras

llI-17 y llI-18 se puede apreciar que la estructura secundaria predicha para la proteina en
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el apartado anterior, coincide con el modelado tridimensional. En color verde se aprecian

las estructuras en lamina y en color rojo se observan las hélices, generando una estructura

globular.

Figura lll-18: Representacion tridimensional de la hipotetica proteina CPOMT de 7. jongibrachiaturn obtenida
mediante el modelado por homologia (SWISS-MODEL), utilizando el programa de visualizacion DeepView—-Swiss
PdbViewer. En rojo se representan las alfa helices, en verde las laminas B, v en amarillo el dominio VDIGGSHG
correspondiente a la zona de union del cofactor SAM.

llI-3.7 Andlisis de las regiones adyacentes al gen cpomt.

La secuenciacion del fragmento digerido con EcoRl de 5015 pb  procedente del
plasmido pBMTE!1 nos permiti6 conocer la secuencia de la CPOMT, asi como de sus
regiones promotora y terminadora. Pero ademas pudimos localizar un marco de lectura
incompleto que presentaba un alto grado de similaridad con policétido sintasas del tipo | de
entre la que cabe destacar la de Gibberella moniliformis y sobre todo una policétido sintasa

para la sintesis de alternopirona de Microsporum canis.
EcoRI EcoRI

5 Kb

Figura lll-19: Esquema del fragmento £coRl de 5 Kb de ADN genomico de 7. longibrachiatum
presente en el fago ATLcpomtl. En dicho fago se encuentra la secuencia completa del gen goorni, su secuencia
promotora y terminadora. Se destaca la secuencia correspondiente al gen incompleto localizado al secuenciar el
fragmento £coRl subclonado y gue parece codificar una policetido sintasa del tipo |.
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I11-3.8 Anéalisis de la induccién por 2,4,6-TCP del promotor

del hipotético gen cpomt.

Un aspecto muy importante del enzima CPOMT es que su expresion es
fuertemente inducida por exposicion a clorofenoles, especialmente 2,4,6-TCP (Alvarez-
Rodriguez, 2003; Coque et al.,, 2003). Con la finalidad de comprobar si el promotor del
hipotético gen c¢pomt era inducible por triclorofenoles, en nuestro caso 2,4,6-TCP,
realizamos fermentaciones con la cepa silvestre de 7. /longibrachiatum. Los cultivos fueron
crecidos durante 30 horas, momento en el cual se realizé la induccibn de los mismos
anadiendo al medio 2,4,6-TCP a una concentracion final de 10 pg/ml. Como control se
recogi® el micelio de un matraz no inducido (tiempo O). Las muestras inducidas se
recogieron a los 30, 60 y 120 minutos y fueron analizadas por RT-PCR semicuantitativa
(Figura WI-20). Para ello, 1 pug de ARN total fue tratado con ADNasa (Promega) vy
posteriormente, 100 ng de este ARN fueron utlizados como molde para realizar la
retrotranscripcion utilizando los cebadores MTATENF2 y MTRTR3 que permiten amplificar un
producto de 937 pares de bases. Como control endégeno se amplific6 un fragmento de

600 pares de bases correspondientes a la B-actina con los cebadores BACTF y BACTR

Las secuencias de todos los cebadores utilizados se muestran en la Caja IlI-5.
MTATEN-F2 ” TCC GCT GGA GCC TGT CCA CCT TGC
MTRT-R3 ” CAT CCC AAA CTG CCT CAA TGA CGC
BACT-F ” GAG CTG CGT GTT GCC CCC GAG
BACT-R 7 TCG CACTIC ATG ATG GAG TTG
Caja lIl-5: Cebadores diseriados para realizar la RT-PCR semicuantitativa de la hipotética CPOMT y
del gen control p-actina.
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Figura 1lI-20: A- Analisis por RT-PCR semicuantitativa realizado con las muestras de micelio recogidas tras la
induccion con 2,4,6-TCP. B- Representacion grafica de los valores densitomeétricos obtenidos en los diferentes
experimentos de RT-PCR (para el trascrito del gen ¢pormi) para los distintos tiempos de cultivo inducido. Los valores
obtenidos han sido representados relativizados a la expresion del gen de la g-actina. Los datos fueron obtenidos
mediante tres lecturas densitometricas utilizando el programa GelProAnalyzer 3.1.

De los datos obtenidos al analizar los geles con el software GelProAnalyzer 3.1
se observa que la expresion (relativizada a la expresion del gen constitutivo de la B-
actina, por lo que un valor de 1 significa que la expresion tiene un nivel similar al del

gen control) del gen cpomt a los 30 minutos de la induccion es levemente superior a la
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expresion en el micelio sin inducir (valor de 0,569 del cultivo no inducido frente a un
valor de 0,648 del inducido). Sin embargo, a medida que aumenta el tiempo de
interaccion entre el micelio y el 2,4,6-TCP aumenta drasticamente el nivel de expresion
del gen (1,798 a los 60 minutos y 1,995 a los 120 minutos). Es llamativo el hecho de
que la expresidbn no aumente sustancialmente hasta pasados los 30 minutos de induccion.
Este retraso puede ser debido al tiempo que tardan en penetrar al interior celular las
moléculas de 2,4,6-TCP. Es sabido que el mecanismo de toxicidad de los clorofenoles
tiene lugar a nivel de la membrana mitocondrial, desrregulando la cadena transportadora de
electrones y, por tanto, la fosforilacion oxidativa (Terada, 1990; Okey y Stensel, 1993).
Ademas se desconoce la existencia de transportadores activos de clorofenoles al interior de
la célula por lo que el transporte podria ser pasivo (favorecido por la estructura y
propiedades de los clorofenoles que son liposolubles, pudiendo atravesar facilmente las
membranas de los microorganismos) lo que puede explicar que hasta pasados los treinta
minutos las sefiales producidas por la entrada de clorofenoles [incremento de la tasa
metabolica y del consumo de oxigeno, estrés oxidativo y proteolisis (Penttinen, 1995)] no
sean detectados por la célula y, por tanto, no se active la transcripcion del gen.

El hecho de que el gen clonado incremente su expresion en respuesta a la
presencia de 2,4,6-TCP en el medio de cultivo es otro dato que apoya la hipotesis de
que el gen clonado y caracterizado sea el gen cpomt, -codificante del enzima CPOMT
responsable de la formacion de cloroanisoles por O-metilacion de los clorofenoles

correspondientes.

I11-4. Transformacion génica de T. longibrachiatum.

llI-4.1 Obtencién de protoplastos.

Como primera aproximacion al desarrollo de una técnica de
transformacion en 7. Jongibrachiatum, se emplearon distintas metodologias para la
obtencién de protoplastos de otros hongos filamentosos, algunas de ellas ampliamente
utilizadas en nuestro laboratorio (Cantoral et al., 1987; Diez et al., 1987; Punt et al.,
1987).

Se intentd6 también, la electroporacion directa sobre esporas y micelio, no
obteniéndose transformantes positivos en ninguno de los casos ensayados, a pesar de
utilizar diferentes condiciones utilizadas en diversos trabajos (Brown et al., 1998; Weidner
et al., 1998).

Incluso se realizaron pruebas con la metodologia de transformacion mediada por
Agrobacterium tumefaciens descrita para varias especies fungicas (deGroot et al., 1998)

sin obtener resultados satisfactorios.

A pesar de las diferentes metodologias empleadas, todos los intentos resultaron

en general poco efectivos y trabajosos debido a la pobre formacion de protoplastos y a
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una baja capacidad de regeneracion. Para mejorar la produccién de protoplastos en 7.
longibrachiatum se recurrid a la técnica de produccion de protoplastos con polietilenglicol

descrita por Sanchez-Torres et al. (1994) con ciertas modificaciones:

- Recogida del micelio tras la incubacion de una preparacion de esporas
a 28 °C en lugar de 30 °C y por un periodo de 20 a 22 horas en lugar de 18 horas.
El objetivo de esta bajada de temperatura es conseguir un menor crecimiento del micelio
de manera que sea lo mas joven posible ya que la dificultad para transformar los hongos
filamentosos reside en la resistencia de su pared celular y ésta es sensiblemente inferior
en esporas recién germinadas, que es el estado que tratamos de favorecer en éstas

condiciones.

- Tratamiento con B-glucuronidasa. Los tratamientos con (-glucuronidasa
actua sobre los enlaces [ de las glucoproteinas de la pared celular favoreciendo su
debilitamiento y la disgregacion del micelio, haciendo posible que los enzimas liticos tengan
un mayor acceso a la superficie de la pared celular lo que favorece su actuacion. También
favorece que los protoplastos recién formados se suelten del micelio. La adicion de B-
glucuronidasa a las soluciones de enzimas liticos ha sido descrita por varios autores en la
preparacion de protoplastos de diversas especies [ (Thomas et al. (1979); Bej et al
(1989)1].

IlI-4.2 Marcadores de seleccion.

Inicialmente se pensdé en el empleo de marcadores de seleccion que no
implicaran el uso de antibioticos. Asi, se ensayo el gen amdS que codifica una
acetamidasa de A. nidulans presente en el plasmido p3SR2 (Hynes et al., 1983) que
confiere la capacidad de crecer en medio minimo utilizando acetamida o acrilamida como
unica fuente de nitrdgeno. Se realizaron pruebas en medio minimo Czapeck suplementado
con diferentes concentraciones de acetamida o acrilamida de 10, 30, 50 y 100 mM,
obteniéndose crecimiento en la totalidad de la placa (debido a la gran capacidad invasiva
de 7. /longibrachiatum) en todas las concentraciones utilizadas. Este crecimiento debio
producirse por el aprovechamiento de recursos de la espora o de impurezas del medio de
cultivo. Este resultado nos hizo desistir del uso de este marcador tréfico ya que resultaria

practicamente imposible la seleccion de transformantes positivos.

Posteriormente, decidimos utilizar marcadores de resistencia a antibidticos. Para
ello, inicialmente realizamos pruebas para determinar el nivel de resistencia de esporas de
T. longibrachiatum a los antibidticos higromicina, geneticina y fleomicina encontrandose la

concentracién minima inhibitoria en 80, 100 y 150 Hg/ml respectivamente.

llI-4.3 Seleccion de plasmidos transformantes.

Para poder establecer si la transformacion era factible, se ensayaron diferentes
plasmidos: pRLMex,, (Mach et al, 1993), pALGEN3 (Rodriguez-Saiz et al., 2004) vy
p43gdh (Cardoza et al., 1998).

118



M Resultados y discusion

- El plasmido pRLMex;, contiene el gen de la higromicina fosfotransferasa
(hAph) de E. coli, bajo el control del promotor del gen de la piruvato kinasa (pki/) y el
terminador de la celobiohidrolasa Il (cbh2) de Trichoderma reesei. Este plasmido ya habia
sido utilizado para transformar con éxito especies de T7richoderma (Sanchez-Torres et al.,
1994).

- El pldsmido pALGEN3 contiene la region codificante del gen npdl de E. coli
(que le confiere resistencia a la geneticina) bajo el control del promotor del gen de la
glutamato deshidrogenasa (gdhA) y el terminador del triptéfano  (&pC) de Aspergillus

awamotri.

- ElI pldsmido p43gdh contiene la region codificante del gen ble de
Streptoalloteichus hindustanus (que le confiere resistencia a fleomicina) bajo el control del
promotor del gen de la glutamato deshidrogenasa (gdhA) de Aspergillus awamori y el

terminador del gen citocromo oxidasa-1 cycl de Saccharomyces cerevisiae (Figura ll1-21).

Se realizaron las transformaciones utlizando 10 pg de ADN plasmidico. Las
colonias de posibles transformantes fueron sometidas a dos pasos de subcultivo en medio
CM con el antibidtico adecuado a fin de desechar falsos transformantes. Posteriormente se

cultivaron en medio ME liquido para realizar extracciones de ADN a partir del micelio.
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~
Ndel Xbal
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Figura Ill-21: Esquema de los plasmidos utilizados para optimizar el proceso de transformacion en 7.
longibrachiatum. En la figura se detallan los enzimas de restriccion utilizados asi como los sitios de corte de los
enzimas mas importantes. Al tratarse de una representacion grafica, las distintas construcciones no estan
representadas a escala.
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Aunque se realizaron los mismos experimentos con los tres plasmidos, so6lo se
muestran a continuacion los resultados referentes a la transformacion con el plasmido de
resistencia a geneticina (pALGEN3), ya que este marcador no habia sido utilizado hasta
el momento para transformar especies de 7richoderma, mientras que la transformacion con

los plasmidos pRLMex;, y p43gdh ya ha sido descrita previamente por otros autores.

El ADN de los transformantes y de la cepa silvestre fue digerido con los
enzimas de restriccion Kpnl y Sad, que liberan un fragmento que contiene el promotor
gphA, el gen de resistencia y el terminador #pC, cuyos tamafos suman aproximadamente
2,5 Kb.

Posteriormente se realizd una hibridacion para comprobar la integracion del
plasmido en el genoma. Se utiliz6 como sonda un fragmento digerido con Adel/BamH| de
unas 900 pares de bases del plasmido pALGEN3. Los resultados obtenidos nos indican
que en los transformantes analizados (seleccionados al azar) ha ocurrido al menos un

evento de integracion del plasmido pALGEN3 (Figura Il1-22).

| 2 3 4
23,1 Kb as
9,4 Kb -
6,5 Kb ——
4,3 Kb -
Figura ll-22.:Analisis mediante Sowthern de 3 transformantes
- (carriles 3-5) v la cepa silvestre de 7. Jongibrachiatum (carril
2,3Kb o 1). Carril 2: marcador de peso molecular (ADN del fago A
2,0 Kb - digerido con Hindlll). El tamano de los fragmentos de ADN
se indica en kilobases. Todos los ADNs fueron digeridos con
i » los enzimas de restriccion Kol y Sacl.

Los resultados obtenidos indican que la cepa 7. /longibrachiatum CECT 20431
utilizada en este trabajo puede ser transformada utilizando protoplastos obtenidos a partir de
micelio joven, y que los transformantes pueden ser seleccionados mediante el empleo de lo
marcadores de resistencia higromicina, geneticina o fleomicina, si bien no existieron
diferencias apreciables en cuanto a la eficiencia de transformacion conseguida mediante el

empleo de estos marcadores.
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I1I-5 Disrupcion del gen cpomt por doble
recombinacion homaéloga.

