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Resumen

Los hongos de la podredumbre blanca tienen la capacidad de mineralizar efectivamente
la lignina presente en las paredes celulares vegetales, a través de la secrecion de una serie
de enzimas. Este mecanismo, les permite a los microrganismos acceder a la celulosa y
hemicelulosa, su principal fuente de carbono y energia. Las principales proteinas
involucradas en este proceso son enzimas tipo lacasas y peroxidasas de alto potencial
redox y de baja especificidad. Debido a su importancia ambiental y potencial aplicacion
en procesos de biorremediacion y procesos industriales, los hongos degradadores de la
madera han sido ampliamente estudiados.

La produccion enzimatica y la capacidad degradativa varfa con la especie y ain no estan
claras las diferencias a nivel bioquimico y operacional debido a la complejidad de los
sustratos y la multiplicidad de las enzimas coexistentes en un mismo organismo. Por estos
motivos, la prospeccion de enzimas lignoliticas mas eficientes, asi como la comprension
de su funcionamiento a nivel bioquimico y genético, siguen siendo de gran interées
biotecnoldgico.

Para esta tesis se recurrio, a una coleccion de aislados de nuestro pais y la region, entre
los que se selecciond el basidiomicota Punctularia atropurpurascens por su capacidad
decolorante. Nuestros estudios indican que este hongo presenta, ademas de
degradacion selectiva de lignina, caracteristicas interesantes tales como lacasas vy
manganeso peroxidasas funcionales en condiciones de metabolismo primario.

Esta tesis se centrd en el estudio del funcionamiento de este sistema enzimatico aun
desconocido: capacidad decolorante de una gama de cromoforos, seguimiento del perfil
de actividad lacasa, lignino peroxidasa y manganeso peroxidasa en fermentaciones con
colorantes y madera, la caracterizacion de genes lignoliticos y la comparacion de la
expresion génica en diferentes condiciones mediante RT-gPCR.

P. atropurpurascens pudo decolorar y crecer en presencia de todos los colorantes
ofrecidos. El perfil de la actividad lacasa y manganeso peroxidasa, se vio alterada por el
agregado de algunos colorantes al medio de cultivo. No de encontraron genes lip y se
verificaron la presencia de ocho genes mnp 'y 12 genes lcc, cuya expresion relativa vario
a lo largo del tiempo de incubacion y en presencia de colorantes seleccionados. Por otra
parte, se observé una falta de correlacion entre actividad enzimatica y la expresion génica.
Este resultado podria sugerir que la regulacion de la produccion de estas enzimas
tambiéen podria tener un fuerte componente a nivel postranscripcional y/o traduccional.
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1. Introduccién



1.1 El origen de la lignina: el nacimiento de las plantas vasculares

Hace cerca de 450 millones de afios, las plantas vasculares comenzaron a erguirse en la
superficie terrestre. Se cree que algas, fueron arrastradas hacia las costas marinas hace
500 millones de afios donde se vieron sometidas al ambiente terrestre 2. La radiacién
UV-B, la falta de estructuras de soporte, la disecacion y estrés y la presencia de herbivoros
y patdgenos fueron algunos de los desafios con los que se encontraron estos organismos
"2 Pero durante su historia evolutiva, estas plantas primitivas lograron desarrollar
metabolismos especializados para soportar las adversidades y dominar la superficie
terrestre. Uno de los eventos claves fue la evolucion del metabolismo de los
fenilpropanoides. La capacidad de depositar fenoles que absorben luz en un rango de
absorbancia entre 280-320 nm permiti¢ enfrentar el dafio de los rayos UV-B . No fue
hasta la aparicion de las tracheophytas que las plantas lograron realmente florecer en la

superficie terrestre y este evento critico pudo estar relacionado al depdsito de lignina en

las paredes celulares °.

Figura 1.1: Representacion ilustrativa de la evolucion de plantas vasculares,
creado por el artista Tom Phillips.



La lignina brindd rigidez estructural, lo cual les permitid erguirse, soportar la presion
negativa de la transpiracion y fortalecer las paredes celulares de los compartimentos
transportadores de agua, y en consecuencia expandir su tamafio "+ La primera molécula
de lignina probablemente se construyd a partir de la union oxidativa de numerosos
alcoholes de fenilpropanoides simples para formar el polimero. La naturaleza y las
uniones diversas convirtieron a esta molécula en un escudo protector contra el ataque
de depredadores, siendo uno de los biopolimeros mas duros de degradar. La lignina
pronto seria el mayor dep6sito de carbono en las plantas, viendose superado Unicamente
por la celulosa. El material rico en lignina enterrado en los pantanos durante el periodo
carbonifero se fosilizd en carbono y se convirtié en una de las mayores reservas de

combustibles fosiles y un gran impulsor de la industrializacién humana .

1.2 Lignina

Las paredes celulares de las plantas tienen roles bioldgicos fundamentales durante las
etapas de crecimiento y desarrollo de la planta, como la regulacion de la expansion y
forma de la célula, control de la cohesion de los tejidos, intercambio idnico y defensa
contra microorganismos invasores . La mayorfa del carbén fijado se acumula como
polimeros de la pared, lo que convierte a las paredes celulares en la fuente de mas
abundancia de biomasa terrestre y energfa renovable °. La lignina junto a la celulosa y la
hemicelulosa son de los principales componentes de la pared celular de las plantas y

estan estrechamente asociados “.

La celulosa estd formada de cadenas de unidades B-1,4 D-glucosa y se encuentra
formando fibras que estan integradas con un set de polisacaridos mas solubles, conocidos
como la hemicelulosay pectina. La celulosa se dispone en la forma de microfibrillas unidas
entre ellas por enlaces de hidroégeno. Puede existir en varios polimorfismos cristalinos

(insolubles) o en estados amorfos (regiones solubles). En el formato amorfo, las



microfibrillas estan menos compactas y son mas susceptibles a ser hidrolizadas por

celulasas 8.

La hemicelulosa esta formada de cadenas polisacaridas mas cortas y ramificadas que la
celulosa. Su estructura primaria esta formada de residuos 3 1-4 D-hexosas principalmente
xilano, glucuronoxilano, xiloglucano, arabinoxilano, glucano de enlace mixto o
glucomanano. También puede contener acido urénico. Otros azucares como la o-L-
ramnosa y la a -L-fucosa pueden estar presentes y los grupos hidroxilos de los azlcares

pueden estar sustituidos con grupos acetilos 5%

La lignina es la sustancia que mas componentes aromaticos tiene en la naturaleza. Es un
polimero formado de alcoholes hidroxicinamicos que se diferencian entre ellos por su
grado de metoxilacién como el alcohol sinapico, p-cumérico y ferdlico (Figura 1.2) 682,
Estos tres mondmero se unen a través de acoplamiento radicalario para dar unidades de
p-hidroxifenilo (H), guaiacilo (G) y siringuilo (S)°. La lignina H y G esta presente en todas

las plantas vasculares, pero la lignina S se limita a ciertos linajes como por ejemplo las

Selaginelaceas .

La sintesis de lignina es parte final de la diferenciacion de las células del xilema. La
polimerizacion de lignoles sobre la capa S3 de la pared celular, precede a la sintesis de
celulosa y hemicelulosa en la capa S2 (Figura 1.3) 4 Una vez que los monolignoles son
sintetizados y transportado hacia la pared celular secundaria, son dehidrogenados por
una baterfa de enzimas tipo lacasas, peroxidasa, polifenol oxidasas y confieril alcohol
oxidasas *. La polimerizacion es iniciada entonces por la formacién de radicales libres de
monolignoles, que se van agregando al entramado de crecientes unidades de lignina.
Las uniones de este polimero son muy diversos (pueden formarse hasta 12 tipo de
uniones covalentes diferentes) y el tipo de unién va a estar dictado por el tipo de
monolignol disponible "2 Las uniones mas comunes son las uniones B-O-4 (B-aril éter)
(Figura 1.2). Las otras posibles tipos de uniones son B-5, B-B, 5-5, 5-O-4y B-1°. El enlace
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3-O-4 es el tipo de enlace menos resistente de todos los posibles enlaces y es el mas labil

a ser hidrolizado °.

La composicion de los mondmeros y el tipo de unidn covalente varia ampliamente
dependiendo del tipo de planta y el tipo de tejido. Su composicion hace que sus
propiedades fisicoquimicas sean variables y adaptables a su funcion biolégica . La
complexidad de la lingina también significa que su biodegradabilidad se vea limitada, ya
que los métodos enzimaticos clasicos como la hidrdlisis no funcionan. Por ende, su
estructura obliga a que el ataque inicial sea oxidativo, inespecifico y extra celular debido

a su gran tamaro “,

Debido a que el alcohol sinapilico no puede tener enlaces tipo -5/, 5°-5', 4-O-5" como
si pueden tener los monémeros Gy H, esto conlleva a que los mondmeros S estén menos
condensados. La lignina de la madera dura esta compuesta predominantemente de
monolignoles Gy S, con rastros de lignina H, mientras que la lignina de la madera blanda
esta compuesta principalmente de unidades G. Las plantas herbaceas tienen las tres

unidades en diferentes proporciones ©.
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1.2.1 Estructura de las paredes celulares vegetales

La recalcitrancia de la lignocelulosa deriva principalmente de su estructura dispuesta
dentro de la pared celular, la cual es un entramado de polisacaridos entrecruzados,
proteinas glicosiladas y lignina. Esta representa una importante barrera fisica y quimica al

ataque de patégenos®.

Las paredes de las células vegetales tienen una estructura en multicapas que consisten
en la lamela media, la pared primaria y la pared secundaria (Figura 1.3) 8. Las células estan
cementadas con sus vecinas mediante la lamela media. Esta estructura esta formada de
polisacaridos de pectina y pequefias proteinas. Una vez que se termina de formar la
lamela media, luego de finalizada la mitosis, se forma la pared primaria que esta formada
de microfibrillas de celulosa embebidas en una matriz de polisacaridos y glicoproteinas.
Algunas plantas cuentan solo con la pared primaria, mientras que en otras dentro de la
pared primaria se deposita la pared secundaria, luego que el crecimiento de la célula
cesa. La pared secundaria se subdivide en S1, S2 y S3 (Figura 1.3), esta es especialmente
importante en células que requieren de soporte mecanico o forman parte de estructuras
transportadoras de agua, por ejemplo, tejidos del xilema. Las paredes secundarias
contienen mayoritariamente celulosa (40-80%), hemicelulosa (10-40%), lignina (5-25%) vy
protefnas de la pared celular ®8. Las proporciones de cada compuesto de las plantas
celulares varia en diferentes proporciones y partes de la planta. Generalmente la biomasa
lefiosa tiene mayor cantidad de celulosa y lignina, mientras que la biomasa de hierba

tiene mayor contenido de hemicelulosa, particularmente xylano, extractivos y cenizas ®,
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Figura 1.3. llustracion esquemética de las estructuras y los principales componentes de las paredes celulares
de las plantas. En el diagrama se pueden ver las estructuras de la pared celular como la ldmina media, la
pared primaria y la pared secundaria, asi como la organizacion de las microfibrillas de celulosa y las capas
S$1, S2 y S3 de la pared celular secundaria ®.

1.3 Hongos degradadores de la madera

La revolucion industrial estuvo marcada por el uso extensivo del carbon. Este material fue

el que provocd una revolucion y transformacion econdmica, tecnoldgica y social sin

precedentes en la historia humana. Pero el origen del carbon data de hace millones de

afos, en el Carbonifero °. Este periodo geoldgico se caracterizé por la acumulacion del

carbon, compuesto formado de restos fosilizados de plantas, principalmente de lignina.



Pero el carbono se dejo rapidamente de acumular al final de este periodo y los hongos

parecian ser un elemento clave en este suceso .

El investigador Dimitrios Floudas y un equipo de 71 investigadores, publico en el 2012 un
estudio que indicaria que el cese de la acumulacion de carbdn se vio vinculado con el
desarrollo de la capacidad de los hongos en degradar lignina enzimaticamente. Esto
implico que se comenzaran a descomponer grandes acumulaciones de restos de madera,

' El desarrollo de este sistema

que de otra forma se hubieran fosilizado en carbon
oxidativo fue el que posteriormente permitié a los hongos colapsar la malla de lignina
que rodea la celulosa y poder alimentarse de las subunidades glucosidicas . Se cree que
otro elemento clave en el rapido aumento de genes que codifican para oxidoreductasas
fue la alta concentracion de oxigeno en la atmosfera (superior al 35%) >, Este ambiente
altamente oxidante puede haber sido un impulsor de los mecanismos redox que
permitieron catalizar la degradacion oxidativa de la madera . Cabe destacar que esta
hipotesis ha sido muy discutida y otros autores refieren a las condiciones geoldgicas y
climaticas como responsables a este cambio abrupto en el depdsito de carbono vy el
surgimiento de los hongos degradadores de la madera como una coincidencia en la linea

temporal .

El trabajo de Floudas y colegas, se baso en el estudio y comparacion de 31 genomas de
un grupo de hongos llamados Agaricomycetes con el fin de rastrear la evolucion de las
enzimas lignoliticas. El grupo de Agaricomycetes incluyen a los hongos de la
podredumbre blanca (HPB), a los hongos de la podredumbre marrén (HPM) y a especies
de ectomicorrizas. Los hongos de la podredumbre blanca son basidiomicetes capaces de
destruir la lignina, hemicelulosa y celulosa de las paredes celulares, mientras que los
hongos de la pudricion marrén no pueden mineralizar la lignina (solamente la pueden
modificar) pero si pueden metabolizar hemicelulosa y celulosa . Segun los resultados de

este estudio un HPB seria el ancestro méas antiguo de los Agaricomycetes y su origen data



de unos 300 millones de afios. Por otra parte, los hongos de la podredumbre marrén y
otras especies de micorrizas, perdieron esta habilidad de degradar lignina

enziméaticamente ya que desarrollaron otros mecanismos de penetracion °.

Los hongos llevan su denominacion marrén y blanca, por el aspecto que dejan sobre la
madera una vez que comienzan a actuar. El color y la textura de la lignocelulosa
resultante es un claro indicador de la bateria enzimatica que se pone en juego (Figura

1.4) 1

Phanerochaete chysosporium Postia placenta
Pleurotus ostreatus Gloeophyllum trabeum

Figura 1.4: Diferentes aspectos de la madera atacada por hongos de la podredumbre blanca (HPB) y marrén
(HPM). Modificado de ™.

1.3.1 Hongos de la podredumbre blanca

Los HPB son los Unicos microorganismos conocidos que pueden mineralizar
completamente lignina en CO, y H,O . Estos hongos codifican en su genoma una serie
de enzimas de alto poder redox del tipo peroxidasa y lacasas. Estas proteinas son las
encargadas de actuar sobre la depolimerizacion de la lignina abriendo camino hacia la

celulosa, la principal fuente de energia y carbono en estos hongos 1.

El grupo de HPB es muy heterogéneo en cuanto a su accionar sobre la madera e incluye
mayoritariamente cepas de basidiomicetes y solo unos pocos ejemplares de

ascomicetes”. Algunos hongos pueden deslingificar selectivamente, es decir, sin
10



degradar las porciones de celulosa o hemicelulosa, como es el caso de Ganoderma
australe y Phlebia radiata. Otros HPB como Trametes versicolor e Irpex lacteusare

degradan lignina y celulosa de forma simultanea *®.

1.3.2 Hongos de la podredumbre marrén

Algunos ejemplos de este grupo de hongos son Coniophora puteana (orden Boletales),
Postia placenta (orden Polyporales), Fistulina hepatica (orden Agaricales), Neolententinus
lepideus (orden Gloephyllalesse) y Dacryopinax primogenitus (orden Dacrymycetes)®™. Se
piensa que evolutivamente, los hongos de la podredumbre marrén, son subsecuentes a
los HPB y aparecen luego de la pérdida de enzimas peroxidasas '™ Su principal
mecanismo de apertura hacia el interior de las fibras de celulosa es mediante la
dimetilacion, la escision del enlace éter 3-O-4 y la oxidacion de las cadenas laterales. Se
cree que estas modificaciones se dan principalmente por reacciones no enzimaticas
denominadas reacciones de Fenton "3, Las reacciones de Fenton son reacciones redox
que dan como resultado radicales hidroxilo a partir de la reaccion quimica entre peréxido
de hidrogeno y un i6n de hierro (Fe?* H.O, > Fe**+-OH+OH"). Esta reaccién ocurre
dentro del llamado mecanismo CMF (reaccion de Fenton mediada por agentes quelantes)
donde en una primera etapa el acido oxalico, producido por el metabolismo del hongo,
ayuda a la solubilizacion de hierro en el lumen. En este estado, el hierro se une a las
paredes celulares generando un entorno acido que favorece la formacion del complejo
oxalico-hierro el cual difunde a través de poros de la pared celular secundaria. En este
compartimento el hierro se disocia del complejo por un aumento en el pH y es reducido
a Fe** que reacciona con perdxido de hidrogeno. Se cree que pequefias moléculas
aromaticas, como por ejemplo dimeros o mondmero de lignina, podrian actuar de

agente reductor B. A diferencia de los HPB que utilizan hidrolasas para despolimerizar la

11



celulosa, se cree que estos mecanismos oxidativos también son empleados por los HPM

para romper los enlaces glucosidicos ™.

Un elemento comun en los HPB y HPM es la presencia de oxidasas como glioxal oxidasas
y aril alcohol oxidasas, enzimas productoras de H>O;. Este subproducto serfa la base de
reacciones peroxidativas enzimaticas en el caso de los HPB y no enzimaticas, en el caso

de HPM. En ambos casos, el fin serfa el mismo: lograr vencer la barrera lingolitica 4178,

1.4 Enzimas lignoliticas

Debido a la alta variabilidad de enlaces presentes en la estructura de la lignina, las
enzimas actuantes deben ser altamente inespecificas. Por otro lado, las enzimas
oxidorreductasas tienen preferencia sobre las hidrolasas, ya que pueden actuar sobre los
enlaces C-C . Debido a que estas enzimas tienen un rol fundamental en la biologia de
los HPB que las presentan, se ha vistos que a nivel genético se encuentran en multiples

copias .

Las lacasas (Lcc), manganeso peroxidasas (MnP), lignino peroxidasa (LiP) y peroxidasas
versatiles (VP) son postuladas como las enzimas en la primera linea de descomposicion

de la lignina .

1.4.1 Lacasas

Las lacasas, también conocidas como fenol oxidasas del tipo multicobre (EC 1.10.3.2; AAT
CAZy), son dlicoproteinas que utilizan el oxigeno molecular como aceptor final de
electrones para llevar adelante la oxidacion de fenoles y aminas aromaticas. Los
productos oxidados, seran a continuacion, responsables de la despolimerizacion de la
lignina. La oxidacion de los sustratos fendlicos se da a través de la remocion de un

electrén de un grupo hidroxilo para formar radicales hidroxifenilos 1920,
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A nivel estructural, las lacasas tienen 4 regiones conservadas que contienen una cisteina
y 10 residuos de histidina que forman una “caja quelante,” donde se retienen los atomos
de cobre en el sitio activo 2%, Estos sitios de union al cobre se identifican como T1 ( tipo
1, une un atomo de cobre), T2 (tipo 2, une un atomo de cobre) y T3 (tipo 3, une dos
atomos de cobre) 2%, El sitio T1 es donde se une al sustrato en forma reducida y los sitios
T2/T3 se disponen formando un cluster trinuclear donde se va a unir el oxigeno molecular
(Figura 1.6) °'. Los sitios exhiben diferentes potenciales redox segun la fuente de la que
provengan. Por ejemplo, en Neurospora crassa 'y en T. versicolor, T1tiene un potencial de

780-800 mV mientras que en Rhus vernicifera T1 tiene un potencial de 460 mV a pH 7.5

20

Es importante destacar que las lacasas no son capaces de oxidar directamente aquellos
compuestos de potencial de redox superior al del potencial del idn de cobre T1 22 El
potencial redox de las lacasas (+0,42 - +0,79 mV) no es lo suficientemente alto para
oxidar moléculas no-fendlicas (+1.3 V o superior), a diferencia de las peroxidasas '**°. Esta
limitacion se ve subsanada a través de la utilizacion del sistema mediador de lacasa, que
le permite no solo oxidar moléculas de potencial redox mayor sino también moléculas
grandes que no pueden acceder al sitio activo 2"%?. El mediador, que puede ser por
ejemplo, un mondémero lignolitico, es oxidado por la lacasa, y el cual puede difundir
dentro de la estructura de la lignina para oxidar compuestos “no sustrato” a través de
una reaccion no enzimatica 2. Los mediadores lignoliticos son moléculas de bajo peso
molecular y con un potencial redox lo suficientemente bajo como para poder ser oxidado
por la lacasa %°. Los mecanismos de accion de los mediadores pueden ser clasificados en
mecanismo de transferencia de electrones, oxidacion idnica y transferencia de radical

hidrogeno 2.

La mayorfa de los HPB producen varias isoformas de lacasas de entre 520-550

aminoacidos, que pueden ser encontrados en forma monomeérica o de dimero. En el
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genoma de los hongos, estos genes se pueden encontrar en numerosas copias %%, Por
ejemplo, el cluster de lacasas del hongo Pleurotus ostreatus consiste en 12 genes. Estas
isoformas comparten entre 45-89% de homologia en su estructura primaria 2. A
diferencia de los Ascomycetes, los basidiomicetes tienen mayor cantidad de intrones en
su secuencia (hasta 19). Este nimero hace que los numeros de las posibles variables de
lacasas por splicing alternativo, aumenten, pero hasta el momento nadie ha comprobado

que este mecanismo suceda en lacasas .

Su mecanismo de accion se basa en la extraccion de un electréon del grupo hidroxilo de
fenoles utilizando al oxigeno molecular como aceptor final (4RH+0>—=4R*+2H,0). De
esta reaccion redox se forma un radical fenoxi que va a participar de reacciones oxidativas
no enzimaticas, como puede ser la polimerizacion de dimeros u oligébmeros mediante
enlaces C-C, C-O y C-N o la formacion quinonas mediante rearreglos (Figura 1.5). Estas
reacciones radicalarias también pueden dar lugar a la escision de las uniones Co-Cg,

oxidacion del Co, escision de la union alquilo-arilo v la ruptura del anillo aromético %22,
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Figura 1.5: Oxidacion de subunidades fendlicas de lignina por parte de lacasas 2'.

El ciclo catalitico comienza por la reduccion del cobre Cu* a Cu* del sitio T1 (Figura 1.6),
como consecuencia de la oxidacion monoelectronica de una molécula de sustrato. Este

mecanismo sucede de forma secuencial un total de cuatro veces, por lo que en cada ciclo
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se oxidan cuatro moléculas fendlicas/aminas aromaticas. Los electrones son transferidos
al sitio trinuclear T2/T3, donde se acumulan los electrones. La reduccion del oxigeno
molecular a agua ocurre en dos pasos Via la formacién de un intermediario peréxido.
Esta forma molecular decae rapidamente a un radical oxy que pasa para por clivaje
reductivo de 2 e- del enlace O-O junto a la produccion de una molécula de agua. Luego
ocurre una transferencia de un electron desde T2 al intermediario, facilitado por la
protonacion del acido carboxilico del residuo proximo al sitio activo. En el Ultimo paso
todos los iones de cobre regresan a su estado oxidativo inicial y el O es liberado como

una molécula de agua %°.
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Figura 1.6: Ciclo catalitico de lacasa %°. El ciclo comienza con la reduccion de los iones cobre en los sitios
T1,72/T3 y la oxidacion paralela de cuatro moléculas de sustrato. El oxigeno que actla como aceptor de
electrones, es captado por el cluster trinuclear, forméanose un intermediario perdxido que luego es reducido
por la protononacion y formacion de dos moléculas de agua.

En las plantas, las lacasas estan involucradas en la respuesta a heridas y participan junto
a las peroxidasas en la sintesis de lignina. En los hongos, las lacasas tienen un rol muy

importante en la pigmentacion de las esporas, en la detoxificacion de los compuestos
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fendlicos producidos durante la degradacion de lignina y junto con las peroxidasas, son

las encargadas de la descomposicion lingolitica 2°.

1.4.2 Peroxidasas

Las peroxidasas son enzimas que basan su capacidad oxidante en el uso de H>.O2 como
cosustrato. Los tres principales tipos de enzimas que actlan sobre la conversion de lignina
son las lignino peroxidasa (LiP), las manganeso peroxidasa (MnP) y las peroxidasas
versatiles (VP). Estas enzimas pertenecen a la clase Il de peroxidasas dentro de la
superfamilia de las peroxidasas-catalasas. Todos los miembros de este grupo contienen
como grupo prostético protoporfirina IX 24 Recientemente, se ha identificado tanto en
hongos como en bacterias una nueva superfamilia de hemoperoxidasas denominadas
DyP (dye-peroxidases, peroxidasas decolorantes) y hemo-tiolato peroxidasas (HTP),
identificadas por la forma de su plegamiento y por tener residuos tipicamente
encontrados en zonas de union al grupo hemo . Se cree que las DyP también podrian
tener un rol importante en la degradacion de lignina, pero para las HTP no esta muy

definida su funcién en la oxidacion lignolitica 24,

1.4.2.1 Manganeso peroxidasa

Las MnP (EC 1.11.1.13) son peroxidasas glicosiladas que catalizan la oxidacion de
compuestos fendlicos, en una reaccion dependiente de la oxidacion de Mn(ll) a Mn(lll) 2.
Estas enzimas contienen un grupo hemo y su peso molecular oscila entre los 38- 62,5
kDa, promediando en 45 kDa . El sitio activo esta formado de tres grupos acidos (dos

Glu y un Asp) que unen el ién manganeso "°,

La primera MnP extracelular aislada fue de Phanerochaete chrysosporium, y se ha visto
que su expresion puede ser regulada por la presencia del ion Mn 2* en el medio de cultivo
20 La presencia de los genes mnp se limita a los genomas de algunas familias de
19

basidiomicetes como los Agaricales, Corticiales, Polyporales e Hymenochaetales

Estructuralmente, la proteina MnP esta compuesta de 330-370 aminoacidos y contiene

16



secuencias MAF y AAP conservadas en el N-terminal que corresponden a sefiales de
exportacion. Las MnPs se pueden describir como una serie de isoenzimas que son
codificadas y reguladas por diferentes genes 2°. En el microorganismo Ceriporipsis

(Gelatoporia) subvermispora, se han descrito hasta 11 diferentes isoformas de MnP [11].

Las manganeso peroxidasas catalizan principalmente la escision de enlaces Ca-CB, la
oxidaciéon Ca-H y enlaces alquilo-arilo dentro de las fenoles de la lignina 2*. Su modalidad
de conversion de la lignina se da a través de un mecanismo indirecto, donde oxida Mn*?

aMn*3.

El ciclo catalitico (Figura 1.7) se inicia cuando la enzima nativa reacciona con peroxido de
hidrogeno o un perdxido organico, oxidandose el atomo de hierro del grupo hemo
(complejo 1). Este se convierte rapidamente en un compuesto Il por oxidacion de un
equivalente de Mn(ll) resultando la formacion del Mn(lll). Una segunda unidad de Mn(ll)
reduce al compuesto Il a la forma nativa (Fe(lll)) y genera otro ion Mn(lll). El Mn(lll)
formado esta involucrado en la oxidacion de varios sustratos fendlicos. La enzima utiliza
Mn(Il)/Mn(lll), como pareja redox obligatoria para oxidar sustratos fendlicos terminales

de la lignina 2728,
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Figura 1.7: Ciclo catalitico de MnP " El ciclo comienza por la oxidacién del ion hierro (compuesto 1) presente
en el grupo hemo del sitio activo, por perdxido de hidrégeno que se reduce a agua. A continuacion,
ocurren dos oxidaciones consecutivas de Mn*? a Mn*3 pasando por un estado de oxidacion intermedio
(compuesto 1), para recuperar el estado de reposo inicial.

Esta reaccion genera radicales aromaticos que son el punto de partida para reacciones
no enziméticas que degradan las porciones no fendlicas de la lignina #°. Los acidos
dicarboxilicos como oxalato y lactato, son esenciales para estabilizar los iones Mn(lll) a
altos valores de potenciales redox y facilitar la disociacion de Mn(lll) del complejo

enzimatico 2939,

El complejo Mn3*-quelante, es un oxidante suave que puede oxidar Unicamente
porciones fendlicas de la estructura de la lignina. Por si mismo, no tiene la suficiente
capacidad oxidante para oxidar porciones no fendlicas. Para poder oxidar porciones no
fendlicas, un mediador secundario debe intervenir. Los tioles, como por ejemplo el
glutation, y lipidos insaturados pueden ser oxidados por Mn®* para dar radicales tinil y
peroxil °%?7. Estos compuestos catalizan la extraccion de un protén de los compuestos no
fendlicos formando radicales bencilicos que luego producen una serie de reacciones
oxidativas no enzimaticas “°. Frente a la presencia del oxigeno molecular, estos radicales
pueden atacar estructuras recalcitrantes de la ligninas que de otra forma no podrfan ser
atacados por el sistema Mn**-quelante #'.
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1.4.22 Lignino peroxidasas
Las lignino peroxidasas (EC 1.11.1.14, AA2 CAZy) pertenecen a la clase Il de la superfamilia
de peroxidasas. Son glicoproteinas monomericas que contienen un grupo hemo vy

catalizan la depolimerizacion oxidativa de lignina en una reaccion dependiente de H>O»

14,20

Al igual que las MnP, las LiP fueron aisladas por primera vez de P. chrysosporium y se
conocen varias isoformas en este microorganismo y en numerosos HPB 2% Estas
glicoproteinas tienen un peso molecular de entre 38-56 kDa y estan formadas de una
cadena de 343- 345 aminoacidos 2%, Tiene un potencial estandar de reduccion alto,
cercanos a los + 1,2 V (en comparacion a un electrodo estandar de hidrégeno a pH=3),
puede oxidar porciones fendlicas como no fendlicas de la lignina . A diferencia de las
MnP, estas enzimas no pueden catalizar la oxidacion de manganeso. Esta enzima posee
un Trp catalitico sobre su superficie que permite la oxidacion de moléculas de alto
potencial redox mediante un mecanismo denominado transferencia de electrones de

largo alcance 3",
Su ciclo catalitico tiene dos pasos (Figura 1.8):

1- La enzima reacciona con una molécula de perdxido de hidrégeno y ocurre una
oxidacion de dos electrones sobre el Fe*? del centro catalitico para dar lugar al
compuesto |, un catién radical de hierro Fe**. Los electrones son utilizados para
clivar el enlace O-O del perdxido de hidrogeno (sustrato) y dar una molécula de

agua 2928,

2- Dos moléculas de sustrato son oxidadas consecutivamente mediante la reduccion
de un electrén del compuesto | para volver al estado nativo 2. La primera reaccion
de oxidacion da lugar a la formacion del complejo Il (Fe(IV)=0) y a un radical
cationico. La segunda reaccion de reduccion de 1 e- devuelve el estado oxidativo

enzimético original 2228,
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Figura 1.8: Ciclo catalitico de LiP %°. El ciclo catalitico tiene dos pasos, donde la enzima atraviesa dos estados
oxidativos (compuesto | y compuesto Il) antes de volver a su estado de reposo. En el proceso de oxidan
dos moléculas de alcohol veratrilico (AV). En ausencia de sustrato y exceso de H,O; se puede formar el
compuesto I, que puede ser revertido en presencia de AV en estado de cation radical 293,

Se ha visto que el alcohol veratrilico (AV) puede actuar como sustrato en el ciclo redox
de LiP. El radical formado libre puede continuar en una variedad de reacciones oxidativas
no enzimaticas . También, como otras peroxidasas, LiP puede ser inhibida por el
exceso de HxO; (compuesto ) y ausencia de sustrato, pero puede ser estabilizada

nuevamente en presencia de AV 203
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1.4.2.3 Peroxidasas versdtiles
Las peroxidasas versatiles (EC 1.11.1.16, AA2 CAZy) son enzimas que combinan la
estructura molecular tanto de MnP como de LiP 24, Son capaces de oxidar tanto Mn?*

como también compuestos de alto potencial redox .

Las VP pueden oxidar eficazmente compuestos fendlicos y colorantes de alto potencial
redox, donde LiP Unicamente puede oxidar en presencia de mediadores redox como AV.
Esto es posible ya que las VP tienen un muy alto potencial redox (mayor +1,4 V), pueden
oxidar tanto compuestos fendlicos como no fendlicos (por ejemplo AV) en ausencia de

Mn?* y sin mediadores redox 4172024

Estructuralmente, las VP contienen 11- 12 hélices, cuatro puentes de disulfuro, dos sitios
de union a Ca®* un sitio de unién de Mn?* y un bolsillo para el grupo hemo. El sitio de
unién al Mn®* estd formado de grupo acidos Glu/Glu/Asp cerca del grupo hemo
(caracteristicos de MnP). Pero las VP también presentan un segundo sitio activo en la
superficie de la enzima. En P. chrysosporium, la enzima LiP-H8 expone sobre su superficie
un Trp'"y en Pleurotus eryngii VPL un Trp'®. Este residuo de triptéfano es caracteristico
de LiP y seria el involucrado en la oxidacion de alcohol veratrilico y compuestos

aromaticos via transferencia electrénica de largo alcance 292426,

En los HPB, las VP son las enzimas menos frecuentes y se han descripto principalmente

3. Su ciclo catalitico tiene dos

en Pleurotus, Bjenkandera y otros pocos géneros
intermediarios (compuesto | y compuesto Il) al igual que las otras peroxidasas, pero es

un poco méas complejo debido al espectro méas amplio de sustratos que maneja 2*.
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1.5 Regulacion de la expresion de enzimas lignaliticas

Las enzimas lignoliticas surgieron luego de millones de afios de evolucion en los HPB.
Estas enzimas no solamente permiten descomponer la madera, sino que también actlan
en la formacion del cuerpo fructifero, como factor de virulencia o como sistema de
defensa de la hifa frente a ataques de las plantas como de fitoanticipinas, fitoalexinas o
taninos 2%, La amplia cantidad de isoformas de las proteinas lignoliticas cumplen diversas
funciones a lo largo del ciclo de vida del hongo. Las mismas tienen diferencias cinéticas
y fisicoguimicas, motivo por el cual la expresion de isoformas enzimaticas sucede en

diversos patrones 734

La expresion de los genes lignoliticos estan regulados por diferentes sefiales ambientales
como la concentracion de carbono y nitrdgeno, la presencia de iones metalicos, de
xenobidticos, la temperatura de incubacion, tiempo de exposicion a horas de luz, la etapa

de crecimiento del hongo e inclusive el co-cultivo de dos o mas especies 13737,

A nivel molecular, se han encontrado la presencia de diferentes elementos de regulacion
en el promotor de los genes lignoliticos. Se ha descripto la presencia de elementos HSE
(heat-shock elements, elementos de shock de temperatura), MRE (metal-response
elements, elementos de respuesta de metales), XRE (xenobiotic-response elements,
elementos de respuesta a xenobidticos) y creA (CAMP responsive elements, elementos de
respuesta a CAMP) 333438 Se ha visto la presencia de varios de estos elementos hacia el
5" del ATG inicial de manera simultanea, sugiriendo que la regulacion de la expresion de

estas enzimas esta regulado por una o mas de una de estas sefiales 38,

1.5.1 Induccidén por nutrientes

En hongos filamentosos, la concentracion de nitrégeno y carbono tienen una importante
incidencia en la producciéon de enzimas lignoliticas. Generalmente las enzimas lignoliticas

son producidas principalmente durante el metabolismo secundario del hongo. También
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se ha visto que el perfil de isoformas enzimaticas esta condicionado no solamente por la
concentracion de C y N biodisponible sino también por su fuente de origen #%. No existe
una regla general para la expresion de lacasas y su relacion con la concentracion de
fuentes de nitrogeno. Se ha reportado inducciéon tanto en condiciones de déficit como
de exceso de nitrogeno . Por otra parte, las fuentes orgénicas de nitrégeno como la
peptona o L-asparagina, parecerfan tener efectos positivos en la produccion de Lcc y

MnP 22,38,39

Especies como Phanerochaete chrysosporium, expresan LiP 'y MnP en condiciones de
escasez de C/N y en forma contraria Trametes trogii produce altas concentraciones de
enzimas en medios de cultivo con exceso de nitrogeno. En el caso de Pleurotus ostreatus
y Lentinus edodes, por otra parte, la concentracion de fuentes de nitrégeno les es
indiferente y es capaz de mineralizar lignina en condiciones de alta y baja concentracion

de nitrégeno +*.

La concentracion de carbono también pareceria tener influencia en la expresion de
enzimas lignoliticas y al parecer, este efecto estaria vinculado a la produccion de biomasa
del hongo. La deficiencia de fuente de carbono dispararia la expresion de enzimas
lignoliticas debido la repercusion directa que tiene sobre el tamafio del micelio 4. Se ha
visto que el agregado de azucares simples, como glucosa, aumenta la expresion de lacasa

en P. ostreatus.

