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Introduccién. ElI hongo de pudricion blanca P.
chrysosporium ha servido como modelo para la
degradacién de contaminantes organicos como los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (PAHs) debido a
gue cuenta con un sistema enzimatico eficiente formado
por lignina (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP), las
cuales son sintetizadas durante el metabolismo
secundario en respuesta a una limitacién de nutrientes.™
Para la MnP se han reportado la existencia de cinco
genes: mnpl, mnp2, mnp3, mnp4 y mnp5 que codifican
para tres isoenzimas (H3, H4 y H5) capaces de catalizar
la oxidacién de Mn** a Mn®*" con ayuda del H,O,. La mas
estudiada ha sido la H4 (gen mnpl), por presentar las
mayor actividad catalitica®. Por otro lado, se ha
demostrado que A. niger es capaz de expresar y secretar
elevadas cantidades de diferentes proteinas heterélogas,
haciéndolo candidato perfecto para llevar a cabo una
expresion heterdloga de una gran diversidad de genes[3].

En el presente trabajo, se realiz6 la expresion heteréloga
del gen mnpl de P. chrysosporium en la cepa de A. niger
SBC2-T3 previamente aislada de bagacillo de cafia con
capacidad de crecer en suelos contaminados con PAHSs,
con el propésito de que ésta sea aplicada en estudios
posteriores de biorremediacion de suelos contaminados
con este tipo de compuestos.

Metodologia . Se llev6 a cabo la construccién del
plasmido pGMG-Hyg""™™ por PCR cloning, el cual fue
insertado en una cepa de A. niger por biobalistical, se
seleccionaron las clonas (MnP") por resistencia a
higromicina en el medio Czapeck. A las clonas
seleccionadas se les realizd6 PCR para corroborar la
integracion del gen mnpl, también se determind
cualitativamente la actividad enzimatica de MnP® en
placa, usando el colorante o- anisidina al 0.02% para
observar la formacion de halos de decoloraciéon por la
MnP. Por dltimo, a las clonas que presentaron los halos
con mayor intensidad (color vino) se les cuantificé la
actividad enzimatica por espectrofotometria UV-Vis y la
cuantificacién de proteinas por el método de Bradford en
cultivo liquido.

Resultados . Se construyé un pldsmido de expresion
para A. niger que contiene el cassette de expresion del
gen mnpl de P. chrysosporium, bajo el promotor
constitutivo de gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa,
terminador glucoamilasa de A. awamori y el gen de
resistencia a higromicina para hongos (fig. 1).

Fig. 1. Vector pGMG-Hyg""™
para A. niger con el cassette de
expresién mnpl de P.
chrysosporium.
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Se seleccionaron 8 clonas, las cuales fueron analizadas
por PCR para comprobar la integracion del gen mnpl, se
obtuvo como producto unas sola banda de 538 pb que
corresponde al tamafio del gen mnpl (Figura 2).
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Fig. 2. Productos de PCR de las cepas transformantes de A. niger en
un gel de agarosa al 0.8%. 1) Marcador de peso molecular de 1 Kb.

Carril 2-9) Clonas de A. niger seleccionadas. 10) P. chrysosporium
como control positivo. 11) A. niger como control negativo.

Actualmente se estd determinando la actividad
enzimatica en placa en forma cualitativa por la formacién
de halos de decoloracion, las clonas de A. niger que
presenten el halo con mayor intensidad se someteran a
la cuantificacién proteica y actividad enzimética en cultivo
liquido.

Conclusiones . En este trabajo, se llevd a cabo
exitosamente expresion heteréloga del gen mnpl de P.
chrysosporium en A. niger, la cual serd evaluada en
estudios posteriores para la biorremediacién de suelos
contaminados con PAHSs.
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