Esta técnica de inactivacion se basa en el reemplazamiento, total o parcial, del
gen enddégeno por un gen marcador flanqueado por secuencias homélogas al ADN diana,
en cada una de las cuales ocurrira una recombinacion homoédloga. De este modo se logra
reemplazar el gen endogeno por una copia del gen interrumpido por el gen marcador
utilizado (Rothstein, 1991). La inactivacion del gen cpomt mediante esta técnica se intentd

aplicar en la cepa silvestre.

llI-5.1 Construcciéon del vector de interrupcion pBMT-PHint.

La inactivacion del gen cpomt en la cepa silvestre de 7. /ongibrachiatum se
intentd llevar a cabo por medio de una doble recombinacion con un marcador de seleccion
(Figura IlI-24). Para ello se emple6 la cepa silvestre CECT 20431 que no posee
resistencia al marcador de seleccion (en este caso fleomicina), la cual fue transformada
con la construccion pBMT-PHint. La construccion pBMT-PHint se realiz6 a partir de la
amplificacion por PCR de la totalidad del gen cpomt (incluyendo intrones), junto con su
region terminadora y una gran parte de la regiébn promotora, utilizando para ello los
cebadores 4KMTF2 y 2,4KMTR1 (ver Caja lll-6), que incorporan sitios de restriccion para
el enzima ANod. El fragmento amplificado, de 2.600 pb (aprox), fue ligado al vector de

clonacion pBluescript Il SK (+), obteniendo asi el plasmido recombinante pBMT2,6.

AKMTFZ2 7 GAC ATG GGA CGC GGC CGC TAT GCA AGT
2,4KMTR1 7 TAA ATG GAG TGC GGC CGC TCT GCA AAA

Caja llIl-6: Cebadores diseniados para la amplificacion de la region de 2,6 Kb correspondientes al
gen ¢oomitjunto con su region terminadora y parte de su region promotora.

Posteriormente, este plasmido fue digerido con Sfu, clonandose en este sitio el
casete de resistencia a fleomicina, previamente amplificado por PCR utilizando los cebadores
PgdhBGF y TcycICR (ver Caja lll-7). Como molde para la PCR se utilizo el plasmido
p43gdh (ver Figura Ill-21), obteniéndose como resultado el plasmido de interrupcion
pBMT-PHint, que se caracteriza por portar el gen cpomt interrumpido en una posicion

relativamente centrada por el casete de resistencia a fleomicina (Figura II1-23).

PgdhBGF 7 AGA TCT GGA CTC CCT AAT GGA TTC CGA
TcycICR 7 AGA TCT GCA AAT TAA AGC CTT CGA GCG

Caja Il-7: Cebadores disenados para la amplificacion del casete de resistencia a fleomicina
incluyendo sus regiones promotora y terminadora. Estos cebadores contienen en su secuencia
sitios de corte para el enzima 5gil.
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Figura IlI-23: Esquema de la construccion del vector de disrrupcion pBMT-PHint que contiene el gen cpornt
interrumpido por el casete de resistencia a fleomicina (Fhl/eo representa al casete entero es decir,(promotor, gen
ble y terminador). En la figura se detallan los enzimas de restriccion utilizados asi como los sitios de corte mas

representativos.

Este vector fue utilizado para transformar la cepa silvestre 7. /longibrachiatum. Los
posibles transformantes fueron mantenidos bajo presion selectiva (presencia del antibidtico
fleomicina) durante varios pases sucesivos, observando que su fenotipo era estable.
Seguidamente, los posibles transformantes se crecieron en medio liquido y se extrajo ADN
total para confirmar mediante amplificacion por PCR y por hibridacion la integracion del
plasmido en sus genomas. Aquellos transformantes estables seleccionados para los
experimentos de caracterizacion de los efectos de la interrupcion del gen c¢pomt, fueron

denominados como MTint.

PEMT-PHint  —— pomt IR coont —

ADN gendmico —— Pcpomt ) cpomt

1,6 Kb

Pcpomt cpomt -m cpomt Tecpomt ——

3 Kb
Doble recombinacién homoéloga

Figura ll-24: Esquema de la interrupcion del gen coornt mediante el plasmido pBMT-PHINt.

122



M Resultados y discusion

llI-5.2 Andlisis de los transformantes mediante amplificacién por PCR.

Para verificar que la integracion del gen c¢pomt interrumpido (con el casete de
resistencia a fleomicina) habia ocurrido en los transformantes MTint seleccionados, se
realizd un analisis del ADN mediante PCR utilizando como cebadores los oligonucleotidos
MTRT-F1 (ver Caja Illl-4) y MTATENR2 (ver Caja Ill-8). Ambos cebadores
corresponden a una secuencia interna del gen c¢pomt Esta pareja de oligonucledtidos
amplifica un fragmento de 1,3 kb en la cepa silvestre y un fragmento de 3,1 kb en la
construccion pBMT-PHint, que corresponderia al gen cpomt interrumpido por el casete que
confiere resistencia a la fleomicina. De esta forma, aquellos transformantes en los que haya
sucedido el reemplazamiento génico de cpomt por la copia interrumpida se amplificara por
PCR solo el fragmento de 3,1 kb. Al analizar por PCR los transformantes seleccionados,
se observO que en ninguno de los 45 transformantes MTint analizados se amplificd
exclusivamente el fragmento de 3,1 kb. Por otra parte en casi todos los transformantes se
amplificaron dos fragmentos de ADN, uno correspondiente con el tamafio del gen cpomt
silvestre (1,3 Kb) y otro correspondiente con el tamafio del gen cpomt interrumpido (3,1
Kb) introducido en la construccion pBMT-PHint (ver Figura Ill-25). De estos resultados
podemos deducir que el gen cpomt nativo no ha sido reemplazado y la copia con el gen

cpomnt interrumpido se ha integrado en otra zona del genoma.

] 2 34 5 6 /7 8 9

Y o g

Figura llI-25. Comprobacion de la integracion de la

~_.-~_‘_~~ ’ construccion  pBMT-PHInt en el genoma de 7.
> longibrachiaturm mediante  amplificacion por PCR.

" e : Carriles 1 a 7: transformantes resistentes a fleomicina.
m Carril 8: Cepa silvestre. Carril 9: 1 Kb ladder.

El principal inconveniente a la hora de abordar una interrupcion génica por el
método de la doble recombinacion, en hongos filamentosos, es la necesidad de realizar
construcciones génicas con zonas de ADN homologo de un tamafio muy grande que se
posibiliten el apareamiento. El tamafo aconsejado de las regiones flanqueantes es de entre
3 y 8 Kb, siendo el minimo aconsejable entre 2,5 y 3 Kb (Scherer y Davis, 1979).
Esta es una posible explicacién al hecho de no haber obtenido transformantes de T.
longibrachiatum interrumpidos, ya que la construccion pBMT-PHint contiene unas regiones
homologas (flanqueantes al casete de resistencia) de aproximadamente 1,1 y 1,6 Kb
respectivamente, tamafio que puede no ser suficiente para un apareamiento efectivo que
permita que se produzca la recombinacion. Si las regiones flanqueantes no son lo
suficientemente largas, la frecuencia de recombinacion homologa es muy baja, teniendo

lugar integraciones al azar del ADN transformante (Casqueiro et al., 1999).
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I1I-6 Atenuacion del gen cpomt mediante ARN s de
interferencia.

Ante la falta de éxito en la inactivacion del gen cpomt en la cepa silvestre
mediante las metodologias habituales, se decidié utilizar la estrategia de atenuacion
mediante siARN. Los siARNs (del inglés: short interfering RNA o ARN corto de
interferencia) son componentes de un tipo de respuesta antiviral denominada interferencia
del ARN, descubierta en plantas y gusanos. Ciertos virus estan compuestos por ARN de
doble cadena, y la presencia de este ARN ajeno a la célula hospedadora desencadena, en
muchos organismos eucariotas, una respuesta liderada por el enzima "D/CER', que corta el
ARN “invasor” en pequefios pedazos. Otras proteinas forman el RISC (RNA-Induced
Silencing Complex, complejo silenciador inducido por ARN). El RISC separa las piezas de
ARN vy las usa como guia para buscar y aparearse (o "silenciar") toda secuencia de
ARN que coincida con ellas. Al bloquear este ARN, la célula se asegura que no se

sinteticen proteinas virales.
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Figura lll-26: Atenuacion genica mediada por ARNs de interferencia. EI sSIRNA interacciona con la helicasa (rombo
azul) vy la nucleasa (triangulo rosa) formando un complejo denominado RISC (RNA-inauced silencing cormplex,
complejo silenciador inducido por ARNJ (1). La helicasa del RISC usa ATP para desdoblar el siARN, permitiendo
gue la cadena antisentido (cadena corta en verde) se complemente con su ‘objetivo” en el ARN mensajero
(ARNm, cadena larga en naranja) (2). La nucleasa del RISC corta el ARNm “objetivo”, que finalmente es
rapidamente degradado por otras ARNasas (3). En plantas y en Drosophila, DICER, es un complejo formado por
una endonuclesa con actividad helicasa y quinasa (triangulo gris) v una ARN dependiente-ARN polimerasa
(esfera marron). Tras desdoblar el SIARN (actividad helicasa), 1a cadena antisentido actla como cebador para la
sintesis de ARN de doble cadena (actividad polimerasa) usando como molde el ARN mensajero "objetivo”. (4).
Finalmente, DICER degrada el ARN de doble cadena (actividad endonucleasa) para generar siARN (5], el cual
puede formar RISCs. Las etapas 4, 5, y 6 conforman un lazo de amplificacion.

Si bien el mecanismo de los siARN ha sido descubierto recientemente, su
utilizacion como herramienta en biologia molecular se ha expandido de manera exponencial.
Resulta claro que el siARN es un mecanismo molecular altamente conservado en células

eucariotas utilizado para controlar la expresion de los genes durante el desarrollo
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embrionario y para defender sus genomas de invasores como los virus de ARN (Figura
n-26).

En hongos filamentosos, la maquinaria de silenciamiento de RNA se ha
encontrado en la mayoria de sus genomas, aunque no en todos (Nakayashiki et al.,
2005) y se ha demostrado su operatividad en muchas especies (van West et al., 1999;
Liu et al, 2002; Kadotani et al, 2003; Mouyna et al., 2004; Janus et al., 2007). La
mayor ventaja de la técnica de la atenuacion génica por siARN es que solo necesita de
un pequefio fragmento de ADN (cerca de 500 pb, Liu et a., 2002) mientras que la
delecion génica necesita de una gran zona de secuencia homologa para que se produzca
la recombinacion. Ademas la atenuacion génica puede evitar los problemas con mutantes
letales por interrupcion y permite una posibilidad de control del proceso de atenuacion si se

usan promotores inducibles (Goldoni et al/., 2004; Mouyna et al., 2004).

Existen publicaciones previas sobre procesos de silenciamiento génico en especies
de T7richoderma (Delgado-Jarana et al., 2006; Cardoza et al, 2006). La metodologia
utilizada para la atenuacidn génica en estos trabajos se basa en la técnica del ARN
antisentido en la que se enfrentan dos regiones exonicas una en sentido y la otra en
antisentido separadas por un fragmento intronico que posibilitara la formacion de un /oop
haciendo posible el plegamiento y la formacién del ARN de doble cadena. Sin embargo,
en nuestro trabajo, decidimos utilizar la técnica del ARN de interferencia descrita por Ullan
et al. (2008), basada en la utilizacion del vector pJL43-RNAi que porta dos promotores
fuertes enfrentados a ambos lados de un fragmento exoénico del gen a atenuar. De este
modo, tiene lugar una co-expresion del ARN en sentido y en antisentido, posibilitindose
asi la posterior formacion del ARN de doble cadena. Un sistema similar ha sido utilizado
con éxito en células humanas (Lee et al, 2002; Wang et al., 2003). En la
construccion pJL43-RNAi encontramos un casete de resistencia a fleomicina que permite la
seleccion de transformantes. Como promotores lleva el del gen gpd de A. nidulans y el
del gen pcbC de P. chrysogenum en posicion enfrentada, flanqueando un sitio de
restriccion Unico para el enzima ANcol que posibilita la clonacion entre estos dos promotores

de fragmentos exonicos del gen que se desea atenuar (ver Figura IlI-27).
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Figura IlI-l27: Vector de silenciamiento
genico pJL43-RNAI El sitio de corte unico de Ncdl
asi como algunos sitios representativos  se  han
representado en la figura. Pgah promotor del gen
gdh de A awammor, ble gen de resistencia a
fleomicina de S finaustanus Tcyc/: terminador del
gen citocromo oxidasa de S cerevesiac Ppcbc
promotor del gen pcbC de F.- chrysogenur, Pgod:
Sacl/ AN promotor del gen gliceraldehidofosfato
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La expresion bidireccional de ARN en sentido y en antisentido genera moléculas
de ARN de doble cadena que son degradadas a siARN's (de 21 a 26 nucledtidos).
Estas moléculas actian desencadenando la respuesta de RISC y de DICER constituyéndose

un lazo de amplificacion de la sefial como se ha representado en la Figura IlI-26.
llI-6.1 Construccién del vector de atenuaciéon pARNi-MT265.

Para la construccion del plasmido de atenuacién de la cpomt, se disefid una
pareja de oligonucledtidos (ver Caja IlI-8) que amplificaba una region exdnica del gen
comprendida entre los aminoacidos 155 y 355. La pareja de cebadores incluia en su
secuencia sitios de restriccion del enzima Ncol para facilitar su posterior subclonado en

pJL43-RNAI.

MTATEN-F2 | 7 CCATGG TCC GCT GGA GCC TGT CCA CCT TGC
MTATEN-RZ | ° CCATGG ACC GGT TGC TCC TGG AAG AAA TCA °

Caja lII-8: Cebadores disenados para la amplificacion de un fragmento interno de la oot . Estos
cebadores contienen en su secuencia sitios de corte para el enzima /Ncal.

