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Introduccion. La lacasa, es la mas comun de las
enzimas modificadoras de la lignina producidas por los
hongos de la podredumbre blanca (1). Trametes hirsuta
es un organismo de este grupo muy promisorio en
aplicaciones biotecnoldgicas por su alta produccion de
lacasas estables. Estas enzimas tienen un gran potencial
en los procesos de biorremediacion por su habilidad para
degradar compuestos recalcitrantes (2). Frecuentemente
los hongos producen isoformas de lacasas, por lo que
mas de un gen de estas enzimas es expresado en este
grupo de organismos, aunque también las isoformas
pueden ser producto de modificaciones
postransduccionales.

En este sentido el presente trabajo se enfocé en la
identificacion del gen de la lacasa en el genoma del
hongo Trametes hirsuta (Bm-2) y en determinar si existe
multiplicidad del mismo.

Metodologia. EI ADN genémico de Bm-2 se utilizé6 como
molde para la amplificacion del gen de lacasa, con los
iniciadores Primer |/Primer 1l (3). El producto de
amplificacion fue clonado en el vector pGEM-T Easy para
su secuenciacion. Southern blot: EI ADNg de Bm-2 fue
digerido completamente, con seis enzimas de restriccion.
La hibridacion se realizé con el fragmento obtenido en la
amplificacion de los sitios de uniones a cobre utilizando el
Kit DIG High Prime DNA Labeling and Detection Starter Il
(Roche).

Resultados. En este estudio se utilizaron dos sitios de
unién a cobre para obtener un amplicon que fue usado
como sonda homdloga. El fragmento obtenido de 208 pb
fue purificado y clonado. El andlisis de las secuencias
demostré que el producto de amplificacién contenia la
secuencia parcial del gen de lacasa y 100% de identidad
con secuencias de lacasas del GenBank.

Lacasa T. hirsuta [Bm-2)

*Lac_]

1 CAT TGS C.%'IQBGI;EI TTT TIT CAS ARG S5F ACT ARC TSE SCT GAC B8C
1 H W H & E 13 g | = -1 T H W R D B
2 3
46 C0C BCC TTC STE AAC CRR TRC OCE ATT &OC ACC &R ARC TCT TIC 20
1e | E'. - AF H q c E I A T & N 3 E an
o1 CTC TAC GAC TTC AOC &C6 ADC GAT CARR &0 ggt cag tgc acc acqg 135
a1 L ¥ il E T 2 T .o Q R Intwon III 45
13 caa tea tet ote oot tge bga ace tog cac ote gea tee gta B6C 180
1 -] ED
CBRII

181 (ROE TTC T®F TAT CAC AGC CAC 201
El i E W x i | 3 H

3 3

Fig. 1 Secuencia parcial de nucleétidos y aminoacidos predichos del
gen de la lacasa de T. hirsuta (Bm-2).

La Fig. 1 muestra la secuenciacién parcial de nucleétidos
y aminodacidos predicha del gen de la lacasa, asi como
un intrén putativo de 57 nucleétidos. Los sitios de union
a cobre estan perfectamente conservados incluso en
comparacion con oxidasas multicobre de organismos
superiores. La lacasa de T. hirsuta mostré un alto grado
de similitud (74-84%) con ofras lacasas de hongos
ligninoliticos. El analisis de Southern (Fig.2) sugirié la
presencia de al menos dos genes que codifican para las
lacasas de T. hirsuta (Bm-2). Estos resultados podrian
ser relacionados con dos isoformas de lacasas de 65 y
85 kDa producidas por el hongo durante su cultivo.
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Rsal; linea 3: Mspl; linea 4: Haelll; linea 5: BamHI; linea 6: Hindlll; linea

7: EcoRl y M: marcador de 1 kb plus. EIl fragmento de ~ 200 pb de
Bm-2 fue utilizado como sonda en condiciones alta de astringencia.

Conclusiones. Se generd una sonda homéloga para T.
hirsuta. Se identificaron al menos dos genes en el
genoma del hongo.
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