1.5.2 Induccién por iones metalicos

Varios estudios muestran que la presencia de cobre es un inductor de la expresion de
lacasas, pero también se ha visto que el exceso del ion puede llevar a la inhibicion del
crecimiento fungico 3442 £l efecto de induccion/represion de las enzimas Lac también
puede verse afectado por la relacion entre las fuentes de carbono y nitrobgeno *. Pero el

metal, no puede estar en forma de complejo, si no que debe estar en su forma libre. La
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adicion de acidos organicos como el malico u oxalico, disminuye el efecto inductivo ya

que altera el pH del medio y tiene un efecto quelante sobre los iones *.

En cuanto a MnP, se ha estudiado que su induccion esta relacionada a la presencia de
Mn?* en el medio de cultivo. La falta de Mn?* en el medio no inhibe el crecimiento del
hongo, pero sf la actividad MnP # También existe un estudio en C. subvermispora que
sugiere que el iGn manganeso, no regula la expresion de MnP Unicamente a nivel

transcripcional, sino que también a nivel traduccional *.

Sin embargo, se ha visto que la presencia de Mn?* en el medio de cultivo, inhibe la
actividad de LiP, ya que tiene un efecto supresor en la produccion de alcohol veratrilico
en Bjerkandera sp. “°. También se vio que el déficit de manganeso en el medio de cultivo
tiene efectos inductores en la expresion de la isoenzima LiP-H2 de P. chrysosporium y
que el DMSO (scavanger de radicales hidroxilos) inhibe la expresion a nivel de ARNm y
de proteinas LiP en un medio con exceso de oxigeno, indicando que la expresion puede
ser inducida por mecanismos de estrés oxidativo #/. La presencia de Mn®* en el medio de
cultivo también tiene un efecto represion en la transcripcion del gen vps de las peroxidasa

versatiles 3.

1.5.3 Induccidn por tipos de madera

La especie de arbol sobre la cual crece el hongo también se ha visto que incide sobre el
perfil enzimatico expresado. Young et al. estudio la expresion de genes de Punctularia
strigosozonata crecido sobre madera de aspen, de pino y en esas mismas condiciones
pero agregando aceite Bunker C. En los ensayos observaron que habia una mayor
acumulacion de transcriptos expresados diferencialmente en el hongo crecido sobre
madera de aspen que sobre pino, donde de los 19 transcriptos inducidos
correspondientes a oxidoreductasas, 16 estaban inducidos en aspen y 3 en madera de
pino, pero no se veia ninguna diferencia cuando se suplementaba el medio con aceite.
Estos resultados indicarian que el tipo de madera tiene una mayor influencia en la
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induccién de la expresion de genes lignoliticos y no asi el agregado de lipidos “8. Janusz
y colegas #°, compararon el perfil transcriptémico de Cerrena unicolor crecido en medio
definido y medio suplementado con aserrin de madera de mapple, de abedul y de ceniza,
encontrando que las diferentes isoformas de Lcc y MnP, se velan inducidas o reprimidas
segun el medio. Se evidencio la presencia de MnP, Lac y VP en el medio control, pero la
expresion del transcripto Lac (XLOC_00069) se vio especialmente inducida en el medio
suplementado con cualquier de los 3 tipos de aserrin. Sin embargo, la isoforma Lac
(XLOC_011745) estuvo reprimida en todos los medios. Por otra parte, la isoforma MnP
(XLOC_004631) estuvo especialmente inducida en medio suplementado con cenizas y
maple pero reprimida durante su crecimiento con abedul *°. Por otro lado, Couturier et
al. compard los transcriptomas de Pycnoporus coccineus crecido en madera de aspen y
en madera de pino y no observéd una diferencia considerable entre ambas condiciones.
En particular los transcriptos de Lac se expresaron en baja cantidad, sugiriendo que
cuando su crecimiento se dio sobre ambas maderas, su expresion se encontraba
reprimida. Por el contrario, 2 transcriptos de mnp fueron inducidos en las mismas
condiciones. En especial una tercer isoforma de MnP se vio inducida en cultivo con aspen
°0_ Estos resultados demuestran la gran adaptabilidad y variabilidad que tienen los hongos

a la hora de expresar su bateria de enzimas en diferentes sustratos.

1.5.4 Induccidn por fenoles

Debido al rol preponderante que tienen las enzimas lignoliticas de los HPB en la oxidacion
de compuestos fendlicos de la madera, es de pensar que las presencias de estas
sustancias en los medios de cultivo tengan cierto grado de influencia en la expresion y

produccion de peroxidasas y lacasas.

En el hongo Trametes hirsuta, la adicion al medio de cultivo de compuestos aromaticos
como vainillina, acido galico y alcohol veratrilico tiene un efecto inductor sobre la

actividad enzimatica de MnP y Lac. Mientras que la adicion al medio de acido cafeico,
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acido sirfingico y acido trans-cindmico no tiene efecto alguno °'. Por el contrario, en
Phanerochaete chrysosporium, la adicion de alcohol veratrilico no tiene ningun efecto
sobre la actividad Lac y MnP ni tampoco aumenta la expresion del ARNm para las
isoformas LiP H2 y H8, aunque si se incrementa en su actividad enzimética *°. Ademas
OH-libres en mondmeros y dimeros de lignina tendrian un efecto inhibidor sobre LiP H8,

blogueando el transporte de electrones en el Trp !y evitando la oxidacion de AV 3.

Se ha visto que la expresion de isoformas de Lcc en Pleuroturs pulomaris esta
condicionada a la presencia de fenoles pequefios. Un estudio observd mediante
electroforesis, que la adicion de acido vainillinico y acido ferdlico induciria un patrén
expresion de lacasas diferente a la del control, especialmente de la isoforma lcc3 **. Terrén
y colegas, también obtuvo un resultado similar con el basidiomicete Trametes sp. I-62. En
su trabajo estudiod el efecto sobre la actividad y expresion de lacasas frente a nueve
compuestos fendlicos (entre ellos siringaldazina, guaiacol, acido ferdlico y acido p-
cumarico). Observé que todos los compuestos tenfan un efecto inductor en la actividad
enzimatica, pero que la expresion de tres isoformas Lcc ocurrian de manera diferente
frente al agregado de inductores fendlicos, a pesar de la gran similitud en la estructura

de los compuestos >°.

A pesar de todas las investigaciones relacionadas a la expresion de enzimas lignoliticas
bajo diferentes condiciones de cultivo todavia quedan muchas incognitas acerca de la
regulacion en la produccion de estas enzimas. El hecho de que se hayan podido
identificar elementos de regulacion es un paso importante para acercarse a la
identificacion de las sefiales y redes de regulacion involucradas, pero todavia quedan

preguntas sin responder.
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1.6 Aplicaciones biotecnoldgicas de los HPB y enzimas lignoliticas

Como ya hemos resaltado, las enzimas lignoliticas son enzimas de alto potencial redox y
de naturaleza inespecifica. Los HPB son capaces de crecer sobre cualquier sustrato
lignoliticos y son capaces de degradar una gran cantidad de compuestos aromaticos.
Esta caracteristica los vuelve muy interesante para aplicaciones biotecnoldgicas de diversa
naturaleza. El pulpeado de celulosa, la biodecoloracion, la biorremediacion, el
pretratamiento de biomasa para raciones animales y la produccion de biocombustible,

se encuentran entre las posibles aplicaciones de estos hongos 20267

Los rumiantes, por ejemplo, tienen la capacidad de hidrolizar celulosa enzimaticamente
pero no son capaces de digerir lignina. Se ha estudiado que el pretratamiento con HPB
0 sus enzimas en materias primas como el rastrojo, mejora la digestibilidad del material

vegetal .

Una aplicacion de alto interés en la industria biotecnoldgica de los HPB es en el
biopulpeado de la madera. Generalmente para extraer las fibras de celulosa se emplean
técnicas mecanicas o quimicas que son muy demandantes energéticamente o
contaminantes “*. A pesar de los grandes avances que se ha hecho en esta area, hoy en
dia, la produccion de papel y el pulpeado de celulosa genera como productos
secundarios fenoles, fenoles clorados y fragmentos de lignina sulfonados. Algunos
posibles efectos estudiados en la salud humana sobre estos compuestos son la formacion

de cancer y de disruptores enddcrinos 28,

Un mecanismo alternativo en la produccion de papel y bioetanol, podria ser el empleo
de cocteles de enzimas lignoliticas que degraden de manera especifica a la lignina y
faciliten la remocion de celulosa, siendo este método menos extenuante para el medio
ambiente >0 También estos hongos o sus enzimas pueden ser aplicados en procesos

de detoxificacion de los efluentes de la industria papelera y de pupleado (Figura 1.9) °'.
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Figura 1.9: Esquema de los pasos de la fabricacion de papel y partes del desarrollo donde se podrian aplicar
los HPB y sus enzimas para la biorremediacion; A- Esquema general del proceso de fabricacion de papel.

B- Depolimerizacion de lignina y extraccion y blanqueado de pulpa de celulosa, C- Biorremediacién de los
efluentes °8,

Otro nicho de investigacion que se ha desarrollado en los Ultimos afios es la utilizacion
de desechos de lignina para generar productos de valor agregador. A partir de la lignina
se ha llevado a cabo la produccion de lipidos, bioplasticos, vainillina, biofertilizantes entre

otros. Sus aplicaciones han sido revisadas en profundidad por Weng et al. 2021°.

Como se menciono antes, los HPB son prometedores agendes biorremediantes. Ademas
del tratamiento de efluentes de la industria papelera también se ha estudiado su
funcionalidad en la detoxificacion de efluentes de la industria textil. El mecanismo de
remocion de toxicos se basa no solamente en la oxidacion sino también en la adsorcion
de contaminantes sobre las paredes de las hifas °’. También se ha ensayado
extensamente la capacidad de peroxidasas y lacasas aisladas de HPB para degradar
colorantes téxicos °"®?. Se ha visto que hongo como T. versicolor y Ganoderma lucidum
fueron capaces de decolorar en cerca de 2 horas, 50 uM del colorante verde malaquita
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y que esta capacidad decolorante se veia incrementada cuando se co-cultivaban las dos
especies. El verde de malaquita es un trifeniimetano utilizado como control para el
crecimiento de hongos y protozoos y existen evidencias que puede ser altamente toxico
en eucariotas superiores 3> Este mismo efecto decolorante se obtuvo empleando MnP
de P. chrysosporium expresado heterdlogamente, donde la enzima logré decolorar 100
g/L de verde malaquita en 3 horas. Mediante ensayos de in vitro, también se corroboro
su detoxificacion ®*. Yang et al, estudié la decoloracion y detoxificaciéon de verde
malaquita, utilizando la lacasa LacA del HPB Cerrena sp. En este trabajo obtuvieron 91%
de decoloracién en casi 3 horas y también logrando buenos niveles de detoxificacién ©.
La aplicacion de las enzimas de lignocelulosa no se limita solamente a su aplicacion en
procesos de biorremediacion, sino que también han sido ampliamente utilizados en la
industria textil para decolorar, suavizar algodon, mejorar el tefiido de prendas, etc. ©
Otros colorantes como Remazol golden yellow, Indigo carmin, Drimaren Yellow X-8GN,

Reactive Blue 21, Reactive black 5, Alizarina, etc. han sido decolorados por enzimas

lignoliticas de HPB .

Finalmente la remociéon de compuestos aromaticos policiclicos, deshechos
farmacoldgicos, disruptores endocrinos y pesticidas, por HPB y sus enzimas lignoliticas o

el sistema detoxificador citocromo P450 también han sido altamente reportados 32°7/%°,

1.7 Punctularia atropurpurascens

Punctularia atropurpurascens (Division Basidiomycotina, Orden Aphyllophorales, Familia
Corticiaceaea) es un HPB, aislado de Eucalyptus sp de nuestra region. Estudios previos de
nuestro grupo de trabajo, muestran que este organismo tiene un sistema lignolitico
diferente al de P. chrysosporium (organismo modelo) respecto a las enzimas que posee
y a la fase de crecimiento en que se producen ®. Una caracteristica original de P.

atropurpurascens es la produccion de algunas enzimas en condiciones correspondientes
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al metabolismo primario y que degrada lignina de forma especifica %8%°. Ademas, este
hongo fue capaz de crecer en presencia de endosulfan, es decir como Unica fuente
carbono y también con el agregado de glucosa . El endosulfan es un agroguimico de

alta persistencia, que desde el 2011 su uso ha sido prohibido en Uruguay ©’.

P. atropurpurascens es un hongo muy poco explorado. Su genoma no ha sido reportado
y existe muy poca bibliografia que lo incluya en sus ensayos. El hecho que sea capaz de
crecer sobre pesticidas recalcitrantes en presencia de fuentes de carbono y que no
requiera de una fase secundaria estricta para la produccion de MnP es una ventaja para
su aplicacion en la biorremediacion de efluentes industriales. Generalmente, estos
deshechos contienen también, altas concentraciones de residuos organicos. Por otra
parte, que sea muy selectivo a la hora de degradar lignina, no afectando las porciones
de celulosa y hemicelulosa, también lo postulan como un buen candidato para el

pretratamiento de madera.

Por los motivos anteriormente detallados, en esta tesis proponemos ahondar en el
estudio de P. atropurpurascens. Partiendo de la hipdtesis de que su capacidad
biorremediadora y decolorante se debe a su sistema lignolitico, planteamos realizar
cribados comparativos de decoloracion para identificar si existen peculiaridades en su
metabolismo que lo diferencien del hongo lignolitico modelo P. chrysosporium.
Pretendemos también vincular la capacidad decolorante con la actividad enzimatica de
lacasas y peroxidasas y finalmente estudiar si la expresion de estas enzimas esta

condicionada a la presencia de colorantes.
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Objetivos

Objetivo general

Determinar la presencia de la bateria de lacasas (Lcc), manganeso (MnP) y lignino peroxidasas
(LiP) con las que cuenta P. atropurpurascens y contribuir a la comprension de los mecanismos

que este organismo ha desarrollado para adaptarse a su habitat natural.

Objetivos especificos

1- Comparar la capacidad de crecimiento y de decoloracion de Punctularia atropurpurascens con

la de Phanerochaete chrysosporium mediante cribado de la capacidad decolorante.

2-Realizar curvas de cinética de decoloracion y de crecimiento en presencia de colorantes (azo,
antraquinonas, tiazina, xantenos vy trifenilmetilos) y comparar las velocidades con el potencial

redox de los cromdforos.

3-Evaluar el perfil de la actividad enzimatica MnP, LiP y Lcc de P. atropurpurascens cuando es

incubado en medio con el agregado de colorantes/madera.

4- |dentificar secuencias codificantes de lacasas, manganeso y lignino peroxidasas extracelulares

identificadas en muestras con actividad lignolitica interesante.

5- Establecer un sistema de referencia interno para cuantificacion de la expresion génica por PCR

en tiempo real y validar genes con expresion constitutiva en todas las condiciones de interés.

6- Relacionar las actividades peroxidasa y lacasa, detectadas durante la decoloracion

/degradacion de sustratos con secuencias seleccionadas.
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2. Materiales y métodos
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2.1 Materiales

2.1.1 Microorganismos

Punctularia atropurpurascens H2126, Phanerochaete chrysosporium 1556 DZM 'y
Aspergillus nidulans MVO001 fueron obtenidos de la coleccion de la Catedra de
Microbiologia General (CCMG) de la Facultad de Quimica, Udelar . Las cepas fueron

mantenidas en extracto de malta 1,25% y 1,5% agar a 4°C.

2.1.2 Colorantes

Los colorantes utilizados en esta tesis pertenecen al stock de colorantes de la Catedra de

Microbiologia.

Colorantes tipo Azo: Rojo congo, Rojo bordd, Amarillo brillante, Azul eriocromo RSS
140%, Crisoidina, Negro eriocromo T, Rojo p-nitroanilina, Rojo metilo, Amido Black 108,

Negro sudan B, Anaranjado metil.

Colorantes tipo Antraquinona (ANQ): Remazol Brilliant Blue, Rojo carmin, Rojo Alizarina

S (acido alizarinasulfénico).
Colorantes tipo Xantenos (XNT): Fluoresceina di bromo, Fluoresceina, Rodamina Beta.

Colorantes tipo Trifenilmetano (TFM): Azul Victoria 4R, Verde brillante, Verde malaquita,

Diamante fucsina, Fucsina acida, Auramina, Azul de anilina, Azul de timol, Cristal Violeta
Colorantes tipo Tiazina (TZN): Azul de metileno y Azul de toloudina.

Se prepararon soluciones madre de 15 mM, esterilizadas por filtracion con filtros de 0,22
um (Life Science, GVS North America). Todos los colorantes fueron preparados en agua
destilada esteéril, excepto: Negro Sudan B (etanol), Rojo PNA (acetona), Rojo metilo
(etanal), Auramina (agua:etanol,15:5), Azul de timol (etanol), Azul victoria 4R (etanol) y

Fluoresceina (acetona:agua, 10:5).
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2.1.3 Cribado de |la capacidad decolorante: Medio de cultivo AEM (Agar extracto de
malta)- P. atropurpurascens y P. chrysosporium

El medio utilizado para realizar la busqueda de la capacidad decolorante en P.
atropurpurascens 'y P. chrysosporium contuvo con 1,25% de extracto de malta, 1,5% agar
y pH=5,6.

Se esterilizd en calor humedo por 15 min a 121 °C a 11 kg/cm2 de presion.
En el caso de la adicion de colorantes, se termostatizé el medio a 37 °C y se adiciono
solucion de colorantes esterilizada en filtros de 0,22 um (Life Science, GVS North America)
a una concentracion final de 150 uM. Treinta y cinco mL mL de medio de cultivo se

agregaron a placas de Petri de 8,9 cm de diametro en flujo laminar.

2.1.4 Cribado de la capacidad decolorante: Medio de cultivo AEM modificado-
A. nidulans

El medio utilizado para realizar la busqueda de la capacidad decolorante en A. nidulans
contuvo 1,25% extracto de malta, 1,5% agar, 0.81 % Nitrato de sodio, 2 mg/L Acido p-

aminobenzoico a pH=6,8.

Se esterilizd en calor himedo por 15 min a 121 °C a 11 kg/cm2 de presion.
En el caso de la adicion de colorantes, se termostatizd el medio a 37 °C y se adiciono
soluciéon de colorantes esterilizada en filtros de 0,22 um (Life Science, GVS North America)
a una concentracion final de 150 uM. Treinta y cinco mL de medio de cultivo se agregaron

a placas de Petri de 8,9 cm de diametro en flujo laminar.

2.1.5 Medidas de actividad enzimética: Medio de cultivo liquido EM (extracto de malta)

Los medios de cultivo empleados para realizar las evaluaciones de actividad enzimatica
contuvieron 0,5% Extracto de malta, 0,81 % Nitrato de sodio, 20 mL/L de solucién de
sales a pH=5,6.

Se esterilizd en calor himedo por 15 min a 121 °C a 1,1 kg/cm?2 de presion.
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En el caso de la adicion de colorantes, se termostatizd el medio a 37 °Cy se adiciond
solucion de colorantes esterilizada en filtros de 0,22 um a una concentracion final de

150uM.

En el caso de adicion de chips de madera de Eucalyptus spp. 5 cm x 5 cm x 0,3 cm: se
hidrataron los chips toda la noche en agua destilada y se autoclavaron. Luego se
adicionaron 5 chips a un frasco conteniendo EM sin esterilizar y se corrié una segunda

ronda de autoclave en las condiciones previamente descritas.

2.1.5.7 Solucion de sales
26 g de cloruro de potasio
26 g de sulfato de magnesio heptahidratado
76 g de fostato de potasio monobasico
50 mL de solucidon de metales traza

Se llevo a un volumen final de 1L con agua destilada. Se esterilizd en calor hiumedo por
15 mina 121 °C a 1,1 kg/cm2 de presion. Se agregan 2 mL de cloformo como conservante

y se almaceno 4 °C.

2.1.5.1.1 Solucion de metales traza
40 mg de borato de sodio decahidratado
400 mg de sulfato de cobre pentahidratado
800 mg de fosfato férrico dihidratado
800 mg sulfato de manganeso dihidratado
800 md molibdato de sodio dihidratado
8 g de sulfato de zinc heptahidratado
Se llevd a un volumen final de 1Ly se esterilizd en calor himedo por 15 min a
121°C a 1,1 kg/cm?2 de presion. Se almacend a 4 °C.
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2.2 Métodos

2.2.1 Anélisis bioguimicos y microbiolégicos

2.2.1.1 Cribado de la capacidad decolorante: Cinética de decoloracion y de crecimiento

Las placas de Petri conteniendo 35 mL de medio de cultivo con AEM y 150 uM de
colorante, fueron inoculadas mediante la técnica de punciéon (1 sola vez, de forma
céntrica) a partir de un cultivo fresco de P. atropurpurascens. Como control de
crecimiento, se inocularon placas con medio de cultivo conteniendo AEM sin colorante.
Como control negativo, las placas con colorante sin inocular fueron incubadas para
controlar la estabilidad de los colorantes bajo las condiciones del ensayo. El experimento

se realizo por triplicado.

Como control positivo, se utilizd P. chrysosporium, ya que es un modelo bioldgico para

1

el estudio de sistemas lignoliticos ™ y se empled Aspergillus nidulans, como control

negativo en AEM modificado con colorantes.

Los ensayos se incubaron en camara a 28 °C. Las placas fueron fotografiadas diariamente.
Se realizaron medidas de crecimiento del diametro de micelio y del halo de decoloracién
(0 cambio en la coloracion) de los colorantes en placa con el programa Image J hasta
que el micelio cubriera totalmente la placa o la misma haya sido decolorada en su

totalidad.

2.2.1.2 Medicién del potencial de reduccion de los colorantes en circuito abierto

Se midio el potencial de reduccion de una solucion conteniendo medio 0,5% EM pH=5.6
y 150 uM de colorante, utilizando un sistema de tres electrodos conformados por 2
electrodos de platino, que ofician como electrodo de trabajo, y un electrodo auxiliar
(Radiometer analytical). Como electrodo de referencia se utilizd un electrodo de Ag/AgCl
(Hanna instruments). Los ensayos se realizaron a circuito abierto, con toma de medidas

del potencial del electrodo cada 1segundo durante un intervalo de medida de 600-1200
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segundos (Interface1010, Gamry). La medida reportada es aquella cuya variacion de
potencial con el tiempo tiende a cero (dE/dT =0), es decir en condiciones de equilibrio

electroquimico.
El potencial de la reduccion del colorante se calculé como:
Epca=Etrabajo+ Ereferencia

Epca es el potencial a circuito abierto y se calcula como la suma del potencial (E) de trabajo
y el potencial de referencia (Ereferencia). Siendo Etrabajo, aquel medido por el potenciometro

y el Eref al potencial estandar de reduccion Ag/AgCl (220 mV a 25 °Q).

2.2.1.3 Cultivos para andlisis de actividad enzimdtica y expresion por gPCR

El in6culo inicial fue preparado a partir de un cultivo fresco de P. atropurpurascens en
medio de AEM incubadas por 2 semanas a 28 °C. Los conidios fueron recuperados con
espatulas estériles con una solucion de 0,1% Tween 80. La suspension fue filtrada en tela
estéril y homogenizada por vortex. Seguidamente, se realizO un recuento en camara

Neubauer para conocer la concentracion de conidios.

Se realizaron cultivos en 100 mL de medio con 0,5% EM y 150 uM de colorante o con
cinco chips de madera de Eucalyptus spp. en frascos de 500 mL. Los frascos fueron
inoculados con una suspension de conidios de P. atropurpurascens a una concentracion

final de 1x10° conidios/mlL.

La incubacion se llevd a cabo sin agitacion a 28 °C. Se midio la actividad enzimatica Lcc,
MnP y LiP en los sobrenadantes del cultivo los dias 3, 7, 10 y 20 de incubacion. Previo a
la medida de actividad, los sobrenadantes fueron centrifugados 2 minutos a 12000 rpm.
Los micelios fueron filtrados, lavados con agua autoclavada, secados en papel secante
autoclavado, congelados en nitrogeno liquido y almacenados a -70 °C hasta la extraccion

de ARN. Los cultivos se realizaron por triplicado.
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2.2.1.4 Determinacion de actividad enzimdtica

2.2.1.4.7 Actividad Lacasa

La actividad lacasa fue medida siguiendo la metodologia descripta por Criquet et al. 1999
70 Esta técnica se basa en el sequimiento de las tasas de oxidacion del sustrato artificial
siringaldazina a una quinona (Figura 2.1). Para las medidas cinéticas se adicionaron 200
uL de sobrenadante de cultivo a una mezcla previamente termostatizada a 30 °C
conteniendo buffer fosfato pH=5,7, 10 mM y 0,02 mM de siringaldazina a un volumen
final de 2 mL. Se tomaron alicuotas de 200 pL y se midio la absorbancia en lector de
placas (M200 Infinite Pro Microplate Reader, Tecan Life Science) cada 15 segundos
durante 10 minutos a 30 °C. Las medidas se realizaron por duplicado técnico de tres

réplicas bioldgicas.

CH0. H y OCHg ie CH50 OCH,
| |
HODC=N—N=G OH + O, — @zc—wN—c:C}o + 2H,0
pH 7.5; 30°C
CHz0 OCH, CH30 OCH;,

Syringaldazine, ) . ,
yringaidazine, yellow Tetrametoxy azobismethylene quinone, violet

Figura 2.1 : Reaccion de oxidacion a siringaldazina por acciéon de lacasas para dar una quinona violeta ’".

Se registrd el aumento de absorbancia en funcion del tiempo a 525 nm y se utilizo el
coeficiente de extincion de siringaldazina en su estado oxidado (= 65,000 M™'em™) para
calcular los moles de sustrato oxidado por unidad de tiempo en condiciones de
velocidades inicial. Se definié la unidad enzimatica como la cantidad de enzima necesaria
para producir 1T umol de quinona a partir de siringaldazina por minuto a pH=5,7y 30 °C.

La actividad se ajustd por el volumen de sustrato agregado y se expresé como UE/mL.
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2.2.1.4.2 Actividad enzimatica de Manganeso Peroxidasa

La actividad manganeso-peroxidasa se midid segun la técnica previamente descrita por
Castillo et al. 1994 2 Esta técnica se basa en el acoplamiento oxidativo de 3-
metilbenzotiazolinona-2(3H)-hidrazona  (MBTH) con  p-dimetilaminobenzaldehido

(DMAB) para dar un colorante del tipo azo que absorbe luz a 590 nm (Figura 2.2).

Mn Peroxidase

@[ ):N-NHZ @: ):N—NH

?H: COOH ?HS COOH
N + CH, N CH,
N-NH + N o N=N=N N
Qs+ G | O
DMAB

Azodye  Amax =590 nm

Figura 2.2: Reaccion de acoplamiento de MBTH con DMAB para dar un croméforo azulado por accién de
MnP 72,

Se adicionaron 200 pL de sobrenadante de cultivo de una mezcla previamente
termostatizada a 37 °C conteniendo buffer succinico 0,1 M (pH=4,5), DMAB 0.99 mM,
MBTH 0,07 mM, MnSO4 0,3mM y H>O, 0,05 mM (volumen final de 2 mL). Se tomaron
alicuotas de 200 pL y se midio la absorbancia en lector de placas (M200 Infinite Pro
Microplate Reader, Tecan Life Science) cada 15 segundos durante 10 minutos a 37 °C. Las

medidas se realizaron por duplicado técnico de tres réplicas bioldgicas.

Se registré el aumento de absorbancia a 590 nm en funcion del tiempo. Se calcularon los
moles de producto formado por minuto aplicando la ley de Lambert-Beer, aplicando el
coeficiente de extincion del colorante azo formado por el acoplamiento oxidativo de
MBTH y DMAB (e= 53000 M™" cm™). Se definio la unidad enzimética como la cantidad de
enzima necesaria para oxidar 1 umol de sustrato por minuto, a pH=4,5y 37 °C. La

actividad se ajusto por el volumen de sustrato agregado y se expresd como UE/mL.
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2.2.1.4.3 Actividad enzimatica Lignino Peroxidasa

La actividad LiP fue medida como describieron Tien & Kirk en 1984 73 Este método se
basa en la determinacion de la absorbancia de la oxidacion de alcohol veratrilico a
veratraldehido (Figura 2.3). Brevemente, se agregaron 400 pL de sobrenadante de cultivo
a una mezcla termostatizado a 37 ° C que contenia tartrato de sodio-acido tartarico pH=3

0,1 M, alcohol veratrilico 2mM y H202 0.15 mM (volumen final de 2 mL).

CH,OH CHO
LiP
OCH; ! ; OCHj5
OCHg H,0, H,0 OCH34
veratryl alcohol veratraldehyde
(VA)

Figura 2.3: Conversion de alcohol veratrilico a veratralehido por accion de LiP™.

Se tomaron alicuotas de 200 uL por duplicado y se midi6 la absorbancia (M200 Infinite
Pro Microplate Reader, Tecan Life Science) a 310 nm (£=9300 M'cm™) en placa
multipocillo a 37 °C en intervalos de 15 segundos por 10 minutos. Las medidas se

realizaron por duplicado técnico de tres réplicas bioldgicas.

La unidad de enzima (UE) fue definida como la cantidad de enzima necesaria para oxidar

1 umol de alcohol veratrilico por minuto a pH 3.0y 37 °C.
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2.2.1.5 Determinacion de peso de biomasa generada

Una vez medidas las actividades enzimaticas Lcc, MnP y LiP, las mismas fueron
normalizadas por el peso humedo de la biomasa generada hasta el dia de la medicion.
Para la medida de la biomasa, se filtrd el micelio y se lavd 3 veces con agua destilada. El
excedente de agua se absorbid con papel secante y se procedié a pesar la biomasa en
balanza analitica. En el caso de las medidas de biomasa en madera, el micelio crecido
sobre la superficie de los chips fue raspado con espatula. El micelio crecido sobre el medio
liquido se filtrd en tela y se prosiguié con las medidas al igual que en los frascos sin

madera.

2.2.2 Anélisis moleculares

2.2.2.1 Obtencién de muestras para secuenciacion masiva (transcriptomas/genoma)

P. atropurpurascens se cultivd en condiciones de induccion y de no-induccion lingolitica
a fin de generar el material para la secuenciacion de transcriptomas en ambas
condiciones. El ADN para secuenciacion del genoma se extrajo de cultivo en condiciones

de no-induccién. Los ensayos se hicieron por quintuplicado.

Condiciones de no-induccion. El indculo inicial de conidios se realizd a partir de placas
Petri inoculadas con P. atropurpurascens en medio de 1,25% EM y agar 1,5% incubadas
por 1semana a 28 °C. Los conidios fueron resuspendidos en 0,01% Tween 80 con punta
de espatula autoclavada vy filtrados en tela estéril. Esta suspension se utilizd para inocular
matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 100 mL de medio de cultivo liquido con
1,25 % EM y 3% de peptona a pH=5,6, a una concentracion final de 10° conidios /mL. Los
matraces fueron incubados a 28 °C a 150 rpm. El micelio se recolect6 al tercer dia de
crecimiento (fase exponencial), se filtro en tela estéril y se lavd con agua destilada

autoclavada.
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Condiciones de induccion. El inéculo inicial de conidios se realizé a partir de placas Petri
inoculadas con P. atropurpurascens con medio de cultivo conteniendo 3 % de agar y
0,5% de EM y un chip de madera de Eucalyptus spp, incubadas durante 14 dias a 28 °C.
Los conidios fueron resuspendidos con 0,01% Tween 80 con punta de espatula

autoclavada y filtrados en tela estéril.

Frascos de 500 mL conteniendo 100 mL de medio de cultivo liquido con 0,05% de EM, 20
mL/L de solucion salina de medio minimo y 0,81% de nitrato de sodio a pH=5.6 y cinco
chips de madera de Eucalyptus spp. de 5 cm x 5 cm x 0,3 cm fueron inoculados con la

suspension de conidios (indculo inicial) a una concentracion final de 10°

conidios/mL e incubados a 28 °C durante 60 dias. El micelio se filtrd en tela esteéril y se

lavd con agua destilada autoclavada.

Los micelios se pulverizaron en presencia de nitrégeno liquido en morteros estériles. Se
extrajo el ADN total de 150 mg de micelio pulverizado usando Quick-DNA Plant/Seed
Miniprep Kit (Zymogen research). El ARN se extrajo de 150 mg de micelio pulverizado
con Plant RNAeasy Mini Kit (Qiagen). La calidad del RNA fue verificada por determinacion
del RIN (RNA Integrity Number) y la del ADN fue verificada por electroforesis con gel de
agarosa 1%. La concentracion de ADN extraido se estimo sobre gel de agarosa, utilizando
un estandar de concentracion de ADN (1 kb DNA Ladder, Thermo Scientific). La
concentracion de RNA se midi6é en espectrofotometro de microvolumenes (Jenway
Genova Plus). El secuenciado se realizd con Illumina (Macrogen Inc, Corea). Para el
ensamblado se empled MaSuRCA, comando estandar /MaSuRCA-4.0.3/bin/masurca-t16-
i forward_paired.fq.gz,reverse paired.fq.gz. (a cargo del Lic. Andrés Milano y el Dr. Pablo
Smircich, LIM F. Ciencias - Dpto Gendmica, IBCE).
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Tabla 2.1: Parametros del ensamblado gendmico

Ensamblado genémico Parémetros Ensamblado genémico Parémetros
Genome Assembly size (Mbp) 62-73 N50 scaffold length 44927
Number of scaffolds 7075 Number of scaffold > 1K nt 3842 54,30%
Total size of scaffolds 62168271 Number of scaffold > 1K nt 1337 18,90%
Longest scaffold 268721

Shortest scaffold 157

2.2.2.2 Busqueda de secuencias de genes de referencia, mnp y lcc en genoma y
transcriptoma de P. atropurpurascens

Los genes de referencia fueron descargados de la base de datos Joint Genome Institute

(JGI) de P. ostreatus PC15 v2.0

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/PleosPC15_2/PleosPC15 2.home.html)  utilizando  los

nuimeros de identificacién proporcionados por el articulo de Castanera et al 2015 67>/,
Esas secuencias se usaron para buscar mediante los genes y proteinas homaologos en P.

strigosozonata v 1.0 (https://mycocosm.jgi.doe.gov/Punstl/Punstl.home.html) base de

datos JGI .
Para la obtencion de las secuencias lcc, se realizd una busqueda de lacasas en el genoma
de  Punctularia  strigosozonata v 10 en la base de datos JG

(https://mycocosm.jgi.doe.gov/Punstl/Punstl.home.html) utilizando la palabra clave

“laccase” en el buscador "

Se descargaron todas las secuencias genomicas,
transcriptomicas y protedmicas correspondientes a lacasas.

Las secuencias mnp fueron obtenidas previamente por nuestro equipo de trabajo, con
cebadores degenerados (region central) y RACE-PCR (extension de regiones 5"y 3'), que
fueron clonadas y secuenciadas. Por esta metodologia se obtuvo la secuencia completa

de cuarto genes mnp y parcial de otros tres.
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Las secuencias de los genes de referencia y lcc de P. strigosozonata, junto con los 7 genes
mnp obtenidos previamente, fueron la base para realizar una busqueda local en el

transcriptoma y genoma de P. atropurpurascens.

La busqueda de secuencias se llevd adelante mediante los programas Nucleotide-

Nucleotide BLAST 2.9.0 y Protein Query-Translated Subject BLAST 2.9.0+.

Para la verificacion de las secuencias se utilizaron aquellos hits de identidad mayor al 85%

y de cobertura cercana al 100%.

Las secuencias proteicas tedricas fueron obtenidas a partir de la traduccion de la
secuencia transcriptomica verificada en el programa Expasy, de SwissProt

(https://web.expasy.org/translate/).

2.2.2.3 Disefio de cebadores para gPCR
Se disefiaron oligonucledtidos especificos para cada gen usando el programa

Primer3plus (http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) y ajustes

posteriores.