Los fragmentos fueron amplificados con una polimerasa de alta fidelidad (P50
DNA po/ymerase® de Invitrogen) y clonados en romo en el vector pBluescript digerido con
EcoRV dando lugar al plasmido pBat265. Posteriormente este plasmido fue digerido con el
enzima ANcol liberando el fragmento clonado con extremos compatibles a los del plasmido
pJL43-ARNi digerido con el mismo enzima. A continuacion se llevd a cabo la ligacion en
condiciones estandar, dando Ilugar al plasmido pARNi-MT265 que Illeva el fragmento
exonico de 265 pb clonado en el sitio Acol, quedando justo entre los dos promotores

enfrentados.

Este vector fue utilizado para transformar la cepa silvestre 7. /longibrachiatum. Los
posibles transformantes fueron mantenidos bajo presion selectiva (presencia del antibidtico
fleomicina) durante varios pases sucesivos, observando que su fenotipo era estable.
Posteriormente estos posibles transformantes se crecieron en medio liquido y se les
realizaron extracciones de ADN total para confirmar mediante amplificacion por PCR y por
hibridacion de acidos nucleicos la integracion del plasmido en sus genomas. Aquellos
transformantes estables seleccionados para los experimentos de caracterizacion de los

efectos de la atenuacion del gen cpomt, fueron denominados como MTaten.
llI-6.2 Andlisis de los transformantes mediante amplificacién por PCR.

Para verificar que la integracion del plasmido pARNi-MT265 habia ocurrido en los
transformantes MTaten seleccionados, se realizd un andlisis del ADN mediante PCR

utilizando como cebadores los oligonucledtidos RPgpd2 y FPpcbc (ver Caja IlI-9). Ambos
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cebadores anillan en los promotores enfrentados que flanquean el sitio Acol en la

construccion de atenuacion.

RPgpd2 7 CCT AGG TAC AGA AGT CCA ATT
FPpcbc GCATGT TGC ATC GGG AAA TCC

Caja lIF9: Cebadores disenados para la comprobacion de los transformantes MTaten por
amplificacion de un fragmento de la construccion.

Esta pareja de oligonucledtidos amplifica un fragmento de 1,6 kb que corresponde
a ambas regiones promotoras mas los 265 pb del fragmento del gen cpomt. Como se
observa en la Figura 1lI-28 wuna banda de éste tamafio esta presente en los
transformantes positivos (que han integrado la construccion), mientras que no hay
amplificaciéon en el control negativo realizado con ADN de la cepa silvestre. De este modo

se confirmaron hasta 16 transformantes positivos.

Figura Ill-28. Comprobacion de la integracion de la construccion pARNIF-MT265 en el genoma de 7
longibrachiaturm mediante la amplificacion por PCR de un fragmento de la misma de 1600 pb (aprox) utilizando
los cebadores RPgpdZ y FPpcbc. Carril 1: marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder; Carril 2: control
negativo con ADN de la cepa silvestre de 7. /ongibractiaiurm, Carril 3: control positivo utilizando la construccion
PARNIFMTZ265 como molde; Carriles 4 al 10: amplificacion utilizando el ADN genomico de 7 posibles
transformantes.

IlI-6.3 Verificacion de los transformantes mediante hibridacion de &cidos

nucleicos.

Los transformantes examinados por PCR que consideramos positivos fueron
seleccionados para un posterior analisis mediante hibridacion de acidos nucleicos a fin de
confirmar la integracion o no del plasmido pARNi-MT265. ElI ADN total de cada uno de
los transformantes fue digerido con las endonucleasas Pvull y Hindll y tras ser transferido
a un filtro de nailon fue hibridado utilizando como sonda el fragmento de PCR de 1,6 Kb
amplificado en el apartado anterior, utilizando como molde la construccion pARNi-MT265.
Esta sonda, al portar la region de 265 pares de bases de la regidon exonica clonada, va
a hibridar en la cepa silvestre con un fragmento de 3848 pb resultante de la digestion
doble que corresponde con el gen nativo de 7. /longibrachiatum. Por otra parte en los
transformantes  positivos, habra dos sehales de hibridacién, de 1253 y 808 pb

respectivamente, que son liberadas de la construccion pARNiIi-MT265 integrada en el
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genoma del hongo. Tal como se puede observar en la Figura IlI-29, aparece la banda de
hibridacion de 1253 pb en 5 de los transformantes ensayados. La banda de 808 pb
puede no aparecer en todos los transformantes debido a que la sonda solo es

complementaria a este fragmento en unos 200 pb.

| 2 3 45 67 8

Figura lIl-29: Analisis mediante Southern de 6
transformantes (carriles 1 a 4, 6y 7) y de la
cepa silvestre de 7. longibrachiatum (carril 5)
utilizando como sonda el fragmento de 1,6
Kb amplificado con los cebadores RPgpd2 vy
FPpcbc. El carril 8 corresponde al marcador
de peso molecular (ADN del fago A digerido
con Hindlll. Todos los ADNs fueron digeridos
con los enzimas de restriccion Al y Hindll.

De esta manera se confirm6 la integracién de la construccion de atenuaciéon en al
menos 6 transformantes MTaten. Estos se seleccionaron para realizar ensayos de actividad
metiltransferasa a fin de verificar una posible disminucién de la actividad CPOMT y en la
produccion de 2,4,6-TCA.

llI-6.4 Produccién de 2,4,6-TCA en los transformantes MTaten.

Debido al interés que presenta para nosotros la produccion de 2,4,6-TCA y su
via biosintética, se analizd a continuacion el efecto de la atenuacion del gen cpomt
cuantificando la produccion de 2,4,6-TCA en medio de cultivo liquido. Para llevar a cabo
este estudio los transformantes fueron cultivados en caldo extracto de malta y se indujeron
a las 36 y a las 60 horas de cultivo con 10 ug/ml de 2,4,6-TCP. Las muestras fueron
procesadas y analizadas por HPLC. Para la posibilitar la cuantificacion se afadio 2,3,4,5-
TeCA como patrédn interno a una concentracion final de 500 pg/ml.

9,
8 4

Figura I1-30:
Representacion grafica de la
produccion  especifica  de
2,4,6-TCA en medio liquido
(en ug de 2,4,6-TCA por mg
de peso seco). Los datos
correspondientes con la cepa
sivestre se representan con
cuadrados y los del mutante
MTaten-37  atenuado con
triangulos.

2,4,6-TCA (pg/g de micelio)

0h 48 h 60 h 84 h 96 h

Tiempo (horas)
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De los seis transformantes evaluados, solamente uno de ellos denominado
MTaten-37 (por tanto un 16,6 %, dato que es similar a los obtenidos anteriormente por
Ullan vy colaboradores (2008) utilizando esta misma construccion en  Penicillium 'y
Acremonium chrysogenum) mostré una disminucion notable en la produccion de TCA. En la
Figura IlI-30 se representa la produccion especifica de 2,4,6-TCA con respecto al peso
seco del micelio. Se realizaron analisis de muestras a diferentes tiempos, siendo en todos
los casos la produccion de dicho compuesto inferior en el transformante MTaten-37. Los
porcentajes de atenuacion alcanzan hasta un 37% de la produccién especifica, no siendo
en ningun momento inferiores al 25% de la misma. El resto de los transformantes
analizados mostraban unas diferencias en la produccion de TCA siempre inferiores al 15 %

que podrian deberse al error experimental

llI-6.5 Expresion diferencial del gen c¢pomt en el transformante
MTaten-37.

Con la finalidad de examinar la expresion del gen cpomt y su relacion con la
produccion de 2,4,6-TCA en el transformante MTaten-37 de 7. /longibrachiatum (que porta
el casete de atenuacion) se llevd a cabo un analisis por RT-PCR semicuantitativa con
ARN total extraido a partir de micelio crecido en el mismo medio liquido (caldo extracto
de malta) utilizado en los ensayos realizados para cuantificar la produccion de 2,4,6-TCA.
Se realiz6 el mismo procedimiento con la cepa silvestre a fin de tener un control positivo
con el cual comparar la expresion en el mutante atenuado. La induccién se realiz6 con 10
pg/ml de 2,4,6-TCP. Las muestras inducidas se recogieron a los 60 y 120 minutos,
coincidiendo con los tiempos de mayor expresion analizados en la seccion IlI-3.8 de
Resultados, y fueron analizadas utilizando la misma metodologia. La retrotranscripcion se
realizo utilizando los cebadores CPOMTF1 (ver Caja IllI-3) y MTRTR2 (ver Caja IlI-4)
que permiten amplificar un producto de 405 pares de bases. Como control enddégeno se
amplific6 un fragmento de 600 pares de bases correspondientes a la (-actina con los
cebadores BACTF y BACTR (ver Caja llI-5).

A B 25
o
g F ?
3 815
CPOMT & o
g2
S o
Actina T 2 0.5
=
=z 0

37 Wt 37 W

Figura lll-31: A) Andlisis por RT-PCR semicuantitativa realizado con la cepa silvestre y el transformante MTaten-37. B)
Representacion grafica de los valores densitometricos obtenidos en los diferentes experimentos de RT-PCR. Los
valores obtenidos han sido representados relativizados a la expresion del gen de la g-actina. Los datos fueron
obtenidos mediante tres lecturas densitomeétricas utilizando el programa GelProAnalyzer 3.1.

El experimento demostrd6 que la transcripcion del gen cpomt en el transformante

MTaten-37 presenta unos niveles menores a los observados para la cepa silvestre en los
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dos tiempos observados. Los datos densitométricos obtenidos con el software GelProAnalyzer
3.1 indican que la transcripcion en el transformante MTaten-37 es un 32,32% menor a los
60 minutos y un 24,57% a los 120 minutos de la inducciéon, confirmando la atenuacion

del gen observada en los experimentos de produccion de 2.4,6-TCA en medio liquido.

llI-6.6 Ensayos enzimdticos de la actividad CPOMT en el transformante
MTaten-37.

A continuacion, a fin de confirmar el descenso de la actividad metiltransferasa en
el transformante atenuado se realizaron ensayos enzimaticos a partir de extractos proteicos
crudos de dicho transformante y de la cepa silvestre de 7. /longibrachiatum. Los -cultivos
fueron inducidos como se indica en el apartado anterior y el micelio procedente de dichos
cultivos recogido a las 3 horas de su induccion y procesado segun se indica en el
apartado 1I-11.1 de Materiales y Métodos. Se realizaron reacciones enzimaticas utilizando
100 pl de estos extractos y siguiendo la metodologia anteriormente detallada. Al igual que
en los ensayos de produccion de 2,4,6-TCA en medio liquido, se utilizo 2,3,4,5-TeCA a
una concentracion final de 500 pg/ml como patrén interno. Ademas, y para poder calcular
la produccion especifica relativizada a la cantidad total de proteina, se realizo Ila
cuantificacién de proteinas totales presentes en los extractos por medio del método de

Bradford. Los resultados se presentan en la Figura llI-32:
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La produccion especifica de 2,4,6-TCA del transformante MTaten-37 es de

17,34 ug/mg de proteina total mientras que la de la cepa silvestre es 33,91 ug/mg de

proteina total, por lo que en estas condiciones de ensayo la atenuacion observada en este

transformante era del 48,86 %.

Las diferencias observadas con respecto a los resultados obtenidos en los

ensayos en medio liquido pueden ser debidas a que la acumulacion de 2,4,6-TCA (al

realizarse los ensayos en tiempos de incubacion largos) enmascara la atenuacién real

medida en los ensayos enzimaticos.

lli-6.7 Ensayos de resistencia a 2,4,6-TCP.

Una vez confirmada la atenuacion del gen cpomti, se realizaron ensayos de

resistencia al 2,4,6-TCP. Este compuesto, tal como se expuso en la introduccion de esta

memoria, es tdxico para el microorganismo (no obstante ha sido utilizado extensivamente

como plaguicida y antifingico en cultivos de vegetales)

en base a su capacidad de

atravesar membranas y desregular los gradientes

energéticos de los microorganismos.
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El hongo responde a esta toxicidad metilando el compuesto, produciendo 2.,4,6-
TCA inocuo para el microorganismo en comparacion con el clorofenol del que procede. Al
estar confirmada la atenuacion del gen responsable de esta metilacion es posible que la
toxicidad del 2,4,6-TCP afecte en mayor medida a la cepa atenuada que a le cepa
silvestre de 7. /longibrachiatum. Por este motivo realizamos una curva de toxicidad para
2,4,6-TCP comparando la capacidad de crecimiento del transformante atenuado con

respecto a la cepa silvestre (Figura llI-33).

. . 6 .

Las curvas se realizaron inoculando 5:10 esporas de la cepa silvestre y del
transformante MTaten-37 posando una gota de la suspension de esporas en el centro de
cada placa. Las placas se dejaron secar procurando que la gota se extendiera lo menos

posible. Los didmetros de cada colonia se midieron en los tiempos sefialados.

Tal como se aprecia en las curvas, se obtiene un crecimiento similar en las dos
cepas a concentraciones bajas (entre O y 10 pg/ml) mientras que se aprecian claras
diferencias en la concentracion mas alta utilizada (20 ug/ml) sobre todo en tiempos

avanzados de cultivo.

Los resultados obtenidos apoyan la posible aplicacion de esta cepa como
microorganismo de biocontrol ya que su crecimiento y, por tanto, su capacidad invasiva, es
similar a la de la cepa silvestre en condiciones de bajas concentraciones de 2,4,6-TCP
(condiciones que se dan en una situacion real donde la corteza del alcornoque o las
planchas de corcho se ven expuestas a bajas concentraciones del pesticida durante largos
periodos de tiempo). Esta es otra de las ventajas de utilizar la técnica de atenuacion o
knock-down frente a la interrupcidon clasica o knock-out, ya que si se esta trabajando con
genes esenciales 0, como en este caso de resistencia a toxicos, si el gen esta
interrumpido posiblemente el crecimiento del transformante en presencia de 2,4,6-TCP seria
nulo o muy bajo, no siendo posible su utilizacion como agente de biocontrol ya que la
superficie del corcho seria colonizada rapidamente por otras especies de hongos

filamentosos menos sensibles a dicho todxico.

llI-6.8 Ensayos sobre corcho granulado.