En particular para los genes mnp y lcc se utilizo el programa AllelelD 7 (Primer BioSoft,
USA), el cual permite disefiar cebadores especificos para cada isoforma. Los parametros
de los cebadores fueron verificados con el programa Primer3plus y la tendencia a formar
horquillas, homodimeros o heterodimeros se analizaron con el programa VectorNTI

(Invitrogen).
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Tabla 2.2: Cebadores especificos disefiados para qPCR de genes de referencia

Gen Nombre Sequencia 5'->3"' Tm (°Q) Amplicon (pb)

PaACN_F1q TGGTATCCACGAGACGACCT 60,5

o PaACN_R1g GTACCACCGGACAGGACAAC 60,3 ”
PaCYCi1_F1 ACCCACCTGTCCGTCAAAC 60,8

e PaCYCi1_R1q AGCACTAGTCGGCGGAGAT 60,0 >
PaCYT_Flig CCCAACCTTCATGGTGTCTT 59,8

ot PaCYT_R1g AGGTAATGCCCTTGTTGACG 60,0 %
PaGDP_R1q AGGCCATACCAGTGAGCTTG 60,3

gdpc 94
PaGDP_F3q GTCAACGGCAACATCATCC 59,9
‘ PaLIP_F3 TCGCTCATGCGTATATCAGG 59,8

v PalLIP_R3 ATCTGCTTGAACACCCGAAG 60,3 7
PaPEP_F1q GCAAAGCAAACATCCTCTCC 59,8

pep PaPEP_R2q TTGATGGCTTGTTCCGTAGAC 60,1 v
PaPHOS_F2q TTTACAGGAACTGGGGATGC 59,9

phos 96
PaPHOS_R2q TGGCAATCAGAGCGTATGAC 59,8
PaSAR_F5q GCCATCAACAGGCTCGTC 60,4

o PaSAR_R5q AAACGCTCGAAGTCTGCACT 60,2 7
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Tabla 2.3: Cebadores especificos disefiados para gPCR de genes lcc

Gen Nombre Sequencia 5'->3"' Tm (°Q) Amplicon (pb)
PA lccl_cdc 6441 F2 GTTCTCGCTGGAGGTGTCTT 595
lecT - 101
PA_lccl_cdc_6441 R2 3 AACATGGTGGTGTCCGTGA 60.9
PA _lcc2_ CDC 1184 _F2 CCAACGCTCACCTGTACGA 609
lec? - 106
PA lcc2_CDC_1184 _R2 CGTCGAATCGGCAACAC 598
PA_lcc3_cdc_8102_F1 GAACCGACTACTTCTCAGGATACG 60.5
lec3 - 105
PA_lcc3_cdc_8102_R1 AACGCAACGCTGACTGG 597
PA_lcc4 cdc_1000_f3 ACCCTCACGCAAGCCTTT 60.8
lec4 - 105
PA_lcc4_cdc_1000_r3 AGTCCGCCACACCAACAG 60,7
PA_lcc5_cdc_6285_F1 ATCCAGAGTGCCATCCTTAATC 59 4
lecs - 107
PA_lcc5_cdc 6285 R1 GAAGTTATCGCCCTTGTTGC 597
PA_lcc6_CDC _1184_F3 CAGGAACGGGTGGAGTTG 60,1
lec6 - 90
PA_lcco_CDC 1184 r3 CGAGTTGGTTGTTGACGTTG 60.2
PA_lcc7_cdc_9737_F5 TTGGGTGCATTACCTCGTG 60.5
lec7 - 89
PA_lcc7_cdc 9737 _R5 GGGTTTTCCAAAGGAACGA 599
PA_lcc8 cdc_il.com_F2_2 ATCGTCAACCAGGTCATCG 505
lcc8 - 120
PA_lcc8 cdc_il.com_R2_2 CTGAACATTCAGCTTGAACTCG 60,1
PA_lcc9 cdc i5 F3 TCAACGATCACGGTGCAG 604
lcc9 - 81
PA_lcc9 cdc_i5 R3 AGGGAAAACCCCATTTGC 597
PA_lcc10_cdc_R2 CGTTGATCGAGAAGTTGTATGC 598
lcc10 : 87
PA_lcc10_cdc_F2_2 GCTGTCGTCAATGTTGAGAAG 585
PA_lcc11_cdc_F2 CTCTTAGAGACCAATCTGCATCC 594
lecTT - 100
PA_lcc11_cdc_R2 CAGTGAAGTTGAACGCAAGG 595
PA_/CC12_CdC_g 55 F2 TTGCTTAGTGCGATCCTCTACC
lcc12 60,8 109
PA_lcc12_cdc_g5_r2 AGGGAACTGTCCATTCACCA 604
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Tabla 2.4: Cebadores especificos disefiados para gPCR de genes mnp

Gen Nombre Sequencia 5'->3"' Tm (°Q) Arrzsltl;):on

PA_MnP22cc_F3 GACCGCAAAACGTGCAAC 61,3

mnp22C 106
PA_MnP22cc_R3 GTTTTGGAAGATGGTCTGCTG 59,7
Pa_MnPA_F1 TGCTGGCGTTTGTCCTG 60,6

mnpA 9
Pa_MnPA_R1 GGAAGATGGTCGTCTGAAGGT 60,5
PA_MNPB1,2,F_F2 GATCAAGACGGCTGTGAAGC 61,0

mnpB1,.2YF 100
PA_MNPB1,2,F_R2 GCTGGTAAGGGTGGGGAAC 61,7
PA_MNPC_F4 CCGAGGACCTGATCGATTG 61,6

mnpC 120
PA_MNPC_R4 AGGTGGTGTTGCAGACGAG 59,9
Lu_PA_MnpD_F1 TCTCCCAGTCTAAGGATGTTGG 60,5

mnpD 86
Lu_PA_MnpD_R1_1 ACCGTTCGCATGGAAGTTAG 60,1
Pa_mnpEc_F2 CTCAGGACCTCCAAGAGAATGTT 61,0

mnpE 106
Pa_mnpEc_R2 CCGAGGCTCTGACTGATACC 59,8

2.2.2.4 Extraccién de ARN para ensayos de expresién por RT-gPCR

El ARN fue extraido de los micelios obtenidos en los mismos cultivos que se ensayo
actividad. Los micelios se filtraron en tela estéril, se lavaron en agua destilada estéril y se
secaron en papel secante estéril. Los tegjidos se pulverizaron con nitrégeno liquido en
mortero estéril. Se extrajo ARN de 150 mg de micelio pulverizado con Plant RNAeasy Mini
Kit (Qiagen). La cantidad de RNA fue cuantificada con el instrumento Espectrofotometro

de microvolumenes (Jenway Genova Plus).

2.2.2.5 Sintesis de ADNc
Previo al paso de retrotranscripcion (RT) se debe eliminar todo el posible ADN
contaminante. Para ello, se trata 1 ug de ARN con 0,4 uL de DNase | (Amplification Grade,

Invitrogen) y 1 uL del buffer 10x de DNase I. Se agregd agua DEPC hasta alcanzar el
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volumen final de 9,4 uL. Se incuba 17 minutos a temperatura ambiente y finalmente la

enzima se inactiva a 65 °C durante 10 minutos 8.

Una vez eliminado el ADN se prosiguio a realizar la RT. Se agregaron 4 ulL de buffer 5 x
First Strand (250 mM Tris-HCl (pH=8,3), 375 mM KCl y 15 mM de cloruro de magnesio)
(Invitrogen), junto con 1 uL de inhibidor de ARNasa (RNaseOut, Invitrogen), 1 ulL de
enzima M-MLV RT (200 U/ul) (Invitrogen), 2 uL de DTT 100 mM (Invitrogen), 1 uL de
dNTPs (Quiagen) y 1 uL de cebadores aleatorios (0,2 ug/ull) (Quiagen). Este mix se

agregd al volumen resultante del tratamiento con DNAsa (volumen final 20,4 L)@,

El programa para la RT fue de 10 minutos a 25 °C, 50 minutos a 37 °C y 15 minutos a 70
°C (Termociclador Labnet Multi Gene ). Una vez finalizado el programa, el ADNCc

resultante se diluyd %y se almacend a 4 °C 8,

2.2.2.6 Amplificacién mediante PCR en tiempo real

Las reacciones de amplificacion de los genes de interés se llevaron a cabo en un volumen
final de 10 uL, conteniendo 5 pL de QuantiTect SYBR Green PCR master mix (2x)
(Quiagen), 0,5 uL de cada primer (concentracion final de 6 mM), 2 uL de ADN molde
diluido % y agua mQ. La amplificacion se realizé utilizando el siguiente programa de
ciclado: 95 °C durante 15 minutos (desnaturalizacion inicial), 30 ciclos de 15 segundos a
94 °C (desnaturalizacién) y un minuto a 59 °C (hibridacion y extension) 78, En este Ultimo

paso es que se configura al instrumento para que realice la medicion de fluorescencia.

Una vez finalizada la amplificacion, se realizd una curva de melting incrementando la
temperatura en 0,5°C cada 5 segundos en un gradiente de temperatura comenzando de
60 °C a 95 °C (termociclador Corbett Rotor-Gene 600). Las mediciones se realizaron por
duplicado técnico. La especificidad de los cebadores se verificd inspeccionando los
perfiles de la curva de melting y comparando las temperaturas de melting teéricas y

practicas. Para calcular las temperaturas de melting tedricas se utilizé la aplicacion web
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UMELT3.6.2 "Quartz" (https://www.dna-utah.org/umelt/quartz/um. php#close) °

utilizando los parametros termodinamicas de Blake & Decourt 1998 &,

2.2.2.7 Validacién de genes de referencia

A partir de la literatura se seleccionaron los genes phos, pep, sarl, gdpc, act, cyc, cyty lip
178 La idoneidad de los genes seleccionados a ser utilizados como gen de referencia se
evalud en cinco condiciones de cultivo: medio 0,5 % EM (i) incubado por 3 dias, (i)
incubado por 20 dias (i) suplementado con RBBR e incubado 3 dias, (iv) suplementado

con rojo carmin e incubado por 7 dias e (v) incubado por 3 meses con chips de madera

La estabilidad de la expresion de los genes fue evaluada mediante los algoritmos geNorm

81y NormFinder 8.

2.2.2.8 Andlisis de expresidn transcripcional
El tratamiento de los datos obtenidos se realizd con el programa REST 2009 &,

normalizando los valores contra la expresion de los genes de referencia act y phos.
Para estimar la expresion relativa de un gen determinado, este programa comienza por
calcular una concentracion absoluta intermedia a traves de la formula:

Concentracién= Eficiencia promedio Cp (condicion control)-promedio Cp (condicién problema)

Donde Cp (ciclo umbral) corresponde al valor donde se acumula la fluorescencia y
alcanza un umbral (threshold) establecido. Esta férmula se usa para obtener el promedio
estimado de la concentracion absoluta sin corregir para cada gen. En esta tesis se asumio

el valor de eficiencia de 1.

La expresion relativa se calcula como

Concentracién del gen problema

Expresion relativa = - — : — -
Promedio (concentracién de gen de referencia 1,concentracién del gen de referencia 2,..etc)
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En el calculo de expresion relativa se utiliza el promedio de todos los genes de referencia.

Este promedio se utiliza como el factor normalizador

Para cada ensayo se realizd dos réplicas técnicas y dos réplicas bioldgicas. El analisis

estadistico se realizé aplicando test de randomizacion (REST 2009) 8.
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3. Resultados
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3.1 Analisis de la capacidad decolorante de P. atropurpurascens

3.1.1 Cribado cualitativo en medio sélido

Un método comunmente empleado para dilucidar rapidamente si un hongo cuenta con
enzimas lignoliticas es realizando cribados de decoloracion de colorantes. Esta
metodologia se basa en el analisis semicuantitativo del cambio de color de colorantes
como RBBR (Remazol brilliant blue R) en medio sélido debido a reacciones redox

provocadas por enzimas oxidantes 848>,

Los cromdforos son moléculas responsables de la absorcion de luz en los colorantes y
pigmentos organicos. Esta propiedad se debe al sistema de deslocalizacion electronica

86

de doble enlaces conjugados Los colorantes azo, son compuestos aromaticos

caracterizados por la presencia de uniones tipo azo (N=N) 8 los colorantes
trifenilmetano se caracterizan por la presencia de tres grupos fenilos unidos por el atomo
de carbono central ¥, las antraquinonas estan formadas por un anillo aromético triciclico
(antraceno) que presenta en las posiciones 9 y 10 grupos carbonilo ®; los xantenos son
aquellos que presentan un nucleo como dibenzo-Y-pirona o xanthylium 8y las tiazinas

son colorantes que se caracterizan por la presencia de un anillo aromatico triciclico con

un dtomo de nitrégeno y uno de sulfuro en su anillo central *° (Figura 3.1y Anexo 7.1.1).

v @ o
© gha

Antraquinona Trifenilmetano Xantenos

o OO

Tiazina Azo
Figura 3.1: Estructura de grupos quimicos antragquinona, trifenilmetano, xantenos, tiazina y azo.
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En este trabajo se evalud la capacidad decolorante de P. atropurpurascens frente a 28
colorantes, agrupados en cinco categorias segun la estructura del cromdforo: 11
colorantes del grupo azo, tres antraquinonas (ANQ), tres xantenos (XNT), nueve

trifernilmetanos (TFM) y dos tiazinas (TZN).

91-93

Como control positivo se utilizd el HPB P. chrysosporium y como control negativo el

ascomiceto A. nidulans, por no ser considerado un HPB debido a que no presenta genes

94,95

mnp, lip o vp

En términos generales, P. atropurpurascens fue capaz de decolorar, y crecer, los 24
colorantes analizados pertenecientes a los diferentes grupos (ANQ, XNT, TFM, AZO y
TZN) (Figura 3.2, 3.3y 3.4).

El control P. chrysosporium fue capaz de degradar 19 de los 24 colorantes; en presencia
de los cinco colorantes restantes, no pudo crecer en: tres TFM (verde malaquita, verde
brillante y azul victoria 4R), un AZO (Crisoidina) y un XNT (Dibromo fluoresceina) (Figura

3.3.B).

Como era de esperar A. nidulans, control negativo, no fue capaz de degradar la mayoria
de los colorantes, sin embargo, se observo crecimiento y decoloracion parcial de cinco
colorantes ensayados. Por ejemplo, se observd crecimiento de A. nidulans en presencia
de Crisoidina y un halo de menor de coloracion que rodea el micelio del hongo (Figura
3.3.B). El mismo efecto se observo en presencia de Rojo congo, Rojo bordo, Rojo metilo

y Alizarina S (Figura 3.4).
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Estructura Punctularia Phanerochaete

Colorante .
colorante atropurpurascens chysosporium

AZO

Azul
Eriocromo
RSS

Negro
eriocromo T

Rojo PNA

Amido black
10B

Negro sudan

Naranja
metilo

XNT

Fluoresceina

Rodamina B

Apergillius

nidulans

Control

Figura 3.2.1: Colorantes quimicos del grupo AZO y XNT empleados para el cribado de la capacidad de
decoloracion de P. atropurpurascens. Control postivo: P. chrysosporium. Control negativo: A. nidulans.

Control de crecimiento: Control (EM con colorante y sin microorganismo).
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Estructura Punctularia Phanerochaete Apergillius

Colorante N .
colorante atropurpurascens chysosporium nidulans

TFM

Diamante
fucsina

Fucsina acida

NH,*

Auramnina m
\N‘ &7 N/

| |

-0

7 o
Azul de ch}
anilina <’:)
0

HO.
Azul de Timol h

TZN

Azul de N A
|
metileno ”’C*N@SQW“’
CHs

cr CHs

Azul de /»IJ‘ NHy|
toloiudina [ II;E:[ }c

Figura 3.2.2: Colorantes quimicos del grupo TFM y TZN empleados para el cribado de la capacidad de
decoloracion de P. atropurpurascens. Control postivo: P. chrysosporium. Control negativo: A. nidulans.
Control de crecimiento: Control (EM con colorante y sin microorganismo).
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A Figura 3.3: A - Colorantes quimicos
degradados por P. atropurpurascens y
P. chrysosporium. Se evaluaron un total de
24 colorantes clasificados en AZO (10),
ANT (1), TFM (8), XNT (3) y TZN (2). El
numero arriba de las graficas de barra
8 indica la cantidad de colorantes sobre los
que el hongo puedo crecer y decolorar.
" 400 B — Ensayo de decoloracion en placa. Se
4 .N/MS/\,A\;‘.CH; i
s o @, muestran los cinco colorantes degradados
2 2 por P. atropurpurascens que nNo son
. alterados por el modelo biologico P.
chrysosporium. Control: medio de cultivo
AZO ANQ XNT TFM TZM con colorante sin inocular e incubado en
las mismas condiciones que los demas
ensayos.

W P. atropupurascens P.chrysosporium

Estructura Punctularia Phanerochaete Aspergillus

. A Control
colorante atropurpurascens chysosporium nidulans

Colorante

AZO

Crisoidina

&
g

TFM

Azul Victoria
4R

Verde brillante

Verde
malaquita

XNT

Dibromo
fluoresceina




Punctularia

Estructura Phanerochaete Apergillius
Colorante atropurpurascens . .
colorante chysosporium nidulans
AZO
Rojo
congo
Rojo bordd ‘
EH; 5, e |
4 e k! )
Rojo metilo QN&NQ ’; VN
SOy S <
ANQ

o
SO, Na f \
Alizarina S ‘O (* .
OH 3 5
o OH <
~

Figura 3.4: Colorantes susceptibles a la degradacion en A. nidulans. Se muestran los cuatros colorantes que,
junto a Crisoidina (Figura 3.2.B) presentan un halo de decoloracién alrededor del micelio del control A.
nidulans.

La decoloracion por parte del control negativo se puede deber a la adsorcién inespecifica
de colorante sobre el micelio del hongo o también debido a la accion de lacasas %%
Este hongo contiene en su genoma secuencias que codifican lacasas pero no asf

peroxidasas especificas del sistema lignolitico 4.

La degradacion de ciertos colorantes, tanto por P. atropurpurascens como P.
chrysosporium, da lugar a coloraciones intermedias. Asi, el Rojo metilo, pasa por un color
rosa intermedio, antes de decolorarse completamente. Lo mismo sucede en colorantes
como Rojo congo, que pasa por tonalidades cobre, para luego suavizase hacia colores
mas beige y terminar en la decoloracion total (Figura 3.4). Estas observaciones también

aplican para colorantes como Rodamina B y Fluoresceina (Figura 3.2.1), Azul Victoria 4R
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(Figura 3.3), Cristal violeta y Rojo carmin (datos no mostrados), donde antes de perder

totalmente la coloracion, se observan cambios en los tonos de coloracion.

En el caso de Naranja de metilo, no se observa cambio de coloracion en placa con 150
uM (Figura 3.2.1) ni en cultivos liquidos con la misma concentracion de colorante. Sin
embargo, a mayores concentraciones el colorante se torna mas oscuro, hacia las
tonalidades marrones (Figura 3.5). Se registrd el espectro de absorbancia del
sobrenadante de cultivos de P. atropurpurascens en medio EM liquido y 4800 uM de
Naranja de metilo luego del cambio de coloracion a marron (12 dias de incubacion) y se
compard con el espectro del mismo medio y las mismas condiciones de incubacion, pero
sin inocular (control de oxidacion quimica) (Figura 3.5).

A B

Control Colorante + P. atrpopurpurascens+ 12d incub

2,5 4 , J,

[AS]

o
3 c 2
05
400 500 600 700 800 200 300 400 500 600 700 800
nm nm
Control  P. atrpopurpurascens+12dincub Control P atrpopurpurascens+12d incub

-9 S8 O HE

Figura 3.5: Espectro de absorbancia de cultivos de P. atropurpurascens con Naranja de metilo. Medio 0,5%
EM liquido con 4800 uM de colorante a incubado a 28 °C por 12 dfas. A- Control sin inocular, B-inoculado
con P. atropurpurascens. Pie de figura: imagenes de cultivos liquidos con 4800 uM y 150 uM de colorante
y sus controles sin inocular.

En la Figura 3.5 se observa el cambio de perfil; con un corrimiento en el pico de maxima

absorbancia de 500 nm a 375 nm en el cultivo con P. atropurpurascens respecto al
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control. En el pie de la figura se muestra una imagen cultivos liquidos con 4800 uM y 150
UM de Naranja de metilo y sus controles sin inocular. Es de destacar que a la menor
concentracion no se observd cambio de coloracion ninguno de los dias previos,
probablemente porque a esa concentracion no sea detectable a simple vista. Para
corroborar si se detecta cambio en el maximo de absorbancia también a menor
concentracion de colorante, se podria también hacer un barrido de absorbancia en el

rango UV-visible.

La transformacion a otras estructuras coloreadas puede deberse a la oxidacion del
compuesto hacia conformaciones oxidadas intermedias que luego contindan oxidandose
hasta perder completamente su capacidad de absorcion de luz por ruptura de los
cromoforos. La elucidacion de intermediarios a través de técnicas como LC-MS/MS
permitiria profundizar en los mecanismos oxidativos que van sucediendo en el proceso
%8 _Otra razén por la que se podria dar el cambio de coloracién, podria ser un cambio de
pH en el medio, por lo que una posible correccion en el ensayo seria realizar los medios

de cultivo con solucion tampon.

Una observacion general es que el micelio de P. atropurpurascens crece de forma
diferente en presencia de los distintos colorantes (Figuras 3.2, 3.3y 3.4). En presencia de
TFM se observa un micelio mas compacto con alta densidad de esporas. Por otro lado,
en presencia de Rojo bordo, las esporas se centran en la zona de inoculacion, mientras
que con Dibromo fluoresceina, las esporas se encuentran dispersas en todo el micelio.
Estos resultados podrian indicar que la presencia de colorantes afecta en cierta medida

la morfologia o el ciclo de vida de P. atropurpurascens.
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3.1.2 Cinéticas de decoloracién y de crecimiento

Como parte de la evaluacion del comportamiento de P. atropurpurascens en presencia
de colorante, se hicieron medidas periddicas del crecimiento del micelio, asi como del
halo de decoloracion. En este estudio no se incluyd P. chrysosporium debido a su
crecimiento no compacto, con hifas dispersas que alcanzan rapidamente los limites de la
placa y a que, como consecuencia de la forma de crecimiento, la decoloracion se da de

forma homogénea en toda la placa.

En la Figura 3.6 se muestran las velocidades de crecimiento (Vcre) y de decoloracion
(Vdec) de P. atropurpurascens cuando crece en medio sélido (AEM) con colorantes. Las
velocidades surgen de la pendiente del grafico diametro del micelio/halo de decoloracion

(cm) en funcién del tiempo (dfas) (Figura A4y Figura A.5).
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Figura 3.6: A- Velocidad de crecimiento (Vcre); B- Velocidad de decoloracion (Vdec) de P. atropurpurascens.

Cultivos en medio solido 0,5% AEM y 150 uM de colorante. Los valores Vcre y Vdec corresponden a las

pendientes de los graficos: diametro micelio/halo de decoloracién (cm) en funcién del tiempo (dias). El

control de crecimiento no incluye colorante. *Vdec no determinadas. El alto de las barras representa el

promedio de Vcre/Vdec y las lineas truncas, el desvio estandar.
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Todos los colorantes afectan en mayor o menor grado el crecimiento (reduccion de Vcre)
de P. atropurpurascens; como era de esperar ninguno de los colorantes analizados
estimula el crecimiento del hongo. Dentro de cada categoria quimica se observa
diferentes velocidades de crecimiento y de decoloracion no evidenciandose una

tendencia relacionada a la quimica del cromoforo.

En proporcion, 4 de 9 colorantes TFM reducen la velocidad de crecimiento del hongo
por debajo de 30% de la velocidad del control de crecimiento (0,98 cm/dia). Estos cuatro
colorantes (Verde malaquita, Verde brillante, Azul victoria 4R y Cristal violeta) fueron
sustratos en los cuales P. chyrsosporium no pudo crecer (Figura 3.3). Velocidades
reducidas al 30% o inferiores también se observan en presencia de dos de los 11
colorantes AZO (Rojo Congo y Rojo de metilo) y uno de los tres colorantes ANQ (Rojo
carmin) y XNT (Fluoresceina diBromo). En particular, la Dibromo fluoresceina es el
colorante que mayor efecto tiene sobre la velocidad de crecimiento, reduciéndola a 0,08
cm/dia. Estructuralmente hablando, este colorante es muy similar a la Fluoresceina (Figura
3.2, Figura 3.3 y Anexo 7.1.1) pero con la diferencia de contener bromo y mercurio en su
conformacion. Sin embargo, el hongo en presencia de la Fluoresceina crece en promedio
a 0,46 cmy/dia. Del grupo TZN se analizaron solo dos colorantes y ambos mostraron
menor efecto sobre el crecimiento. En presencia de Azul de metileno y Azul de toloudina,
P. atropurpurascens crecié a 0,69 cm/ y 0,58 cm/dia respectivamente, una reducciéon
cercana al 30 y 40% de la velocidad del control. El resto de los colorantes afectaron la

velocidad de crecimiento en diferentes grados con reducciones que van desde 10 al 60%.

En cuanto a las velocidades de decoloracion, el colorante con Vdec mas alta fue el Azul
de anilina (0,98 cm/dia), que también fue el colorante sobre el cual el hongo tuvo una
mayor velocidad de crecimiento (0,86 cm/dia). En seqgundo y tercer puesto, se encuentran
los colorantes AZO; RBBR y Alizarina S, cuya velocidad de decoloracion fue de 0,88

cm/dia y 0,80 cm/dia. A pesar de que dentro de los grupos de los TFM se encuentre el
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colorante de mayor velocidad de decoloracion, este grupo también contiene en
proporcion la mayor cantidad de colorantes mas lentamente degradados. En general, la
velocidad de decoloracion se acompafia con la velocidad de crecimiento, excepto para
el colorante Negro sudan, cuya velocidad de decoloracion es de 0,94 cm/dia y el de

crecimiento es de 0,67 cm/dia.

Cabe destacar que el seguimiento del halo de la decoloracion en Azul de Timol, Rojo
PNA y Azul de toluidina no se pudo realizar, porque la decoloracion no tuvo un
comportamiento geométrico definido o porque la intensidad de decoloracion no era tan

facilmente detectable a simple vista (Figura 3.7).

- e, o, 4 S
y -:,_% ’ V. ' .
\ ’! ’ - N | N ]
\ y \ y
,‘\“ =l ")\ ke @ y :
Dia 3 Dia 4 Dia7 Dia 8 Dia 9 Dia 12 Control

Figura 3.7: Seguimiento de la decoloracion de Azul de Timol por P. atropurpurascens en funcion de los dias.

El dia de inicio (visible) de decoloracion (ID) también fueron diferentes entre los
cromaoforos. En la Tabla 3.1 se muestra el dia del comienzo de decoloracidon o cambio de
coloracion para los medios con colorante sembrados con puncion de P. atropurpurascens

y P. chrysosporium.

Debido a que no se puede calcular la velocidad de decoloracion y crecimiento de P.
chrysosporium se determino el parametro TTD (tiempo total de decoloracion), que indica
la cantidad de dias que transcurrieron desde que se observa decoloracion o cambio de
coloracion, hasta la decoloracion total de la placa. Este parametro permite comparar los
cultivos de P. atropurpurascens y P. chrysosporium y conocer cual de los dos organismos

logra decolorar mas rapido una vez que comienza la decoloracion.
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Tabla 3.1: Parametros de decoloracion de P. atropupurascensy P. chrysosporium en medio solido AEM
a 28 °C. Vcrec: velocidad de crecimiento (cm/dia), Vdec: velocidad de decoloracion (cm/dia), 1D: Inicio

de decoloracion o “*cambio de color, TTD: Tiempo total de decoloracion (dias),
ND: No determinado, NC: No crecio
P. atropurpurascens P. chrysosporium

Colorante Observaciones Vcrec Vdec ID TID ID T1D
TZN
Azul de metileno 0,69 0,68 8 6 4 3
Azul de toloudina nicio de decoloracion indefinido 0,56 ND ND 35 4 3
ANQ
RBBR 0,79 0,88 4 13 ND ND
Rgjo carmin Coloracion intermedia cobre 015 030 3 33 ND ND
Alizarina S 0,76 0,81 3 8 3 7
XNT
Fluoresceina Coloracion intermedia naranja* 047 049 7 12 5 20

Dibromo fluoresceina Patrc’)rj de decoloracion inusual, 0,08 0,07 27 1 NC NC

no uniforme, por sectores

Rodamina beta Coloracion intermedia naranja 0,38 042 8 17 4 3
avde}
Rgjo congo Coloracion intermedia cobre 013 013 10 56 8 15
Amarillo brillante 0,63 063 4 16 ND ND
Rgjo bordd 045 045 4 17 7 3
Naranja de metilo Coloracion intermedia cobre 0,60 082 8 7 6 2
Azul eriocromo RSS
0% 0,50 0,80 4 17 ND 1
Crisoidina nicio de decoloracion indefinido 0,52 052 ND ND NC NC
Negro eriocromo T 048 0,56 4 15 3 15
Rojo PNA nicio de decoloracion indefinido 0,85 ND ND 15 ND il
Rojo metilo 0,26 027 6 28 ND 5
Amido Black 108 0,66 0,66 6 12 6 5
Negro sudan 0,63 083 4 8 ND 5
TFM
Cristal vicleta Coloracion intermedia rosa 013 013 10 59 ND ND
Auramina 0,51 055 7 1 4 6
Azul de anilina 0,87 099 7 4 5 2
Azul de timal 0,55 ND ND 12 5 2
Azul victoria 4R Coloracion intermedia rosa 012 010 14 76 NC NC
Diamante fucsina 0,68 064 7 13 ND 5
Fucsina &cida 0,68 042 7 7 ND 5
Verde brillants 019 023 5 28 NC NC
Verde malaguita 014 019 6 40 NC NC
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A pesar de que P. chrysosporium no pudiera crecer en presencia de cinco colorantes, en
aquellos que fue capaz de crecer, logro decolorar (mayoritariamente) a un tiempo menor

que el P. atropurpurascens en estudio.

En un total de 17/24 colorantes, el control positivo fue capaz de decolorar completamente
la placa a un TTD menor que P. atropurpurascens (Tabla 3.1). En colorantes como Rojo
congo o Rojo de metilo, P. chrysosporium fue capaz de decolorar el colorante en su
totalidad en menos de 15 y 5 dias respectivamente, frente a P. atropurpurascens que lo
logré al dia 56 y 28 de iniciada la decoloracién. Unicamente en el medio inoculado con
Fluoresceina, P. chrysosporium fue mas lento en la decoloracion (22 dias en comparacion
con los 12 dias que le tomd decolorar P. atropurpurascens). Ademas, el inicio de la
decoloracion fue visualmente mas notorio en los cultivos con P. chrysosporium y mas

temprano que con P. atropurpurascens, lo cual disminuye posibles errores de apreciacion.

En importante resaltar que en este trabajo se evaluaron 24 colorantes; los datos
correspondientes a Cristal violeta, Amarillo brillante, RBBR y Rojo carmin, que se incluyen

en la Tabla 3.1, habian sido obtenidos previamente en el laboratorio.

3.1.3 Potencial de reduccién de los colorantes a circuito abierto

En la seccion 3.1.2 vimos que los colorantes tienen diferentes Vdec, inclusive dentro de la
misma categoria quimica. Esta diferencia de Vdec podria deberse a la diferencia entre los
potenciales redox de los cromoforos. A potenciales de reduccion mas bajos, el colorante

podria tener una mayor tendencia a ser oxidado.

En este trabajo nos centramos principalmente en el estudio de lacasas y peroxidasas,
especialmente en MnP y LiP. Las enzimas tipo lacasas tienen un potencial de reducciéon
de 420-790 mV mientras que MnP y LiP puede llegar a tener potenciales >13 V 22,

Entendiendo que, si un colorante presenta un potencial de reduccion entre 0,8 Vy 1,3V,
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no podria ser oxidado por una lacasa pero si por una peroxidasas y que la diferencia de
potencial entre los cromdéforos puede determinar la facilidad en que el colorante puede
ser oxidado-reducido, decidimos medir el potencial redox de los colorantes a circuito

abierto.

El potencial de circuito abierto (PCA), es una medida muy Util para la estimacion de la
facilidad de oxidoreduccion de un compuesto. Las reacciones redox en medios acuosos
son procesos electroquimicos donde ocurren intercambios de electrones. Este flujo de
carga eléctrica puede ser monitoreada en una celda electroquimica, donde el potencial
del electrodo se relaciona con las variables termodinamicas que determinan la
espontaneidad del proceso. En las reacciones redox existen dos tipos de reacciones
electrddicas, la oxidacion y la reduccion, que suceden de forma simultanea en el anodo
y catodo respectivamente. Asumiendo que el electrodo tiene el mismo potencial en toda
su superficie y que la especie a oxidarse-reducirse tiende a asumir un Unico potencial del
electrodo, entonces las areas catoddicas y anddicas se polarizaran entre si hasta alcanzar

un solo valor de potencial. Esto se conoce como potencial de circuito abierto (PCA) %2 .

A partir del cribado de capacidad decolorante, seleccionamos de cada grupo un par de
colorantes con velocidades de crecimiento o decoloraciéon diferentes, uno mayor y otro
menor a 0,3 cm/dia y se incluyd en el estudio también el colorante Azul Victoria 4R, por
tener un Vdec especialmente baja dentro de los grupos TFM. Se midié el potencial a PCA

en un sistema de tres electrodos de los colorantes seleccionados (Tabla 3.2).

Todos los potenciales de reduccion son menores a 700 mV, por lo que en teoria podrian
ser oxidados tanto por Lcc como por MnP y LiP. Dentro del grupo de los TFM, el Diamante
fucsina fue aquel con mayor potencial (E=556,1 mV). Los dos colorantes AZO tienen un
potencial muy cercano, siendo E=557,7 mV para Amido black B y 540 mV para Rojo
congo. Los colorantes del grupo ANQ, Rojo carmin y RBBR, también tienen un potencial
de reduccion cercano entre ellos de 543,4 mV y 562,6 mV respectivamente. Finalmente,
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dentro del grupo XNT, la fluoresceina dibromo tiene un potencial de reduccion superior
(E=547,4 mV) al de Fluoresceina (E=512,9 mV). Estos resultados no explican las diferencias
entre las Vdec. Por ejemplo, la Vdec de Diamante fucsina fue de 0,64 cm/dia (556,71 mV)
mientras que la de Verde malaquita y Azul victoria 4R fue de 0,23 y 0,10 cm/dia (435,9

mV'y 466,9 mV respectivamente).

Tabla 3.2: Potencial de reduccion colorantes medido a potencial abierto.

Colorante Grupo Viec (cm/dia) trapk?;jeon((:::l\/) o dii?gr??rlnw
RBBR ANQ 0,88 342,6 562,6
Rojo carmin ANQ 03 3234 543,4
Amido black B AZO 0,68 337,7 557,7
Rojo congo AZO 0,13 320 540
Azul Victoria 4R TFEM 0,10 246,9 466,9
Diamante fucsina TFEM 0,64 336, 556,1
Verde malaquita TFM 0,23 215,9 4359
Fluoresceina XNT 0,5 292,9 512,9
Dibromo fluoresceina XNT 0,07 3274 5474

3.2 Actividad enzimética de enzimas lignoliticas

Los hongos han sido postulados como potenciales herramientas a utilizar en la
biorremediacion de efluentes industriales, principalmente en la industria textil 3276286100
debido a la expresion y excrecion de peroxidasas y oxidasas de alto poder redox, que
actuan de forma inespecifica. Estas enzimas son capaces de oxidar y degradar una amplia

gama de compuestos fendlicos como colorantes textiles toxicos.

Partiendo de la hipotesis de que la degradacion de los colorantes observados en el
cribado se debe principalmente a enzimas lignoliticas presentes en los hongos,
procedimos a evaluar el comportamiento de la actividad enzimatica de MnP, Lcc y Lip
cuando se cultiva a P. atropurpurascens en medio liquido, con los ocho colorantes

seleccionados en funcion de Vdec (Tabla 3.2, Seccion 3.1.3) excepto Azul Victoria 4R. Los
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ensayos se realizaron a partir de cultivos de 100 mL en medio EM con colorante,
incubados sin agitacion a 28 °C (Materiales y métodos; Seccion 2.1.5) de los cuales se
tomaron muestras del sobrenadante de forma periddica para evaluar las actividades

enzimaticas.

Se realizaron curvas de biomasa humeda en funcion del tiempo de crecimiento de P.
atropurpurascens incubado en EM y en presencia de chips de madera de Eucalyptus
(Figura 3.8). Se observa que la biomasa producida en ambos cultivos varia notablemente
entre ambas condiciones de cultivo. Al dfa 10 se alcanza el maximo de masa de micelio
en gramos, para luego comenzar a reducirse hacia el final del dia 20 (medio EM) o
mantenerse estable (con madera). Esta diferencia en la biomasa puede deberse a que las
hifas crecen penetrando la madera, por lo que la presencia de biomasa en el

sobrenadante es muy reducida.

1.2
- 0,5% EM
= Madera

1.04
0.8
0.6

0.4

Biomasa (g)

0.2

0.0

0 5 10 15 20

Tiempo (dias)

Figura 3.8: Biomasa (g) producida en medio de cultivo EM y suplementado con

chips de madera en funcién del tiempo (dias).
Se midieron las actividades MnP, LiP y Lcc en los sobrenadantes de cultivo los dias 3,7,10
y 20 de incubacién. Debido a las diferencias de biomasa generados en cada condicion se

normalizé la actividad enzimatica por el peso de micelio.

En ninguna de las condiciones ensayadas se detect6 actividad LiP, lo que coincide con lo

reportado por Alborés et al. 2014 . Se realizé de forma complementaria una busqueda
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sobre el genoma de P. strigosozonata depositado en JGI, con resultados negativos. Estos
datos refuerzan la idea de que P. atropurpurascens tampoco contenga secuencias lip en

SU genoma.

P. atropurpurascens es capaz de producir Lcc y MnP en medio EM, sin la necesidad del
agregado de un inductor especifico ya que la actividad normalizada no muestra una
diferencia notoria entre las dos condiciones de cultivo (Figura 3.9). Los perfiles de
actividad enzimatica Lcc y MnP son similares con maximos entre los dias 7 y 10 de cultivo,

para luego disminuir hacia el dia 20.

” Lee MnP
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é 0.24 % 0.34 -
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Figura 3.9: Actividad enzimética MnP y Lcc de P. atropurpurascens en presencia de madera. Se midio la
actividad enzimética (UE/mL) en los sobrenadantes de cultivos en medio liquido con 0,5% de extracto de
malta (EM) y chips de madera, a los 3, 7, 10 y 20 dias de incubacion. La actividad enzimatica se normalizéd
por la biomasa (g).

En la seccion 3.1.2 se evaluaron las cinéticas de crecimiento y decoloracion de P.
atropurpurascens en medio solido con el agregado de colorantes. Se observo que todos
los colorantes afectaban la velocidad de crecimiento del basidiomicete. Para continuar
con el estudio de comportamiento de P. atropurpurascens en presencia de colorantes, se

evaluod el crecimiento y la actividad enzimatica (normalizada a la biomasa) en medio

liquido (Figura 3.10).

En estas condiciones (medio liquido), la biomasa correspondiente al cultivo sin colorantes

aumentd hasta valores de 1,1 gr (dfa 10) y luego disminuye a la mitad (dia 20). Este
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composiciones, difiriendo en el rendimiento segun la composicion del medio.
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Figura 3.10: Cuantificacion de biomasa y de actividad enzimatica MnP y Lcc de P. atropurpurascens en
presencia de colorantes. Medio EM liquido. Ay B- Biomasa en presencia de colorantes que reducen la Vcre
a valores: A- menores al 30% (toxicos) y B- entre 50% y 90% (no toxicos). 0,5% EM: control sin colorantes.
Actividad enzimatica medida en los sobrenadantes a los 3, 7, 10 y 20 dias de incubaciéon: Cy D- Lcc; Ey F-
MnP. La actividad enzimatica se normalizo por la biomasa (g). Los ejes no son proporcionales.
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El analisis de los resultados hasta el dia 10 indica que la mayoria de los colorantes tienen
efectos similares a los observados en el crecimiento en placa (seccion 3.1.2). Aquellos
definidos como “no tdxicos” tienen bajo efecto sobre el crecimiento en ambas
condiciones, mientras que los definidos como “toxicos” reducen significativamente el
crecimiento independiente del tipo de medio. Sin embargo, se observaron diferentes
comportamientos en presencia de Dibromo fluoresceina y Diamante fucsina. La presencia
de Dibromo fluoresceina no afecta el crecimiento en medio liquido, mostrando un perfil
y rendimiento similar a los del control. Cabe recordar que, en medio sélido, la reduccion
de Vcre fue cercana al 90% (0,08 cm/dia) (Figura 3.6 y Figura A.2). Por otra parte, y
siempre evaluando hasta el dia 10, la presencia de Diamante fucsina no afectd el
crecimiento en medio sélido, mientras que se obtuvo una disminucion de la Vcre y del

rendimiento en biomasa (~0,7 g) con relacion al control (Figura 3.6 y Figura A.2).

En téerminos generales la actividad MnP (normalizada por la biomasa) en presencia de
colorantes "toxicos” se ve reducida en relacion a la actividad del control, excepto con
Verde malaquita (Figura 3.10.C y E) que mostrod un aumento desde el dia 10. La actividad
Lcc pareceria tener la misma tendencia que la MnP, en Verde malaquita incluido, pero
los valores no son significativos como en el caso anterior. Sobre el dia 20 de incubacion,
este en presencia de Verde malaquita la actividad MnP y Lcc tienen un aumento
significativo  (0,48+0,09 UE*g/mL y 0,48 + UE*0,09 g/mlL respectivamente) en
comparacion con el control (0,15+ 0,01 UE*g/mL y 0,09+0,04 UE*g/mL respectivamente).

En el caso de colorantes "no toxicos”, los perfiles de actividad Lcc y Mnp son similares
(Figura 3.10.D y F). La Fluoresceina es el colorante que mas se destaca sobre el dia 7, ya
que su biomasa es muy baja y las actividades altas (1,13+0,001 UE*g/mL tanto para Lcc
como MnP) en relacion al control (0,20+0,07 UE*g/mL y 0,21£0,07 UE*g/mL
respectivamente), seguido del RBBR (0,39+0,12 vy 0,36 0,01+ UE*g/mL respectivamente).

Al dia 20, Diamante fucsina es el Unico de estos colorantes con niveles de actividad por
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encima del control (0,19+0,06 UE*g/mL y 0,23+0,01 UE*g/mL). Con Amido black B, no se

observaron diferencias en las actividades enzimaticas en relacion al control.

Como era de esperar, estos resultados indican que la presencia de colorantes ademas de

afectar el crecimiento, altera el perfil de actividad enzimatica MnP y Lcc.

Hay que resaltar que la siringaldazina en presencia de perdxido de oxigeno puede ser
oxidada por peroxidasas "', Esta molécula puede encontrarse en el sobrendadante de
cultivo debido al propio metabolismo del hongo. Debido a que no detectamos actividad
LiP y que la MnP requiere del agregado de Mn?* para actuar, se descarta la posibilidad
de que estas enzimas estén interfiriendo en la medida de actividad de lacasas. Pero, por
otra parte, no se puede descartar la opcion de que haya otras peroxidasas genéricas en
el medio, por lo que serfa importante agregar catalasa a la muestra a la que se le va a
medir la actividad. De esta forma, nos asegurariamos de que el cambio de color violeta

se debe exclusivamente a la accion de lacasas.

3.3 Identificacion de secuencias lignoliticas y genes de referencia

Las enzimas lignoliticas como manganeso peroxidasa, lignino peroxidasa, lacasas entre
otras tienen un rol preponderante en la capacidad de los HPB en mineralizar la lignina y
poder acceder a fuentes de carbono. Su importancia ecolégica se ve reflejada en
redundancia de genes lignoliticos que presentan estos hongos produciendo isoformas
que se diferencian en su regulacion y propiedades fisicoquimicas y cinéticas que

corresponderfan a su rol bioldgico 2924,

Con el objetivo de indagar las capacidades oxidoreductoras de P. atropurpurascens, se
buscaron las secuencias lcc, mnp y lip en su genoma, asi como en trancriptomas en

condiciones de induccién (medio lingolitico, madera como fuente de nutrientes) y no-
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induccion (medio de cutivo con alta concentracion de nutrientes sin madera). La

obtenciéon del material bioldgico implicd ensayar diferentes estrategias:

Cultivos en madera. Se probaron diferentes condiciones de crecimiento en EM 0,05% vy

madera de Eucalyptus. Se evalud madera en diferentes formatos, chips de 5 x 5 x 0,5cm,
aserrin 'y polvo de cepillado en cantidades equivalentes en gramos vy distintos
acondicionamientos del cultivo: (i) placas de Petri con 1 chip /placa y medio semisélido
por agregado de agar 7%; (i) frascos con 5 chips (o0 equivalente) /frasco y medio liquido,
(iii) frascos con 5 chips fijados en medio solido y una sobrecapa de medio liquido. Para
todos los ensayos, hechos por quintuplicado, se evalud el peso de micelio obtenido vy la
facilidad de manipulacion para su recuperacion. A partir de los resultados se hicieron los
cultivos para extraccion de ARN a secuenciar por triplicado en las condiciones (ii) con 5

chips/frasco y medio liquido.

Cultivos en medio rico. Para obtener un cultivo no inducido se buscaron condiciones de

alta velocidad de crecimiento en la fase exponencial. Se evaluaron distintas
composiciones del medio liquido variando las concentraciones de EM suplementado con
3% peptona o 1,5% de glucosa incubados sin agitacion y con agitacion (150, 180 rpm). El
crecimiento se siguio durante 9 dias. El mayor rendimiento de micelio (peso humedo) en
fase exponencial se obtuvo a las 72 horas en medio 1,25% EM, 3% peptona y pH=5.6 con
agitacion (150 rpm) (Figura 3.11). En estas condiciones se obtuvieron tres muestras

independientes de ARN en cantidad y calidad suficiente para secuenciado masivo.
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Figura 3.11. Curva de crecimiento P. atropurpurascens en AMP (12.5 g/L extracto de malta, 30 g/L peptona
pH=5.6) a 28°C y 150 rpm correspondiente a cuatro réplicas.

Las secuencias de interés se buscaron en los ensamblados (genoma y transcriptomas)
mediante BLAST por homologfa con secuencias de otros organismos, disponibles en las

bases de datos de la plataforma del Joint Genome Institute (JGI, https://jgi.doe.gov ). En

el caso de las manganeso-peroxidasas, se usaron como “sondas” las secuencias de P.

atropurpurascens previamente clonadas en el laboratorio.

Para cada gen o familia de genes, se alinearon todas las secuencias genémicas por un
lado y transcriptos por otro, eliminando los redundantes y los incompletos (Blast NCBI y

Clustal, https://npsa-prabi.ibcp.fr ). Una vez depurados, se alinearon las secuencias de

cada gen con su transcripto, se corrigid manualmente en base a los motivos pie de intrén
tanto el alineamiento como las secuencias proteicas deducidas automaticamente (Expasy,

https://web.expasy.org/translate/).

3.3.1 Secuencias LiP

Se descargaron y usaron como sondas todas las secuencias LiP (genes, transcriptos y
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proteinas) de P. chrysosporium "<, anotadas con la palabra clave LiP; en el genoma

anotado de P. strigosozonata no se encontrd este tipo de secuencias.

Los resultados mostraron que P. atropurpurascens no tendria secuencias lip en su

genoma. Los hits encontrados tienen baja homologia global y porcentajes de cobertura

74


https://jgi.doe.gov/
https://npsa-prabi.ibcp.fr/
https://web.expasy.org/translate/

menores al 50% concentrando la homologia en fragmentos aislados. Esto concuerda con
los resultados de la actividad enzimatica (Seccion 3.2), donde no se detectd actividad LiP

en ninguna de las condiciones ensayadas.

3.3.2 Secuencias MnP

Previamente, nuestro equipo de trabajo obtuvo siete secuencias mnp mediante PCR con
cebadores degenerados (region central) y RACE-PCR (extension de regiones 5"y 3'), que
fueron clonadas y secuenciadas: cuatro genes con secuencia completa y tres secuencias

parciales.

En este trabajo, se utilizaron esas secuencias como base de la busqueda por homologfa.
Se confirmaron los cuatro genes previamente clonados (mnpB1, B2, D y E), lo cual es
indicativo de la calidad de los ensamblados. Se completaron las secuencias de mnpA,
mnpC y mnpF. En este Ultimo caso, se obtuvo el transcrito completo, sin embargo, la
secuencia gendmica fue parcial. Finalmente, se encontré un octavo gen con 100% de
identidad con un clon (clon 22) obtenido en trabajos previos que por su tamafio y no se
podia confirmar que fuera un gen mnp diferente. En este trabajo este gen fue designado

como mnpG.

MnPB1y B2 son proteinas practicamente idénticas (96.83 % residuos identicos, 2.64 %
residuos similares y 0.53 % residuos diferentes) (Tabla 3.3). Las diferencias a nivel de
secuencia gendmica se acumulan en los intrones y UTRs (UnTraslated Region), lo que

confirma que se trata de genes diferentes.

Las proteinas deducidas cuentan con los motivos tipicos de las enzimas MnP, tres residuos
acidos equivalentes a Glu35 y Glu39 y Asp175 de MnP1 de P. chyrsosporium (Secuencias
completas en Anexo 7.2.1) . En cuanto a la similitud de la estructura primaria, MnpE se
separa del resto por tener menor homologia, siendo con MnPF el porcentaje de identidad

mas alto (78,22%) (Figura 3.12)
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_— Pa_mnpD_prot 0.33787
_ Pa_MnPA_prot 0.13819
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Figura 3.12: Arbol de similitud de las secuencias proteicas de manganeso-peroxidasas obtenido en el
programa ClustalW a partir del alineamiento de las secuencias.

Por su tamafio podrian categorizarse dentro del grupo de Manganeso peroxidasas del

tipo extra largo, excepto MnPD que se clasificaria como MnP larga *'.

Tabla 3.3: Tamafio tedrico de MnP de P. atropurpurascens.

Cantidad total de L
. i Clasificacién MnP
residuos de proteina i .
i segun tamano
deducida

MnPA 380 Extra larga
MnPB1 378 Extra larga
MnPB2 378 Extra larga
MnPC 379 Extra larga

MnPD 359 Larga
MnPE 394 Extra larga
MnPF 381 Extra larga
MnPG 381 Extra larga

Las MnP largas son aquellas que tienen entre 348-361 aminoacidos, mientras que las MnP
extra largas tiene mas de 362 aminoacidos y se caracterizan por tener un C-terminal mas

31 No existen muchas diferencias bioguimicas entre MnP largas y extralargas,

largo
excepto que las Ultimas tiene una termoestabilidad mas alta que las primeras 1%, A pesar
de que el principal mecanismo de accién de las MnP, sea la oxidacion de Mn?* a Mn3*,
las MnP cortas (menos de 348 AA) pueden tener también actividad Mn-independiente
193 Las MnP largas y extra largas no tendrfan esta capacidad, ya que la presencia de la
cola en el C-terminar bloquearia el canal de ingreso al grupo hemo, impidiendo la

oxidacion directa de pequefia moléculas con bajo potencial redox (como por ejemplo

ABTS, 0,472 V) 3",
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3.3.3 Secuencias Lcc

Para la obtencion de las secuencias lcc, se empled como secuencias “sonda” para BLAST

todas las secuencias transcriptémicas, gendmicas y proteémicas de P. strigosozonata V.

Se obtuvieron 12 secuencias completas (Secuencias completas en Anexo 7.2.3). En el caso

del gen lcc5, se obtuvo la secuencia transcriptomica completa y la del genoma fue parcial.

El tamafio de las proteinas deducidas ronda entre los 518- 551 aminoacidos a excepcion

de Lcc12 que tiene un tamafo considerablemente menor de 318 aminoacidos (Tabla 3.4

y Figura 3.13).

Tabla 3.4: Tamafio tedrico de Lcc de P. atropurpurascens.

Cantidad total de
residuos de proteina

Clasificacion Lcc segin
potencial redox T1

deducida tedrico
Lcc 529 Alto
Lcc2 528 Alto
Lce3 551 Alto
Lccd 537 Alto
Lces 524 Alto
Lccb 534 Alto
Lcc7 527 Alto
Lcc8 528 Alto
Lcco 530 Medio
Lcc10 533 Alto
Lcct 518 Alto
Lcct2 31 SLAC

PA_lcc9_prot 0.24523
PA_lcc10_prot 0.13637
PA_lcc11_prot 0.15514
PA_lcc12_prot 0.2478
PA_lcc5_prot 0.17074
PA_lcc3_prot 0.13715
PA_lcc4_prot 0.09726
PA_lcc1_prot 0.0495
PA_lcc2_prot 0.03257
PA_lcc6_prot 0.0394
PA_lcc7_prot 0.07916
PA_lcc8_prot 0.06885

Figura 3.13: Arbol de similitud de las secuencias proteicas de lacasas obtenido en el programa ClustalW a
partir del alineamiento de las secuencias.
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Lcc1-3 y Lec5-8, se catalogan dentro de las llamadas lacasas de alto potencial redox, ya
que en su secuencia contienen el motivo HCHIDWHLEAGF (Figura A.8) 419 | a secuencia
HCH corresponde a dos histidinas que coordinan el cluster T2/T3 y la cisteina a uno de
los ligandos de cobre en T1 % E| Ultimo residuo de la secuencia corresponde a una

fenilalanina que actua de ligando axial al sitio T1 (Figura 3.14).

Figura 3.14: Representacion de aminoacidos del sitio activo de Lcc de Trametes versicolor que coordinan
los atomos de cobre en T1, T2 y T3'%7. Se aprecia una cisteina coordinante al sitio T1 (C453) entre dos
histidinas (H424 y H454) que coordinan el cluster T2/T3. Se aprecia una fenilalanina no-coordinante en
posicion axial a T1 (F463). En esta posicion también se puede encontrar una leucina o una metionina
incidiendo sobre el potencial redox de la lacasa 718 Imagen extraida de 7,

Este tipo de secuencias ha sido encontrado en lacasas que tienen potencial redox superior
a +0,71 V. Lcc4, 10 y 11 presentan los motivos (HCHIDWHLQAGF, HCHIDDHLNRGF vy
HCHIDPHLNAGF respectivamente) que, si bien no estan perfectamente conservados,
contienen las secuencias HCH y la fenilalanina en la posicion del ligando axial, por lo que
seguin Mot et al. también podrfan ser lacasas de alto potencial redox '>. Por otra parte la
Lcc9, tiene una leucina no-coordinante en la posicion del ligando axial
(HCHIDWHFNAGL), lo que la clasificaria dentro de las lacasas de potencial medio (460 -

710 mV)'%. Cabe aclarar que la presencia de una secuencia conservada no es suficiente
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para establecer con certeza el potencial redox de las enzimas. Para ello, se deberfan de
realizar ensayos fisicoquimicos debido que el resto de la estructura proteica podria tener

influencia sobre la capacidad oxidativa, especialmente el entorno a T1 10418

El peso molecular (MW) tedrico de Lccl2 (Compute pl/Mw  tool, Expasy,

https://web.expasy.org/compute pi/) es de 34,3 kDa, lo cual la sitia dentro de las

enzimas lacasas pequefias (SLAC) que tienen un rango de peso molecular entre 30-40
kDa ®1%  Recordemos que las lacasas son glicoproteinas, por lo que este calculo
corresponderfa Unicamente al peso molecular tedrico del esqueleto proteico ', Al
parecer, este tipo de enzimas tienen la capacidad de oxidar un amplio espectro de
compuestos y son altamente estables frente a condiciones desnaturalizantes, pero
estructuralmente se asimilan a las lacasas bacterianas que suelen tener potencial redox
mas bajo 7% | as enzimas SLAC, tienen dos dominios (al contrario de las lacasa fungicas
mas comunes que tienen tres dominios) donde el sitio T1 puede existir tanto en el dominio
1 como en el 2, pero la formacion del cluster trinuclear requiere de la oligomerizacion en

forma de homotrimero. Sélo en esta conformacion se forma el sitio catalitico %7

3.4 Estudio de la expresién transcripcional de genes mnp y lcc

Uno de los objetivos de esta tesis es relacionar la actividad MnP y Lcc observada cuando
P. atropurpurascens crece en presencia de colorantes/madera con los genes expresados
en las mismas condiciones como forma de identificar cual/es enzimas aportan a dicha
actividad. En esta seccion, se estudid la expresion de los genes mnp y lcc mediante
cuantificacion relativa por RT-gPCR. La cuantificacion relativa permite medir cambios de
la expresion de genes de interés en una condicion problema en relacion a su expresion
en una condicion control y normalizada mediante genes de expresion estable (genes de

referencia) '%°.
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3.4.1 Validacién de genes de referencia

La eleccion de los genes a utilizar como control interno es un punto crucial de la
metodologia de cuantificacion relativa de la expresion génica, requiriéndose entre dos y
tres genes que se expresen constitutivamente en todas las condiciones en estudio. La
estrategia por lo tanto fue seleccionar un conjunto de genes (no vinculados al
metabolismo lignolitico) cuyos transcriptos estéen presentes tanto en transcriptomas
inducidos como no inducido y evaluar su expresion por gPCR en las diferentes

condiciones de interés.

Con el fin de encontrar genes que se expresen de manera estable en diferentes
condiciones de cultivo y en distintas etapas del crecimiento fungico, se estudio la

expresion de los ocho candidatos en cinco condiciones de crecimiento.

Los genes candidatos se seleccionaron en base a bibliografia 77 y a la experiencia del
grupo: (1) housekeeping como el gen actinl (actina), cyt-c (citocromo ¢) y gdpc
(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa); (2) de expresion estable verificado por varios
analisis de RNA-seq y gPCR como el gen lip (lipasa), phos (metiltioadenosina fosforilasa),

10y (3) el gen sarl (proteina de unién a GTP)

cyc (proteina de union) y pep (peptidasa)
descripto como buen gen de referencia en Aspergillius niger y Tricoderma reseei ’’. El
proceso de identificacion de las secuencias de P. atropurpurascens de estos genes, sus
secuencias codificantes y de las proteinas correspondientes fue el mismo empleado para
mnp 'y lcc. En este caso, se descargaron las secuencias de los diferentes genes reportadas
en bibliografia, es decir de los organismos P. ostreatus o P. chrysosporium, las que se
usaron para identificar sus homologas en P. strigosozonata ", las que a su vez se utilizaron

para buscar las correspondientes a P. atropurpurascens en el genoma y transcriptomas

ensamblados (Secuencias completas en Anexo 7.2.3).

Se evaluaron las expresiones de los genes phos, pep, sarl, gdpc, act, cyc, cyt y lip cultivos
de P. atropurpurascens en 0,5% EM (i) incubado por 3 dias, (ii) incubado por 20 dias (iii)
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suplementado con RBBR e incubado 3 dias, (iv) suplementado con rojo carmin e incubado
por 7 dias e (v) incubado por 3 meses con chips de madera. Las amplificaciones se

hicieron con cebadores especificos disefiados para cada gen (Tabla 2.2, Seccion 2.2.2.3).
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Figura 3.15: gPCR con cebadores especificos de los genes gdpc, sarl, phos y pep. A-Curvas de amplificacion
y B- curvas de melting. ADNCc sintetizados a partir de cultivos de P. atropurpurascens incubados entre 3y
7 dias en 0,5%EM, 0,5%EM con RBBR, 0,5%EM con Rojo carmin y 0,5%EM con chips de maderas (3 meses).

Se obtuvo amplificacion en todos los ensayos; la Figura 3.15 muestra como ejemplo las
curvas para los genes gdpc, sarl, phos 'y pep en cinco condiciones. No se observaron
amplificaciones inespecificas o formacion de dimeros de cebadores. Las temperaturas,
experimental y tedrica, de los amplicones siguen el mismo patron, con aproximadamente

2°C de diferencia, indicando la especificidad de los cebadores (Figura 3.15.B y Tabla 3.5).
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Cabe destacar que las muestras de madera tuvieron una muy baja amplificacion en los
dos duplicados biologicos por lo que se descartd esta muestra. Existe bibliografia que
indica que los subproductos de la biotranformacion de lignocelulosa como fenoles,
aldehidos de furano, acidos organicos, etc. son fuertes inhibidores enziméaticos """, Estos
inhibidores podrian tener repercusion sobre la retro-transcriptasa utilizada resultando en
bajos rendimientos de ADNc, como sobre la polimerasa utilizada en los ciclados de gPCR.

Estos inhibidores podrian eliminarse con kits comerciales especificos.

Tabla 3.5: Temperatura de melting de los amplicones de los genes de referencia candidatos

o7 Tm amplicén (°C) Tm amplicén (°C)
Gen Nombre Sequencia 5'->3 (préctica) (tebrica)
PaACN_F1g TGGTATCCACGAGACGACCT
act 82,7 84,0
PaACN_R1q GTACCACCGGACAGGACAAC
PaCYCi1_F1 ACCCACCTGTCCGTCAAAC
cyc 84,0 86,0
PaCYCi1_RTq AGCACTAGTCGGCGGAGAT
PaCYT_F1g CCCAACCTTCATGGTGTCTT
ot 83,6 85,5
PaCYT_R1q AGGTAATGCCCTTGTTGACG
PaGDP_R1q AGGCCATACCAGTGAGCTTG
gdpc 86,0 88,0
PaGDP_F3q GTCAACGGCAACATCATCC
PalIP_F3 TCGCTCATGCGTATATCAGG
lip 80,3 82,0
PalLIP_R3 ATCTGCTTGAACACCCGAAG
PaPEP_Flq GCAAAGCAAACATCCTCTCC
pep 82,0 84,0
PaPEP_R2q TTGATGGCTTGTTCCGTAGAC
PaPHOS_F2q TTTACAGGAACTGGGGATGC
phos 82,7 84,5
PaPHOS_R2q TGGCAATCAGAGCGTATGAC
PaSAR_F5q GCCATCAACAGGCTCGTC
sarl 828 84,5
PaSAR_R5q AAACGCTCGAAGTCTGCACT !

La estabilidad de la expresion de cada gen se evalu6 mediante los algoritmos

NormFinder® (Tabla 3.6) y geNorm®' (Figura 3.16).

El algoritmo geNorm calcula la estabilidad para cada gen en base a la variacion de su
expresion con relacion a los otros genes ensayados. Compara la expresion de cada uno

por pares con todos los genes en estudio en todas en las condiciones ensayadas. A partir
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de estos valores se calcula la desviacion estandar de las relaciones de expresion
transformados logaritmicamente. El valor de estabilidad M es la variacion media por pares
de un gen en relacion a los demas genes de control, por lo tanto a menor valor M mas

estable es la expresion del gen .

Average expression stability of ining ref targets
! Gen M v
gapc 213 0,68
o \ pep 150 105
M \ act 1,04 0,20
\\\ cyc 1,35 0,79
- N oyt 1,43 0,61
. \\1 lip 1,02 0,26
Soe T phos 1,00 0,17
Boe S~ 8 sar 1,20 0,55

[ h ».\\
.
.
gdpc oyt pep cyc sar lip act phos

Figura 3.16: Analisis de la estabilidad de los genes de referencia evaluados por el algoritmo geNorm. La
tabla muestra los resultados de Valor de estabilidad (M) y el Coeficiente de variacion (CV) para los genes
de referencia act, cyc, cyt, lip, sar, phos, pep y gdpc. El gréfico muestra los valores medios de estabilidad M
de los genes remanentes (geNorm M) calculados como el promedio del valor M cuando se elimina del
calculo el valor M del gen indicado.

El algoritmo NormFinder por otro lado, basa su estrategia de célculo de estabilidad en
un modelo matematico que permite estimar la variacion global y entre subgrupos de

cada muestra &,
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Tabla 3.6: Andlisis de la expresion génica por NormFinder.

Gen e\s/tzlt?i:i:j: d Error estdndar | Mejor gen
act 0,096 0,252 act
cyc 0,755 0,226
cyt 0,703 0,215
lip 0,174 0,171

sar 0,579 0,189

phos 0,096 0,252

pep 0,894 0,258

gdpc 1,330 0,365

Los genes de expresion mas estables segin ambos algoritmos fueron act y phos, por lo
que se seleccionaron como genes de referencia para los ensayos de expresion relativa

de genes mnp y lcc.

3.4.2 Disefio v verificacion de cebadores para genes mnp v lcc

Se disefi® un par de cebadores especificos para cada gen mnp'y lcc, con la excepcion de
mnpB1 y B2 que no pueden diferenciarse a nivel de secuencia codificante (Ver Anexo
7.3.4) y mnpF, por su alta homologia con mnpB1y mnpB2. Por lo tanto, la expresion de
estos tres genes se analizd en conjunto a partir de un Unico par de cebadores. Para el
disefio se utilizaron los programas Primer3plus y Allele ID y los parametros
termodinamicos y estructurales se verificaron tanto en Primer3plus como en VectorNTI.
Se buscaron cebadores con temperaturas de melting entre 59,5-60,5°C, que no formaran
horquillas ni homo- o hetero-dimeros, que en lo posible se situaran en la uniéon exon-

exon y que el tamafio del amplicon se ubicara entre los 80-110 pb.

Se verificaron todos los cebadores y las condiciones de amplificacion usando una Unica
muestra. En todos los casos se obtuvo un Unico amplicon verificado por la formacion de
un solo pico en la curva de melting cuyo maximo (temperatura de melting experimental)
dista 2°C de la tedrica (Tabla 3.7).
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Tabla 3.7: Temperatura de melting (Tm) de los productos de PCR para los diferentes genes lcc y mnp.

Tm Tm Tm Tm

Gen amplicon °C  amplicén °C Gen amplicon °C  amplicén °C

(préctica) (tedrica) (practica) (tedrica)

mnpA 85 87 lecl 83 85
mnpB1.2YF 88,2 90,5 lcc? 85,5 87
mnpC 88 90,5 lec3 85 87,5
mnpD 79,5 80,5 lcc4 83,5 85
mnpE 87,6 85 lec5 85,6 88
mnpG 84,2 86 lcc6 82 83
lec7 83,5 86
lcc8 86 38
lcc9 80,7 83
lcc1O 82 83,5
lecTl 82 84,5
lec12 82,5 84,5

3.4.3 Expresidn relativa por RT-gPCR

Las condiciones de cultivo para esta etapa fueron seleccionadas en base a los resultados
del cribado de capacidad decolorante y de crecimiento. Los dfas de incubacion del
micelio fueron elegidas en base a los resultados de mayor actividad enzimatica, obtenidos

de la curva de seguimiento enzimatico:
- dia 7 de incubacion con Fluoresceina
- dfa 10 de incubacion con Dibromo fluoresceina (Vdec y Vcre reducidas)

- dia 20 de incubacion con los colorantes TFM Verde Malaquita (Vdec y Vcre
reducida) y Diamante fucsina

Como condicion control se utilizaron los cultivos correspondientes al dia 3 de cultivo sin

colorante (definido para este trabajo como nivel basal) y phos y act como genes de

referencia verificados previamente. Todos los ensayos se realizaron por duplicado y con

dos réplicas técnicas. Los resultados se analizaron mediante el programa REST 2009,

utilizando los datos Cp obtenidos por gPCR en un treshold fijo para todas las condiciones

y estimando la eficiencia de amplificacion a 1.
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3.4.3.7 Estudio de la expresién de genes mnp

Se estudio la expresion de los genes mnpA, mnpC, mnpD, mnpE'y mnpG por separado y
de mnpBI1, mnpB2 y mnpF (mnpB12F) de forma conjunta (Figura 3.17). Dado que los
maximos de actividad, muestras en las que se estudio la expresion, se dan a distintos
tiempos de incubacion, se analizd tanto la acumulacion de ARNm en presencia como en
ausencia de colorante respecto a la del dia 3 de incubacion sin colorante (Figura 3.17). Se
tomo la expresion en este dia como la expresion “basal”. Para mejor visualizacion de que
tan significativo es el efecto de la presencia de colorante, se calculd la expresion relativa
al cultivo sin colorante al mismo dia de la medida (Figura 3.18, Tabla 3.8).

La expresion de los diferentes genes mnp tiene comportamientos distintos frente a las
condiciones de crecimiento (disminucion de nutrientes, acumulacion de productos

metabdlicos de desecho, etc.).

En las muestras sin colorante, puede observase que al dia 20 todos los genes mnp se
encuentran “sobreexpresados” con diferentes niveles de acumulacion de ARNm. mnpA,
mnpE 'y mnpG presentan los mayores valores, 13,3, 15,6 y 13,7 respectivamente. Les sigue

mnpBI12F con 6,7, mnpC con 3,7y mnpD con 2,7.

Al dia 10, siempre en las muestras sin colorantes, la acumulacion de mensajeros mnpC'y
mnpD se mantiene al mismo nivel que el dia 3. mnpA y mnpB1,2,F tienen apenas un
aumento de 1,4 mientras que para mnpE y mnpG, la expresion relativa aumenta en un
factor medio de 3,7y 3,6 respecto al dia 3 de incubacion. Por otro lado, al dia 7 los niveles

de expresion de mnpA, de mnpB1,2,F, mnpC aumentaron 2, 2,5, 1,2 veces.
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Dia 7 de incubacion

olora Fluoresceina
Expresion |Valor de p| Expresion |Vzlor de p
mnpA 25 0,0001 29 0,0470
mnpB1,B2F 2.0 0,0470 2.0 0,0170
mnpC 12 04860 0,3820
mnpD 2.2 0,100 39 0,0370
mnpE 35 0,0270 4.5 00630
mnpG 37 00420 38 0,0001
Sin colorante Dibromo fluoresceina
Expresién | Valor de p| Expresion |Valor de p
mnpA 14 0,2680 2.2 0,0001
mnpB1.B2.F 14 0,0480 2,0 0,010
mnpC 11 06010 02 0,4790
mnpD 09 0,8180 12 0,1440
mnpE 37 0,0001 3.8 0,0070
mnpG 36 0,0230 2,1 0,0550

Diz 20 de incubacién

Verde malaquita

Expresidn | Valor de p| Expresion |Valor de p|Expresién| Valor de p
mnpA 133 0,000 47 0,0590 2.8 0,000
mnpBLBZF|  £7 34 0,0380 19
mnpC 37 1.8 01270 1.0
mnpD 27 1.3 000 1.0
mnpE 5.6 47 8.4 0,0380 6.5
mnpG 13,7 0,0170 37 0,0440 27

Figura 3.17: Expresion relativa de genes mnp referida a 0,5%EM incubado 3 dias (condicién control).
A- Incubado por 7 dfas con Fluoresceina o sin colorante, B- Incubado por 10 dias con Dibromo fluoresceina
o sin colorante e C- Incubado por 20 dias con Verde Malaquita, Diamante fucsina o sin colorante. El alto
de la gréfica de barra representa la mediana de la expresion génica. Las lineas truncas representan las
observaciones minimas y maximas. Los asteriscos representan el valor de p: p<0,05 (*), p<0,005 (**),
p<0,0005 (***), p<0,0001 (****). A la derecha de las gréficas se muestran tablas con los valores calculados

en REST
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Alligual que a los dias 10 y 20, en las muestras del dia 7 también se observa un aumento
en los niveles de expresion en los genes mnpE (3,5) y mnpG (3,7). Los ARNm mnpE y
mnpG parecerian aumentar de forma coordinada, ya que presentan valores similares
sobre todo los dias 7 y 10. Es de resaltar, ademas que estos dos genes mostraron los
mayores niveles de acumulacion de mensajeros, especialmente al dia 20. Estos resultados
indicarfan que estos genes son los mas dinamicos en su respuesta frente al estrés
nutricional. En el otro extremo estarfan mnpBi12F, mnpCy mnpD con baja respuesta a las
condiciones nutricionales del ensayo. Finalmente, el ARNm mnpA, tiene una respuesta

leve hasta estadios mas tardios, cuando el déficit nutricional es mas marcado.

Respecto a las variaciones cuando el medio contiene colorantes, se puede observar que
en presencia de Verde Malaquita y de Diamante fucsina (dia 20), el nivel de ARNm de
todos los genes disminuyd respecto a los niveles observados en las muestras del mismo
dia sin colorante (Figura 3.17.C, Figura 3.18.A y B, Tabla 3.8). Esa disminucion es mas
acentuada en los cultivos con Verde malaquita, excepto en el caso de mnpE. En particular
mnpCy mnpD disminuyen a la mitad de la maxima acumulacion observada (sin colorante)
en presencia de Diamante fucsina y 3,7 y 2,6 veces presencia de Verde malaquita,
respectivamente. mnpA y mnpG disminuyen a un tercio de su maxima acumulacion (sin

colorante) en Diamante fucsina y casi a un quinto en Verde malaquita.

La presencia de Fluoresceina (dia 7) no provoca cambios significativos en la expresion
relativa de genes mnp (Figura 3.17.A, Figura 3.18.D y Tabla 3.8) respecto al mismo dfa sin
colorante. Esto es, al igual que en ausencia de colorante, los niveles de ARNm aumentan
aproximadamente entre 2 y 4 veces en relacion a la condicion control (dia 3 sin colorante)

con excepcion de mnpC que se mantiene a nivel basal.

Con el agregado de Dibromo fluoresceina (dia 10), los niveles de ARNm mnpA vy
mnpB1,2,F aumentaron en un factor de ~1,5 respecto a la muestra del mismo dia sin
colorante mientras que mnpG disminuyo casi a la mitad. mnpC, mnpD y mnpE se
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mantuvieron incambiados, los dos primeros a nivel basal y el Ultimo corresponde al de

mayor acumulacion en estas muestras (Figura 3.17. B, Figura 3.18.C y Tabla 3.8).
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Figura 3.18: Expresion relativa de los genes mnp de P. atropurpurascens en presencia de colorantes versus
ausencia de colorante. A-Diamante fucsina dia 20, B- Verde malaquita dfa 20, C-Dibromo fluoresceina dfa
10 y D- Fluoresceina dia 7. Condiciones control: 0,5% EM sin colorante al mismo dia 20, 10 y
respectivamente. Los recuadros representan el rango intercuartil o el 50% medio de las observaciones. La
linea de puntos representa la mediana de la expresion génica. Las lineas truncas representan las
observaciones minimas y maximas. Los asteriscos representan el valor de p: p<0,05 (*), p<0,005 (**),
p<0,0005 (***).

Tabla 3.8: Expresion relativa de genes mnp en presencia de colorantes.