Con el fin de analizar el comportamiento del atenuado MTaten-37 creciendo en
condiciones similares a las que encontramos en la corteza de alcornoque o en el corcho
almacenado, realizamos cultivos segun la metodologia descrita en el apartado |I-14. Los
extractos etandlicos realizados a estos cultivos se enviaron al Centro de Valorizacion de la
Calidad en Enologia (CEVAQOE Espafia SL) donde se les realizd una andlisis por
cromatografia de gases con detector de captura de electrones (ECD) mediante el que se
valoraron los haloanisoles y halofenoles presentes. Los resultados de la cuantificacion
llevada a cabo se representan en la Tabla IlI-8. Como se puede observar, en los
matraces en los que no se ha adicionado 2,4,6-TCP las cantidades de 2.,4,6-TCP vy
2,4,6-TCA son practicamente inapreciables (en torno a los 2 ng/g de corcho) tanto en

el matraz que ha sido inoculado con la cepa silvestre de 7. /longibrachiatum como en el
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matraz control sin inéculo. Sin embargo, en los matraces en los que hemos afadido
2,4,6-TCP para simular una situacion de corcho contaminado, podemos observar grandes
diferencias entre las cantidades de anisoles producidas por la cepa silvestre y la cepa
atenuada. En concreto, la cantidad de 2,4,6-TCA producida por el transformante MTaten-

37 es un 28,96% inferior a la producida por la cepa silvestre.

Muestra 2,4,6-TCP (ng/g corcho) 2,4,6-TCA (ng/g corcho)
Control 2,13 2,10
. longibrachiatum wt 2,55 2,02
I longibrachiatumwt + 2,4,6-TCP 105,30 283,11
MTaten-37 + 2,4,6-TCP 109,61 201,1

Tabla lI-8: Cuantificacion de 2,4,6-TCP y 2,4,6-TCA presente en las muestras de corcho inoculadas con las cepas
silvestre, atenuada vy sin inoculo (control). Los valores corresponden a la media de dos experimentos
independientes.

Estos resultados indican que los niveles de produccion de 2,4,6-TCA de la cepa
atenuada creciendo directamente sobre corcho granulado, aunque algo inferiores, son
similares a los observados en los experimentos realizados en medio liquido. Estos datos
validan los experimentos realizados en condiciones de laboratorio controladas (medio
liguido) y son esperanzadores en vistas a una futura aplicacion de estas cepas como
organismos de biocontrol creciendo directamente en planchas de corcho contaminadas con
2,4,6-TCP.

I1l-7 Expresion heterologa de las lacasas de
Polyporus hydnoides 'y Pleurotus eryngii en T.
longibrachiatum.

Las lacasas (o bencenodiol oxido-reductasas) son enzimas del tipo fenoloxidasas
que son de gran interés para diversas aplicaciones industriales entre las que destacan el
procesado textil, la detoxificacion de hidrolizados de lignocelulosa en la produccion de
bioetanol, deslignificacion de la pulpa de madera en la fabricacion de papel y la
detoxificacion de vertidos industriales y de contaminantes (Mayer y Staples, 2002).
Ademas son capaces de atacar clorofenoles, ya que realizan la oxidaciéon de gran variedad
de compuestos fenolicos y aminas aromaticas usando el oxigeno como aceptor de

electrones (Yaropolov et al., 1994).

Estos enzimas son producidos en gran cantidad y excretados al exterior de la
célula, fundamentalmente, por los hongos que causan la podredumbre blanca de la madera
en su ruta de degradacion de Ila lignina. Son muchas las lacasas que han sido
caracterizadas por varios autores en trabajos anteriores. Entre ellas podemos citar la lacasa

LAC1 codificada por el gen /acl de Polyporus hydnoides (Coll et al.,, 1993) vy la lacasa
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PEL3 codificada por el gen pe/3 de Pleurotus eryngii (Rodriguez et al., 2008). El
objetivo de este trabajo era abordar la expresion de estas lacasas en 7. /longibrachiatum y
el posterior analisis de su expresion y efecto sobre la concentracion de 2,4,6-TCP vy la
produccion de 2,4,6-TCA en el medio de cultivo. La hipétesis de trabajo era corroborar si
la produccién de niveles apreciables de una actividad lacasa podia contribuir a eliminar
eficazmente los clorofenoles presentes en el medio de cultivo, evitandose asi la formacion

de cloroanisoles.

llI-7.1 Expresion del gen /acl de P. hydnoides en T. longibrachiatum.

Ml-7.1.1 Construccion del vector de expresion de la lacasa de Polyporus
hydnoides: pEXLAC.

Para conseguir expresar el gen /acl de Polyporus hydnoides en T.
longibrachiatum se realizd una construccion génica a partir del ADNc del gen /acl, que fue
amplificado por PCR utilizando como molde el plasmido pCF1 (cedido por el Dr. Ramon
Santamaria). Dicho plasmido contiene el cDNA de la regidon codificante de la lacasa LACI
amplificada por RT-PCR clonado en el plasmido pUEX1 (Coll et al., 1993). Para ello
utilizamos los cebadores cLACA3 y cLACAS (ver Caja IlI-10). El oligonucledtido cLACAS
se disefid conteniendo un sitio de restriccion para el enzima Xbal mientras que el
oligonucledtido cLACA3 contiene un sitio de restriccion para el enzima ANsi que facilitaran la

posterior subclonacién direccional del fragmento.

CLACA3 7 ATG CAT TGC AGC GCA CAA GAA AAG CG
CLACAS 7 ATG GCC AAG TTC CAATCT CTC CTC ACC”

Caja lll-10: Cebadores disenados para la amplificacion del ADNc de la lacasa de ~ fydnoidesy que
incorporan los sitios de restriccion (Xba + Nsi) para su posterior subclonado.

El fragmento de PCR fue amplificado con la polimerasa Platinum® APt y clonado
en el vector pBluescript SK(+) digerido con EcoRV. Este subclonado se hizo con un
doble objetivo: primero confirmar que el fragmento habia sido amplificado sin errores, para
lo cual procedimos a su completa secuenciacion y, segundo, asegurarnos de que la doble
digestion (Xbal + Nsi) se produce correctamente, liberando el fragmento completo vy
produciendo los sitios de corte adecuados. Tras la doble digestion y rescate del fragmento
codificante de la lacasa, éste fue subclonado en el vector pRLMex30 digerido con los
mismos enzimas de restriccion (que liberan el gen #Aph) quedando asi el gen de la
lacasa bajo el control del promotor del gen de la piruvato kinasa (pkl) y el terminador
de la celobiohidrolasa Il (fcbh2) de Trichoderma reesei evitando problemas de

reconocimiento de las regiones reguladoras (ver Figura IlI-34). Con esta construccién se
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procedid a cotransformar la cepa silvestre de 7. /longibrachiatum, utilizando como vector de

seleccion el plasmido pRLMex;,.

Hindlll
/h ori tcbh2
Amp_ I p3SR2
lacZ
—— Nsil
pBSK-SK EcoRV
2961 bp Xbal @ Nsil pRLMex30
‘ 5500 bp
Amp ~ hph
1,7 Kb aprox.
Xbal
EcoRl
pkil Xbal / Nsil
Xhol
\
. Nsi
f1 ori Hindlll hph
Amp / lacZ
Xbal
/ Nsil
pBSK-lacasa _—lacasa
4700 bp (aprox) pEXLAC
6100 pb
Amp T lacasa
Y‘ Nsil
lacZ
Xbal
EcorRl |
pkil
Xhol

Figura Il-34: Esquema de la construccion del plasmido pEXLAC, que contiene el gen /acl de Folyporus hydnoides
bajo el control del promotor pk/1 y el terminador (cbh2, ambos de 7. reeser En la figura se detallan los enzimas
de restriccion utilizados asi como los sitios de corte de los enzimas mas importantes. Al tratarse de una
representacion grafica, las distintas construcciones No estan representadas a escala.

La eficiencia de transformacion resultdé ser muy baja obteniéndose entre 15-25
transformantes por cada experimento de transformacion (1,5-2,5 transformantes por ug de
ADN). Estos posibles transformantes se mantuvieron bajo presion selectiva (presencia del
antibiotico higromicina) durante varios pases sucesivos, observando que su fenotipo era
estable. Posteriormente, los transformantes seleccionaos fueron crecidos en medio liquido vy
se extrajo su ADN total para confirmar mediante amplificacion por PCR e hibridacion, la

integracion del pladsmido en sus genomas.

lI-7.1.2 Anadlisis de los transformantes mediante amplificacion por PCR.

Con el fin de verificar que la integracion del gen codificante de la lacasa habia ocurrido
en los transformantes seleccionados, se realiz6 un andlisis del ADN mediante PCR
utilizando los cebadores TRLAC3 y TRLAC4 (ver Caja lll-11). Esta pareja de cebadores
amplificaba un fragmento interno de la lacasa de aproximadamente 450 pb y fue empleada

para confirmar la presencia o ausencia del gen de la lacasa.
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TRLAC3 > GGC GGT GTC GAC CTG GCT CTC AAC ATG
TRLAC4 ” TTG CGG GAC CGG GTT CGT AGC GGC GAC

Caja ll-11: Cebadores disenados para la amplificacion de un fragmento interno de la lacasa de 7
hyanoidaes.

Tras varias transformaciones realizadas, el analisis por PCR de wunos 50
transformantes (ver Figura 1lI-35), nos permiti6 concluir que solamente en 17 de ellos
(en la figura se muestran 5) se habia integrado el gen /acl, puesto que observamos la
amplificacion del fragmento interno de 450 pb. En los restantes transformantes no se
amplific6 dicho fragmento, indicando que la construccion no se habia integrado de manera

completa en el genoma del hongo, perdiéndose o inactivandose parte de la construccion.

Figura IlI-35: Comprobacion de la integracion del gen
lacl de P hyanoides en el genoma de [
longibrachiaturm mediante la amplificacion por PCR de
un fragmento interno del gen de 450 pb utilizando los
cebadores TRLAC3 y TRLAC4. En el carril 1 se observa el
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder; En
el carril 2 se observa la ausencia de amplificacion
utilizando como molde el ADN genomico de la cepa
siivestre de 7. longibrachiaturm, en los carriles 3 al 7 se
observan los resultados de la amplificacion utilizando el
ADN gendmico de 5 posibles transformantes distintos.

I-7.1.3 Verificacion de los transformantes mediante hibridacion de A&cidos

nucleicos.

Los transformantes examinados por PCR que consideramos positivos fueron
seleccionados para un posterior analisis mediante hibridacion a fin de confirmar Ila
integracion o no del gen de la lacasa. EI ADN total de cada uno de los transformantes
fue digerido con las endonucleasas EcoRl y Hindll y tras ser transferido a un filtro de
nailon fue hibridado con el fragmento interno anteriormente amplificado por PCR (450 pb)

(ver Figura 1l1-36).

Si el casete de expresion no se ha integrado no deberia haber senal de
hibridaciéon, como en el caso de la cepa silvestre (Carril 2). Por el contrario, en los
transformantes en los que se haya integrado el casete, debe aparecer una sefial de
hibridacién con un tamafio de aproximadamente 3,7 kb que es el tamafo del casete
completo que resulta liberado tras la digestion con los dos enzimas mencionados. Las
bandas de otros tamafios que aparecen pueden ser debidas a digestiones parciales del
ADN total de los diferentes transformantes (bandas de mayor tamafio) o a hibridaciones

inespecificas. La hibridacion realizada confirmaba que los 5 transformantes analizados eran

136



M Resultados y discusion

portadores del gen /acl de P. hydonides mediante su integracion en el genoma de T.

longibrachiatum.

12 34 5 6 7

Figura 1I-36: Analisis mediante  Southern  de 5
transformantes y la cepa silvestre de 7. /ongibrachiaturm
utilizando como sonda el fragmento de 450 pb
amplificado con los cebadores TRAC3-TRLAC4. El carril 1
corresponde al marcador de peso molecular (ADN del
fago A digerido con AHind Ill); el carril 2 corresponde a la
cepa silvestre; los carriles 3 a 7 corresponden con los
diferentes transformantes ensayados. Todos los ADNs
fueron digeridos con los enzimas de restriccion £coRl y
Hindil.

lI-7.1.4 Ensayos de la actividad lacasa en los transformantes pEXLAC

confirmados.

Dado que nuestro interés era corroborar si una eficiente produccion de lacasas
podia contribuir a la eliminacion de los clorofenoles del medio de cultivo, y por tanto a
disminuir la formacién de cloroanisoles, se realizaron ensayos para medir la actividad lacasa
presente en los transformantes en los que se habia verificado la integracién del casete de
expresion.

Para llevar a cabo este estudio se realizaron ensayos de actividad lacasa tanto
en medio liquido como en medio sdlido utilizando la metodologia descrita en el apartado
II-11.7 de Materiales y Meétodos. Como control positivo se utilizaron sobrenadantes de
cultivos de Polyporus hydnoides.

Todos los ensayos realizados tanto en medio liquido como en medio sélido dieron
resultado negativo, por lo que decidimos tratar de confirmar si la transcripcion y expresion

del gen /acl eran correctas.

lI-7.1.5 Andlisis de la expresion del gen /ac de P. hydnoides.
I-7.1.5.1 Andlisis transcripcional del gen /ac de P. hydnoides.

Para ello realizamos experimentos de RT-PCR. En primer lugar, el micelio
correspondiente a 100 ml de medio de cultivo en caldo extracto de malta (MEB) fue
recogido por filtracion tras una incubacion de 48 horas a 28°C con una agitacion de 220
rom. Se procedié después a la extraccion de ARN total segun se explica en el apartado
I1-8.1 de Materiales y Meétodos. Posteriormente se realizaron las reacciones de RT-PCR

utilizando los cebadores cebadores TRLAC1 y TRLAC que se muestran en la Caja llI-12.
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TRLACI 7 CTG ACC GTC ATC GAG GCG GAC
TRLACZ2 7 GAA GGT GTG CCC GTG CAA GTG

Caja lll-12: Cebadores disenados para la amplificacion de un fragmento interno de la lacasa de
hyanoldes.