Dia 20 de incubacién 10 dfas de incubacién 7 dias incubacién
Verde malaquita Dibromo fluoresceina Fluorescefna
Expresion Valor de p Expresion Valor de p Expresion Valor de p Expresion Valor de p
mnpA 0,35 0,0001 0,21 0,0170 1,62 0,0200 1,18 0,5790
mnpB1,B2,F 0,51 0,0030 0,28 0,0100 1,48 0,0020 0,99 0,9890
mnpC 0,48 0,0020 0,27 0,0190 0,81 0,2040 0,93 0,6550
mnpD 0,47 0,0040 0,38 0,0220 1,34 0,3120 1,73 0,1290
mnpkE 0,41 0,0220 0,42 0,0300 1,05 0,7210 1,26 0,5000
mnpG 0,27 0,0130 0,20 0,0240 0,59 0,0070 1,05 0,7640
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En términos generales los resultados reportados en la Figura 3.17 y 3.18 indican que la
expresion de estos genes esta sujeta a diferentes factores ambientales entre los que se
encuentran los colorantes ensayados, cada gen con diferentes respuestas a los diferentes
factores, y que estos mecanismos parecen competir entre ellos como se observa en

condiciones mas estresantes (dia 20).

Finalmente, se consideraron dos aspectos como indicativos de la contribucion de cada
enzima a la actividad Manganeso-peroxidasa observada en cada condicion de cultivo.
Por un lado, la presencia y abundancia de ARNm y por otro la variacion de los niveles de
mensajeros en presencia y ausencia de colorante. Esto no permite determinar cual/es
enzimas actuan sobre cada colorante, pero podrfa contribuir a reducir la cantidad de

candidatos para estudios posteriores.

En la Tabla 3.9 se resumen los resultados de la actividad normalizada (seccion 3.2)
correspondiente Unicamente a los colorantes seleccionados en esta seccion. La actividad
MnP es mas alta en las muestras con colorante en los dias 7 y 20, y en las muestras sin

colorante en el dia 10.

Tabla 3.9: Actividad enziméatica MnP (AE, UE/mL) del sobrenadante de cultivo con y sin colorantes,
normalizada por la masa del micelio (g). SD: desviacion estandar.

dia7 dia 10 dia 20
AE AE AE
Muestra normalizada SD Muestra normalizada SD Muestra normalizada SD
(UE*g/mL) (UE*g/mL) (UE*g/mL)
0,5%EM 0,21 0,066 0,5%EM 0175 0,001 0,5%EM 0147 0,008
Dib Verd
Fluoresceina | 1,117 0,001 orome 0,079 0,001 eree 0482 | 0,093
fluoresceina malaquita
Di t
amame 10232 | 0,001
fucsina

Los niveles de ARNm al dfa 7 no acompafian el aumento de la actividad observada en
presencia de Fluoresceina respecto a las muestras sin colorante. Quizéas la dispersion de
los datos correspondientes a los mensajeros de mnpA, mnpE'y mnpD enmascare alguna

diferencia que permita relacionar los datos.
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Con Dibromo fluoresceina (Figura 3.17.B) destaca mnpE como el transcrito mas
abundante, seguido mnpA, mnpG vy el grupo mnpBI12F; siendo el ARNm mnpG el Unico
que acompafa la disminucion (reduce la expresion en 1,7 veces respecto al control,
p<0,007) de la actividad enzimatica en presencia (0,079+0,001 UE*g/mL) respecto a
ausencia (0,1775+0,001 UE*g/mL) de colorante. Por su parte, los mensajeros mnpA y
mnpB12F van en sentido contrario aumentando en presencia del colorante. Cabe
recordar, que se desconoce cuanto aporta cada gen del grupo mnpBi2F, por lo que solo

se puede analizar el comportamiento global del grupo.

En presencia de Diamante fucsina y Verde malaquita, los mayores niveles corresponden
al ARNm mnpE (con valores similares) sequido de mnpA y mnpG (con valores mayores
en Diamente fucsina que en Verde malaquita). Con excepcion de mnpE y mnpD, 1os
valores de ARNm acumulado son ligeramente mayores en Diamante fucsina. En relacion
a la actividad enzimatica global llama la atencion el aumento de la misma en presencia
de colorantes (0,482+0,093 UE*g/mL en Verde Malaquita, 0,232+0,001 UE*g /mL en
Diamante fucsina y 0,147+0,008 UE*g/mL en el control), cuando la abundancia de los

mensajeros esta claramente disminuida.
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3.4.3.2 Estudio de la expresién de genes lcc

Se seleccionaron cinco genes lcc (lcc 2, 4, 5, 710 y 17), uno o dos representantes de cada
grupo formado en base a la homologia de las secuencias proteicas (Figura 3.13) y debido
a que en la prueba de verificacion de los cebadores disefiados (Seccion 3.4.2) mostraron
diferencias en los niveles de expresion: lcc2 y lcc4 alta (bajo Cp) y lcc5, lcc10 y lccll de
mediana a baja (Figura 3.19). Para los cinco genes seleccionados se realizd el mismo

analisis que para los genes mnp en la seccion anterior (Figura 3.20 y Figura 3.21).
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Figura 3.19: Curva de fluorescencia de la amplificacion de los genes lcc4, Icc2, lcc5, lccTly lec10. Medio
EM incubado durante 3 dias.
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Figura 3.20: Expresion relativa de genes lcc referida a 0,5%EM incubado 3 dias (condicion control). A-
Incubado por 7 dias con Fluoresceina o sin colorante, B- Incubado por 10 dfas con Dibromo fluoresceina
o sin colorante e C- Incubado por 20 dias con Verde Malaquita, Diamante fucsina o sin colorante. El
alto de la gréfica de barra representa la mediana de la expresion génica. Las lineas truncas representan
las observaciones minimas y maximas. Los asteriscos representan el valor de p: p<0,05 (*), p<0,005 (**),
p<0,0005 (***), p<0,0001 (****). Las tablas muestran los valores calculados en REST.
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Los resultados muestran que estos genes tienen diferencias muy marcadas de expresion
en respuesta a las condiciones de crecimiento (ausencia de colorantes) (Figura 3.20).
Mientras que los niveles de ARNm [cc2 se mantienen proximos al nivel basal, los
correspondientes a lcc4 estan por lo menos 5 veces por debajo: 0,1 (p<0,029) y 0,2
(p<0,0006) dias 10 y 20 respectivamente, en las muestras sin colorante. Los niveles de
ARNm [cc5, lcc10 y leccTT aumentaron con el tiempo de cultivo, si bien lcch esta lejos de
tener una expresion tan notable como los dos ultimos. De hecho, el nivel ARNm lcch
comienza (dia 7) por debajo del nivel basal (0,4 p<0,0400), aumenta al dia 10 (0,9
p<0,4360) alcanzando al dia 20 un factor medio de 2,7 (p<0,00200). Los mensajeros lcc10
y lccTT aumentan de forma importante con la disminucién de nutrientes, alcanzando
factores de 29,3 (p<0,0001) y 264,6 (p<0,0001) respectivamente el dia 20, siendo el ARNm
lccTT acumulado al final del cultivo particularmente alto. En los dias 7 y 10 ya se observan
incrementos significativos de ambos con factores de 6,0 (p<0,0001, para lcc10) y 7,3
(p<0,023, para lccTl) en el dia 7 y de 21,5 (p<0,0190) y 18,5 (p<0,005) en el dia 10
respectivamente. Al parecer, la expresion de estos dos genes, que a nivel de secuencias
son muy similares entre si, se regularia de forma paralela (similar) hasta ciertos niveles de
stress nutricional (dia 10) diferenciandose en condiciones mas extremas ya sea por el
déficit de nutrientes o por la acumulacion de productos de desecho, cambios de pH, etc

(dia 20).

La presencia de colorantes también tiene diferentes efectos sobre la expresion de los
genes lcc (Figura 3.20, Figura 3.21y Tabla 3.10). Al igual que las demas condiciones, lcc4
no cambia su perfil de expresion en presencia del colorante. Al parecer, la expresion de
este gen no estarfa condicionada ni por las condiciones nutricionales ni por la presencia
de colorantes. En el otro extremo, los niveles de ARNm lccT7 disminuyen en las cuatro
condiciones, pero de forma mas significativa en las muestras de Verde malaquita donde

se registra una disminucion de la expresion relativa de casi 30 veces.
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Por su parte, lcc5, se mantiene al mismo nivel en presencia de Fluoresceina, y disminuye
2, 1,25y 3 veces con la adicion de Dibromo fluoresceina, Diamante fucsina y Verde
malaquita respectivamente. Los ARNm [cc70 al dia 7 y 20 se mantiene en presencia de
Fluoresceina y Diamante Fucsina, pero disminuyen casi 2,5 veces en presencia de
Dibromo fluoresceina y Verde malaquita (Tabla 3.10 y Figura 3.21) en relacion a los
respectivos en los cultivos sin colorante. Estos dos Ultimos colorantes reducen
notablemente la velocidad de crecimiento del hongo. Finalmente, la expresion de lcc? se
ve aumentada casi dos veces en presencia de Verde malaquita (dia 20) y no se observaron

cambios significativos en presencia de los otros tres colorantes.
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Figura 3.21: Expresion relativa de los genes lcc de P. atropurpurascens en presencia de colorantes versus
ausencia de colorante. A-Diamante fucsina dia 20, B- Verde malaquita dia 20, C-Dibromo fluoresceina dia
10 y D- Fluoresceina dia 7. Condiciones control: 0,5% EM sin colorante al mismo dia 20, 10 vy
respectivamente. Los recuadros representan el rango intercuartil o el 50% medio de las observaciones. La
linea de puntos representa la mediana de la expresion génica. Las lineas truncas representan las
observaciones minimas y maximas. Los asteriscos representan el valor de p: p<0,05 (*), p<0,005 (**),
p<0,0005 (***).
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Tabla 3.10: Expresion relativa de genes lcc en presencia de colorante versus ausencia de colorante

Dia 20 de incubacion 10 dfas de incubacién 7 dfas incubacion
Verde malaquita Dibromo fluoresceina Fluoresceina
Expresién Valor de p Expresion Valor de p Expresién Valor de p Expresiéon Valor de p
lec2 0,87 0,7020 2,1 0,0120 2,6 0,08 13 0,2320
lec4 0,93 0,8650 0,6 0,5050 2,1 0,23 0,8 0,5080
lccs 0,31 0,0280 0,3 0,0001 0,5 0,01 1,3 0,3020
lcc10 0,80 0,2650 0,4 0,0001 0,4 0,01 1,2 0,6370
lecTl 0,26 0,0050 0,0 0,0001 0,3 0,02 0,2 0,0200

Nuevamente, los niveles de ARNm lcc analizados no acompafian a los correspondientes

valores de la actividad enzimatica global (Tabla 3.11).

Tabla 3.11: Actividad enzimatica Lcc (AE, UE/mL) normalizada por la masa del micelio (g) de las muestras
en las que se analizo la expresion relativa de los genes. SD: desviacion estandar.

dia7 dia 10 dia 20
AE AE AE
Muestra normalizada SD Muestra normalizada SD Muestra normalizada SD
(UE*g/mL) (UE*g/mL) (UE*g/mL)
0,5%EM 0,196 0,069 0,5%EM 0,233 0,090 0,5%EM 0,094 0,037
Dib Verd
Fuoresceina | 1117 | 0,547 | ~"°" | 0158 0,001 erde 0482 | 0,093
uorescefna malaquita
Di t
e | 0193 | 0,060
ucsina

Aumentos tan importantes como los observados en lcc70 y lccTT al dia 20, no se reflejan
en la actividad, por el contrario, en las muestras sin colorante las actividades enzimaticas
son minimas sobre el final del ensayo (0,094+0,037 UE*g/mL), mientras que la actividad
maxima se ubicaria al dia 10 (0,233+ 0,09UE*g/mL). Mas alla de algun desfasaje debido
al tiempo de sintesis y procesamiento de proteinas a partir del pool de ARNm disponible,
estos resultados podrian reflejar la incidencia de otros mecanismos de regulacion o
simplemente que la contribucion de Lccl0 y Lecll a la actividad global no es tan
destacable. Cabe recordar, que se identificaron 12 genes lcc en P. atropurpurascens, de
los cuales se seleccionaron 5, por lo que las expresiones de otras isoformas Lcc también

pueden estar influyendo las actividades observadas.
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El mayor cambio de actividad se obtuvo en presencia de Fluoresceina (dia 10), casi 5 veces
superior a la del cultivo sin colorante. Sin embargo, la Unica expresion de transcritos lcc
que se expreso de forma diferencial fue lccT7, y su expresion fue casi cuatro veces mas
baja que en la correspondiente muestra sin colorante. En el otro extremo, con Dibromo
fluoresceina la actividad practicamente no cambia; sin embrago, hay bajadas significativas

en la expresion de lcch, lccT0 y lecTT como ya fue mencionado previamente.

En presencia de Diamante fucsina (dia 20) la actividad fue casi dos veces superior a la de
las muestras sin colorante y los Unicos niveles de mensajeros que cambiaron su expresion
de forma significativa fueron los son lcc5 y lcc1T en sentido inverso (disminuyen) (Figura
3.21y Tabla 3.10). Por otra parte, en presencia de Verde malaquita y al mismo dia de
incubacion, si bien la actividad es el doble de la registrada en Diamante fucsina y cuatro
veces mayor a la muestra sin colorante (Tabla 3.11), los niveles de ARNm [cc5 y 77 son
incluso aln mas bajos, ademas hay una disminucion significativa de un tercer gen (lcc70)

(Figura 3.21y Tabla 3.10).
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4. Discusion
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Los hongos degradadores de la madera son los principales organismos responsables del

reciclaje de carbono en la tierra ™

.Mediante una bateria de enzimas logran descomponer
el material lignoceluldsico. En especial, los hongos de la podredumbre blanca tienen la
capacidad de mineralizar efectivamente la lignina, uno de los materiales organicos mas
recalcitrantes, mientras que los hongos de la podredumbre marrén pueden Unicamente
modificar esta estructura ™. Los HPB ganaron esa capacidad hace millones de afios, al
lograr generar enzimas de alto poder redox, capaces de oxidar de forma inespecifica,
estructuras fendlicas y no-fendlicas de la lignina. Estas caracteristicas enzimaticas,
postulan a las proteinas lignoliticas como potenciales agentes biorremediadores a

emplearse para degradar una amplia cantidad de sustratos aromaticos como

polihidrocarburos aromaticos, pesticidas, herbicidas y colorantes ™.

Punctularia atropurpurascens H2126, es un HPB perteneciente a la division Basidiomycota
orden Coritciales, capaz de crecer y degradar madera de Eucalyptus, materia prima de la
cual fue aislada en nuestra region. Este hongo tiene la particularidad de degradar lignina
de forma especifica, utilizar hemicelulosa preferentemente como fuente de carbono
frente a la celulosa y de producir manganeso peroxidasas y lacasas en su metabolismo

primario 6814,

En un estudio realizado por Bettucci et al. 1998 ", P. atropurpurascens fue mas eficiente
en la degradacion de lignina en Eucalyptus globulus que P. chrysosporium luego de 30
dias de inoculacion, pero este ultimo fue mas eficiente en la degradacion de lignina de E.
grandiis. P. chrysosporium es un basidiomicete, perteneciente al orden de los Polyporales,
que ha sido altamente estudiado por su capacidad de degradacion de la madera. De
hecho, fue de este microorganismo que se aislo y caracterizé por primera vez las enzimas

LiP y MnP 2> por el contrario, muy poca informacion se tiene acerca de P.
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atropurpurascens y su capacidad lignolitica. Su genoma no se encuentra depositado en

banco de datos y hasta la fecha existe muy poca bibliografia al respecto.

4.1 Cribado de la capacidad decolorante:
P. atropurpurascens vs P. chrysosporium

En este trabajo se estudid la capacidad de degradar una bateria de colorantes con
diferentes cromoforos y sustituyentes, en comparacion con la de P. chrysosporium que
actué de control positivo, mientras que Aspergillus nidulans se utiliz6 como control
negativo por no pertenecer al grupo de hongos degradadores de madera. El cribado de
capacidad decolorante se usa de forma rutinaria para conocer de forma rapida si el

microorganismo de trabajo cuenta con enzimas oxidoreductoras 84811

Nuestros resultados muestran que P. atropurpurascens fue capaz de crecer y degradar
los 28 colorantes ofrecidos, mientras que P. chrysosporium no logré crecer en 5/24
colorantes ensayados: Verde malaquita (TFM), Verde brillante (TFM), Azul Victoria 4R
(TFM), Crisoidina (AZO) y Dibromo fluoresceina (XNT). Por el contrario, A. nidulans logrod
decolorar parcialmente solo 3 colorantes AZO (Rojo congo, Rojo bordd y Rojo de metilo)
y un ANQ (Alizarina S). Resultados similares han sido reportados previamente, en los
cuales se evalud su capacidad de degradar Rojo congo y Rojo de metilo, en cultivo o a
través de tratamientos a 40°C con lacasas purificadas de A.nidulans, obteniendo altos

porcentajes de decoloracién #/.

Un resultado interesante fue la identificacion de sustratos degradables por P.
atropurpurascens, no degradables por P. chrysosporium en las mismas condiciones
(Crisoidina, Verde malaquita, Verde brillante, Azul vitoria 4R y Dibromo fluoresceina). Asi,
en las condiciones ensayadas en esta tesis, no se observo crecimiento de P. chrysosporium
en Crisoidina (Basic Orange ), mientras que P. atropurpurascens fue capaz de degradar

y crecer en su presencia (Figura 3.3.B). Estudios de decoloracion con P. chrysosporium
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previamente publicados muestran que P. chysosporium no es capaz de degradar este
colorante incluso en condiciones mas favorables (agregado del colorante al octavo dia

de incubacién y en menor concentracion) 7.

Los colorantes Verde malaquita, Verde brillante y Cristal violeta (TFM) son fungicidas muy
potentes, inclusive a bajas concentraciones. Su mecanismo de accion estarfa relacionado
a la inhibicion de enzimas respiratorias. En particular el Verde malaquita (VM) se une
fuertemente a enzimas que contienen tioles y tiene efectos nocivos a niveles
mitocondriales. Esta destruccion, al parecer, podria ser prevenida con el agregado de la
enzima citocromo C " Un estudio realizado por Papinutti y Forchiassin ', demuestra
que P. chrysosporium presenta una alta sensibilidad frente a este colorante, siendo
incapaz de crecer con concentraciones superiores a 64 uM. Por debajo de esta
concentracion, el hongo logré crecer y decolorar a tasas reducidas. Una explicacion de
la diferencia de tolerancia entre P. atropurpurascens (por lo menos 150 uM) y P.
chrysosporium podria ser la fase en la que se producen las enzimas, trofofase e idiofase
respectivamente. Un comportamiento similar al de P. atropurpurascens se observé en el
HPB Fomes sclerodermeus, que tolera concentraciones de VM hasta 128 uM vy la

produccion de enzimas lignoliticas también ocurre en trofofase ™.

Otro factor que podria contribuir a la tolerancia a VM es la presencia de lacasas, ya que
P. chrysosporium no cuenta con estas enzimas en su repertorio lignolitico en el sentido
estricto, aunque si cuenta en su genoma con AAT_dist de la subfamilia de multicobre
oxidasas ""'®. P. atropurpurascens cuenta con un repertorio de 12 isoformas Lcc (Seccion
3.3.3) y la actividad lacasa también fue detectada en F. sclerodermeus. De hecho,
sobrenadantes de cultivos de este Ultimo en los cuales se detectd actividad Lac (sin
actividad manganeso- o lignino peroxidasa) se utilizaron para decolorar soluciones de

hasta 400 uM de VM ™. Por otro lado, A. nidulans no fue capaz de crecer en presencia

101



de 150 uM VM (Figura 3.3.B), si bien cuenta en su repertorio con enzimas lacasas, quizas

por una produccién tardia de dichas enzimas %4>,

Bumpus y Brock, reportaron que la degradacion tanto de VM como de Cristal violeta, por
parte de P. chrysosporium en condiciones lignoliticas y presencia de H2Op, (Figura 4.1),
mediante la N-dimetilacion secuencial catalizada por LiP. En estos ensayos se empled una
concentracion 12,3 UM de colorante agregado al sexto dia de incubacion. En el mismo
estudio se demostré que P. chrysosporium puede degradar Cristal violeta bajo
condiciones no lignoliticas (exceso de nitrégeno) sin formacion detectable de productos

de N-dimetilacién, sugiriendo otros sistema de degradacion 2°.

CI@|

N Nw.
() . L
\N N'/ ‘

Cristal violeta Verde malaquita

Figura 4.1: Estructuras de los colorantes Cristal violeta y Verde malaquita.

Basandose en los resultados obtenidos en el articulo de Bumpus y Brock, Cha et. al ensayo
la capacidad de degradacion del VM con el microorganismo Cunninghamella elegans, un
hongo no-lignolitico utilizado como modelo en el metabolismo de xenobidticos ™. El
hongo fue capaz de transformar hasta 54 uM de Verde malaquita, pero concentraciones
superiores a los 108 uM inhibian completamente su crecimiento. El agregado de
metirapona, un inhibidor de la enzima citocromo P450 anuld completamente la reaccion
de decoloracion en el medio de cultivo, por lo que este estudio sugiere que esta enzima
puede ser la responsable de la transformacion de VM mediante reduccion a
leucomalaquita y N-dimetilacion secuencial ', Varios articulos sugieren que la enzima

citosolica P450 tiene cierta competencia en la degradacion de liginina ya que se han
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encontrado en el secreotoma de HPB en condiciones lignoliticas, pero no se tiene en

claro cudl es su rol 20122123,

Otros estudios sugieren que la razon de la tolerancia de xenobidticos por parte de los
hongos serfa la produccion de enzimas antioxidantes como glutation transferasa, ya que
se ha visto que se sobreexpresan en situaciones de estrés oxidativo como es la
degradacion de la lignina donde se producen grandes cantidades es especies reactivas

de oxigeno .

La lignina juega un papel primordial en la defensa celular de las plantas, pero ademas de
esta barrera fisica y quimica, se ha visto que los arboles pueden activar sistemas como la
produccion de metabolitos secundarios ya sean terpenos, fenoles, flavonoides estilbenos
o lignanos '#°. Estas moléculas tienen la capacidad de afectar de cierta forma la capacidad
de eficiencia de la degradacion de la madera, por lo que es comprensible, que la
presencia de ciertas estructuras fendlicas como colorantes, afecten el metabolismo de los
hongos. Los sistemas xenobidticos como las enzimas citocromo P450 y glutation
transferasa, forman parte del sistema de defensa del hongo frente a las respuestas de
ataque de las plantas y también como sistema de detoxificacion de radicales libres

formados durante la lignolisis 22,

En resumen, los hongos tienen variados mecanismos que pueden contribuir a la
degradacion de xenobidticos entre los que se incluyen los colorantes, sin desmedro de

la preponderancia de las enzimas del sistema lignolitico.

El medio de cultivo también puede tener una gran influencia en la produccion de enzimas
lignoliticas. En este trabajo se demostrd que P. atropupurascens fue capaz de producir
MnP y Lac en medio EM. Sin embargo, estudios previos demuestran que el medio AEM
no es un buen inductor para la decoloracion de colorantes AZO en P. chrysosporium 28
Se ha visto que la presencia de enzimas lignoliticas, ademas de tener un rol en la

deconstruccién de la pared celular, también tiene funciones detoxificantes ™. Esta
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también podria ser otra de las razones por las cuales, el hongo no fue capaz de crecer
en los colorantes, donde quiza no pudo producir la suficiente cantidad de
oxidorreductasas para oxidar compuestos altamente toxicos para su metabolismo. Este
mecanismo no sucede con P. atropurpurascens que puede generar enzimas lignoliticas

inclusive en medios con altas concentraciones de nutrientes.

Cabe resaltar, que a pesar de que P. chrysosporium no haya podido crecer en presencia
de cinco colorantes, sobre aquellos que si pudo decolorar, lo realizd en un periodo de
tiempo mas corto (Tabla 3.7). Ambos hongos cuentan en su repertorio con MnP, pero P.
atropupurascens cuenta con Lcc, a diferencia de P. chrysosporium, que no produce estas
enzimas. Sin embargo, este Ultimo puede secretar lignino-peroxidasas, enzimas de

potencial redox mas alto que las enzimas Lcc ™.

4.2 Cinéticas de decoloracion y potencial redox de colorantes

La capacidad de biodegradar colorantes esta determinada por distintos factores como la
temperatura y pH de trabajo, la estructura del colorante, naturaleza y posicion de

sustituyentes y la diferencia de potencial redox entre biocatalizador y colorante 2627,

Las lacasas verificadas en este trabajo (Seccion 3.3.3) en teoria tendrfan un potencial
redox entre +420 y +790 mV, mientras las MnP tendrian un potencial cercano a los 1.5
V, por lo que es de esperar que si el potencial de un colorante se ubica entre 1,5V y 0,79
V pueda ser degradado por MnP pero no por lacasas 2?8 Frente a esta hipotesis
realizamos medidas de potencial a circuito abierto de colorantes AZO, ANQ, TFM, TZNy
XNT, como una aproximacion para evaluar cual/es tipo/s de enzima/s (lacasa o
peroxidasa) podria actuar sobre cada sustrato y eventualmente vincularlas con la
velocidad de decoloracion, entendiendo que potenciales redox bajos se correlacionan
con mayor susceptibilidad a ser oxidados. Todos los potenciales evaluados se ubicaron

entre +435y +563 mV por lo que en teoria todos podrian ser oxidados por MnP vy las
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lacasas de alto potencial redox. Aquellas lacasas con potencial redox cercano a +0,42 mV

no podrfan decolorar por si solas sin la ayuda de un mediador redox.

Los resultados mostraron que aquellos con menores potenciales, Verde malaquita (435
mV)y Azul Victoria 4R (466,9 mV) que serfan los mas labiles, también son los de menores
Vdec (Figura 3.6) y aquellos con mayores potenciales, Amido black B (557,7 mV) vy

Diamante fucsina (556,1 mV) son degradados mas rapidamente.

Estos resultados podrian deberse a que las diferencias de potencial entre los sustratos
analizados no sean suficiente para incidir en la susceptibilidad o también a que el
potencial de reduccion medido a circuito abierto deberia de haber sido medido hasta se
cumpla =0 (equilibrio electroguimico). Esto podria ayudar a obtener datos mas precisos,
ya que la diferencia de potencial entre los colorantes puede ser minima y que en las
condiciones del ensayo (600-1200s) no se haya podido determinar con exactitud. En un
articulo publicado por Zille et al. se informa que existe una relacion directa entre la
medida de la diferencia del potencial redox de un biocatalizador y colorantes AZO, vy el
porcentaje de decoloracion '/, Estas medidas fueron realizadas mediante voltimetria
ciclica, la cual, segun el trabajo, serian una medida mas confiable de la habilidad de cierta
enzima O microorganismo para oxidar/reducir un colorante. En un futuro se podria
realizar este tipo de curvas para poder relacionar la velocidad de decoloracion y el
potencial de reduccion, ya que dan una idea de la cinética de la reaccion, mientas que el
potencial a circuito abierto brinda informacion de las propiedades termodinamicas. La
cinética de degradacion de los colorantes podria explicar la diferencia de velocidad de
decoloracion entre el Cristal violeta, el Verde malaquita y el Diamante fucsina, ya que sus
estructuras difieren en la cantidad de N-metilaciones. EI mecanismo de oxidacion por
parte de MnP vy lacasas estarfa regido por N-dimetilaciones sucesivas y la oxidacion del

enlace C=C que une a los tres anillos aromaticos (Figura 4.2) %120121129 'Estos mecanismos

105



podrian explicar las diferencias de velocidad de decoloracién obtenidas en la
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Figura 4.2: Degradacion de Verde malaquita por MnP. A- Mecanismo de Irpex lacteus propuesto por Young
et al. 2016 ?%. B- Estructuras de los colorantes TFM y sus respectivas velocidades de decoloracién (Seccion

3.1.2).

Una forma mas especifica de medir la velocidad de decoloracion, seria realizar medidas del

cambio de absorbancia en los sobrenadantes de cultivos en funciéon del tiempo, teniendo en

cuenta la posible adsorcion del colorante en las paredes del micelio (empleando como blanco

micelio autoclavado en medio de cultivo con colorante) y las diferencias de crecimiento en
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presencia de cada colorante. Esto se debe a que las medidas en placa de Vdec estan sujetas Vcre
(Figura 3.6). Por este motivo, en el ejemplo que se muestra en la Figura 4.2, se eligieron colorantes
cuyas Vcre estan dentro del mismo orden. Otra posible metodologia es realizar la decoloracion
con las enzimas purificadas, ya que se evitaria tener que realizar el control de adsorcion por parte

del micelio.

4.3 Actividad lignolitica y expresion de genes mnp 'y lcc

Los mecanismos de expresion de enzimas lignoliticas son muy diversos y varian entre
especies. Su produccion esta regulada por numerosas sefiales ambientales vinculadas
con las funciones bioldgicas de estas enzimas como la presencia de xenobidticos, fuentes
de carbono y nitrogeno, metales divalentes, temperatura, inclusive distintas luz de

distintas longitudes de onda ™°.

En los HPB, se ha visto que las lacasas tienen diversas funciones que van desde la
produccion de pigmentos a la induccion del cuerpo fructifero. Las manganeso-
peroxidasas, por otra parte, ademas de participar activamente de la metabolizacion de la
lignina, podrfan tener otros roles como la detoxificacién de xenobidticos 222210 g
inmensa importancia de estas enzimas se confirma por la redundancia de las mismas,

dada por la presencia en el genoma de hongos lignoliticos de varios genes con alta

homologia .

En esta tesis, se verificod la presencia de 12 lccy 8 mnp (Seccion 3.3). Basandose en motivos
conservados, se encontré que P. atropupurascens cuenta con diez Lcc de alto potencial
redox, una Lcc de potencial redox intermedio y una SLAC. Las ocho mnp verificadas,

corresponden a siete MnP exta largas y una MnP larga.

No se encontraron secuencias con homologia relevante con genes lip en el genoma y
transcriptomas de P. atropupurascens (Seccion 3.3.1), tampoco se registro actividad LiP

en ninguna de las condiciones ensayadas (Seccion 3.2). Estos resultados confirman los

107



datos obtenidos por Alborés et al quien no detectd actividad LiP en ninguna de las

condiciones ensayadas

Los perfiles de actividad enzimatica (Seccion 3.2) muestran que P. atropurpurascens
expresa MnP y Lcc durante la trofofase, una caracteristica diferente a la mayoria de HPB
estudiados. Por lo general, el consenso es que las enzimas lignoliticas se producen
durante el metabolismo secundario, en condiciones de déficit de nitrégeno y/o carbono
B0P_atropurpurascens, sin embargo, es capaz de producir enzimas MnP y Lcc en etapas
tempranas aun en medio rico y la presencia de madera no pareciera tener un efecto
inductor en el tiempo ensayado (Figura 3.9). En este momento se esta analizando la
expresion diferencial de enzimas en presencia de material lignoceluldsica por
comparacion de los transcriptomas en medio rico (cultivos de 3 dias) y en madera

(cultivos de 3 meses).

A partir del cribado de la capacidad de crecimiento y decoloracion (Seccion 3.1.1) se
seleccionaron colorantes de interés como aquellos que, a diferencia del HPB control P.
chrysosporium, P. atropurpurascens pudo crecer y degradar. Otro criterio de seleccion
fue el grado de influencia del colorante en la reduccion de Vcre y Vdec. Dentro de cada
grupo quimico se eligid un par, teniendo en cuenta aquellos que reducen la cinética de
crecimiento por debajo del 30% (considerados en este trabajo como colorantes “toxicos”)
y entre 50 y 80% (considerados como "no toxicos”). La actividad medida en el
sobrenadante a los 3, 7, 10 y 20 dias de incubacion, se normalizd por la biomasa
producida en cada cultivo ya que cada colorante tiene un efecto diferente sobre el

crecimiento del micelio (Seccion 3.2).

Los colorantes seleccionados dentro del grupo “no toéxico” (que inhiben el crecimiento
del micelio, pero no al nivel de los “tdxicos”) tuvieron diferentes efectos en medio liquido.
Como era de esperar, estos colorantes tuvieron un menor impacto sobre el peso de la
biomasa en comparacion a los toxicos (Figura 3.10). La acumulacion de biomasa
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conforme el tiempo de incubacion se mantuvo similar a la del medio sin colorante
excepto para el medio suplementado con Fluoresceina cuyo crecimiento se vio
enlentecido hasta el dia 7 pero luego, la biomasa crecié a la par que en el control.
Teniendo en cuenta el error de los ensayos, sobre el dia 7 y 10 de incubacion, las
actividades normalizadas en los sobrenadantes se mantuvieron constante en presencia y
ausencia de colorantes no toxicos. La unica excepcion, fue la actividad MnP y Lcc en
presencia de Fluoresceina que fue casi 5 veces mayor al control (Figura 3.10). Sobre el dia
20 de incubacion, las condiciones sin colorantes, con RBBR, Amido Black B10, Fluoresceina
y Diamante fucsina tuvieron la misma actividad Lac (~0,1 UE*g/mL). Se observé un perfil
similar en la actividad MnP en las mismas muestras, a excepcion de la muestra con
Diamante fucsina en la cual se detectd un aumento en la actividad de casi el doble (0,23

UE*g/mL) que la actividad en el sobrenadante sin colorante (0,147 UE*g/mL)

Dentro del grupo "tdxicos”, Rojo congo y Verde malaquita enlentecieron el crecimiento
de biomasa durante los dias 7y 10 respectivamente (Figura 3.10). Mientas que el colorante
Rojo carmin, mantuvo el crecimiento a la par que el medio sin colorante hasta el dia 7.
Luego de esta fecha, el peso de la biomasa se mantuvo constante. A excepcion de lo
observado en placa (Figura 3.6), el colorante Dibromo fluoresceina no afecto el
crecimiento en medio liquido (Figura 3.10). Sin embargo, la actividad MnP se vio
disminuida sobre el dia 7 y 10 de incubacion en presencia de este colorante. Esta
disminucion puede deberse a la inhibicion de la expresion de genes mnp como también
a la inhibicion/inactivacion a nivel de proteinas MnP. Se ha visto que algunos metales
(como por ejemplo metales trivalentes como el Ce*® o Gd*3), se puede unir al sitio de

uniéon de Mn, no permitiendo el correcto funcionamiento de la enzima !

. En particular,
Dibromo fluoresceina, contiene bromo y mercurio en su estructura, los cuales podrian ser
la razdn de la disminucion de la actividad. Por otro lado, los colorantes Rojo congo y Rojo
carmin, no parecieron tener diferencia en la actividad enzimatica MnP sobre los dias 7 y

20 de incubacion, aunque se aprecia una leve disminucion en la actividad sobre el dia 10.
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En presencia Verde malaquita, la actividad MnP fue notoriamente superior a partir del dia
10, llegando a ser casi cuatro veces superior al medio sin colorante sobre el final de la

fermentacion (dfa 20).

En cuando a la actividad Lac en presencia de colorantes “toxicos”, se ve reducida sobre
el dia 7 en presencia de los colorantes Dibromo fluoresceina y Verde Malaquita, no asf
para los colorantes rojo congo y Rojo carmin cuya actividad fue similar al medio sin
colorante. La inhibicion de enzimas Lcc también esta reportada. Componentes como el
ion azida (N3), el cianuro o el i6n fldor, se pueden unir fuertemente al sitio T2, inactivando

la enzima °.

Sobre el dia 10, sin embargo, todas las actividades parecerian igualarse, pero al final del
cultivo, nuevamente, la actividad Lcc de la muestra con Verde malaquita vuelve a
aumentar de forma notoria, mientras el resto de las condiciones mantienen su actividad
cercana a 0,1 UE*g/mL. Este resultado podria sugerir que la presencia de Verde malaquita

puede tener un efecto inductor de genes lignoliticos en P. atropupurascens.

La expresion de los genes mnp y lcc (seleccionados), se estudid en micelios
correspondientes a los dias de maxima actividad para los colorantes Diamante fucsina,
Verde malaquita, Fluoresceina y Fluoresceina di bromo, con el fin de evaluar la influencia
de estos colorantes sobre la expresion génica y de identificar, si los hubiera, aquellos de
mayor contribucion a actividad. De hecho la induccion de la expresion de genes
lignolfticos por fenoles y estructuras aromaticas esta documentado en los HPB >°. Debido
a las altas actividades en los sobrenadantes de Verde malaquita (dia 20) y Fluoresceina
(dia 7) era de esperar, que la expresion relativa de genes lcc y mnp acompafiaran esta
tendencia. Por otro lado, era de esperar que la expresion mnp sobre el dia 20 de
incubacion con Diamante fucsina aumentara (debido a mayor actividad enzimatica que
el control) y que la de Dibromo fluoresceina disminuyera (debido a baja actividad
enzimatica) pero que la expresion lcc se mantuviera estable en ambos casos.
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Los resultados mostraron que todos los genes mnp redujeron su expresion relativa en las
muestras incubadas con Diamante fucsina y Verde malaquita (ambos TFM) en relacion a
la muestra sin colorante al dia 20, al contrario de lo esperado ya que ambas muestras
exhibian actividad MnP superior. Especialmente Verde malaquita mostré una reduccion
mayor en los niveles de expresion globales de los genes mnp en relacion a Diamante
fucsina, cuando la actividad del primero fue claramente superior. Por otra parte, al dia 7,
las muestras con Fluoresceina (quienes exhibian mayor actividad sobre esta fecha) no
demostraron tener una diferencia en la expresion relativa de los genes mnp. Finalmente,
la muestra incubada durante 10 dias en presencia de Dibromo fluoresceina, mostré una
reduccion leve de los niveles de expresion del gen mnpG, siendo coherente con la
actividad enzimatica reducida, pero sin embargo, sobre esta misma muestra se observo

un aumento significativo del grupo mnpB12F y del gen mnpA.

Estos resultados indican que la regulacion de genes mnp por parte de los colorantes,
puede estar sujeta a diferentes mecanismos incluyendo quiza regulaciones a nivel
postranscripcional y postraduccional. Por ejemplo, en algunos hongos se ha visto que el
ion Mn?" no afecta la expresion de genes mnp pero esta vinculado a la induccion
postraduccional, pero muy poco se conoce acerca de los mecanismos que subyacen las
regulaciones a este nivel en HPB “°. Mancilla et al, encontrd que Mn?* funciona como
inductor de la secrecion de MnP en Ceriporiopsis subvermispora. En ausencia de
manganeso, observaron altas tasas de expresion de los genes mnp, sin embargo, la
actividad enzimatica MnP fue nula. La falta de MnP en el sobrenadante de cultivo, se
corrobor6 por western blot. A través de inmunodeteccion con microscopia electronica,
se detectaron alto niveles de la proteina en compartimentos intracelulares. El agregado

de manganeso al medio de cultivo, no alteraba los niveles de expresion génica, pero
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aumentaba los niveles de proteina en el sobrenadante de cultivo, indicando que la

presencia de manganeso estaria relacionada a la secrecién de las proteinas *°.

En otro orden, la expresion de genes mnp en medio sin colorante se mantuvo constante
hasta el dia 10, para luego aumentar de forma importante hacia el dia 20. Sin embargo,
sobre el dia 20, la actividad MnP registrada en el sobrenadante fue minima en
comparacion con la actividad del dia 7 y dia 10. El comportamiento de la actividad
enzimatica a lo largo de los dias acompafio el crecimiento del micelio, por lo que la
produccion de MnP podria estar relacionada al déficit nutricional y al estadio de
crecimiento del hongo. Sobre el dia 20 de incubacion, el micelio ya se encuentra en fase
de muerte, donde la escasez de fuentes de nitrégeno y carbono es marcada. La induccién
de genes puede estar regulada via mecanismos de cAMP, ya que esta molécula tiene un
rol preponderante en procesos de desarrollo y morfogénesis de hongos y se han
encontrado motivos creA en promotores de enzimas lignaliticas, inclusive en numerosas
copias 2% A pesar de haber un aumento en los transcriptos mnp a lo largo del tiempo de
fermentacion, la traduccion pareceria estar bloqueada o por el exceso de transcriptos o
por otros mecanismos regulatorios, ya que la actividad no acompafia el incremento de

la expresion génica.

Estos mismos resultados se observan en la expresion de enzimas Lcc en medio sin
colorante, donde el aumento de la expresion relativa de ARNm de lcc (en relacion al dia
3 de incubacion) va creciendo hasta llegar a un impresionante aumento de 265 veces en
lccTT y de 30 veces para lcc10. Sin embargo, la actividad enzimatica Lcc, al igual que en
MnP, es minima sobre el final de la curva de actividad. El hecho de que este aumento tan
importante en la expresion no se vea reflejada en la actividad, nuevamente sugiere que
la induccion de transcriptos lcc puede estar regido por el déficit nutricional, donde un
aumento de produccion de proteinas tan importante para el microorganismo estresado

por la falta de nutrientes puede ser deletéreo. Por esta razon, la traduccion o la secrecion
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podria estarfa inhibida. Resultados similares, fueron reportados para las lignino-
peroxidasas en P. chrysosporium, que registraron altos niveles de expresion lip en medios
de cultivo con baja concentracion de glucosa, pero muy baja actividad en el

sobrenadante de cultivo 32,

También hay que considerar que la produccion enzimatica puede estar ocurriendo, pero
estas enzimas estén en una forma inactiva. Se ha visto que el perdoxido de hidrégeno
actua de inductor en la expresion mnp, pero a altas concentraciones inactivan la actividad
enzimatica P°. Esto tendrfa sentido sobre el final del cultivo, ya que durante el
metabolismo lignolitico enzimas como la glioxal oxidasas y aril alcohol oxidasas producen
H>O. Estas enzima generalmente se encuentran co-expresadas junto a enzimas
lignoliticas, siendo la base de la producciéon de perdxido de hidrogeno . La acumulacion

de H>O», podria provocar la inactivacion tanto de MnP como de Lcc.

En cuanto a la expresion de las isoformas de lcc en presencia de colorantes, sobre el dia
20 de incubaciéon con Verde malaquita, los niveles de expresion de lccTT esta reducida
unas 27 veces, los de lcc10 unas 2,6 veces y la de Icc5 unas 3 veces. Por otra parte, lcc4
mantiene los mismos niveles de expresion que el control, mientras que lcc?, tiene un
aumento del doble (Figura 3.21). En cuanto a las actividades enzimaticas, en presencia de
este colorante la actividad es superior a la muestra sin colorante al dia 20 (0,4 UE*g/mL
contra 0,09 UE*g/mL del control). Una explicacion sencilla podria ser que la actividad
global en el sobrenadante tuviera la contribucion de otras isoformas Lcc que no fueron
evaluadas, pero no puede descartarse que la presencia de Verde malaquita induzca
mecanismos de regulacion que compitan, directa o indirectamente, con la induccion
producida por el déficit nutricional. Por otra parte, Diamante fucsina, tiene una actividad
enzimatica intermedia, pero los niveles de inhibicion del transcripto lccTT y lcc5 son mas
moderados, mientras que no se detectd un cambio significativo en la expresion de lcc5

(Figura 3.21). La actividad Lcc registrada mas alta, corresponde a Fluoresceina, sin
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embargo, las expresiones de todos los transcritos lcc (excepto Iccll), no tienen diferencia
con el control. La expresion de lccTT es de cerca de 1,8 en relacion al dia 3 de incubacion
mientras que la del control es de 7,3 (Figura 3.20). Este valor de expresion relativa
corresponde al valor mas bajo de todas las condiciones, a pesar de ser la actividad
enzimatica mas alta. Por otra parte, la actividad en la muestra con Dibromo fluoresceina
no tienen diferencia con la actividad del control (teniendo en cuenta la desviacion de la
medida). Pero nuevamente se observa una baja en los niveles de expresion lccTl, 10y 5
(en un factor de 0,3, 0,43 y 0,39 respectivamente) en relacion a la muestra sin colorante

incubada por 10 dias.

La ausencia de correlacion entre expresion génica y actividad enzimatica, en presencia
de estructuras aromaticas, fue previamente reportada. Por ejemplo, en Trametes sp. 162
se observd que si bien la adicion de guayacol resultd en un incremento tanto a nivel
transcripcional como en la actividad Lcc, el agregado de acido ferulico o p-cumarico,
provocaron un aumento de actividad enzimatica que no se condecian con los bajos

niveles de los ARNm 2.

El conjunto de los resultados indica que la presencia de colorantes modifica la expresion
y actividad Lcc y MnP, donde cada colorante tiene niveles de incidencia diferente sobre
la regulacion de cada isoforma. Los mecanismos a través de los cuales los colorantes
inciden en la regulacion parecen actuar tanto a nivel transcripcional como traduccional
y/o postraduccional. Diferentes aproximaciones permitirian profundizar en estos aspectos
como: la busqueda de secuencias de unién a factores transcripcionales en los promotores
de cada gen; evaluacion de la presencia de las enzimas en los sobrenadantes a través de
western-blot con anticuerpos especificos; evaluacion de la retencion de las proteinas
sintetizadas en las hifas, a través de estudios por inmunodeteccidn con microscopia

confocal o microscopia electronica, entre otras.

114



5. Conclusiones y perspectivas

En este trabajo se analizd la capacidad de decoloracion y de crecimiento de P.
atropurpurascens frente a diferentes cromoforos y las posibles enzimas lignoliticas
involucradas en dicho proceso, a través del analisis de la actividad y de la expresion

génica.

P. atropupurascens fue capaz de crecer y degradar todos los colorantes ofrecidos, esto
es colorantes con cromdéforos de distintas estructuras quimicas, azo, antraquinona,

trifenilmetano, tiazina y xantenos, demostrando una gran capacidad oxidante.

Todos los colorantes afectaron en diferente medida la velocidad de crecimiento y son
degradados a diferentes velocidades en placa, las cuales no parecen tener una relacion

directa con el potencial de los sustratos medido a circuito abierto.

Se identificaron cinco sustratos, Crisoidina, Verde malaquita, Verde brillante, Azul victoria
4R y Dibromo fluoresceina, degradables por P. atropurpurascens, no degradables por P.
chrysosporium en las mismas condiciones, en las cuales este Ultimo no presenta
crecimiento observable. Estos resultados indican que P. atropurpurascens tiene
particularidades en su metabolismo, interesantes para su analisis. Estos resultados
postulan a P. atropurpurascens como un gran candidato a ser utilizado en la

biorremediacion, ya que tolera altas concentraciones de colorantes toxicos.

Por otra parte, con el fin de profundizar en el estudio de la capacidad lignolitica, se
secuencio el genoma de P. atropurpurascens y dos transcriptomas, uno a partir de cultivos
jovenes en medio rico y otro a partir de cultivos de tres meses en presencia de madera.

Con esta informacion se realizé una busqueda por homologia de genes MnP, LiP y Lcc.
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Se encontré que P. atropurpurascens cuenta con 8 secuencias mnp y 12 secuencias lcc.

No se encontraron secuencias correspondientes a lignino-peroxidasas.

Los transcriptomas, ademas de servir para la identificacion de los genes de interés para
este trabajo, esta siendo utilizada para estudios de expresion diferencial con el fin de
generar un panorama mas completo de los genes, y sus respectivas proteinas,
involucradas en el sistema lignolitico en sentido mas amplio. Este estudio también
permitiria estudiar mas en detalle las alteraciones metabdlicas que suceden en cada
condicion y serfa una guia para la seleccion de otras isoformas Lcc interesantes a analizar
por gPCR. También, a partir del ensamblado del genoma, se abre la posibilidad de
identificar elementos regulatorios a nivel de promotores (gj. SRE, MRE, HSE, entre otros).
La identificacion de estas secuencias podria dar pistas acerca de los posibles mecanismos

de regulacion a nivel transcripcional.

Por otra parte, se establecid un sistema de referencia para estudios de expresion relativa
por RT-gPCR constituido por los genes phos y act, de expresion estable en las diferentes
condiciones evaluadas. Se disefiaron cebadores especificos tanto para dichos genes
como para cinco lccy 5 mnp. La alta similitud a nivel de secuencias nucleotidicas de los
restantes genes mnp (mnpB1, mnpB2 y mnpF) no permite su analisis por separado con

este tipo de técnica.

Las actividades enzimaticas de MnP y Lcc aumentaron de forma notoria en presencia de
Verde malaquita al dia y Fluoresceina, mientras que con Diamante fucsina también se
observo leve aumento de la actividad MnP. En presencia de Fluoresceina di bromo, se
registré un descenso en la actividad enziméatica MnP. El hecho de que P. atropurpurascens
logre producir enzimas MnP y Lcc activas en durante su metabolismo primerio es una
buena caracteristica para su empleo en la remediacion de efluentes con alta carga de

nutricional.
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Los niveles de ARNm de la mayoria de los transcriptos mnp en los cultivos sin colorante
sufrieron un fuerte incremento. Los genes lcc 70 y lccTT, tuvieron un impactante aumento
al final del ensayo, mientas que los demas genes [cc no mostraron tener una expresion
diferencial en funciéon del tiempo de incubacion. No se observé correlacion alguna entre
la expresion de los transcriptos y las actividades enzimaticas. En términos generales, los
niveles de expresion de lcc y mnp en presencia de colorantes fueron menores que en
ausencia de colorantes. Por ejemplo, los mayores niveles de transcriptos lcc y mnp
corresponden a muestras en las cuales la actividad enzimatica fue minima. Los niveles de
transcriptos parecen estar sujetos mas fuertemente al estado nutricional o a la etapa de
desarrollo del micelio que a la presencia de colorantes. En este sentido, seria interesante
evaluar la cantidad de proteinas presentes en cada condicion (western blot) y hacer un

seguimiento de su secrecion mediante inmunodeteccion con microscopia.

Este trabajo demuestra que P. atropurpurascens es una gran herramienta biotecnoldgica
a utilizar en la biorremediacion de efluentes y abre nuevas posibilidades de responder
preguntas acerca de los mecanismos de expresion y regulacion de enzimas lignoliticas.
Con el fin de mejorar los procesos de biotransformacion de colorantes, es importante
conocer en detalle el funcionamiento del sistema lignolitico y los factores ambientales
que afectan a la produccion de las enzimas que lo conforman. Por este motivo, serfa
interesante estudiar si este hongo cuenta con otras enzimas peroxidasas como DyP (dye
peroxidases) o peroxidasas versatiles, asi como también otras enzimas del grupo de
oxidasas del tipo multicobre. Con el fin de evaluar la hipétesis de las diferencias en el
sistema de detoxificacion, se podrian estudiar y comparar la cantidad de genes cytP450

y glutation transferasas de P. atropurpurascens 'y P. chrysosporium.

Otro aspecto relevante o interesante seria evaluar la capacidad de cada enzima por

separado. En este sentido, una vez verificadas las secuencias, se llevo a cabo la expresion

117



heteréloga de dos MnP en A. nidulans. Los resultados obtenidos muestran que en las

condiciones se producen MnP pero no son secretadas.

Para la continuacion de este trabajo, en las etapas siguientes de este se buscara verificar
que las proteinas producidas sean activas; también se realizaran ensayos con expresion
con diferentes concentraciones de MnSO4 y segun los resultados, se buscara agregar a

la construccion de un péptido sefial de exportacion de A. nidulans.
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7.1 ANEXO 1

7.1.1 Estructura molecular de colorantes
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Figura A.1: Estructura molecular de colorantes tipo ANQ, TZN y XNT.
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Figura A.2: Estructura molecular de colorantes tipo TFM.
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7.1.2 Cinética de crecimiento
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Figura A.4: Seguimiento del crecimiento del micelio de P. atropurpurascens en funcién de los dias. Se evalud
el diametro del micelio en crecimiento de P. atropurpurascens en medio sélido con 0,5% de extracto de
malta (control crecimiento) y 150 uM de colorante del grupo ANQ, AZO, TZN, XNT y TFM. La linea de
tendencia ilustra la tendencia del crecimiento de P. atropurpurascens en medio sin colorante.
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7.1.3 Cinética de decoloracidn
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Figura A.5. Seguimiento de la decoloracion de colorantes por P. atropurpurascens en funcion de los dias.
Se evalud el diametro del halo de decoloracion generado por P. atropurpurascens en medio sélido con
0,5% de extracto de malta (control crecimiento) y 150 uM de colorante del grupo ANQ, AZO, TZN, XNT y

TFM.
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7.1.4 Medidas de potencial electroguimico a circuito abierto
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Figura A6: Medida de Potencial (V) a circuito abierto en funcién del tiempo (segundos) de 150 uM de
colorante en medio EM pH=5,6. La medida fue realizada en un sistema de tres electrodos a potencial
abierto. El sistema estuvo conformado de dos electrodos de platino (auxiliar y de trabajo) y un electrodo

de Ag/AgCl (electrodo de referencia).
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7.2 ANEXO 2

7.2.1 Motivos conservados MnP

18 28 38 48 5@ 68 78 88 =L:] 180 11@ 120 13

\ \ \ \ \
Pa_mnpB1l_prot  MAFASL--LAFVALAAVARSAPT---AVCPDGT-RVSNAACCAFIPLAQDLOETIFON-ECHEDAI
Pa_mnpB2_prot  MAFASL--LTFVALAAVARSVPT---AICPDGT-RVSNRACCAFIPLAKDLQETIFQN-ECQEDAI
Pa_mnpF_prot MAFASL - -VAFVALAAVTRAAPTSEAAVCSDGT-RVTNRACCAFIPLAQDLQQTIFQN-ECHEDAL
Pa_MnPA_prot MAFANF - - LALTF LAAVS RAAPAAHAGVCPDGT -HVSNTACCAFVPLAQDLQTTIFQN - ECHEDAS
Pa_mnpC_prot MAFTSL-- LAFVALAAVSSAVPTSKRATCPDGS - TVSNAACCAFIPLAQDLQETIFQN-ECHEDAL
Pa_mnpG_prot MAFTSL - - LAFVALAAVSGAVPTAKRATCSDGT - TVNNAACCAFIPLAQDLOQTIFQN-ECHEDAL
Pa_mnpE_prot MAFASL - - LAFVALAAVASAAPTSEAAICSDGT-RVTHNAACCAFIPLAQDLQENVLEN-ECQE[TA!
Pa_mnpD_prot MAFKLLSALAIVAVSQMANAAITR-RVACPDGVNTATNAACCALFAIRDDIQENLFDGGECHE

=k | w LR RENKG . Eaw o aaa mEw

E]
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Pa_mnpB1_prot LEF LAGRPNI‘(TIAAVDGLIILEPQDSVSKIinRFEDAGNFS‘PF EVVS LLAS‘HSVAR
Pa_mnpB2_prot LEFMAGRPNKTIAAVDGLIPEPQDSVSKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVAR
Pa_mnpF_prot LEFMAGRPNHTIAAVDGL IPEPQDSVDKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVAR
Pa_MnPA_prot LEFLAGRPNHTIAAVEGLIPEPQDSVTKILERFKDAGNFSPFEVVSLLASHSVAR
Pa_mnpC_prot LQFLAGRPNATAPAIDGL IPEPQDSVDKILDRFADAGNFSPFEVISLLASHSVAR
Pa_mnpG_prot LEFMAGRANATAPAVDGL IPEPQDSVDKILARFADAGNFSPFEVVSLLASHSVAR
Pa_mnpE_prot VQF LAGRPNATHPSINGLVPEPQDSVDTILGRFADAGNFSPFEVISLLASHSIAR

14 15@

IRLTFHDAIATSQSQGPKAGGGADGSMLLFPTVEPNFAANNG IDDSVNNLIPFLARHPTISAGDLVQFAGTVALSNCPGAPQ
IRLTFHDAIATISQSQGPRAGGGADGSMLLFPTVEPNFAANNG IDDSVNNLIPFLARHPTISAGDLVQFAGTVALSNCPGAPQ
IRLTFHDAIAISQSQGPRAGGGADGSMLLFPTVEPNFAANNG IDDSVNNLIPFLSKHPTISAGDLVQFAGAVALTNCPGAPR
TIRLTFHDATATSQSQGRKAGGGADGSMLLFPTVEPNFHANDG IDDSVNNLIPLLAKHP-VSAGDLVQF AGAVALSNCPGAPR
IRLTFHDAIAISQSQGAKAGGGADGSMLLFPTVEPNFVANNG IDDSVNNLIPFLSRH-NVTAGDLVQFAGAVALSNCPGAPQ
IRLTFHDAIATISQSLGPTAGGGADGSMLVFPTVEPNFAANNG IDDSVNNLIPFLSRHPTISPGDLVQFAGAVALTNCPGAPQ
E[LRLTFHDAIGISQSLGPSAGTGADGSYLLFPTVEPLFFENDGISDSVNNLLPFLORHK -VSAGDLYVQFAGAVALTNCPGAPR
LRLTFHDALGISQSK - -DVGGGADGSMIIFSDIE TNFHANGG IDDIVDAQSPFVAKHN - ITAGDFIQFAGALGYSNCPGAPR
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298 380
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VDLTIDAAPFDSTRFTFDTQVFLEVLLKGTGFPGSGNNTGEVTSPLPYVSSGNDTGELRLQSDFALARDPRTACFWQGFVNQQEFMAASFIKAA
VDETVDAAPFOSTPFVMDTOVFLEVLLKGTGFPGTPNNTGEVASPLSLTSGNDTGELRLQYDFALARDPRTACFWOGFVHOQQFMASSFKAA
VDETIDAAPFDSTRFTFDTQIFLEVLLKGTGFPGASNVTGEVSSPLPLGSGNDTGELRLQYDFALARDPRTACFWQGFVHEQELMSLSFRAA
VDLTIDAAPFDTTRPFTFDTQVFLEVLLTGTGFPGTGSNTGEVESPLPLSSGNDTGELRLQSDFALARDNRTACFWQGFVDQQDFMASSFKAA
VDLTIDAAPFDSTRPFVMDTQVF LEVLLKGVGFPGTPNNTGEVASPLPLTSGNDTGEMRLQYDFALARDNRTACFWQGF INEQELMAQSFKAA
VDLSIDAAPFDSTRPFVMDTQVFLEVLLKGVGLPGSGNSSAEVLSPLPVGSGNDTGELRLQSDFALSRDPRTACFWQGFVDQQEFMATSFKNA
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| | | | | | | | Il
Pa_mnpBl prot  MAKLAILGHNRNSLIDCSDVVPATIKTAVKPAAFPVTKGPADLEIACNARTFPTLTSDRGATETLIPHCPDGGQDCPAVQFDGPA--
Pa_mnpB2_prot  MAKLAILGHNRNSLIDCSDVVPATIKTAVKPAAFPVTKGPADLEIACHARAFPTLTSDRGATETLIPHCPDGGODCPAVQFDGPA-
Pa_mnpF_prot MAKLATLGHNRNSLIDCSDVVPATIKTAVKPAAFPYTKGPADLETACHARAFPTLTSDRGATETLIPHCPDGGQDCPAVQFDGPA-
Pa_MnPA_prot MAKLATLGHKRSDLIDCSEVVPVPKPAVKKPATYPATKGRKDLQLSCPILPFPTLPIAPGTAQALIPHCPDGGQNCPAVQFGGPA-
Pa_mnpC_prot MAKLAVLGHNAEDLIDCSDVVPAPSTGTVAPASFPATKGPADLELVCNT-TFPTLTQDRGATETLIPHCPDGSQDCPSVQFTGPA-
Pa_mnpG_prot MAKLAVLGSNPEDLIDCSDVVPPASTIAVAPASFPATQGPADLEIACTARAFPTLTQDRGATETLIPHCPDGSEDCPSVQFDGPA- - -
Pa_mnpE_prot FAKLATLGQDTRRLIDCSDWVVPAASTVAVKPAAFPATKGPADLEIACDARTFPTLTSORGATETLIPHCPDGSQICADVDTDGPASDNDDPSTDPGTIN

Pa_mnpD_prot  MLKLSVLGHNIEDMVDCSELTPER-PTLAKAATFPAGFSHADVEQACAT TPFRTLSSDRGPYTSVAPYPES - - - - - oo oo oo oo
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Figura A.7: Aminoéacidos de unién a manganeso en MnP de P. atropurpurascens verificadas. Se resaltan
Glub4, Glue8 y Asp207 en recuadro color azul, los cuales son motivos de union tipicos de Mn ™.

7.2.2 Motivos conservados lcc

460 470 480 490 560 516 520 53e 540 558 568

576 58@

PA_lcc3_prot SGPHPFHLHGHNFDVVRAAGQSDYNFDNPPRRDVVSTGTVGDNVTIRFFTDNAGPWFLHCHIDWHLEAGFAVVFAEDIGDVAAQNPVPDAWRNLCPKYETLTRTSKLFSRLLTRNHHAHVALQRPSSAAF

PA_lcc4_prot GGPHPFHLHGHAFDVIRAAGQTDYNFDTPPRRDVVSTGTTGDNVTIRFF TDNFGPWFLHEHIDWHLQAGFAVVFAEDTGDVAANVVPPSAWDSLCPTYDALTPD------------

PA_lcc2_prot GGPHPFHLHGHTFDVVRASGQTDYNWINPPRRDVVSTGVAGDNVTIRFTTDNYGPWFLHCHIDWHLEAGFAVVFAEDTGDVSSKVSVPQSWSDLCPTYNALTAD-
PA_lccé_prot GGPHPFHLHGHTFDVVRASGQTDYNWINPPRRDVVSTGVAGDNVTIRFTTDNYGPWFLHCHIDWHLEAGFAVVFAEDTGDVSSKVSVPQSWSDLCPTYNALTAD-

PA_lccl_prot GGPHPFHLHGHTFDVVRAAGQSDYNWVNPPRRDVVSTGT TGDNVTIRFVTDNFGPWFLHCHIDWHLEAGFAVVLVEDSGDVSANVAVPDSWSDLCPTYNDLTAD----- - - --- - -
PA_lcc7_prot GGPHPFHLHGHNF EVVRSAGQSTYNFDNPPRRDVVSTGYSGDNVTIRFF TDNAGPWFLHCHIDWHLEAGFAVVMDEAQSDVKAQVPVPAAWSQLCPIYDALNPT------------
PA_lcc8_prot GGPHPFHLHGHTFEVVRSAGQTTYNFDNPPRRDVVSTGVAGDNVTIRFFTDNVGPWFLHCHIDWHLEAGFAVVFSEDQADVPAQVPVPSAWSQLCPIYDALTPN-------=----
PA_lcc5_prot GNPHPFHLHGHTFDVVRASGQSDYNWINPPRRDVVSTGQTGDNVTIRFVTDNFGPWFLHCHIDWHLEAGFAVVLVEDSGDVSANVAVPDSWSDLCPTYNDLTAD- === === === -~
PA_lccle_prot  GGPHPLHLHGHAFSVIRSAGSNITNIKNPVRRDVVSIGNDSDDVLIRFTTDNPGPWILHCHIDDHLNRGFAVVFAEDIPDIPQVDHVPQSWKDLCPIYDALPDS------------
PA_lccll prot GGPHPLHLHGHAFSVVRSAGSEEYNFHNPVKRDTVSIGGANDNVTIRFVTDNPGPWFLHCHIDPHLNAGFAVVFAEDVPDIPSTDRTTESWRDLCPIFDLLPPG------------
PA_1CCL 2 PrOt === = m o m e oo e e e e e e e = e e e e oo
PA_lcc9_prot  GGPHPMHLHGHRFSVIRSASNSSYNYVDPPVRDTVSAGTVGDLVTIRFTTDONPGPILL SHEBNNENAGEA TV F AEDPADTSSADAPTTQWNNLCPVYDSYITS === - = = ===~

Figura A.8: Secuencias conservadas en Lcc. Se destacan en amarillo la secuencia HCHIDWHLEAGF. En
turquesa, se destacan las secuencias que contienen el motivo HCH y fenilalanina en posicién axial. En violeta
se destaca la secuencia que contiene el motivo HCH y leucina en posicion axial.
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7.2.3 Secuencias genémicas, transcriptémicas y proteicas de P.atropurpurascens

7.2.3.1 Secuencias consenso manganeso peroxidasas

Secuencias MnP A:

>Pa mnpA cds
ATGGCGTTCGCAAATTTCCTCGCTTTAATCTTTCTCGCGGCCGTCTCCCGTGCCGCGCCAGCTGCACATGCTGGCGTTTGT
CCTGACGGAACGCATGTCTCGAACACCGCCTGCTGTGCCTTTGTGCCCCTAGCGCAGGACCTTCAGACGACCATCTTCCAG
AACGAGTGTGGCGAAGATGCTCACGAGGTCATCCGTCTCACCTTCCACGATGCCATCGCCATATCCCAAAGTCAGGGTCGC
AAAGCGGGCGGAGGCGCTGATGGCTCGATGCTGCTATTCCCCACCGTCGAGCCTAACTTCCACGCAAACGACGGCATCGAC
GACTCGGTGAATAACCTCATCCCCCTCCTCGCTAAGCATCCTGTGAGCGCCGGCGATCTCGTCCAGTTCGCCGGCGCAGTC
GCACTCAGCAACTGCCCCGGTGCCCCTCGCCTCGAGTTCTTGGCGGGTCGGCCAAATCACACTATTGCGGCCGTCGAAGGA
CTCATCCCAGAGCCACAAGACAGCGTCACAAAGATCCTTGAGCGGTTCAAGGACGCCGGCAACTTCTCGCCCTTCGAGGTC
GTCTCCCTCCTTGCGTCGCACAGCGTCGCCCGCGCAGACAAGGTGGACGAGACGATCGACGCGGCTCCTTTCGATTCGACA
CCATTCACGTTCGATACCCAGATCTTCCTGGAGGTGCTGCTGAAAGGAACCGGGTTCCCCGGCGCGTCGAACGTTACGGGG
GAAGTGTCGTCTCCTTTGCCACTGGGAAGCGGGAACGACACGGGCGAGCTGCGCCTGCAGTACGACTTCGCGCTCGCACGC
GATCCGCGCACCGCCTGCTTCTGGCAGGGGTTCGTGAACGAGCAAGAATTGATGTCGCTCAGecttcagagecggcgatggecyg
aagctcgcaatcctcggtcacaagcgcagcgacttgatcgactgctctgaggtggtgeccggtgeccgaagectgecggtaaag
aagcccgcgacatACCCGGCCACGAAGGGTCGCAAGGATCTGCAACTGTCGTGCCCCATCTTACCGTTCCCCACCCTTCCG
ATTGCACCCGGTACCGCCCAGGCATTGATTCCTCACTGTCCGGATGGTGGTCAGAACTGTCCCGCTGTGCAGTTCGGAGGC
CCGGCTTAG

>Pa mnpA gen
ATGGCGTTCGCAAATTTCCTCGCTTTAATCTTTCTCGCGGCCGTCTCCCGTGCCGCGCCAGCTGCACATGCTGGCGTTTGT
CCTGACGGAACGCATGTCTCGAACACCGCCTGCTGTGCCTTTGTGCCCGTACGCATATATTCACGTACTGTATATATACGT
CCGATTGAAATCCCCCTTCTCTAGCTAGCGCAGGACCTTCAGACGACCATCTTCCAGAACGAGTGTGGCGAAGATGCTCAC
GAGGTCATCCGTCTGACCTTCCACGACGCCATCGCCATATCCCAAAGTCAGGGTCGCAAAGCGTATGCTGCTTTCCTTTTT
ACAGTGGTGCACGGAAACTGATCTCTTCTCTATAGGGGCGGAGGCGCTGATGGCTCGATGCTGCTATTCCCCACCGTCGAG
CCTAACTTCCACGCAAACGACGGGATCGACGACTCGGTGAATAACCTCATCCCTTTCCTCGCTAAGCATCCTGTTAGCGCC
GGCGATCTCGTCCAGTTCGCCGGCGCAGTCGCACTCAGCAACTGCCCCGGTGCCCCTCGGCTCGAGTTTTTGGCGGGTCGA
CCAAACCATACTATTGCGGCCGTCGAAGGCCTCATCCCAGAGCCACAAGACAGCGTCACAAAGATCCTTGAGCGGTTCAAG
GACGCCGGCAACTTCTCGCCTTTCGAGGTCGTCTCCCTCCTTGCGTCGCACAGCGTCGCCCGCGCAGACAAGGTGGacgag
acgatcgacgcggctcecctttcgattcgacaccattcacgttcgatacccagatcttecctggaggtgctGCTGAAAGGAACC
GGGTTCCCCGGCGCGTCGAACGTTACGGGGGAGGTGTCGTCTCCTTTGCCACTGGGAAGCGGGAACGACACGGGCGAAATG
CGCCTGCAGTCCGACTTCGCGCTCGCACGCGATCCGCGCACCGCCTGCTTCTGGCAGGGGTTCGTGAACGAGCAAGAATTG
ATGTCGCTCAGcttcagagcggcgatggcgaagctcgcaatcctcecggtcacaagecgcagecgacttgatcgactgectectgag
gtggtgccggtgccgaagectgecggtaaagaagececcgecgacatACCCGGCCACGAAGGGTCGCAAGGATCTGCAACTGTCG
TGCCCCATCTTACCGTTCCCCACCCTTCCGATTGCACCCGGTACCGCCCAGGCATTGATTCCTCACTGTCCGGATGGTGGT
CAGAACTGTCCCGCTGTGCAGTTCGGAGGCCCGGCTTAG

>Pa MnPA prt

MAFANFLALIFLAAVSRAAPAAHAGVCPDGTHVSNTACCAFVPLAQDLOQTTIFQONECGEDAHEVIRLTFHDATIAISQSQGR
KAGGGADGSMLLFPTVEPNFHANDGIDDSVNNLIPLLAKHPVSAGDLVQFAGAVALSNCPGAPRLEFLAGRPNHTIAAVEG
LIPEPODSVTKILERFKDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDETIDAAPFDSTPEFTFDTQIFLEVLLKGTGEPGASNVTG
EVSSPLPLGSGNDTGELRLQYDFALARDPRTACFWQGFVNEQELMSLSFRAAMAKLAILGHKRSDLIDCSEVVPVPKPAVK
KPATYPATKGRKDLQLSCPILPFPTLPIAPGTAQALIPHCPDGGONCPAVQFGGPA

Secuencias MnP BT:
>Pa _mnpBl cds

ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTCGCCTTCGTCGCTCTCGCCGCCGTTGCGCGCTCTGCACCTACCGCGGTCTGCCCGGACGGC
ACCCGCGTCAGCAACGCGGCCTGCTGCGCGTTCATCCCGCTCGCCCAGGATCTCCAGGAGACCATCTTCCAAAATGAGTGC
GGCGAAGATGCCCACGAGGTCATCCGTTTGACCTTCCACGATGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGTCCCAAGGCCGGL
GGAGGCGCTGACGGATCCATGCTCCTTTTCCCGACCGTCGAGCCCAACTTCGCCGCCAACAACGGTATTGACGACAGCGTC
AACAACCTTATTCCGTTCCTCGCTCGCCACCCAACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTCCAGTTTGCTGGAACCGTCGCGCTT
AGTAACTGCCCCGGCGCGCCCCAGCTCGAGTTCTTGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCAGCAGTCGATGGGCTGATC
CCGGAGCCGCAGGACAGCGTGTCCAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGATGCCGGTAACTTCTCGCCGTTTGAGGTCGTCTCT
CTCCTCGCCTCTCATTCGGTTGCTCGCGCGGACAAGGTTGACTTGACGATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCGACGCCGTTC
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ACCTTCGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTACTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGAGGTC
ACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTCCGCCTCCAATCCGACTTCGCACTCGCCCGCGACCCG
CGGACGGCGGGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCAGCAGTTCATGGCCTCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCCAAGCTC
GCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCTCGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCT
GCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGTCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCAACGCGCGCACGTTCCCCACCCTCACCAGCGAC
CGCGGCGCTACCGAGACTCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGATTGCCCTGCCGTCCAGTTCGATGGTCCGGCT
TAA

>Pa mnpBl gen

ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTCGCCTTCGTCGCTCTCGCCGCCGTTGCGCGCTCTGCACCTACCGCGGTCTGCCCGGACGGL
ACCCGCGTCAGCAACGCGGCCTGCTGCGCGTTCATCCCGCTCGCCCAGGATCTCCAGGAGACCATCTTCCAAAATGAGTGC
GGCGAAGATGGTAAGCGTGTTCCTGATTTCAACCCCTACAACTCAGTAGCTTACTCTGTCTTTACCAGCCCACGAGGTCAT
CCGTTTGACCTTCCACGATGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGTCCCAAGGCCGGCGGAGGCGCTGACGGATCCATGCT
CCTTTTCCCGACCGTCGAGCCCAACTTCGCCGCCAACAACGGTATTGACGACAGCGTCAACAACCTTATTCCGTTCCTCGC
TCGCCACCCAACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTCCAGTTTGCTGGAACCGTCGCGCTTAGTAACTGCCCCGGCGCGLCCCCA
GCTCGAGTTCTTGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCAGCAGTCGATGGGCTGATCCCGGAGCCGCAGGACAGCGTGTC
CAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGATGCCGGTAACTTCTCGCCGTTTGAGGTCGTCTCTCTCCTCGCCTCTCATTCGGTTGC
TCGCGCGGACAAGGTTGACTTGACGATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCGGTCAGTACTTCTATTCTGTAATCCGGCAGAAA
ACACGACGCTGACTTTGCGTATCTCAGACGCCGTTCACCTTCGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTACTCCTCAAGGGCACC
GGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGAGGTCACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTC
CGCCTCCAATCCGACTTCGCACTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCAGCAGTTC
ATGGCCTCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCCAAGCTCGCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCTCGGAC
GTCGTCCCcgcCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGTCCTGCCGACCTCGAGATCGCC
TGCAACGCGCGCACGTTCCCCACCCTCACCAGCGACCGTAAGTGTCAACATCTTCCGTGCATAGGGGGTTCCTTGCTGACG
CGGCTGTCTTCTGTCCAGGCGGCGCTACCGAGACTCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGATTGCCCTGCCGTCC
AGTTCGATGGTCCGGCTTAA