El producto amplificado tiene un tamafio aproximado de 480 pb. Los resultados
de estas RT-PCR se representan en la Figura llI-37. Todos los transformantes positivos
verificados por hibridacion de ADN transcribian el ARN mensajero correspondiente, como se

demuestra en los resultados de la RT-PCR.

Figura llIl-37: Andlisis mediante RT-
PCR de 5 transformantes (carriles 2 a 6),
controles  negativos por PCR de las
mismas (carriles 8 a 12) y control positivo
de la PCR usando como molde el
plasmido  pEXLAC.  EI  carrll I
corresponde al marcador de peso
molecular.

Por tanto, estos datos confirmaban que la transcripcion del gen no era el factor
limitante responsable de la ausencia de actividad lacasa en los transformantes analizados.
Confirmada la transcripcion del gen, pasamos a la comprobacion de la traduccion del

mismo mediante analisis de hibridadion ( western blot) .

lI-7.1.5.2 Expresiéon de la proteina LAC1 de P. hydnoides.

Una vez confirmada la transcripcion del gen /acl se procedié a valorar si se
estaba produciendo la traduccion a proteina del ARNm correspondiente, ya que los
resultados de los ensayos enzimaticos habian sido siempre negativos. Para ello, se
realizaron cultivos en medio liquido y se analizaron tanto los concentrados (5x) de los
caldos de cultivo como preparaciones de proteinas intracelulares (tal como se detalla en el
apartado Il-11.1 de Materiales y Métodos) a partir del micelio obtenido en dichas
fermentaciones. Como control positivo se empled la cepa de P. hydnoides culiivada de
igual manera. Los diferentes extractos proteicos fueron separados por SDS-PAGE. Los
anticuerpos anti-lacasa, cedidos amablemente por el Dr. Ramén Santamaria, se hibridaron
con los extractos proteicos previamente transferidos a una membrana de PVDF, segun se
describe en el apartado 11-11.8.1 de Materiales y Métodos, y dichas membranas reveladas.
Como se aprecia en la Figura 11-38, tanto en los caldos de cultivo como en los extractos
crudos del control positivo, se aprecia una sefial de hibridacion positiva de
aproximadamente 64 KDa, tamafio que coincide con el de la proteina LAC1 segun Coll et
al., (1993). Sin embargo, no obtuvimos ninguna sefial de hibridacion positiva de un
tamafio similar en ninguno de los transformantes analizados. Unicamente obtuvimos una
sefial comun a todos los transformantes de un tamafo aproximado de unos 15 KDa que,
a nuestro juicio, podia tratarse de un producto de degradacién de la proteina recombinante,

debido a un procesamiento de la misma por parte del organismo transformado. Esta
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degradacién podria ser debida posiblemente, a la falta de reconocimiento de las sefales
que conduzcan a un plegamiento incorrecto y que desencadenen la respuesta UPR
(Unfolded Protein Response) a proteinas mal plegadas, presente en todos los eucariotas
[descrito también para Trichoderma sp. (Saloheimo et al, 2003)]. La ausencia de
expresion podria también ser debida a una incorrecta glicosilacion de la proteina. De
hecho, segun Coll et a. (1993) en esta proteina existen 4 sitios de glicosilacion que
podrian no ser reconocidos eficazmente en 7. /longibrachiatum, dando lugar a una proteina
mas susceptible al ataque proteolitico. Podriamos también pensar en un ineficiente
reconocimiento del péptido lider (Gouka et al., 1997 ) de 21 aminoacidos, localizado en el
extremo amino terminal de la proteina. La incapacidad de la proteina para ser secretada y
por tanto, su acumulacién, la haria mas susceptible a una degradacién proteolitica

intracelular.

75KDa
50 KDa
37 KDa

25 KDa

Figura 1lI-38: Inmunohibridacion (western blol de los extractos proteicos de los transformantes positivos de la
construccion pEXLAC. A) Sobrenadante de cultivos. Las calles 1, 2,4, 5, 6 'y 7 corresponden a los sobrenadantes
de los transformantes positivos. La calle 3 corresponde al sobrenadante del cultivo de £ hydnoides (control
positivo). La calle 7 corresponde al marcador de peso pretenido. B) Extracto crudo del micelio. las calles 1,4, 5, 6y
7 corresponden a los transformantes anteriormente descritos. La calle 2 corresponde al marcador de peso
molecular pretenido y la calle numero 3 corresponde al extracto crudo realizado al control positivo (£ Ayanoides
cultivado 7 dias en medio liquido).

lI-7.2 Expresion del gen pe3 de P. eryngii en T. longibrachiatum.

Puesto que el experimento de expresion del gen /ac de P. hydnoides en T.
longibrachiatum descrito en el apartado anterior tuvo un resultado negativo, decidimos
abordar la posible expresion de otro gen codificante de un enzima lacasa, mas

concretamente el gen pe3 de P. eringii (Rodriguez et al., 2008).

llI-7.2.1 Vector para la de expresion en 7. /ongibrachiatum del gen pel3 de P.
eryngii.

Para analizar la posible expresion del gen pe3 de P. eryngi en T.
longibrachiatum se utiliz6 una construccion que ya habia demostrado su funcionamiento en
ascomicetos, concretamente en Aspergillus niger (Rodriguez et al., 2008). Esta
construccién, denominada pPEL3G (amablemente cedida por la Dra. M2 Jesus Martinez,
CIB, CSIC, Madrid) es un derivado del vector pAN52-4 y contiene el ADNc completo del

gen pe/3 al que se le ha cambiado su péptido sefal por los 24 aminoacidos iniciales de
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la glucoamilasa de Aspergillus niger. Con esta sustitucion se trataba de evitar una posible
interpretacion errénea de la sefal de localizacion de P. eryngii por parte del ascomiceto
hospedador. La expresion génica tiene lugar bajo el control del promotor de la
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa (gpdA) y el terminador #pC, ambos de A.
nidulans (ambas sefiales han sido ensayadas con éxito en 7. /Jongibrachiatum en la
construccion pALGEN3 ). Una representacion del plasmido pPEL3G puede apreciarse en la
Figura 111-39.

EcoR

N
| PgoaA I/>i Gps | PEL3-PM [TopC | ]

Figura III-39: Construccion pPEL3G (Rodriguez et al, 2008). Representacion lineal del casete de expresion de la
lacasa pelB. En verde se indican las regiones promotora y terminadora. En amarillo palido se indica la region del
peptido sena de la glucoamilasa que ha sustituido a la original de ~ eryngii En azul se indicala secuencia de la
proteina madura de PEL3.

Para ello se realizé una cotransformacion, utlizando como plasmido portador del
casete de resistencia el vector p43gdh, que confiere resistencia a fleomicina. Los posibles
transformantes se mantuvieron bajo presion selectiva durante varios pases sucesivos,
observando que su fenotipo era estable. A continuacién, los transformantes seleccionados se
crecieron en medio selectivo lacasa para tratar de detectar la produccion de actividad

lacasa.

llI-7.2.2 Ensayos en medio sélido de la actividad lacasa en los transformantes
pPEL3G.

Al haber realizado una cotransformacién en lugar de una transformacién, se da la
circunstancia de que puede haber transformantes que hayan incorporado el plasmido de
resistencia a fleomicina pero no sean transformantes para pPEL3G. Por ello, y para
ahorrarnos el esfuerzo de realizar extracciones de ADN de todos los transformantes,
decidimos realizar un rastreo previo de actividad lacasa para, posteriormente, realizar la
confirmacion por PCR o por hibridacion de &cidos nucleicos.

A tal efecto, se resembraron los transformantes que habian crecido en los
sucesivos pases en medio selectivo con fleomicina, en medio selectivo lacasa. De entre
todos los transformantes, 6 mostraban una clara actividad lacasa, ya que el ABTS presente
en el medio de cultivo era oxidado, dando lugar a la producciéon de una caracteristica
coloraciéon azul-verdosa del compuesto oxidado. Para asegurarnos de que esta coloracién
no era un mero efecto del crecimiento en placa sembramos la cepa silvestre de T.
longibrachiatum como control negativo y la cepa silvestre P. hydnoides, productora de
lacasas extracelulares, como control positivo. Las placas se incubaron a 30°C durante 6
dias. Como se aprecia en la Figura IllI-40 el control negativo es incapaz de oxidar el

compuesto, quedando el medio con su coloracion inicial, mientras que tanto el control

140



M Resultados y discusion

positivo como los transformantes positivos coloreaban la totalidad de la placa con un

intenso color azul.

Control - Control Transf. Transf. Transf.
positivo - negativo pel3G-9 pel3G-14 pel3G-15

L

Transt. Transt. Transf.
pel3G-18 pel3G-23 pel3G-24

Figura lll-40: Fotografias de las placas de medio selectivo lacasa sembradas con los transformantes seleccionados
en el primer rastreo e incubadas a 30°C durante 6 dias. En la primera foto se observan los controles positivo (cepa
silvestre) de P hydnoides) y negativo (cepa silvestre de 7. jongibrachiaturm) sembrados en la misma placa para
destacar las diferencias entre produccion y no produccion de actividad lacasa. En las fotografias sucesivas se
aprecian los diferentes transformantes positivos, que expresan con mayor o menor eficacia la lacasa pe3 de F

enmngi.

llI-7.2.3 Andlisis de los transformantes mediante amplificacion por PCR.

Con el fin de verificar que la integracion de la lacasa habia ocurrido en los
transformantes seleccionados, se realizd un andlisis del ADN mediante PCR utilizando como
cebadores los cebadores PEL3G-F y PEL3G-R (ver Caja Ill-13). Esta pareja de
cebadores amplifica un fragmento interno del gen pel3 de aproximadamente 1520 pb y fue

empleada para confirmar la presencia o ausencia del gen de la lacasa.

PEL3G-F > CCATCG GGC CCATTIG CCG ACA TG
PELGR GCT ATG CCA CCT CTG TCG GAA ACT

Caja lll-13: Cebadores disenados para la amplificacion de un fragmento interno de la lacasa de 7~
enmnagi

Una vez seleccionados los 4 transformantes que parecian producir mas actividad
lacasa en medio solido (a la vista del analisis de las placas de medio selectivo lacasa)
se realizaron extracciones de ADN y se analizaron por PCR dichos transformantes (ver
Figura IlI-41). Pudimos observar que en los 4 transformantes analizados se amplificd
exclusivamente el fragmento de 1520 pb. En el control negativo (realizado con ADN de la
cepa silvestre) no se amplificd dicho fragmento, lo que indicaba que la construccion se

habia integrado en el genoma de los hongos transformantes.
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Figura Ill-41: Analisis mediante PCR de los 4

2000 pb transformantes (carriles 2, 3, 5 y 6], control
1600 pb negativo por PCR sobre ADN de la cepa silvestre
(carril 4) y control positivo de la PCR usando como
molde el plasmido pPEL3G. El carril 1 corresponde
1000 pb al marcador de peso molecular.
850 pb

I-7.2.4 Verificacion de los transformantes mediante hibridacion de A&cidos

nucleicos.

Los transformantes examinados por PCR que consideramos positivos fueron
seleccionados para un posterior analisis mediante hibridacion a fin de confirmar Ila
integracion o no del gen pel. EI ADN total de cada uno de los transformantes fue
digerido con las endonucleasas ANcol y BamHIl y tras ser transferido a un filtro de nailon
fue hibridado con el fragmento interno anteriormente amplificado por PCR (aprox 1520 pb)

(ver Figura 1l1-42).

1 2 3456 7 891011

Figura lll-42: Andlisis mediante hibridacion de 9

9.4 Kb transformantes (carriles 23 y 5 a 11) y la cepa
6,5Kb siivestre de 7. Jongibrachiatum (carril 4) utilizando
43Kb como sonda el fragmento de 1520 pb amplificado

con los cebadores PEL3G-F vy PEL3G-R. El carril 1
23k corresponde al marcador de peso molecular
‘2 Kb (ADN del fago A digerido con Hind lll). Todos los

ADNs fueron digeridos con los enzimas de
restriccion Ncal'y BarmH

Si el casete de expresion no se ha integrado no deberia haber senal de
hibridaciéon, como en el caso de la cepa silvestre (Carril 4). Por el contrario, en los
transformantes en los que se haya integrado el casete, debe aparecer una sefial de
hibridacién con un tamafio de aproximadamente 1,7 kb que es el tamafio del gen completo
que resulta liberado tras la digestion con las dos enzimas mencionadas. Las bandas de
otros tamafnos que aparecen pueden ser debidas a digestiones parciales del ADN total de
los diferentes transformantes (bandas de mayor tamafio) o a hibridaciones inespecificas. La
hibridacién realizada confirmaba que los 9 transformantes analizados eran portadores del

gen pef3 de P. eryngii mediante su integracion en el genoma de 7. /ongibrachiatum.
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lI-7.2.5 Ensayos enzimaticos en medio liquido de la actividad lacasa en los

transformantes pPEL3G.

Una vez confirmada la integraciéon de la construccion en los 9 transformantes
citados en el apartado anterior, realizamos mediciones de la actividad lacasa en medio
liquido. Para ello, seleccionamos los 6 transformantes que habian mostrado una mayor
actividad lacasa (creciendo en medio sdlido selectivo) y los resembramos en medio RB
con el fin de obtener una buena cantidad de esporas, con las que inoculamos matraces
de medio de produccion de lacasa (MLPVP). Muestras de estos cultivos correspondientes
a los tiempos de cultivo O, 24, 48, 72, 96 y 120 horas, fueron ensayadas tal como se
describe en el apartado 1I-11.7 de Materiales y Métodos sin apreciar ningun incremento
apreciable de la absorbancia de la muestra (realizamos mediciones de absorbancia de las
preparaciones a los 1, 10 y 60 minutos). Sin embargo, estas preparaciones iban ganando
en coloraciéon azul-verdosa del ABTS oxidado a medida que pasaban los dias, mientras
que el control negativo permanecia inalterado (descartandose asi una posible oxidacion
natural del compuesto). En los casos de las muestras correspondientes a los
transformantes 15, 18 y 24 al cabo de 7-8 dias, la coloraciéon habia alcanzado un tono
verde oscuro similar a la preparacion realizada como control positivo (utilizando lacasa
purificada de Trametes versicolor). Este hecho nos lleva a pensar que:

1.— La cantidad de lacasa producida en medio liquido por los transformantes
pPEL3G es demasiado baja como para ser medida con el sistema tradicional de aumento
de absorbancia a 436 nm durante 1 minuto.