>Pa MnPBl prot

MAFASLLAFVALAAVARSAPTAVCPDGTRVSNAACCAFIPLAQDLQETIFONECGEDAHEVIRLTFHDATAISQSQGPKAG
GGADGSMLLEFPTVEPNFAANNGIDDSVNNLIPFLARHPTISAGDLVQFAGTVALSNCPGAPQLEFLAGRPNKTIAAVDGLI
PEPQODSVSKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPFDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGFPGSGNNTGEV
TSPLPVSSGNDTGELRLQSDFALARDPRTAGFWQGEFVNQQQFMASSFKAAMAKLAILGHNRNSLIDCSDVVPATIKTAVKP
AAFPVTKGPADLEIACNARTFPTLTSDRGATETLIPHCPDGGQDCPAVQEFDGPA

Secuencias MnP B2:
>Pa mnpB2 cds

ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTGACCTTCGTCGCTCTTGCCGCTGTTGCGCGCTCTGTGCCCACCGCCATCTGCCCCGACGGL
ACCCGGGTCAGCAACAGGGCATGCTGCGCGTTCATCCCACTTGCCAAGGATCTCCAGGAGACCATCTTCCAAAACGAGTGT
GGCGAAGATGCTCATGAGGTCATCCGGCTGACCTTCCACGACGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGCCCCAGGGLCCGGC
GGAGGCGCCGACGGATCCATGCTCCTCTTCCCCACCGTCGAGCCCAACTTTGCCGCCAACAACGGTATCGACGACAGCGTC
AACAATCTTATTCCGTTCCTCGCTCGTCACCCGACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTTCAGTTCGCTGGCACCGTTGCGCTT
AGCAACTGCCCCGGCGCTCCCCAACTTGAGTTCATGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCGGCCGTCGACGGTCTGATC
CCAGAGCCGCAGGACAGCGTGTCAAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGACGCCGGCAACTTCTCGCCGTTCGAAGTCGTTTCT
CTCCTTGCCTCTCACTCGGTTGCTCGCGCCGACAAGGTTGACTTGACCATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCCACGCCGTTC
ACCTTCGACACTCAGGTGTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACTGGCGAGGTC
ACCTCCCCGCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTGCGCCTCCAATCCGACTTTGCGCTCGCCCGCGACCCG
CGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGATTCGTGAACCAGCAAGAGTTCATGGCGGCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCGAAGCTC
GCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCTCGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCT
GCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGCCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCCACGCCAGGGCGTTCCCCACCCTTACCAGCGALC
CGTGGTGCTACTGAGACCCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGATTGCCCTGCTGTTCAGTTCGACGGCCCGGCA
TAA

>Pa_mnpB2 gen

ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTGACCTTCGTCGCTCTTGCCGCTGTTGCGCGCTCTGTGCCCACCGCCATCTGCCCCGACGGC
ACCCGGGTCAGCAACAGGGCATGCTGCGCGTTCATCCCACTTGCCAAGGATCTCCAGGAGACCATATTCCAAAACGAGTGT
GGCGAAGATGGTAAGCGCATTTGCTCGTTGCTGATCTTTGATTCATGGGCTCACGTCGTTTTCACTAGCTCATGAGGTCAT
CCGGCTGACCTTCCACGACGCCATCGCCATCTCCCAGAGTCAGGGCCCCAGGGCCGGCGGAGGCGCCGATGGCTCCATGCT
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CCTCTTCCCCACCGTCGAGCCCAACTTTGCCGCCAACAACGGTATCGACGACAGCGTCAACAATCTTATTCCGTTCCTCGC
TCGTCACCCGACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTTCAGTTCGCTGGCACCGTTGCGCTTAGCAACTGCCCCGGCGCTCCCCA
ACTTGAGTTCATGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCGGCCGTCGACGGTCTGATCCCAGAGCCGCAGGACAGCGTGTC
GAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGACGCCGGCAACTTCTCGCCGTTCGAAGTCGTTTCTCTCCTCGCCTCTCACTCGGTTGC
CCGCGCGGACAAGGTTGACTTGACGATTGACGCTGCTCCCTTCGACTCCGTGAGCGCATCTGTGTTTTGATCACAAAAGAC
AATACTCATTGCTCCTCGTTCATAGACGCCGTTCACCTTCGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGG
CTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGAGGTCACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTCCG
CCTCCAATCCGACTTTGCGCTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCAAGAGTTCAT
GGCGGCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCCAAGCTCGCGATCCTCGGTCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCTCGGACGT
CGTCCCCGCCACGATCAAGGCGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGCCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTG
CCACGCCAGGGCGTTCCCCACGCTTACCAGCGACCGTACGTTGAATCGCACTCTGGATTGATTTCATCCTGCTGACACTTG
GATCCTAATCAGGTGGTGCTACTGAGACCCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGACTGCCCTGCTGTTCAGTTCG
ACGGCCCGGCATAA

>Pa MnPB2 prot
MAFASLLTEFVALAAVARSVPTAICPDGTRVSNRACCAFIPLAKDLQETIFONECGEDAHEVIRLTFHDATAISQSQGPRAG
GGADGSMLLFPTVEPNFAANNGIDDSVNNLIPFLARHPTISAGDLVQFAGTVALSNCPGAPQLEFMAGRPNKTIAAVDGLI
PEPQDSVSKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPEFDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGEFPGSGNNTGEV
TSPLPVSSGNDTGELRLQSDFALARDPRTACFWQGEFVNQQEFMAASFKAAMAKLATILGHNRNSLIDCSDVVPATIKTAVKP
AAFPVTKGPADLEIACHARAFPTLTSDRGATETLIPHCPDGGQDCPAVQFDGPA

Secuencias MnP C:

>Pa mnpC cds
ATGGCTTTCACCTCTCTCCTCGCCTTTGTCGCACTCGCTGCTGTTTCGAGCGCGGTGCCGACCTCCAAGCGTGCTACGTGC
CCTGACGGCTCCACCGTCAGCAATGCCGCATGCTGCGCTTTCATCCCACTTGCTCAGGATCTCCAAGAGACCATTTTCCAG
AACGAGTGTGGCGAGGATGCTCACGAGGTCATTCGTCTGACCTTCCACGACGCCATTGCTATCAGCCAAAGCCAAGGTGCC
AAGGCTGGCGGCGGAGCCGACGGTTCGATGCTCTTGTTCCCGACAGTTGAGCCCAACTTCGTGGCCAACAACGGTATCGAC
GACAGCGTGAACAACTTGATCCCCTTCCTCTCGAGGCACAACGTCACCGCAGGCGATCTTGTCCAGTTCGCCGGCGCCGTC
GCCCTCAGCAACTGTCCGGGTGCACCACAGCTTCAGTTCCTTGCGGGCCGCCCCAATGCCACCGCTCCCGCCATTGATGGC
CTCATCCCCGAGCCTCAGGACAGCGTCGACAAGATCCTCGACCGTTTCGCGGATGCCGGCAACTTCTCGCCTTTCGAGGTT
ATCTCGCTCCTGGCCTCGCACAGCGTTGCTCGTGCGGACAAGGTCGACCTGACCATTGACGCCGCCCCCTTCGACACCACA
CCCTTCACCTTCGACACCCAGGTGTTCCTCGAGGTGCTGCTCACCGGTACCGGTTTCCCAGGAACCGGCAGCAACACCGGT
GAGGTCGAGTCACCCCTGCCGCTCTCCAGCGGCAACGACACCGGCGAACTCCGTCTCCAGTCCGACTTTGCGCTCGCCCGL
GACAATCGTACGGCCTGCTTCTGGCAAGGATTCGTCGATCAGCAGGACTTCATGGCGAGCAGCTTCAAGGCCGCCATGGCC
AAGCTCGCCGTCCTCGGCCACAACGCCGAGGACCTGATCGATTGCTCCGACGTCGTACCGGCGCCCAGCACGGGCACGGTT
GCACCCGCCTCCTTCCCTGCTACCAAGGGTCCTGCAGACCTCGAGCTCGTCTGCAACACCACCTTCCCGACGCTCACCCAG
GATCGTGGTGCTACTGAGACGCTCATCCCCCATTGCCCCGACGGCAGCCAGGACTGCCCCTCCGTGCAGTTCACTGGCCCG
GCATAA

>Pa mnpC gen
ATGGCTTTCACCTCTCTCCTCGCCTTTGTCGCACTCGCTGCTGTTTCGAGCGCGGTGCCGACCTCCAAGCGTGCTACGTGC
CCTGACGGCTCCACCGTCAGCAATGCCGCATGCTGCGCTTTCATCCCACTTGCTCAGGATCTCCAAGAGACCATTTTCCAG
AACGAGTGTGGCGAGGATGGTAAGACCCGTCTCCATACCATGCAATAGCCATCGTTAATGAGTGCGCCACTTAGCTCACGA
GGTCATTCGTCTGACCTTCCACGACGCCATTGCTATCAGCCAAAGCCAAGGTGCCAAGGCGTAAGTGATATTTTTTACGCC
GCTACATGCGCATTGTCTGACACACCCAACAGTGGCGGCGGAGCCGACGGTTCGATGCTCTTGTTCCCGACAGTTGAGCCC
AACTTCGTGGCCAACAACGGTATCGACGACAGCGTGAACAACTTGATCCCCTTCCTCTCGAGGCACAACGTCACCGCAGGC
GATCTTGTCCAGTTCGCCGGCGCAGTCGCCCTCAGCAACTGTCCGGGTGCACCACAGCTTCAGTTCCTTGCGGGCCGCCCC
AATGCCACCGCTCCCGCCATTGATGGCCTCATCCCCGAGCCTCAGGACAGCGTCGACAAGATCCTCGACCGTTTCGCGGAT
GCCGGCAACTTCTCGCCTTTCGAGGTTATCTCGCTCCTGGCCTCGCACAGCGTTGCTCGTGCGGACAAGGTCGACCTGACC
ATTGACGCCGCCCCCTTCGACACCGTAAGTCGTTCAAACATATACCTACACATGCATTGACTCACAATTTATCTCTCTCTG
CAGACACCCTTCACCTTCGACACCCAGGTGTTCCTCGAGGTGCTGCTCACCGGTACCGGTTTCCCAGGAACCGGCAGCAAC
ACCGGTGAGGTCGAGTCACCCCTGCCGCTCTCCAGCGGCAACGACACCGGCGAGCTCCGTCTCCAGTCCGACTTCGCGCTC
GCCCGCGACAATCGTACGGCCTGCTTCTGGCAAGGATTCGTCGATCAGCAGGACTTCATGGCGAGCAGCTTCAAGGCCGCC
ATGGCCAAGCTCGCCGTCCTCGGCCACAACGCCGAGGACCTGATCGATTGCTCCGACGTCGTACCGGCGCCCAGCACGGGC
ACGGTTGCACCCGCCTCCTTCCCTGCTACCAAGGGTCCTGCAGACCTCGAGCTCGTCTGCAACACCACCTTCCCGACGCTC
ACCCAGGATCGTGAGTATATAATCTATTTGTTCGCAATTACTTGATGTTGATAACGTTTGCAGGTGGTGCTACTGAGACGC
TCATCCCCCATTGCCCCGACGGCAGCCAGGACTGCCCCTCCGTGCAGTTCACTGGCCCGGCATAA

>Pa MnPC prot

MAFTSLLAFVALAAVSSAVPTSKRATCPDGSTVSNAACCAFIPLAQDLQETIFQONECGEDAHEVIRLTFHDATIAISQSQGA
KAGGGADGSMLLFPTVEPNFVANNGIDDSVNNLIPFLSRHNVTAGDLVQFAGAVALSNCPGAPQLQFLAGRPNATAPAIDG
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LIPEPQODSVDKILDRFADAGNFSPFEVISLLASHSVARADKVDLTIDAAPFDTTPEFTEFDTQVFLEVLLTGTGEPGTGSNTG
EVESPLPLSSGNDTGELRLQSDFALARDNRTACEFWQGFVDQQODEFMASSFKAAMAKLAVLGHNAEDLIDCSDVVPAPSTGTV
APASFPATKGPADLELVCNTTEFPTLTQDRGATETLIPHCPDGSQDCPSVQFTGPA

Secuencias MnP D:
>Pa mnpD cds

ATGGCCTTCAAGCTCCTCTCTGCTCTTGCTATCGTCGCGGTCTCGCAGATGGCCAACGCTGCGATCACCCGCCGTGTTGCC
TGCCCCGACGGCGTTAACACTGCGACGAACGCGGCTTGCTGCGCGCTGTTCGCGATCCGCGACGACATCCAGGAGAACCTC
TTCGACGGCGGCGAGTGTGGCGAGGAAGTTCACGAGTCTCTTCGTCTCACCTTCCACGATGCCATCGGTATCTCCCAGTCT
AAGGATGTTGGCGGTGGTGCCGACGGGTCTATGATTATCTTTTCAGATATCGAGACTAACTTCCATGCGAACGGTGGTATT
GACGACATCGTCGACGCCCAGTCGCCCTTCGTCGCCAAGCACAACATCACGGCCGGCGACTTCATACAATTCGCAGGCGCT
ATTGGCGTCTCCAACTGCCCCGGCGCTCCGCGCCTCGACTTTTTCCTTGGTCGCCCGGAGGCCACCAAGCCCGCCGCCGAT
CTGACCGTCCCGGAGCCCTTCGACACTGTGGACTCCATCCTGGCCCGCTTCGCCGACGCAGGTGCCTTCACTCCCGCCGAG
GTTGTCGCTCTCCTCGCGTCGCATACCATTGCGGCTGCAGACCACGTCGACCCTAGCATTCCCGGCACGCCATTCGATTCT
ACCCCTGGCGTGTTCGACACCCAATTCTTCGTCGAGACCCAGCTCCGCGGCACGCTGTTCCCCGGCACCGGCGGGAACCAG
GGCGAGGTCGAGTCCCCCTTGCATGGCGAGATCCGTCTCCAGTCCGACTCGGAGCTCGCCCGCGACTCGCGCACGGCGTGL
GAGTGGCAGAGCATGGTGAATAACCAGGCGAAGATGCAGGCAGCGTTCAAGGCGGCGATGCTCAAGCTGTCCGTGCTTGGC
CACAACATCGAGGACATGGTGGACTGCTCCGAGCTCATCCCCGAGCCGCCGACGCTCGCGAAGGCTGCTACTTTCCCGGCT
GGCTTCAGCCACGCCGACGTTGAGCAGGCCTGCGCGACGACGCCTTTCCCAACCCTTTCCTCTGACCCTGGTCCAGTCACT
TCCGTTGCCCCGGTCCCCCCTTCCTAA

>Pa mnpD gen
ATGGCCTTCAAGCTCCTCTCTGCTCTTGCTATCGTCGCGGTCTCGCAGATGGCCAACGCTGCGATCACCCGCCGTGTTGCC
TGCCCCGACGGCGTTAACACCGCGACGAACGCGGCTTGCTGCGCGCTGTTCGCGATCCGCGACGACATCCAGGAGAACCTC
TTCGACGGCGGCGAGTGTGGCGAGGAAGTTCACGAGTCTCTTCGTCTCACCTTCCACGATGCCATCGGTATCTCCCAGTCT
AAGGAGTAAGACTTCATTACGTTCAATAGGTTGATGATGCTTATCAAATTGTCAACAGTGTTGGCGGTGGTGCCGACGGGT
CTATGATTATCTTTTCAGATATCGAGACTAACTTCCATGCGAACGGTACGTCGTTCTATATTGGTGGTTATTGATTTGACT
GATCTTCCTGCAGGTGGTATTGACGACATCGTCGACGCCCAGTCGCCCTTCGTCGCCAAGCACAACATCACGGCTGGCGAC
TTCATACAGTTCGCAGGCGCTATTGGCGTCTCCAACTGCCCCGGCGCTCCGCGCCTCGACTTTTTCCTTGGTCGCCCGGAG
GCCACCAAGCCCGCCGCCGATCTGACCGTCCCGGAGCCCTTCGACACTGTGGACTCCATCCTGGCACGCTTCGCCGACGCA
GGTGCCTTCACTCCCGCCGAGGTCGTCGCTCTCCTCGCGTCGCATACCATTGCGGCTGCCGACCACGTCGACCCTAGCATT
CCCGGCACGCCATTCGATTCTACCCCTGGCGTGTTCGACACCCAATTCTTCGTCGAGACCCAGCTCCGCGGCACGCTGTTC
CCCGGCACCGGCGGGAACCAGGGCGAGGTCGAGTCCCCCTTGCATGGCGAGATCCGTCTCCAGTCCGACTCGGAGCTCGCC
CGCGACTCGCGCACGGCGTGCGAGTGGCAGAGCATGGTGAATAACCAGGCGAAGATGCAGGCAGCGTTCAAGGCGGCGATG
CTCAAGCTGTCCGTGCTTGGCCACAACATCGAGGACATGGTGGACTGCTCCGAGCTCATCCCCGAGCCGCCGACGCTCGLCG
AAGGCTGCTACTTTCCCGGCTGGCTTCAGCCACGCCGACGTTGAGCAGGCCTGCGCGACGACGCCTTTCCCAACCCTTTCC
TCTGACCCTGGTCCAGTCACTTCCGTTGCCCCGGTCCCCCCTTCCTAA

>Pa MnPD prot
MAF?LLSAEAIVAVSQMANAAITRRVACPDGVNTATNAACCALFAIRDDIQENLFDGGECGEEVHESLRLTFHDAIGISQS
KDVGGGADGSMIIFSDIETNFHANGGIDDIVDAQSPFVAKHNITAGDFIQFAGAIGVSNCPGAPRLDFFLGRPEATKPAAD
LTVPEPFDTVDSILARFADAGAFTPAEVVALLASHTIAAADHVDPSIPGTPEFDSTPGVEDTQFFVETQLRGTLFPGTGGNQ
GEVESPLHGEIRLQSDSELARDSRTACEWQSMVNNQAKMQAAFKAAMLKLSVLGHNIEDMVDCSELIPEPPTLAKAATEFPA
GFSHADVEQACATTPFPTLSSDPGPVTSVAPVPPS

Secuencias MnP E:

>Pa mnpE_cds

ATGGCTTTTGCGTCGCTCCTCGCCTTCGTCGCTCTCGCAGCTGTCGCTAGCGCTGCCCCAACCTCTGAGGCCGCCATCTGC
TCTGACGGCACTCGCGTCACCAACGCGGCCTGCTGCGCCTTCATCCCCCTCGCTCAGGACCTCCAAGAGAATGTTCTCGAG
AACGAGTGCGGTGAAACTGCCCACGAGATTCTCCGCCTTACGTTCCACGACGCCATCGGTATCAGTCAGAGCCTCGGTCCT
TCAGCTGGCACGGGCGCTGACGGCTCCGTCCTGCTGTTCCCGACGGTCGAACCGTTGTTCTTCGAGAACGACGGTATCTCT
GACAGCGTCAACAACCTGCTGCCGTTCCTTCAGAGACACAAGGTCTCCGCTGGCGACCTCGTCCAGTTCGCCGGCGCGGTC
GCCCTGACCAACTGCCCTGGCGCGCCGCGCGTCCAATTCCTTGCCGGCCGTCCGAACGCGACCCATCCGTCCATTAATGGT
CTCGTCCCTGAGCCGCAGGACAGCGTCGACACCATCCTGGGCCGTTTCGCGGACGCGGGCAATTTCTCGCCCTTCGAGGTT
ATCTCCCTTCTGGCTTCTCACAGTATCGCACGTGCGGACAAGGTCGATCTTTCTATTGACGCCGCTCCCTTCGACTCGACC
CCGTTCGTGATGGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTCTTGCTCAAGGGTGTTGGGCTCCCCGGATCTGGCAACAGCTCCGCT
GAGGTCCTCTCTCCCCTCCCCGTCGGCAGCGGCAACGACACCGGCGAGCTCCGTCTCCAGTCCGACTTCGCGCTCTCCCGL
GACCCGCGCACAGCCTGCTTCTGGCAAGGATTTGTTGACCAGCAGGAGTTCATGGCCACCAGCTTCAAGAACGCGTTTGCC
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AAGCTCGCGATCCTCGGCCAGGACACCAGGAGGCTGATCGACTGCTCAGACGTCGTTCCTGCTGCCAGCACCGTTGCCGTC
AAGCCCGCGGCCTTCCCCGCGACCAAGGGCCCCGCCGACCTCGAGATCGCCTGCGATGCGCGCACCTTCCCTACTCTTACC
TCTGACCGCGGTGCGACTGAGACTTTGATCCCTCACTGCCCCGACGGTTCCCAGATTTGCGCCGACGTCGACACCGALCGGC
CCGGCCTCCGACAACGACGACCCGAGCACCGACCCCGGCACCATCAACTAA

>Pa mnpE gen
ATGGCTTTTGCGTCGCTCCTCGCCTTCGTCGCTCTCGCAGCTGTCGCTAGCGCTGCCCCAACCTCTGAGGCCGCCATCTGC
TCTGACGGCACTCGCGTCACCAACGCGGCCTGCTGCGCCTTCATCCCCCTCGCTCAGGACCTCCAAGAGAATGTTCTCGAG
AACGAGTGCGGTGAAACTGGTATGAAATTCTTTTTTAATGACTCTACTACTCGGAGCTGACGGCACTGTAGCCCACGAGAT
TCTCCGCCTTACGTTCCACGACGCCATCGGTATCAGTCAGAGCCTCGGTCCTTCAGCGTAAGTCTGGTGGAATCAGGCTGC
GCTCCGATACAGTACCTGATGTCAGGTTACAGTGGCACGGGCGCTGACGGCTCCGTCCTGCTGTTCCCGACGGTCGAACCG
TTGTTCTTCGAGAACGACGGTATCTCTGACAGCGTCAACAACCTGCTGCCGTTCCTTCAGAGACACAAGGTCTCCGCTGGC
GACCTCGTCCAGTTCGCCGGCGCGGTCGCCCTGACCAACTGCCCTGGCGCGCCGCGCGTCCAATTCCTTGCCGGCCGTCCG
AACGCGACCCATCCGTCCATTAATGGTCTCGTCCCTGAGCCGCAGGACAGCGTCGACACCATCCTGGGCCGTTTCGCGGAC
GCGGGCAATTTCTCGCCCTTCGAGGTTATCTCCCTTCTGGCTTCTCACAGTATCGCACGTGCGGACAAGGTCGATCTTTCT
ATTGACGCCGCTCCCTTCGACTCGGTAAGTTATACTAGATTGAAACGCGCGCCCGTTTACTTATTTTTGTGTACCGTAGAC
CCCGTTCGTGATGGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTCTTGCTCAAGGGTGTTGGGCTCCCCGGATCTGGCAACAGCTCCGL
TGAGGTCCTCTCTCCCCTCCCCGTCGGCAGCGGCAACGACACCGGCGAGCTCCGTCTCCAGTCCGACTTCGCGCTCTCCCG
CGACCCGCGCACAGCCTGCTTCtggcaaggatttgttgaccagcaggagttcATGGCCACCAGCTTCAAGAACGCGTTTGC
CAAGCTCGCGATCCTCGGCCAGGACACCAGGAGGCTGATCGACTGCTCAGACGTCGTTCCTGCTGCCAGCACCGTTGCCGT
CAAGCCCGCGGCCTTCCCCGCGACCAAGGGCCCCGCCGACCTCGAGATCGCCTGCGATGCGCGCACCTTCCCTACTCTTAC
CTCTGACCGTAAGTACCTTATATCTGGACTCGCGCGGACGGGCGCTGATCGCGTATCCCAGGCGGTGCGACTGAGACTTTG
ATCCCTCACTGCCCCGACGGTTCCCAGATTTGCGCCGACGTCGACACCGACGGCCCGGCCTCCGACAACGACGACCCGAGC
ACCGACCCCGGCACCATCAACTAA

>Pa MnPE prot

MAFASLLAFVALAAVASAAPTSEAAICSDGTRVTNAACCAFIPLAQDLQENVLENECGETAHEILRLTFHDAIGISQSLGP
SAGTGADGSVLLFPTVEPLFFENDGISDSVNNLLPFLORHKVSAGDLVQFAGAVALTNCPGAPRVQFLAGRPNATHPSING
LVPEPQDSVDTILGRFADAGNFSPFEVISLLASHSTIARADKVDLSIDAAPFDSTPEVMDTQVFLEVLLKGVGLPGSGNSSA
EVLSPLPVGSGNDTGELRLQSDFALSRDPRTACEFWQGFVDQQEFMATSFKNAFAKLAILGQDTRRLIDCSDVVPAASTVAV
KPAAFPATKGPADLEIACDARTFPTLTSDRGATETLIPHCPDGSQICADVDTDGPASDNDDPSTDPGTIN

Secuencias MnP F;

>Pa mnpF cds

ATGGCTTTCGCGTCCCTCGTCGCCTTCGTCGCCCTCGCCGCTGTCACCCGCGCCGCGCCCACCAGCGAGGCCGCTGTCTGE
TCTGACGGCACTCGCGTCACCAACCGCGCGTGCTGCGCGTTCATCCCGCTTGCGCAGGATCTTCAGCAGACCATCTTCCAG
AACGAGTGCGGCGAAGATGCTCACGAGGTCATCCGTCTTACTTTCCACGACGCCATTGCTATCAGTCAGAGTCAAGGTCCC
AGAGCAGGTGGCGGCGCTGACGGCTCCATGCTCCTGTTCCCGACTGTCGAGCCCAACTTCGCTGCGAACAACGGCATCGAC
GACTCCGTCAACAACCTGATCCCGTTCCTTTCCAAGCACCCCACGATCAGCGCCGGCGATCTTGTTCAGTTCGCAGGCGCG
GTCGCGCTCACCAACTGCCCCGGCGCGCCCAGACTCGAGTTCATGGCGGGCCGCCCCAACCACACGATCGCCGCCGTCGAC
GGCCTCATTCCCGAGCCGCAGGACAGCGTCGACAAAATCCTGGCCCGATTCGAGGACGCCGGCAACTTCTCGCCCTTCGAG
GTTGTCTCGCTCCTCGCCTCGCACAGCGTCGCCCGCGCTGACAAGGTCGACGAAACCGTCGATGCCGCGCCGTTCGACTCT
ACGCCCTTCGTCATGGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTTCCCGGCACCCCCAACAACACC
GGCGAGGTTGCGTCGCCCCTTTCGCTGACCTCCGGCAACGACACCGGCGAGCTGCGCCTCCAGTACGACTTTGCGCTCGCC
CGCGACCCGCGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCAGCAGTTCATGGCCTCGAGCTTCAAGGCGGCGATG
GCCAAGCTCGCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCTCGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCT
GTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGCCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCCACGCCAGGGCGTTCCCCACCCTT
ACCAGCGACCGTGGTGCTACTGAGACCCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGACTGCCCTGCCGTCCAGTTCGAT
GGTCCGGCTTAA

>Pa mnpF gen

ATGGCTTTCGCGTCCCTCGTCGCCTTCGTCGCCCTCGCCGCTGTCACCCGCGCCGCGCCCACCAGCGAGGCCGCTGTCTGC
TCTGACGGCACTCGCGTCACCAACCGCGCGTGCTGCGegttecatecececgettgegecaggatcttcagcagaccATCTTCCAG
AACGAGTGCGGCGAAGATGGTACGCTTTCTCCGTATCCTCGACAGTTCGGCCTGCTGACGCTCATACTGCCACCCAGCTCA
CGAGGTCATCCGGTTAACGTTCCACGACGCCATTGCTATCAGTCAGAGTCAAGGTCCCANNNNNNNNNNCTTTGCGTCCAC
TATCCATTCTATCATACTCATACGCTTCGCAGAGGTGGCGGCGCTGACGGCTCCATGCTCCTGTTCCCGACTGTCGAGCCC
AACTTCGCTGCGAACAACGGCATCGACGACTCCGTCAACAACCTGATCCCGTTCCTTTCCAAGCACCCCACGATCAGCGCC
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GGCGATCTTGTTCAGTTCGCAGGCGCGGTCGCGCTCACCAACTGCCCCGGCGCGCCCAGACTCGAGTTCATGGCGGGCCGL
CCCAACCACACGATCGCCGCCGTCGACGGCCTCATTCCCGAGCCGCAGGACAGCGTCGACAAAATCCTGGCCCGATTCGAG
GACGCCGGCAACTTCTCGCCCTTCGAGGTTGTCTCGCTCCTCGCCTCGCACAGCGTCGCCCGCGCTGACAAGGTCGACGAA
ACCGTCGATGCCGCGCcgttcgactctgtaagatacccgtgcacttctgeccagtatcaatactgactatecctectecectte
tccagacgcccttcgtCATGGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTTCCCGGCACCCCCAACA
ACACCGGCGAGGTTGCGTCGCCCCTTTCGCTGACCTCCGGCAACGACACCGGCGAGCTTCGCCTCCAGTCCGACTTTGCGC
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN
NNTAACATAGGTGGTGCCACCGAGACGCTCATTCCTCACTGCCCCGACGGCAGCGAGGACTGCCCGTCTGTCCAGTTCGAT
GGCCCCGCTTAAGCGTTCATTCGCTAATTTATCGTCTCTGTCATATTGTATG

>Pa MnPF prt
MAFASLVAFVALAAVTRAAPTSEAAVCSDGTRVTNRACCAFIPLAQDLOQTIFONECGEDAHEVIRLTFHDATIATISQSQGP
RAGGGADGSMLLFPTVEPNFAANNGIDDSVNNLIPFLSKHPTISAGDLVQFAGAVALTNCPGAPRLEFMAGRPNHTIAAVD
GLIPEPQDSVDKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDETVDAAPFDSTPEVMDTQVFLEVLLKGTGEFPGTPNNT
GEVASPLSLTSGNDTGELRLQYDFALARDPRTACFWQGFVNQQQFMASSFKAAMAKLAILGHNRNSLIDCSDVVPATIKTA
VKPAAFPVTKGPADLEIACHARAFPTLTSDRGATETLIPHCPDGGQODCPAVQEDGPA

Secuencias MnP G (antes mnp22¢):

>Pa mnpG cds

ATGGCCTTCACGTCCCTCCTCGCCTTTGTCGCTCTTGCTGCCGTCTCGGGCGCAGTGCCGACCGCAAAACGTGCAACATGC
TCCGACGGAACCACCGTGAATAATGCCGCATGCTGTGCTTTCATCCCGCTCGCCCAGGATCTGCAGCAGACCATCTTCCAA
AACGAGTGTGGCGAGGACGCGCACGAGGTCATCCGTCTGACTTTCCACGACGCCATTGCCATTAGCCAAAGCCTAGGACCT
ACTGCGGGTGGCGGCGCCGACGGTTCTATGCTCGTGTTCCCGACCGTGGAACCGAACTTCGCTGCGAACAACGGCATAGAC
GACAGCGTCAACAACTTGATTCCCTTCCTCTCCAGGCACCCTACTATCAGCCCTGGCGATCTTGTCCAGTTCGCCGGTGCC
GTCGCTCTTACCAACTGCCCCGGCGCGCCTCAGCTTGAATTTATGGCAGGCCGGGCCAACGCGACTGCCCCCGCTGTTGAT
GGTCTCATCCCCGAGCCCCAAGACAGCGTCGACAAAATTCTAGCTCGCTTCGCGGACGCTGGCAACTTTTCGCCCTTCGAG
GTCGTCTCTCTCCTGGCGTCCCACAGTGTCGCTCGCGCGGACAAGGTCGACTTGACGATTGACGCCGCACCTTTCGACTCT
ACTCCGTTCGTCATGGACACTCAGGTATTCCTCGAGGTGCTCCTCAAGGGCGTTGGCTTCCCCGGGACTCCCAACAACACC
GGGGAGGTCGCCTCACCTCTTCCGCTCACCTCTGGTAACGACACCGGCGAGATGCGCCTCCAGTACGACTTCGCCCTCGCC
CGGGACAACCGCACGGCCTGCTTCTGGCAAGGATTCATCAACGAGCAGGAGCtCATGGCCCAGAGCTTCAAGGCTGCTATG
GCCAAGCTCGCCGTCCTGGGATCGAACCCCGAAGACCTCATCGATTGCTCCGATGTCGTTCCACCGGCGAGCACGATCGCT
GTGGCGCCCGCATCGTTCCCCGCCACGCAGGGCCCCGCCGACCTCGAGATTGCTTGCACCGCTCGCGCCTTCCCCACGCTC
ACTCAAgaccGTGGAGCAACCGAGACGCTTATCCCCCATTGCCCCGACGGCAGCGAGGATTGCCCTTCTGTCCAATTCGAC
GGTCCGGCTTAA

>Pa mnpG gen
ATGGCCTTCACGTCCCTCCTCGCCTTTGTCGCTCTTGCTGCCGTCTCGGGCGCAGTGCCGACCGCAAAACGTGCAACATGC
TCCGACGGAACCACCGTGAATAATGCCGCATGCTGTGCTTTCATCCCGCTCGCCCAGGATCTGCAGCAGACCATCTTCCAA
AACGAGTGTGGCGAGGACGGTCAGTGACTTCAAAGATGTGTGACTacagggcgcacctctgacgagecctgecgcagecgcacyg
aggtcatccgtctgactttccacgACGCCATTGCCATTAGCCAAAGCCTAGGACCTACTGCGTAAGTACCGCTTCAACTGT
GGATATGGGTGGTTCTTTACTGATAAACAATCAGGGGTGGCGGCGCCGACGGTTCTATGCTCGTGTTCCCGACCGTGGAAC
CGAACTTCGCTGCGAACAACGGCATAGACGACAGCGTCAACAACTTGATTCccttectcteccaggcaccctactatcagece
ctggcgatcttgtccagttcgeccggtgeccgtcGCTCTTACCAACTGCCCCGGCGCGCCTCAGCTTGGATTCATGGCAGGCC
GGGCCAACGCGACTGCCCCCGCTGTTGATGGTCTCATCCCCGAGCCCCAAGACAGCGTCGACAAAATTCTAGCTCGCTTCG
CGGACGCTGGCAACTTTTCGCCCTTCGAGGTCGTCTCTCTCCTGGCGTCCCACAGTGTCGCTCGCGCGGACAAGGTCGACT
TGACGATTGACGCCGCACCGTTCGATTCTGTGAGCACCATCGGCATGTAATCCAGCCTTACACTCATCCAGTTCTTGCTTT
CCTACCATATAGACTCCGTTCGTCATGGACACTCAGGTATTCCTCGAGGTGCTCCTCAAGGGCGTTGGCTTCCCCGGGACT
CCCAACAACACCGgggaggtcgcctcacctctteccecgectcacctcectggtaacgacaccggcgaattgeggctccaatceccgac
ttcgcecctecgecccgggacaaccgcacggcectgettectggcaaggattcatcaacgagcaggagctCATGGCCCAGAGCTTC
AAGGCTGCTATGGCCAAGCTCGCCGTCCTGGGATCGAACCCCGAAGACCTCATCGATTGCTCCGATGTCGTTCCACCGGCG
AGCACGATCGCTGTGGCGCCCGCATCGTTCCCCGCCACGCAGGGCCCCGCCGACCTCGAGATTGCTTGCACCGCTCGCGCC
TTCCCCACGCTCACTCAAgaccgtacgtatcCTGATGTTTACAACAATGTCTTGGGTCTAACTCCAATTCAGGTGGAGCAA
CCGAGACGCTTATCCCCCATTGCCCCGACGGCAGCGAGGATTGCCCTTCTGTCCAATTCGACGGTCCGGCTTAA

>Pa MnPG prt

MAFTSLLAFVALAAVSGAVPTAKRATCSDGTTVNNAACCAFIPLAQDLOQTIFONECGEDAHEVIRLTFHDATATISQSLGP
TAGGGADGSMLVFPTVEPNFAANNGIDDSVNNLIPFLSRHPTISPGDLVQFAGAVALTNCPGAPQLEFMAGRANATAPAVD
GLIPEPQDSVDKILARFADAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPFDSTPFVMDTQVFLEVLLKGVGFPGTPNNT
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GEVASPLPLTSGNDTGEMRLQYDFALARDNRTACFWQGFINEQELMAQSFKAAMAKLAVLGSNPEDLIDCSDVVPPASTIA
VAPASFPATQGPADLEIACTARAFPTLTQDRGATETLIPHCPDGSEDCPSVQFDGPA