2.— La actividad de la lacasa producida es resistente en el tiempo y no se
degrada con facilidad, ya que las reacciones fueron almacenadas a temperatura ambiente y
sin la adicion de ningun agente protector (glicerol, inhibidores de proteasas...), siendo

activa durante varios dias posteriores a su secrecion al medio.

lI-7.2.6 Ensayos sobre corcho granulado.

A la vista de los resultados anteriores, y apoyados en la certeza de que la
actividad obtenida en cultivos en medio solido es mayor que la obtenida en medio liquido,
decidimos analizar el comportamiento de los transformantes pPEL3G 15 y 24 (mayores
productores en placa) creciendo en condiciones similares a las que encontramos en la
corteza de alcornoque o en el corcho almacenado. Para ello, realizamos cultivos en
granulado de corcho, segun la metodologia descrita en el apartado lI-14. Los extractos
etandlicos obtenidos de estos cultivos se enviaron al Centro de Valorizacion de la Calidad
en Enologia (CEVAQOE Espafia SL) donde se les realizd6 una andlisis por cromatografia
de gases con detector de captura de electrones (ECD) mediante el que se valoraron los
haloanisoles y halofenoles presentes. Los resultados de la cuantificacion llevada a cabo se

representan en la Tabla IlI-9.

143



Resultados y discusion Ry

Muestra 2,4,6-TCP (ng/g corcho) 2,4,6-TCA (ng/g corcho)
7. Jongibrachiatumwt + 2,4,6-TCP 105,30 283,11
PPEL3G-15 + 2,4,6-TCP 86,37 231,2
PPEL3G-24 + 2,4,6-TCP 91,72 239,8

Tabla llI-9: Cuantificacion de 2,4,6-TCP y 2,4,6-TCA presente en las muestras de corcho inoculadas con las cepas
silvestre, pPEL3G-15 y pPEL3G-24. Los valores corresponden a la media de dos experimentos independientes.

Como se puede observar, en los matraces en los que hemos inoculado los
transformantes 15 y 24 ha habido un descenso en la cantidad de 2,4,6-TCP con respecto
a la cepa inoculada con la cepa silvestre. En concreto, en la muestra correspondiente con
el transformante pPEL3G-15 hay un 17,97% menos de 2,4,6-TCP, mientras que el
descenso es menor en la muestra correspondiente al transformante pPEL3G-24, situandose
en un 12,89%. Estos descensos, si bien no representan una bajada drastica de las
cantidades totales, si que dejan patente el hecho de que el cultivo de cepas de 7.
longibrachiatum que expresan heterdlogamente el gen pe3 de P. eringii produce un
descenso en las cantidades de 2,4,6-TCP presentes en el corcho. Como hemos visto en
el apartado anterior, los niveles de actividad lacasa producidos por estos transformantes son
realmente pequefios, pero pese a ello podemos ver un descenso en la cantidad de 2.4,6-
TCP. Al ser la lacasa un enzima muy estable y activa durante largos periodos de tiempo
creemos que mayores tiempos de crecimiento del hongo [como los que tienen lugar en la
fase de estabilizacion del proceso de fabricacion del tapéon de corcho (ver apartado |-
1.4.3.1)], podrian dar como resultado un descenso todavia mayor en la concentracién de

2,4,6-TCP al observado en los 30 dias ensayados en este experimento.

De manera similar, vemos como los niveles de 2.,4,6-TCA producidos por los
transformantes pPEL3G-15 y pPEL3G-24 son un 18,3 % y un 15,3 %menores a los
producidos por la cepa silvestre. Aunque las diferencias no son cuantitativamente
importantes, si que son indicativas de que la expresién de altos niveles de actividad lacasa

podrian ser un herramienta eficaz para disminuir los niveles de 2,4,6-TCA en corcho.
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IV-1 Identificacion, clonacion y secuenciacion del
gen codificante del enzima CPOMT de T. longibrachiatum.

IV-1.1 Introduccion.

En estudios anteriores a este trabajo (Alvarez-Rodriguez et al., 2002a; Coque
et al., 2003) se habia demostrado que 7. /longibrachiatum tiene la capacidad de
transformar 2,4,6-TCP en 2,4,6-TCA como sistema de detoxificacion del medio, creciendo
tanto en medio liquido como sobre granulado de corcho. Estos autores habian demostrado
que el mecanismo por el cual se forma el 2,4,6-TCA es la O-metilacion de modo que,
en un unico paso, un posible enzima clorofenol- O-metiltrasferasa transfiriere un grupo
metilo desde el donador universal de grupos metilo (SAM) al grupo hidroxilo del 2,4,6-
TCA, dando lugar al 2,4,6-TCA. Uno de los objetivos prioritarios al comenzar este trabajo
era la completa caracterizacion de la proteina CPOMT de 7. /longibrachiatum, para lo cual,
abordamos como primer paso la purificacion y secuenciacion de péptidos internos de la

misma.

Tiempo atras, para secuenciar proteinas se necesitaban grandes cantidades de
proteina pura para, posteriormente, ser utilizadas en una técnica denominada degradacion
Edman, en la que se identificaban aminoacidos que eran liberados quimicamente desde el
extremo amino terminal de la proteina. Esta era una técnica compleja, con limitaciones
(proteinas acetiladas en el amino terminal) y que conllevaba gran cantidad de tiempo.
Durante los 90, se desarrollé la técnica de la espectrometria de masas (MS) mediante la
cual las biomoléculas son ionizadas y su masa puede ser medida en funcion de su
desplazamiento en un sistema de vacio. Esta técnica reemplazé a la degradacion Edman,
al ser mas rapida y potente, y no tener las limitaciones de ésta (Steen y Mann, 2004).
Un esquema del desarrollo tipico de un experimento de caracterizacion de péptidos y

proteinas por MS se indica en la Figura IV-1.

Féptidoz Aguja- Espectro de

Purificaciont Sepsracién | Spray Espectrometria de | masas Andlisis de

Digestion

@ Fraccionamiento proteica e pépticos Al lonizacion masas 2 datos
@ @ e itk ST 7
) @ ® i { — 5 PR £ R
@ o SOEPAGE e Tripsina =HPLC ] = Electraspray Péptidas =Cwadrupolo £ Py . !:_las;queda
= Cultivo .20 o} orlysC = Intercambio idnica  « MALDI ionizados  « TOF péptidos

» Asp-N « Trampa idnica “MAECOT
quadrupola = Sequest

Figura IV-1. Experimento modelo de caracterizacion de proteinas por MS (Steen y Mann, 2004).

Pese a que los espectrometros de masas pueden medir la masa de proteinas
intactas hay varias razones por las cuales es preferible realizar la secuenciacion de
péptidos de la misma y no de la proteina entera. Una de ellas es la dificultad de
mantener la solubilidad de ciertas proteinas sin recurrir a detergentes (que interfieren con
la MS) o la dificultad de predecir la secuencia a partir de la masa de proteinas enteras,

pero sobre todo si la finalidad de la secuenciacién es la identificacion de la proteina, lo
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mas importante es la informacion sobre la secuencia y la MS presenta su maxima
sensibilidad obteniendo la secuencia de péptidos de hasta 20 aminoacidos (Steen y Mann,
2004 ). En cualquier caso, el éxito de esta secuenciacion de novo depende de la calidad
de los datos (en términos de precision de la masa y resolucion del instrumental) que a
su vez esta relacionada con la calidad de la muestra de partida. Es por este motivo por
el que decidimos realizar una purificacion de la proteina previa a la MS pese a que esta
técnica no requiere una purificacion a homogeneidad de la proteina a identificar. Una mayor
calidad de los datos va a resultar en un menor numero de indeterminaciones en la
secuenciacion de péptidos internos, cuestion que es basica a la hora de identificar una

proteina en funcion de cortos fragmentos de la misma.

IV-1.2 Idoneidad de Ila técnica de secuenciacibn de novo para la

identificacion de proteinas.

La metodologia clasica a la hora de abordar el clonado de genes se basa en el
conocimiento de, al menos, un fragmento de la secuencia de los mismos. Si se conoce
un fragmento de la secuencia, gracias a las técnicas bioinformaticas actuales y a la
existencia de bases de datos cada vez mas extensas y completas se puede comparar esta
secuencia con la de genes de otras especies (ortdlogos o paralogos) que tengan una
funcion igual o similar, o incluso, con genes homédlogos dentro de la misma especie. Estas
comparaciones nos van a dar informacién sobre la secuencia completa de dichos genes de
funcion similar, permitiéndonos disefiar diversas estrategias para clonar en su totalidad el

gen de estudio (Kwok et al, 1994).

Una de las estrategias mas habituales es realizar un alineamiento de secuencias
de genes con la misma funcion, a fin de identificar secuencias conservadas en los mismos
que nos permitan disefiar cebadores con los que amplificar el gen de interés (Wilks et
al., 1989), o generar sondas con las cuales rastrear genotecas (Lee et al., 1988). Para
realizar esos alineamientos es necesario que las secuencias que lo componen pertenezcan
a la misma familia o realicen la misma funcion en el organismo. Es aqui donde radicaba
el problema en nuestro caso particular ya que al realizar la busqueda “chlorophenol-O-

methyltransferase” en la base de datos PubMed (http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez) no

encontramos ningun resultado de genes previamente descritos que poseyeran dicha funcion,
sino que obtendriamos entradas referidas a genes de la familia de las metiltransferasas
SAM dependientes. La superfamilia de las metiltransferasas (EC 2.1.1-) engloba una gran
cantidad de grupos (ver Tabla IV-1) con diferentes sustratos de actuacién y que estan
relacionadas en funciones completamente dispares, desde la metilacion del ADN hasta la
modificacion de aminoacidos. Al tratarse de una familia tan heterogénea y no haber
encontrado ninguna metiltransferasa de clorofenoles en las bases de datos, no nos era
posible realizar un alineamiento en el que no estuviéramos cometiendo errores de bulto, al
incluir proteinas solo por el hecho de ser metiltransferasas cuando su funcion y por tanto

su estructura, podia ser completamente diferente.
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Llegados a este punto, y ante la falta de informacion necesaria, decidimos
abordar el problema basandonos en los unicos datos fiables de los que disponiamos, los
de la actividad enzimatica y tratar de recorrer el camino inverso, es decir, partir de Ia
actividad enzimética para llegar al gen. Para ello decidimos realizar una optimizacion de la
purificacion de la enzima CPOMT con la finalidad de obtener (mediante la secuenciacion
de novo de péptidos internos) fragmentos de la propia secuencia de la proteina con los
cuales poder disefiar una sonda totalmente homodloga que nos permitiera realizar el rastreo

de la genoteca genomica de 7. longibracihiatum construida para este trabajo.

Methyitransferases [D08.811.913.555.500]

- Acetylserotonin O-Methyitransferas [D08.811.913.555.500.100]

- Betaine-Homocysteine S-Methyitransferase [D08.811.913.555.500.175]

- Catechol O-Methyltransferase [D08.811.913.555.500.250]

- DNA Modification Methylases [D08.811.913.555.500.350]-DNA(
-Cytosine-5-)-Methyltransferase [D08.811.913.555.500.350.500
- Site-Specific DNA- Methyltransferase (Adenine-Specific)

[D08.811.913.555.500.350.700]
- Site-Specific DNA-Methyltransferase (Cytosine-Specific)
[D08.811.913.555.500.350.850]

- Glycine N-Methyltransferase [D08.811.913.555.500.387]

- Guanidinoacetate N-Methyitransferase [D08.811.913.555.500.425]

- Histamine N-Methyltransferase [D08.811.913.555.500.500]

- Homocysteine S-Methyltransferase [D08.811.913.555.500.625]

- 5-Methyitetrahydrofolate-Homocysteine S-Methyitransferase [D08.811.913.555.500.645]

- Nicotinamide N-Methyltransferase [D08.811.913.555.500.650]

- Phenylethanolamine N-Methyitransferase [D08.811.913.555.500.700]

- Phosphatidyl-N-Methylethanolamine N-Methyltransferase [D08.811.913.555.500.710]

- Phosphatidylethanolamine N-Methyitransferase [D08.811.913.555.500.7 12]

- Protein Methyltransferases [D08.811.913.555.500.800]
- Protein Methyltransferases [D08.811.913.555.500.800]
- Histone-Lysine N-Methyltransferase [D08.811.913.555.500.800.400]
- O(6)methylguanine-DNA Methyltransferase [D08.811.913.555.500.800.650]
- Protein-Arginine N-Methyltransferase [D08.811.913.555.500.800.750]
- Protein-O-Methyltransferase [D08.811.913.555.500.800.800]

- Thymidylate Synthase [D08.811.913.555.500.862]

- tRNA Methyltransferases [D08.811.913.555.500.925]

Tabla IV-1. Familia de las metiltransferasas. Fuente: Natonal Library of Medicine (www.nlim.nih.gov/)

En la ultima década, la MS se ha convertido en el método mas utilizado para la

identificacion de proteinas. Extractos celulares, mezclas de proteinas y proteinas aisladas por
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inmunoprecipitacion o cromatografia se estudian rutinariamente utilizando esta técnica
(Chalmers y Gaskell, 2000; Aebersold y Mann, 2003; Dreger, 2003 ). Su versatilidad es
tal que permite analizar todo tipo de muestras desde tejidos hasta material vegetal
(Roberts, 2002). Debido a este gran numero de aplicaciones y al gran volumen de
informacion que puede generar, el nimero de publicaciones relacionadas con estas técnicas

ha aumentado de manera exponencial en los ultimos 20 afios (ver Figura IV-2).

7007 @ Electrospray

so04{ -+ MALDI

Avrticulos

Figura IV-2. Progresion del numero de publicaciones
relacionadas con la identificacion de péptidos por tecnicas
de MS entre los anos 1984 y 2000 (Kinter y Sherman, 2005).
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Teniendo en cuenta la amplia utilizacién de esta técnica y su alta especificidad y
rendimiento, decidimos realizar una combinacion entre purificacion de la proteina por FPLC
y posterior identificacion de los candidatos mas plausibles (bandas proteicas con actividad
clorofenol- O-metiliransferasa que ademas eran detectadas por fotomarcaje radiactivo con

SAM tritiada) como la opcion mas fiable y solida de todas las posibles.

IV-1.3 Identificacion de CPOMT como una O-metiltranferasa.

Como resultado del analisis por MS del enzima CPOMT obtuvimos una serie de

péptidos internos a partir de la proteina purificada que se recogen en la Figura IV-3.

MAELRAPSSL STERNGSASN TDVDKQKLNH LYQNGNKKTG SAESRMLVLA

A ETI RAETQKL HAYLESNG A QPDLSVDAPD DFPPLPDEI Q ESRQKI FLAS
RELTDI VRGP RETVRYAWAS YLDTLSLQLI NSYG AKLVP LDAPI KLTEL
QSKTPLEPVH LARALRHAMT NNI FREPSPG Yl AHTSSSRI  LAQDPAL QAW
VGFNSEDAFP AAGHVLQALK DHPEAI SSTH AGFNYAFNTV GQEPMFATLG
KDLARAKRFA QAVHSFSHGE GYKVSYFVDN YDLSEVDKRG GTFVDI GGSH
GFVSVELAKR WKDMKFI VED LPKTI ESAPQ PI'SDDKITVAD RI SLQAHDFF
QEQPVKAADV_YFFRW | HNH AKPYAVST] R [NCT PALKPGA_RVWT NDYCT
EAGSENAVDE KLLRNVDM M GALLNAQERE EVEFRELFEA ADPRFKFKGV
QRVENCKNBV | EAVWADE

B Péptido Predicho Péptido Real Identidad

KDVYFFR ADVYFER 85,7 %

PYAVSIL/1] PYAVSI 100 %

VV[L/IINDYC[L/IIR \VVINDYCIR 100 %

\VAHD[F/Mox][F/Mox][Q/K]EARPK OQAHDFFQEPVK 46,7 %
VL/JAE[Q/K] [L/IK No encontrado 0%

NLIPALKPGAR NLIPALKPGAR 100 %

[LT/DV]ESAP[Q/K]P[L/I]SDDK TIESAPOPISDDK 92,3%

[(L)EPVHIAR 6 bien I{L)EPVIHAR LEPVHLAR | 77.8%

Figura IV-3. A) Secuencia de aminoacidos del enzima CPOMT de 7. fongibrachiatum. En las cajas se
enmarcan los péptidos determinados a partir de la proteina purificada. B) Comparacion entre la secuencia
predicha y la secuencia real de los peptidos.
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Estos péptidos representaban aproximadamente el 14% del total de la secuencia
de la proteina. Tal como se aprecia en la Figura V-3, la calidad de los péptidos
secuenciados, en referencia a la identidad mostrada con la secuencia real es realmente
buena, alcanzando el 100% en tres de ellos, de los cuales dos se predijeron sin
indeterminaciones. La obtencibn de unos péptidos fieles a la secuencia real facilita
enormemente la identificacion de la proteina. Ademas en el proceso de identificacion nos
vimos favorecidos por el hecho de que dos de los péptidos secuenciados coincidian con
dos de los dominios conservados de las metiltransferasas SAM dependientes, en concreto el
péptido ADVYFFR coincide con el Motivo A (lbrahim et al, 1998) y el péptido
NLIPALKPGAR coincide con el Motivo C (Chandrashekhar et al., 1998) descritos en el
apartado 1l1-3.6.2.2 de Resultados y discusion. Ademas de la buena calidad de los
péptidos, es remarcable el hecho de que 4 de ellos tenian un tamafo superior a los 9
aminoacidos, lo que nos permiti6 disefiar unos cebadores de una longitud adecuada, ya
que el tamafio minimo aconsejado para el disefio de cebadores degenerados oscila entre 4
y 6 aminoacidos (Kwok et al., 1994). Por otra parte estos datos también nos permitieron
realizar alineamientos con las proteinas en los que estaban conservados los péptidos
secuenciados de novo en la CPOMT, asegurandonos por tanto de que todas estas

proteinas posiblemente eran homoélogas a la CPOMT de 7. /longibrachiatum.

Por lo tanto, gracias a los datos de huella peptidica y secuenciacién de novo
nos fue posible la identificacion del enzima CPOMT de 7. /longibrachiatum y el posterior
rastreo de una genoteca gendmica que, finalmente, dio como resultado la secuenciacion y

clonacion del gen cpomt.

IV-2 El enzima CPOMT. Funcién y sentido bioldgico.

IV-2.1 Andlisis filogenético de Ila actividad metiltransferasa sobre

compuestos fendlicos. Busqueda de homélogos.

Tal como se ha comentado en el primer apartado de esta discusion, la familia
de las metiltransferasas engloba un gran numero de proteinas con una gran heterogeneidad
en cuanto a funciones y estructuras. En nuestro caso particular, nos encontramos ante una
enzima capaz de transferir grupos metilo a compuestos de origen fendlico. Pese a que se
ha evidenciado la existencia de la metilacion de fenoles halogenados tanto en bacterias
(Allard et al., 1987; Neilson et al, 1988) como en eucariotas (Cserjesi y Johnson,
1972; Drotar y Fall, 1985; Coulter et al., 1993) al realizar busquedas en bases de datos
nos encontramos con la inexistencia de proteinas de funcion similar que hayan sido
secuenciadas y caracterizadas con anterioridad a este trabajo, lo cual dificultaba el andlisis

funcional de la misma.
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Sin embargo, al comparar la secuencia del enzima CPOMT de 7. /ongibrachiatum
con las bases de datos (ver Figura Ill-14 del apartado de Resultados) pudimos encontrar
que se habian depositado secuencias tanto de hongos como de bacterias, que presentaban
un altisimo grado de homologia con el enzima CPOMT. Las zonas de homologia de estas
proteinas no se restringian Unicamente a los dominios conservados de las metiltransferasas
(que son similares en todas las metiltransferasas, independientemente de su funcion y el
sustrato que metilen), sino que estan repartidas a lo largo de toda la secuencia de la
proteina, lo que puede sugerir un origen comun, es decir, que son proteinas con la
misma, o al menos parecida funcion (proteinas homodlogas). Ademas, al realizar estas
busquedas en bases de datos encontramos que existian hongos en los que existia mas de
una proteina con alta homologia con la CPOMT y que eran identificadas como posibles

metiltransferasas.

Figura  IV-4.  Arbol filogenético
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Para tratar de establecer algun tipo de relaciébn entre todas éstas proteinas,
realizamos un arbol filogenético (Figura IV-4) con ayuda del programa MegAlign
(DNAStar). En la elaboracion del arbol utilizamos ademas de la secuencia de la CPOMT,
de 7. Jongibrachiatum las secuencias de las 5 proteinas con mayor homologia con ésta
(ver Tabla IlI-4). Utilizamos también las cuatro hipotéticas metiltransferasas que mostraban
mayor homologia con la CPOMT de C. globossum y P. marmeffei ya que son los
microorganismos en los que se detectaron mas probables metiltransferasas homoélogas con
CPOMT. También afadimos las secuencias de las dos metiltransferasas con mayor
homologia pertenecientes a organismos procariotas ( Streptomyces y Nocardiopss), con el
fin de comprobar si pudieran tener un origen comin con el gen eucariota. Finalmente

afadimos la secuencia de una metiliransferasa de T7alaromyces stipitatus, dado que es la
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unica de las proteinas homdlogas encontradas al realizar una comparacion con las bases
de datos bioinformaticas (BLAST) de la que se conoce su sustrato presentando éste

cierto parecido estructural con los clorofenoles (hidroxiindol) .

En una primera observacion del arbol filogenético obtenido, centrandonos en la
rama que contiene a la CPOMT, vemos que estd mas préxima a un grupo de cuatro
proteinas, que incluye las cuatro proteinas con mayor homologia correspondientes a M.
crassa, P. anserina, C. globossum (que forman un subgrupo aparte) y G. zeae (con la
que esta mas emparentado filogenéticamente T7richoderma ya que ambos microorganismos
pertenecen al orden de los hipocreales). En este grupo estarian englobadas las proteinas
que sin duda tienen un origen comun y que, a falta de datos experimentales sobre su

funciéon bioldgica podriamos aventurar que también serian capaces de biometilar clorofenoles.

De las diez proteinas de Chaetomium y Peniciflium incluidas en el éarbol 6 de
ellas (4 de Penicillium y 2 de Chaetomium) se agrupan junto con la hidroxiindol O-
metiltransferasa de 7. stipitatus en un brazo independiente al de la CPOMT (indicando que
estd mas relacionada con esta Ultima). Tal como se indicoé anteriormente el hidroxiindol
tiene una estructura ligeramente parecida a los triclorofenoles, por cuanto que contienen un
anillo bencénico. De hecho, los derivados del indol también son toxicos para los seres
vivos y tienen aplicaciones antifungicas y antibacterianas (William y Thomas, 1992; Phay et
al., 1999). Por tanto, atendiendo a esta similitud de sustratos, puede ser que se trate de

una familia de proteinas bastante cercanas evolutivamente hablando.

En la parte inferior del &rbol filogenético encontrariamos una serie de proteinas
que no guardan suficiente parecido con la CPOMT como para estar englobadas en su
grupo (C. globossum XP_001221615.1 y P. mameffei  XP_002149111.1) y otra rama
que logicamente guarda menor parecido ya que engloba a las proteinas procariotas
comparadas. Por dultimo, es llamativo el hecho de que exista una proteina de C.
globossum (XP_001228573.1) que forma una rama bastante distanciada del resto
guardando incluso menor similitud que el grupo de las metiltransferasa bacterianas. Esto
puede deberse al hecho de que pese a ser una metiltransferasa sea de un origen
diferente al resto de proteinas del arbol, posiblemente a causa de a la gran amplitud y
complejidad de la familia de las metiltransferasas a que nos venimos refiriendo desde el

comienzo de esta Discusion.

Finalmente, cabe destacar la homologia mostrada en la zona del genoma
adyacente al gen cpomt Tal como se expuso en el apartado llI-3.7 de Resultados existe
una alta homologia con varias policétido sintasas fungicas del tipo |. Estas proteinas estan
involucradas en la sintesis de gran variedad de compuestos a partir de la polimerizacion de
acidos grasos simples. Las policétido sintasas se caracterizan por la existencia de varios
dominios cada uno de los cuales tiene una funcion especifica. Es interesante el hecho de
que entre estos motivos existen algunos con actividad metiltransferasa, aciltransferasa... De

hecho, de las enzimas encontradas llama poderosamente la atencién una policétido sintasa
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de Microsporum canis (secuencia depositada por Cuomo et al.) que posee dominios C-
metiltransferasa, para la biosintesis de alternapirona, un decacétido que posee metilaciones
en todos sus carbonos en posicion 2 (Fujii et al, 2005). Este dato, y el hecho de que
estas dos enzimas estan posicionadas de manera contigua en el genoma nos permite
conjeturar que podriamos encontrarnos ante una agrupacion de genes relacionados con el
metabolismo de &cidos grasos y fendlicos (ligninas, componentes de las membranas vy
paredes celulares...). Si asumimos este hecho, seria posible la circunstancia de que
evolutivamente, a causa de una duplicacion génica, el dominio metiliransferasa de Ila
policétido sintasa se haya modificado, dando lugar a una nueva proteina con capacidad de

metilar compuestos fendlicos.

En cualquier caso, el principal problema con que nos encontramos al tratar de
clasificar la CPOMT es la enorme cantidad y variedad de proteinas anotadas como
metiltransferasas flungicas y la poca informacion disponible sobre ellas pero, sobre todo, el
hecho de que también es probable que la funcion metiltransferasa de clorofenoles sea una
funcion secundaria (como se discutirda en un apartado posterior) y que hace que
establecer relaciones de homologia sea practicamente imposible. En este aspecto, las
perspectivas futuras a medio plazo son prometedoras, ya que el volumen de datos de
genomas y proteomas de hongos filamentosos esta creciendo enormemente, lo que unido a
la anotaciéon de los mismos posibilitaran la identificacion y ordenacion de proteinas con una

mayor eficiencia y precision.

IV-2.2 Inducciéon del gen cpomt.

Tal como se fue descrito previamente por Coque et al, (2003) la enzima
CPOMT es inducible por la adicion de clorofenoles (con al menos dos &tomos de cloro),
siendo esta induccion mayor con la adicion de 2,4,6-TCP. Estos experimentos fueron
realizados a nivel de actividad enzimatica dado que el gen todavia no habia sido clonado
y no podian realizarse otro tipo ensayos. Sin embargo, como resultado de este trabajo se
consiguié la clonacion del gen cpomt, por lo que nos propusimos como siguiente objetivo
tratar de demostrar la induccién con 2,4,6-TCP a nivel de transcripcion. Para ello, se
realizaron experimentos de RT-PCR semicuantitativa (ver apartado llI-3.8 de Resultados)
que demostraron que la transcripcion del gen se ve incrementada hasta tres veces su nivel

normal tras los 60 minutos de una inducciéon con 10 pg/ml de 2,4,6-TCP.

A estos datos experimentales hay que afadir el hecho de que en la secuencia del
promotor del gen cpomt han sido encontrados (ver apartado Ill-3.4 de Resultados) varios
sitios de regulacion que pueden estar estrechamente relacionados con esta induccién. En
primer lugar se encuentran dos sitios Xbpl (Xhol site binding protein 1). Su posicion en
la secuencia promotora y el alto coeficiente de similitud nos sugiere que el hipotético gen
cpomt puede estar regulado tanto positiva como negativamente como respuesta ante una
situacion de estrés (Mai y Breeden, 1997), lo que es logico debido a que los

clorofenoles actidan desregulando la fosforilacion oxidativa al intercalarse en las membranas
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mitocondriales y romper los gradientes de protones (Terada, 1990), conllevando todo ello

un considerable estrés oxidativo para la célula.

Por otra parte también se encontraron dos probables sitios de union relacionados
con drogas (PDRE). LeCrom et al, (2002) describen la presencia de estas regiones
regulando genes involucrados en la degradacion de compuestos aromaticos provenientes de
la lignocelulosa. Obviamente, los clorofenoles son compuestos aromaticos por lo que es
perfectamente plausible que se encuentre este tipo de sefales en la region promotora del

gen cpomt.

Finalmente, es destacable la presencia de elementos de regulacién por metales
(MRE). En la secuencia encontramos un elemento de regulacion por cobre, siendo
relevantes los estudios que demuestran que las enzimas relacionadas con la degradacion de
ligninas y compuestos fendlicos (como lignino—peroxidasas, manganeso-peroxidasas vy
lacasas) estdn reguladas por elementos de respuesta a metales (Bollag et al., 1984;
Gold et al., 1993; Alic et al., 1997; Palmieri et al.,, 2000). Estos datos estan apoyados
por el trabajo realizado por Coque et al, (1993) en el que se demuestra la regulacion
de la actividad O-metiltransferasa (en extractos proteicos de 7. /ongibrachiatum) por iones
metalicos probando que Cu2+, HgZ+, zn’’ y Ag+ inhibian completamente esta actividad,

mientras que Ca2+, Cs+, Fe2+ y NH4+ tenian un efecto inhibitorio mas moderado.

IV-2.3 Significado biolégico de la actividad CPOMT.

La biometilacion de clorofenoles es un hecho estudiado y confirmado en numerosos
trabajos (Cserjesi y Johnson, 1972; Curtis et al., 1972, 1974; Gee y Peel 1974) siendo
tradicionalmente los hongos filamentosos los principales responsables de su produccion
(Sponholz 'y Muno, 1994; Jeffers et al, 1997; Silva Pereira et al, 2000). Los
clorofenoles son algunos de los compuestos xenobidticos mas extendidos que podemos
encontrar en la naturaleza ya que han sido utilizados como pesticidas y fungicidas durante
largo tiempo por su gran toxicidad, debido a la naturaleza liposoluble de estas moléculas,
que les permite atravesar la pared celular y la membrana citoplasmatica alcanzando el
interior celular. Ademas, estos compuestos pueden permanecer décadas como contaminantes
de los medios naturales debido a que su estructura los convierte en moléculas muy estables
y dificilmente degradables.

Como se expone en la Introduccion de esta memoria la teoria de la biometilacion
del 2,4,6-TCP (Silva Pereira et al., 2000b) parece ser la mas plausible y aceptada por
la comunidad cientifica. Cuando los microorganismos detectan la presencia de clorofenoles en
el ambiente proceden a su desactivacion (proceso denominado detoxificacion o
descontaminacién) ya que de lo contrario, pueden sufrir dafios severos que afecten a su

fisiologia.
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En este trabajo hemos centrado el problema en la aparicion de 2.,4,6-tricloroanisol
a partir de la metilacion directa por parte de los microorganismos existentes en el corcho.
En este ambito, la teoria de la biometilacion de Silva Pereira se vio apoyada por los datos
experimentales que aportaron Alvarez-Rodriguez et al., (2003) demostrando que de 14
especies de hongos filamentosos aisladas de planchas de corcho, 11 eran capaces de metilar
2,4,6-TCP en mayor o menor medida dando lugar a 2,4,6-TCA.

A pesar de todas estas evidencias, el significado biolégico de las reacciones de
O-metilacion de halofenoles es poco conocido y son pocos los datos sobre metiltransferasas
identificadas y caracterizadas implicadas en la formacion de anisoles. De hecho, uUnicamente
se ha purificado una metiliransferasa especifica para fenoles 2,4-disustituidos de PAP.
chrysosporium (Coulter et al., 1993). Coque et al, (2003) tras una primera aproximacion
a la purificacion de la CPOMT observaron que la actividad de la proteina purificada era
bastante baja cuando se comparaba con la actividad especifica de esta fenol metiltransferasa
descrita anteriormente. Este hecho podria explicarse si los clorofenoles no fueran los
verdaderos sustratos fisiologicos de la enzima. De hecho, los clorofenoles no son compuestos
naturales, aparecieron en la naturaleza de la mano del hombre hace Unicamente unas
décadas, por lo que es dificil imaginar que los hongos filamentosos hayan desarrollado de
novo una actividad enzimatica especificamente disefiada para su detoxificacion. Desde este
punto de vista, se podria especular que la actividad clorofenol O-metiltransferasa es en
realidad una actividad secundaria o no especifica de una metiltransferasa relacionada con la

biometilacion de otros sustratos fisioldgicos que todavia no se han identificado.

IV-3 Expresion heterdloga de lacasas en T.
longibrachiatum.

Tal como se explico en el apartado IllI-7, las lacasas son enzimas producidos en
gran cantidad y excretados al exterior de la célula, fundamentalmente, por los hongos que
causan la podredumbre blanca de la madera en su ruta de degradacién de la lignina.
Ademas, son capaces de atacar clorofenoles, ya que pueden oxidar gran variedad de
compuestos fendlicos y aminas aromaticas usando el oxigeno como aceptor de electrones
(Yaropolov et al., 1994). La hipotesis de trabajo era corroborar si la produccion de
niveles apreciables de una actividad lacasa podia contribuir a eliminar eficazmente los
clorofenoles presentes en el medio de cultivo, evitandose asi la formacién de cloroanisoles.
Tal como se ha detallado en la Introduccion de esta memoria, el principal clorofenol
causante del cork taint es el 2,4,6-TCP. Se ha demostrado en numerosos estudios que
este compuesto en concreto, también puede ser oxidado por multitud de lacasas producidas
por basidiomicetos tales como Coriolus versicolor, Panus tigrinus, Trametes sp. y Cerrena

unicolor (Leontievsky et al.,, 2000, 2004; Lisov et al., 2006).
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Con el objetivo de disminuir la concentracion de 2,4,6-TCP en el corcho, en
este trabajo se ha abordado la expresion heterdloga de lacasas de los basidiomicetos
Polyporus hydnoides y Pleurotus eryngii en T. longibrachiatum. Como resultado de dichos
experimentos se consiguid la expresion de la lacasa PEL3 de AP. eringii, aunque con

niveles bastante bajos, siendo imposible la expresion del gen LAC1 de P. hydnoides.

De este modo se pudo apreciar claramente un descenso en la concentracion de
2,4,6-TCP en cultivos realizados en granulado de corcho inoculados con la cepa
transformante de 7. /longibrachiatum lo que demuestra que esta estrategia es valida a la

hora de disefiar una solucion biotecnolégica al problema de la contaminacion por clorofenoles.

IV-4 Perspectivas futuras.

El trabajo que hemos descrito se enmarca dentro de una linea de investigacion
(iniciada en 1999) que tiene como objeto la blusqueda de posibles soluciones
biotecnoldgicas al problema de la contaminacion del corcho por cloroanisoles, especialmente

el 2,4,6-TCA que da lugar a la aparicion del cork taint.

En trabajos anteriores, se ha postulado que el verdadero problema del cork taint
no es la presencia de microorganismos en el corcho, sino la absorcion de pesticidas
clorofendlicos por la corteza del alcornoque con la que posteriormente se fabricaran los
tapones. Dichos clorofenoles son detoxificados principalmente por hongos filamentosos para
producir cloroanisoles no toéxicos. Controlar el contacto de los clorofenoles con el arbol es
casi imposible, habida cuenta de que éstos productos son contaminantes ubicuos, por lo
que, a nuestro juicio, la estrategia deberia centrarse en el paso posterior, es decir, en la
bioconversién de 2,4,6-TCP en 2,4,6-TCA.

En este trabajo se ha tratado de abordar una solucion biotecnologica al problema
del cork taint desarrollando una estrategia de control de la aparicion de cloroanisoles en el

corcho que debia basarse en dos principios:
|l.- Impedir la formacion de 2,4,6-TCA.

Esta ha sido una primera aproximacion al problema desde un punto de vista de
ciencia basica, es decir, tratando de demostrar las bases cientificas de las posibles
soluciones reales que se podrian aplicar en un futuro: se ha confirmado que la clave de
la produccion de cloroanisoles estd en el gen cpomt y se han desarrollado diversas
herramientas moleculares (sistemas de transformacién, marcadores de seleccion, genoteca,
demostracion de funcionamiento de atenuacion génica...) etc. Todos estos avances

facilitarian las siguientes lineas futuras de trabajo que proponemos a continuacion:

I-A. Utilizacion de Trichoderma longibrachiatum CECT 21431 como cepa
de control biolégico, aprovechando las propiedades que hacen de este género un

microorganismo modélico para este tipo de usos (Hijelljord y Tronsmo, 1998). Para la
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utilizacion de esta cepa como agente de biocontrol (inoculandola en la corteza del
alcornoque o en las planchas de corcho en su etapa de reposo) seria necesario realizar
una construccion de atenuacion o interrupcion del gen cpomt basandose en marcadores de
seleccion no antibidticos. La seleccion por auxotrofia es un método ampliamente utilizado
para hongos filamentosos (Diez et al, 1987; Weidner et al, 1998) que eliminaria el
problema de trabajar con resistencias a antibidticos en el ambito de la produccion de
alimentos. Durante este trabajo se ha adelantado este objetivo, aislando un fago
recombinante que incluye la secuencia del gen py/G de T. Jongibrachiatum (datos no

mostrados ), por lo que el paso inmediato seria la obtencion del mutante auxotrofo.

I-B. Secuenciacion de las zonas adyacentes al gen c¢pomt La
secuenciacion de un amplio fragmento de zonas adyacentes al gen pude realizarse rapida y
sencillamente mediante un nuevo rastreo de la genoteca genomica realizada para este
trabajo. Esta informacién seria de gran utlidad para confirmar si el gen se encuentra o no
en una agrupacion geénica especifica para el metabolismo de derivados de la lignina.
Asimismo seria interesante el clonado del gen policétido sintasa adyacente a cpomt y su

expresion en E. coli o S. cerevisiae que arrojaria luz sobre su verdadera funcion.

ll.- Eliminar o, al menos reducir, el 2,4,6-TCP presente en el corcho.

Por otra parte, se ha demostrado que la expresion heter6loga de lacasas en 7.
longibrachiatum puede ser una estrategia eficaz a la hora de abordar la eliminacién del
2,4,6-TCP contaminante de en la corteza del alcornoque. En este apartado, las lineas de

trabajo propuesta serian las siguientes:

II-A. Rastreo de nuevos transformantes pPEL3G. Habiendo confirmado
que la construccion es operativa en 7. Jongibrachiatum, el rastreo de un transformante en
el que la expresibn sea mayor parece, a priori, la opcibn mas rapida y aconsejable para
obtener una cepa que degrade 2,4,6-TCP. En este caso no seria necesario realizar una
nueva construccion como en el supuesto I-A, ya que puede ser co-transformada con otra
construccion que porte un marcador no antibidtico. Alternativamente se podria abordar la
optimizacion de la construccion de expresion o el intento de expresion de otros genes

codificantes de lacasas que rindieran mejores resultados.

II-B. Co-cultivo de mutantes atenuados MTaten de 7. /longibrachiatum
con grandes productores de lacasas como Pleurofus ostreatus. Recientemente se ha descrito
que cultivos de P. ostreatus infectados con esporas de T7richoderma viride conducen a una
mayor produccién volumétrica de lacasas, asi como a una mayor estabilidad de la actividad
(Flores et al., 2009). Mediante esta técnica se conseguiria evitar la produccion de
2,4,6-TCA (al usar la cepa con el gen cpomt atenuado) y aumentar la produccion de
lacasas secretadas por P. ostreatus, lo que revertiia en un descenso de la concentracion
de 2,4,6-TCP.
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ll.- La obtencién de un doble mutante 7. longibrachiatum cpomt / lac’.

Finalmente, la conjuncion de ambas estrategias con fa obtencion de un doble
mutante 7. /longibrachiatum cpomt_/ lac’ ('superproductor de lacasas e incapaz de producir

el enzima CPOMT) deberia ser una herramienta prometedora para controlar la produccion
de 2,4,6-TCA en el corcho.
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1.— Se ha optimizado el método de purificacion del enzima CPOMT de 7.
longibrachiatum 1o que nos permitid6 obtener cantidades de proteina suficientes determinar la
secuencia de aminoacidos de varios péptidos internos mediante analisis por huella peptidica

y doble espectrometria de masas.

2.— ElI enzima CPOMT es una proteina de 468 aminoacidos, con una masa
molecular deducida de 52,4 KDa. Esta codificada por una ORF denominada gen cpomt, de
copia unica en el genoma de 7. /longibrachiatum y de 1637 pb, interrumpida por la

presencia de 4 intrones.

3.- La proteina CPOMT de 7. /longibrachiatum muestra alta homologia con
numerosas metiltransferasas del tipo Il de hongos. Ademas, se han encontrado 3 dominios
conservados de metiltransferasas SAM dependientes (Motivos A, B y C) en su secuencia.

Estos datos nos permiten concluir que el enzima CPOMT es una O-metiltransferasa.

4.- La transcripcion del gen cpomt es inducida por 2,4,6-TCP cuando este

compuesto esta presente en medio de cultivo.

5.- La atenuacion del gen cpomt mediante la utilizacion de la técnica de ARN
de interferencia resulté en un descenso del 32,32% en la transcripcion del gen en el

mutante analizado con respecto a la cepa silvestre.

6.— La atenuacion del gen cpomt produjo una disminucién de aproximadamente el
37% en la cantidad de 2,4,6-TCA producido por el mutante en comparaciéon con la cepa
silvestre, asi como un descenso (aproximadamente del 48,86%) en los niveles de
actividad CPOMT.

7.— La expresion heterdloga del gen pel3 de P. eringii en T. longibrachiatum,
aunque conseguida de manera poco eficiente, produjo una disminucion en los niveles de
2,4,6-TCP y 2,4,6-TCA presentes en granulado de corcho, lo que implica que esta

estrategia es valida para reducir los niveles de 2,4,6-TCA en corcho.
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