7.2.3.2 Secuencias consenso lacasas
Secuencias LCCT1

>Pa lccl cds
ATGGCTCATTTCCAGTCTCTCTCTGCCTTCGTAACTTTATCCTTAGCTCTTGGTGGTCTCGCCGCAATCGGTCCCACTGCT
ACTATTGACATCGTTAATGTCGAGCTTTCGCCCGACGGTTTCAACCGCTCGACTGTTCTCGCTGGAGGTGTCTTCCCAGGT
CCACTCATCACCGGGAAAAGGGGCGACAACTTCCAGCTGAATGTCAACAACCAGCTCACGGACACCACCATGTTGAAGACG
ACCACTATCCATTGGCACGGCCTTTTCCAGAAGGGCACCAACTGGGCCGATGGTCCGGCATTCGTCAACCAGTGCCCGATC
GCGAGCGGCAACTCGTTCTTGTACGACTTCACCGTCCCCGACCAGGCCGGCACCTTCTGGTACCACTCTCATTTGCAAACC
CAGTACTGCGATGGTCTTCGAGGCGCCCTCGTCGTGTATGACCCTAACGACCCCAATGCTGACCTATACGACGTGGATGAC
GAGTCAACTGTCATAGTTCTTGCGGATTGGTACCATGCCGTGGCTCCCACCATCGCGGTTGGCGTCGCTGACTCTACGTTG
ATCAACGGGCTGGGTCGTTATGCGGGAGGGCCCTCGTCCGACTTGGCGGTGATAAGCGTCACTTCTGGGAAGCGTTACAGG
TTCCGCCTGGTTTCCATTAGCTGCGACCCCAACTTCACCTTCCAAATTGATGGTCACAAGTTCACTATCATCGAAGTCGAT
GGTGTTAACCACGAACCCCTCGACGTGGACGAAATCCAGATCTTCGCCGGCCAGCGCTACTCGCTCGTCATGACCGCTGAC
CAGCCCGTTGACAACTACTGGATCCGCGCCAACCCGAATAATGGTGCTGCATCGGGCTTCGCGAACGGAATCAACTCTGCC
ATTCTGCGCTACGTTGGCGCCGACACCGTCGAGCCCACGACGACTCAGGACACCCCGGCCGCAGCGCTCGTCGAGACCGCC
CTTGTCCCCGCCGAGAACCCCGGCGCGCCCATCCCGGCCGGCCAGCGCTGCGTCGACTGCGCGGATGTGAACATTAACCTC
GCGCTCGACTTCAACCTCAATGGCGACTTCCAGTTCAACATCAACGGCGTTACCTACGTCTCGCCCACGGTTCCGGTGCTG
CTCCAGATCCTTTCCGGCGCACAGTCTGCTACGGATCTCCTCCCGACCGGCAGCGTCTACTCTCTTCCAAAGAACAGCACG
ATCCAGATCTCGCTCCCGGCTGGTTCGACCGCCCCTGCCGCGGGCGGGCCCCACCCCTTCCACTTGCACGGCCACACCTTC
GACGTGGTCCGTGCCGCTGGCCAGTCGGACTACAACTGGGTGAACCCGCCCCGCCGTGATGTTGTCAGCACCGGCACCACT
GGAGATAACGTCACCATCCGTTTTGTTACTGACAACTTTGGCCCCTGGTTCCTCCATTGCCACATTGACTGGCATCTCGAG
GCTGGCTTCGCCGTCGTCCTCGTGGAGGACTCAGGCGACGTCTCGGCGAATGTCGCGGTTCCCGACTCGTGGAGTGATTTG
TGCCCGACCTACAACGACCTCACCGCTGATGACCTTGGAGGCGAGGATTAG

>Pa Iccl gen
ATGGCTCATTTCCAGTCTCTCTCTGCCTTCGTAACTTTATCCTTAGCTCTTGGTGGTCTCGCCGCAATCGGTCCCACTGCT
ACTATTGACATCGTTAATGTCGAGCTTTCGCCCGACGGTTTCAACCGCTCGTGAGTTTATCAAATGATGTAGGTATACAAC
TGCTAACAACCGTACAGGACTGTTCTCGCTGGAGGTGTCTTCCCAGGTCCACTCATCACCGGGAAAAGGGTCAGTGATCTA
CGCCCTCCATCGCAACTAGCTCTGACAACGGTCATTTTAGGGCGACAACTTCCAGCTGAATGTCAACAACCAGCTCACGGA
CACCACCATGTTGAAGACGACCACTATCGTAAGTTCTGCCCATACGGCATGGATACTGCCTCTCGTGTAACCGTGTCTTCG
CAGCATTGGCACGGCCTTTTCCAGAAGGGCACCAACTGGGCCGATGGTCCGGCATTCGTCAACCAGTGCCCGATCGCGAGC
GGCAACTCGTTCTTGTACGACTTCACCGTCCCCGACCAGGCCGGCACCTTCTGGTACCACTCTCATTTGCAAACCCAGTAC
TGCGATGGTCTTCGAGGCGCCCTCGTCGGTGAGTGCAACTGGAGGGTATGCGTAGTGCATACCAAAGCTGATAATTCTGCT
GGGCAGTGTATGACCCTAACGACCCCAATGCTGACCTATACGACGTGGATGACGAGTCAACTGTCATAGTTCTTGCGGATT
GGTACCATGCCGTGGCTCCCACCATCGCGGTTGGCGTCGCTGACTCTACGTTGATCAACGGGCTGTGAGTTGGAGCATTTC
AGAGTGAGGCCAAGCTGACACTCCTGCAGGGGTCGTTATGCGGGAGGGCCCTCGTCCGACTTGGCGGTGATAAGCGTCACT
TCTGGGAAGCGTTACAGGTTCCGCCTGGTTTCCATTAGCTGCGACCCCAACTTCACCTTCCAAATTGATGGTCACAAGTTC
ACTGTTGGTACCGCGCCACAATCAGTCTGAGCTCGCTTCTGACGTCTCCATCAGATCATCGAAGTCGATGGTGTTAACCAC
GAACCCCTCGACGTGGACGAAATCCAGATCTTCGCCGGCCAGCGCTACTCGCTCGTCATGACCGCTGACCAGCCCGTTGAC
AACTACTGGATCCGCGCCAACCCGAATAATGGTGCTGCATCGGGCTTCGCGAACGGAATCAACTCTGCCATTCTGCGCTAC
GTTGGCGCCGACACCGTCGAGCCCACGACGACTCAGGACACCCCGGCCGCAGCGCTCGTCGAGACCGCCCTTGTCCCCG L
GAGAACCCCGGCGCGCCCATCCCGGCCGGCCAGCGCTGCGTCGACTGCGCGGATGTGAACATTAACCTCGCGCTCGACTTC
AACCTCAATGGCGACTTCCAGTTCAACATCAACGGCGTTACCTACGTCTCGCCCACGGTTCCGGTGCTGCTCCAGATCCTT
TCCGGCGCACAGTCTGCTACGGATCTCCTCCCGACCGGCAGCGTCTACTCTCTTCCAAAGAACAGCACGATCCAGATCTCG
CTCCCGGCTGGTTCGACCGCCCCTGCCGCGGGCGGGCCCCACCCCTTCCACTTGCACGGCGTACGTTCTTCTCATCTATAC
ATTCCACATTTCGTATTGCTCACTTCGCCTTTGTATCCAGCACACCTTCGACGTGGTCCGTGCCGCTGGCCAGTCGGACTA
CAACTGGGTGAACCCGCCCCGCCGTGATGTTGTCAGCACCGGCACCACTGGAGATAACGTCACCGTGAGCATCCCCTCCGG
CACCCCTCCCTCTCCATCAAACTCCTGACACATCTTTGGTTGCAGATCCGTTTTGTTACTGACAACTTTGGCCCCTGGTTC
CTCCATTGCCACATTGACTGGCATCTCGAGGCTGGCTTCGCCGTCGTCCTCGTGGAGGACTCAGGCGACGTCTCGGCGAAT
GTCGCGGTTCCCGACTCGTGGAGTGATTTGTGCCCGACCTACAACGACCTCACCGGTAAGCCCTTCCGTCGTCTATGGTTC
AAGTAGGGTGAGCTGATGGAGATTTGGTGTTCAGCTGATGACCTTGGAGGCGAGGATTAG

>Pa_lIccl prot

MAHFQSLSAFVTLSLALGGLAAIGPTATIDIVNVELSPDGENRSTVLAGGVFPGPLITGKRGDNFQLNVNNQLTDTTMLKT
TTIHWHGLFQKGTNWADGPAFVNQCPIASGNSFLYDEFTVPDQAGTEFWYHSHLQTQYCDGLRGALVVYDPNDPNADLYDVDD
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ESTVIVLADWYHAVAPTIAVGVADSTLINGLGRYAGGPSSDLAVISVTSGKRYRFRLVSISCDPNFTFQIDGHKEFTIIEVD
GVNHEPLDVDEIQIFAGQRYSLVMTADQPVDNYWIRANPNNGAASGFANGINSAILRYVGADTVEPTTTQDTPAAALVETA
LVPAENPGAPIPAGQRCVDCADVNINLALDENLNGDEFQEFNINGVTYVSPTVPVLLQILSGAQSATDLLPTGSVYSLPKNST
IQISLPAGSTAPAAGGPHPFHLHGHTFDVVRAAGQOSDYNWVNPPRRDVVSTGTTGDNVTIREVTDNFGPWEFLHCHIDWHLE
AGFAVVLVEDSGDVSANVAVPDSWSDLCPTYNDLTADDLGGED

Secuencias LCC2:

>Pa lcc2 cds
ATGGCCCGTTTCCAGTCCCTCGCTGCCTTTGTGACTTTGTCGATGGCCCTTGGTGGCCTCGCCGTCGGCCCCACGGCCACC
CTCGACATCGTCAATGTCGAGCTTGCGCCTGATGGCTTCAACCGATCGACTGTCCTTGCTGGAGGCACCTTCCCCGGTCCC
CTCATCACCGGCAACAGGGGGGATCACTTCCAGCTGAACGTGAACAACCAGCTCACGGACACTACCATGTTGAAGACGACC
ACTATCCACTGGCACGGTCTTTTCCAGAAGGGCACCAACTGGGCCGATGGTCCGGCATTCGTCAACCAGTGCCCGATCGCG
AGCGGCAACTCGTTCTTGTACGACTTCACCGTCCCCGACCAGGCCGGCACCTTCTGGTACCACTCTCATTTGCAAACCCAG
TACTGCGATGGTCTTCGTGGCGCGCTCGTCGTGTATGACCCCCACGACCCCAACGCTCACCTGTACGACGTCGACGACGAG
TCAACTGTCATCGTTCTTGCGGACTGGTACCATGCCGTGGCTCCCACCATCGCGGTCGGTGTTGCCGATTCGACGCTGATT
AACGGATTGGGTCGGTATGCCGGAGGCCCTTCGTCCGACCTTGCGGTGATCAGCGTTACTGCTGGCACGCGTTACAGGTTC
CGCCTCGTCTCCATCAGCTGTGATCCCAACTTCACCTTCCAGATCGATGGTCACACGTTCACTATCATTGAAGTTGACGGC
GTCAACCACGAGCCCCTTGAGGTTGATCAAGTCCAAATCTTCGCCGGCCAGCGTTACTCGCTCGTTATGACTGCCGATCAG
CCCGTCGACAACTACTGGATCCGCGCCAACCCGAACAACGGCGCCGCGCAGGGCTTCGCTAACGGCATCAACTCCGCCATC
TTGCGCTACACCGGCGCCGACGCCGTCGAGCCCACGACGACCCAGGACACCCCGGCCGCGGCGCTCGTCGAGACCGCCCTT
ATCCCCGCCGAGAACCCCGGCGCACCCATCCCGGCCGGCCAGCGCTGCGTCGACTGCGCGGATGTGAACATTAACCTCGCG
CTCGACTTCAACCTCAACGGCGACTTCCTGTTCAACATCAACGGCGTGACCTACACCTCGCCCACCGTTCCGGTCCTACTC
CAGATCCTTTCTGGCGCACAGTCCGCCACGGACTTGCTCCCCGCCGGCAGCGTCTACACGCTCCCGAAGAACAGCACTATC
CAGCTCACGCTCCCGGCCGGCACGACTGCCCCCGCCGCGGGCGGACCTCATCCCTTCCACTTGCACGGTCACACCTTTGAC
GTCGTCCGCGCCTCCGGCCAAACCGACTACAACTGGATCAACCCGCCCCGTCGCGACGTCGTCAGCACTGGAGTTGCGGGL
GACAACGTCACTATTCGTTTCACCACCGACAACTACGGTCCCTGGTTCCTTCACTGCCACATCGACTGGCATCTCGAGGCC
GGCTTCGCCGTCGTCTTCGCTGAGGACACGGGTGACGTCTCCTCGAAGGTCTCAGTTCCCCAGTCCTGGAGCGACCTGTGC
CCCACCTACAATGCCCTCACTGCTGACCAGCTCGGCGGCGAGGACTAA

>Pa Icc2 gen
ATGGCCCGCTTCCAGTCCCTCGCTGCCTTTGTGACTTTGTCGATGGCCCTTGGTGGCCTCGCCATCGGCCCCACGGCGACC
CTCGACATCGTCAATGTTGAGCTTGCGCCTGACGGCTTCAACCGATCGTAAGGTGGTCATGGTCGGCGTTGCGCAACCACT
AACAGTTCTGCAGGACTGTCCTTGCTGGAGGCACCTTCCCCGGTCCCCTCATCACCGGCAACAGGGGGGATCACTTCCAGC
TCAACGTGAACAACCAGCTCACGGACACTACCATGTTGAAGACGACCACTATTGTAGGTGTTCTGCTTTGCAGCGATTTAA
CGATCCGTAATTGATCGATGTCTTGCAGCACTGGCACGGTCTTTTCCAGAAGGGCACCAACTGGGCCGATGGTCCGGCATT
CGTTAACCAGTGCCCGATTGCGAGCGGCAACTCGTTCTTGTACGACTTCACCGTCCCCGACCAGGCCGGCACCTTCTGGTA
CCACTCTCATTTGCAAACCCAGTACTGCGATGGTCTTCGTGGCGCGCTCGTCGGTGAGTGCAACTGGAGGGTGTGTATAGT
CCATACTGAAGCTGATAACGCTGCTCGCCAGTGTATGACCCCAACGATCCCAACGCTCACCTGTACGACGTTGATGACGCG
TCGACCGTCATCGTTCTCGCGGATTGGTACCATGCCGTGGCTCCCACCATCGCGGTCGGTGTTGCCGATTCGACGCTGATT
AACGGATTGTGAGCCCGATCATCCTCGCCTATGCATCCAACTGACGATATTGTTGCAGGGGTCGGTATGCCGGAGGCCCTT
CCTCCGACCTTGCAGTGATCAGCGTCACTGCTGGCACGCGTTACAGGTTCCGCCTGGTCTCCATCAGCTGTGATCCCAACT
TCACCTTCCAGATCGATGGTCACACGTTCACTGTTCGTACACTCTCGCTGAGCGTTGTTTTCCATCGCATCTAACTTCTCC
ATTAGATCATTGAAGTTGACGGTGTCAACCACGAGCCCCTTGAGGTTGACGAAGTCCAGATCTTTGCCGGCCAGCGTTACT
CGCTCGTCATGACTGCTAACCAGCCCGTCGACAACTACTGGATCCGCGCCAACCCGAACAACGGCGCCGCGCAGGGLCTTCG
CTAACGGCATCAACTCCGCCATCTTGCGCTACACCGGCGCCGACGCCGTTGAGCCCACGACGACCCAGGACACCCCGGCLG
CGGCGCTCGTCGAGACCGACCTTGTCCCCGCCGAGAACCCCGGCGCGCCCATCCCGGCCGGCCAGCGCTGCGTCGACTGCG
CGGACGTGAACATCAACCTCGCGCTCGACTTCAACCTCAATGGCGACTTCCAGTTCAACATCAACGGCATTACCTACGTCT
CGCCCACCGTCCCTGTCCTGCTCCAGATCCTTTCCGGCGCGCAGTCCGCCACCGACCTCCTCCCGACCGGCAGCGTCTACA
CGCTCCCGAAGAACAGCACCATCCAGATCTCGCTCCCGGCTGGTTCGACCGCCCCTGCCGCGGGTGGCCCGCACCCTTTCC
ACTTGCACGGCGTTAGTCCCCTTTCCTGCCACGTTTCTCGGCGATCGCCAAAGCTCACATCATTTGTAGCATACCTTCGAC
GTCGTCCGCGCCTCCGGCCAATCTGACTACAACTGGATCAACCCGCCCCGCCGCGATGTCGTCAGCACCGGCCAGACTGGC
GACAACGTCACCGTAAGCCTCATCTTTACGCTCTTCATCTCACTCAGCCTCCTGACGTGAGCTTGTCCATAGATCCGCTTC
GTCACTGACAACTTTGGCCCCTGGTTCCTCCATTGCCACATCGATTGGCATCTCGAGGCCGGCTTCGCCGTCGTTCTCGCT
GAAGACACCGGCGATGTCGCTGCGAACGTCGCCGTCCCCCAGTCGTGGAGCGACCTCTGCCCCATCTACAACGACCTCACC
GCTGACCAGCTCGGCGGCGAGGACTAA

>Pa lcc2 prot

MARFQSLAAFVTLSMALGGLAVGPTATLDIVNVELAPDGEFNRSTVLAGGTFPGPLITGNRGDHFQLNVNNQLTDTTMLKTT
TIHWHGLFQKGTNWADGPAFVNQCPIASGNSFLYDFTVPDQAGTFWYHSHLQTQYCDGLRGALVVYDPHDPNAHLYDVDDE
STVIVLADWYHAVAPTIAVGVADSTLINGLGRYAGGPSSDLAVISVTAGTRYRFRLVSISCDPNFTFQIDGHTFTIIEVDG
VNHEPLEVDQVQIFAGQRYSLVMTADQPVDNYWIRANPNNGAAQGFANGINSAILRYTGADAVEPTTTQDTPAAALVETAL
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IPAENPGAPIPAGQRCVDCADVNINLALDEFNLNGDFLENINGVTYTSPTVPVLLOQILSGAQSATDLLPAGSVYTLPKNSTI
QLTLPAGTTAPAAGGPHPFHLHGHTFDVVRASGQTDYNWINPPRRDVVSTGVAGDNVTIRFTTDNYGPWFLHCHIDWHLEA
GFAVVFAEDTGDVSSKVSVPQSWSDLCPTYNALTADQLGGED

Secuencias LCC3:

>Pa lcc3 cds
ATGGCCCGCTTTCACCTGCTCGCGATGTTGGTCGCGTTGTCCATGTCGCTGGGAACACTGGCCGCAGTGGGCCCCGTTGCC
ACCTTAGACATCGTGAACGTCCAGATGGCGCCTGACGGCAACAGTGTCACCCGCGACACTGTCGTTGCTGGCGTGAATGGT
GTTGGCACATTCCCTGGCCCGCTCATTACAGGCAAGAAGGGTGACAACTTCCAGCTTACTGTGAACAACCAGCTCTCGGAT
GTCGCAATGTTAAAGTCAACCTCTATTCACTGGCACGGCTTCTTTCAGAAAGGCACCAATTGGGCCGATGGCCCCGCATTC
GTCAACCAATGTCCCATTGCCACCGGAGACTCCTTCTTGTATAACTTCAACGTCCCCGATCAAGCCGGAACGTTTTGGTAT
CATTCACATCTTTCCACGCAGTATTGCGATGGTCTCCGCGGCGCATTTGTAGTGTATGACCCGAATGATCCGCATGCGAGC
CTCTATGATGTAGATGATGATACGACTATCATCACTCTTGCTGACTGGTACCACGCTCTGGCGCCTACTATCACTGGCCGC
GCCGTCTCTGACTCCACCCTCATCAACGGGCTCGGTCGGGTCACCGGGGCCACTTCCGAGCTCGCCGTAATATCAGTCGAG
TACGGCAAGCGTTACCGATTCAGATTGGTATCCATCAGTTGCGATCCCAACTACGTCTTCCAGATCGATGGACACAAATTC
ACTGTTATCGAGGCCGACGGTGTCAACACACAACCTCTGGCAATAGATTCCCTCCAGATCTTCGCTGGGCAGCGATACTCT
CTTGTAATGACGGCTGATCAGCGGGTCGGAAACTACTGGATTCGCGCAAACCCAAGCTTCTCTGCCACACCCGGGTTCACC
GGCGGCACAAATAGCGCGATCCTCCGATATGTAGGTGCGAATGAAACCGAACCGACTACTTCTCAGGATACGTCCACGGCG
CCTCTGGTCGAGACTTCCCTTGTGCCACTTGAGAATCCGGGTGTTACGGGCCCCGCCAGTCAGCGTTGCGTTGATTGCGCT
GATTTCAATCGTAACCTGAAACTTGGTTTCACCGCACCAAATTTCACCATCAACAACGTGTCGTTCATACCTCCCAACGTG
CCGGTCTTGCTGCAGATTCTTAATGGCGCCCAGGCTGCTTCCGATCTTATGCCGAAAGGCAGTATAATTGAACTGCCTGCT
GGGCAGACTGTACAAATCTCTCTGCAAATCGACGCCACCTCTGCTCCAAGTGGCCCTCACCCTTTCCATTTGCACGGACAT
AACTTCGATGTTGTTCGAGCAGCAGGGCAGAGCGACTACAACTTCGACAATCCTCCTCGTCGCGATGTTGTCAGCACGGGC
ACCGTCGGAGACAATGTTACTATACGATTCTTTACGGACAACGCGGGTCCTTGGTTCCTCCACTGCCATATTGACTGGCAC
TTGGAGGCTGGCTTTGCCGTAGTTTTCGCGGAGGACATCGGCGACGTGGCCGCTCAARAATCCGGTTCCCGATGCTTGGAGA
AACCTGTGCCCTAAATACGAGACACTCACCCGTACGTCGAAGCTTTTCTCGCGGCTGCTGACAAGAAACCACCATGCTCAC
GTTGCACTGCAGCGACCCAGCTCGGCGGCATTCACTAA

>Pa 1cc3 gen
ATGGCCCGCTTTCACCTGCTCGCGATGTTGGTCGCGTTGTCCATGTCGCTGGGAACACTGGCCGCAGTGGGCCCCGTTGCC
ACCTTAGACATCGTGAACGTCCAGATGGCGCCTGACGGCAACAGTGTCACCCGCGAGTAAGTCGCTTCTCTGACTATCGAA
TATACGGTCTAAACAAATCCCGTCTGGCCTAGCACTGTCGTTGCTGGCGTGAATGGTGTTGGCACATTCCCTGGCCCGCTC
ATTACAGGCAAGAAGGTGATATGGAACACTTTGTATACTAATATCTTACTGAACTGCGTCGAAGGGTGACAACTTCCAGCT
TACTGTGAACAACCAGCTCTCGGATGTCGCAATGTTAAAGTCAACCTCTATTGTCAGTGACTCCCCCTTCCGCTACTCCGC
CATACCATAACTGTGTTTTAGCACTGGCACGGCTTCTTTCAGAAAGGCACCAATTGGGCCGATGGCCCCGCATTCGTCAAC
CAATGTCCCATTGCCACCGGAGACTCCTTCTTGTATAACTTCAACGTCCCCGATCAAGCCGGAACGTTTTGGTATCATTCA
CATCTTTCCACGCAGTATTGCGATGGTCTCCGCGGCGCATTTGTAGGTGAGCTAAGACGCTGTGCTCTTGTTTACCCAACG
TATGAAGCTCACTCACGATGCAGTGTATGACCCGAATGATCCGCATGCGAGCCTCTATGATGTAGATGATGATACGACTAT
CATCACTCTTGCTGACTGGTACCACGCTCTGGCGCCTACTATCACTGGCCGCGCGTACGTTCGTTTACTCGCAATTCCGGG
GCGATTGTTCTCATTGTCTCTCTAGCGTCTCTGACTCCACCCTCATCAACGGGCTGTGAGTAAACCAATCCTTGCGTGCTG
GATTGATATCAGATTCTGACGATGTCTCGCAGCGGTCGGGTCACCGGGGCCACTTCCGAGCTCGCCGTAATATCAGTCGAG
TACGGCAAGCGTTACCGATTCAGATTGGTAGGTATTAGGATATTGTTCATTGAAACGATATTATCTCACCTACCTTCCAGG
TATCCATCAGTTGCGATCCCAACTACGTCTTCCAGATCGATGGACACAAATTCACTGTACGTATTGCGCAAGTGGCTCGTT
CGTCTCTCATCGGCTTCGTAGGTTATCGAGGCCGACGGTGTCAACACACAACCTCTGGCAATAGATTCCCTCCAGATCTTC
GCTGGTACATCATATTTTTGCTCCGACAAAATCTGCTTTGACCCATCTCCTTCCAGGGCAGCGATACTCTCTTGTAATGAC
GGCTGATCAGCGGGTCGGAAACTACTGTAAGTTGCAATCAATGACTAGCTTCGCGAGATCCAATCAATGAGCATCTTTCAA
GGGATTCGCGCAAACCCAAGCTTCTCTGCCACACCCGGGTTCACCGGCGGCACAAATAGCGCGATCCTCCGATATGTAGGT
GCGAATGAAACCGAACCGACTACTTCTCAGGATACGTCCACGGCGCCTCTGGTCGAGACTTCCCTTGTGGTACGGCGTACA
TGCATCTGGGTTGAAGATATCCGTCTAATAGACCATACAGCCACTTGAGAATCCGGGTGTTACGGGCCCCGCCAGTCAGCG
TTGCGTTGATTGCGCTGATTTCAATCGTAACCTGAAACTTGGTTTCGTAAGTGTGTCATTGATGTGACAATCTGAATCACA
TTAACTCATCATGTTCGCAACAGACCGCACCAAATTTCACCATCAACAACGTGTCGTTCATACCTCCCAACGTGCCGGTCT
TGCTGCAGATTCTTAATGGCGCCCAGGCTGCTTCCGATCTTATGCCGAAAGGCAGTATAATCGAACTGCCTGCTGGGCAGA
CTGTACAAATCTCTCTGCAAATCGACGCCACCTCTGCTCCAAGCGGCCCTCACCCTTTCCATTTGCACGGAGTGAGCGACC
GTCTAGTTCCGCACGTCTAAAACAAGACTGACCCAACGCTTCATCAGCATAACTTTGATGTTGTTCGAGCAGCAGGGCAGA
GCGACTACAACTTCGACAATCCTCCTCGTCGTGATGTTGTCAGCACGGGCACCGTCGGAGACAATGTTACTGTGAGCAGAA
TTATACGGTTCTCATCGGCACTCGGGATTCACACGATGCTCAGATACGATTCTTTACGGACAACGCGGGTCCTTGGTTCCT
CCACTGCCATATTGACTGGCACTTGGAGGCTGGCTTTGCCGTAGTTTTCGCGGAGGACATCGGCGACGTGGCCGCTCAARAA
TCCGGTTCCTGATGCTTGGAAAAACCTGTGCCCTAAATATGAGACACTCACCCGTACGTCGAAGCTTTTCTCGCGGCTGCT
GACAAGAAACCACCATGCTCACGTTGGACTGCAGCGACCCAGCTCGGCGGCATTCACTAA
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>Pa lcc3 prot
MAREHLLAMLVALSMSLGTLAAVGPVATLDIVNVQMAPDGNSVTRDTVVAGVNGVGTFPGPLITGKKGDNFQLTVNNQLSD
VAMLKSTSIHWHGFFQKGTNWADGPAFVNQCPIATGDSFLYNENVPDOQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGAFVVYDPNDPHAS
LYDVDDDTTIITLADWYHALAPTITGRAVSDSTLINGLGRVTGATSELAVISVEYGKRYRFRLVSISCDPNYVEFQIDGHKFE
TVIEADGVNTQPLAIDSLQIFAGQRYSLVMTADQRVGNYWIRANPSEFSATPGFTGGTNSAILRYVGANETEPTTSQDTSTA
PLVETSLVPLENPGVTGPASQRCVDCADEFNRNLKLGFTAPNFTINNVSFIPPNVPVLLOQILNGAQAASDLMPKGSIIELPA
GQTVQISLQIDATSAPSGPHPFHLHGHNFDVVRAAGQSDYNFDNPPRRDVVSTGTVGDNVTIRFFTDNAGPWEFLHCHIDWH
LEAGFAVVFAEDIGDVAAQNPVPDAWRNLCPKYETLTRTSKLFSRLLTRNHHAHVALQRPSSAAF

Secuencias LCC4:

>Pa Icc4 cds
ATGACGCGCATTCATCTCCTCGCGACGTTCGTGTCGCTCTCTATGTCGCTCCGGGCCCTTGCGGCCGTTGGACCCACCACC
ACTCTGGATATCGTCAATGTTCAGATGGCCCCAGATGGCTTCAACGTGACCCGCGACACTGTCGTCGCTGGCACCAACGGT
GCCGGGACCTTCCCTGGCCCGCTCATCACCGGCAACAAGGGTGACAACTTCCAGATCAACGTCAATAACCAGCTCTCAGAC
GTGGCCATGCTCAAGACGACGTCCATCCATTGGCACGGGTTGTTCCAGAAGGGCACTAACTGGGCCGATGGGGTGGCATTT
GTTACTCAATGCCCCATCGCCAGCGGCAACTCCTTCCTGTACAACTTTGACGTGCCCGACCAGGCCGGGACCTTCTGGTAC
CACTCCCACCTGTCTACCCAATACTGTGATGGATTGCGCGGCGCACTGGTTGTTTATGATCCGAATGACCCTCACGCAAGC
CTTTATGATGTGGACGATGACACGACTGTGATCACCCTCGCTGATTGGTATCACGCACTCGCTCCCACAATCGCTGTTGGT
GTGGCGGACTCGACACTGATCAACGGATTGGGTCGATACGGAGGCGCCGGTGGATCATCGTCTGACCTGGCGGTCGTCTCG
GTCACACAGGGCAAGCGCTACCGCTTCCGCCTGGTCTCGATCAGCTGTGACCCAAGCTTCACTTTCCAAATCGACCAACAC
AACTTCACCATCATCGAATCCGATGGCATAAACACGCAGCCGCTCGTCGTCGACCAGCTGCAGATCTTCGCCGCCCAGCGC
TACTCGCTCGTCCTCTCCGCCGACCAGCCCGTGGACAACTACTGGATCCGTGCGGACCCGAGCAACGGLCCCGCCGALCCGGGE
TTCGATGGCGGGATCAACAGCGCCATCCTGCGCTACGTTGGTGCTAACGAGACCGAACCGACCACGCCTCAGGACACCGCC
AGCGCTCCGCTTGTCGAGACCGACCTTGTGCCTCTGGAGAACCCCGGTGTCACCGGCGACGCGTCGACCCACTGCGTCGAC
TGCGCGGACGTCAACATCAACATGAAGCTCGACTTCAACCTGCATGGCGACTTCTTGTTCGACATCAACAACGTCAGCTTC
ATCCCACCGACGGTCCCCGTGCTGCTCCAGATCCTCAGCGGCGCGCAAGAAGCGACTTCGCTCCTGCCCAACGGCAGCGTG
TACTCCCTGCCCAAGAACAGCTCCATCCAGATCTCGCTTCCGGCAGGCACGACCGCCCCCGCCGCGGGCGGCCCGCALCCCe
TTCCACTTGCACGGCCACGCGTTCGACGTGATCCGCGCCGCGGGCCAGACGGACTACAACTTCGACACGCCGCCCCGGLGG
GACGTCGTCAGCACCGGAACAACCGGAGACAACGTGACCATCCGGTTCTTCACGGACAACTTCGGCCCCTGGTTCCTCCAC
TGCCACATCGACTGGCACCTCCAGGCCGGCTTCGCCGTCGTTTTTGCCGAAGACACGGGCGACGTCGCGGCGAACGTCGTG
CCTCCTTCCGCGTGGGACAGCCTGTGTCCGACTTACGATGCCCTCACCCCTGACGAACTCGGCGGCGAGACCTAA

>Pa lcc4 gen

ATGACGCGCATTCATCTCCTCGCGACGTTCGTGTCGCTCTCCATGTCGCTCCGGGCCCTTGCGGCCGTTGGTCCCACCACC
ACTCTGGATATCGTCAACGTTCAGATGGCCCCAGATGGCTTCAACGTAACCCGCGAGTAAGTTGCATTATCATCGGCAAAC
ATGGAGGGGGTCTGATATGTTGCTTTCAGTACTGTCGTCGCTGGCACCAACGGTGCCGGGACCTTCCCTGGCCCGCTCATC
ACCGGCAACAAGGGTGACAACTTCCAGATCAATGTCAACAACCAGCTCTCAGACGTGGCCATGCTCAAGACGACGTCCATC
GTATGTTACACGCGGTTCGATGACAATGTTTTCTCTAGTCTGACAATCGTGGACACGGTAGCATTGGCACGGGTTGTTCCA
GAAGGGCACTAACTGGGCCGACGGAGTGGCATTTGTTACTCAATGCCCCATCGCCAGCGGCAACTCCTTCCTGTACAACTT
CGACGTGCCCGACCAGGCCGGGACCTTCTGGTACCACTCCCATCTGTCTACTCAATACTGTGATGGATTGCGCGGTGCACT
GGTTGGTGAGTATCTCAAATTGGACACGTGTATATACATGTTGCTGACATCACTTGACAGTTTATGATCCGAATGACCCTC
ACGCAAGCCTTTATGATGTGGACGATGGTATGTGAATCGCTTCGATTTAAAATTAAAAACATGCCGATCTTCCTCTAGACA
CGACTGTGATCACCCTCGCTGACTGGTATCACGCACTCGCTCCCACAATCGCTGTTGGGTCCGTTCGATCTGTTTCATCAG
CGCTCTTCTTTATCTCATCAATTTCATTATTAGTGTGGCGGACTCGACACTGATCAACGGATTGTACGTCTATCTTCTTTC
TCTGCGAACGATGCTGTGGCTCATCCCGCTCGAAGGGGCCGATACGGAGGCGCTGGTGGATCATCGTCTGACCTCGCGGTC
GTCTCGGTCACACAGGGCAAGCGCTACCGCTTCCGCCTGGTAAGCCCAGTCCTCCCGCTACCGCCCAGGCTCAGGCAGCTA
ACGACCTGCAGGTCTCGATCAGCTGTGACCCAAGCTTCACTTTCCAAATCGACCAGCACAACTTCACCGTACGTACTGACC
CACCTCTTCACGAAACATCCTCGCTCATCGGACCTTTCGTGTGCCCACAGATCATCGAATCCGATGGCATAAACACGCAGC
CGCTCGTCGTCGACCAGCTGCAGATTTTCGCCGCCCAGCGCTACTCCCTCGTCCTCTCCGCCGACCAGCCCGTGGACAACT
ACTGGATCCGTGCGGACCCGAGCAACGGCCCGCCGACCGGGTTCGATGGCGGGATCAACAGCGCCATCCTGCGCTACGTCG
GTGCTAACGAGACCGAACCGACCACGCCTCAGGACACCGCCAGTGCTCCGCTCGTCGAGACCGATCTGGTGGTATGTTTTT
TCTCTCATCTCGTTGAACATGAAATGTTGATCGGTTTGCGATGTCAGCCTCTGGAGAACCCCGGTGTCACCGGCGACGCGT
CGACCCACTGCGTCGACTGCGCGGACGTCAACATCAACATGAAGCTCGACTTCGTACGTCCACCCTGTCCTCCACCCATCC
CTCATCGCCGTCTCTGACGCACCTCTCGCGCCAGAACCTGCACGGCGACTTCTTGTTCGACATTAACAACGTCAGCTTCAT
CCCTCCGACGGTCCCCGTGTTGCTCCAGATCCTCAGCGGCGCGCAAGAAGCGACTTCGCTCCTGCCCAACGGCAGCGTGTA
CTCCCTGCCCAAGAACAGCTCCATCCAGATCTCGCTTCCGGCAGGCACGACCGCCCCCGCCGCGGGCGGCCCGCACCCCTT
CCACTTGCACGGCGTACGTCTCCCTCTCTCCCCCTTCATCGATTTCGTGCGATACCGATACGCCTCTTACAGCACGCGTTC
GACGTGATCCGCGCCGCGGGCCAGACGGACTACAACTTCGACACGCCGCCCCGGCGGGACGTCGTCAGCACCGGAACAACC
GGAGACAACGTGACCGTAAGCTCTTCCTCCCCTATCCTTTCTTTCCACCGCTCTTCTCATCTTCATGCGTTCATGGTTTTT
ACCAGATCCGGTTCTTCACGGACAACTTCGGCCCCTGGTTCCTCCACTGCCACATCGACTGGCACCTCCAGGCCGGCTTCG
CCGTCGTCTTTGCGGAAGACACGGGCGACGTCGCGGCGAACGTCGTGCCTCCTTCCGCGTGGGACAGCCTGTGTCCGACTT
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ACGATGCCCTCACCCGTGAGTTTTTTTCTTCCGTTTCCTCTTCTTCCCGTTCGATATGGGTGGCTGACGGGATGCATTCGT
GCGTTTGCAGCTGACGAACTCGGCGGCGAGACCTAA

>Pa Icc4 prot
MTRIHLLATEVSLSMSLRALAAVGPTTTLDIVNVOMAPDGENVTRDTVVAGTNGAGTFPGPLITGNKGDNFQINVNNQLSD
VAMLKTTSTHWHGLFQKGTNWADGVAFVTQCPIASGNSFLYNEFDVPDQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGALVVYDPNDPHAS
LYDVDDDTTVITLADWYHALAPTIAVGVADSTLINGLGRYGGAGGSSSDLAVVSVTQGKRYRFRLVSISCDPSEFTEFQIDQH
NFTITESDGINTQPLVVDQLQIFAAQRYSLVLSADQPVDNYWIRADPSNGPPTGEFDGGINSAILRYVGANETEPTTPQDTA
SAPLVETDLVPLENPGVTGDASTHCVDCADVNINMKLDENLHGDFLEDINNVSFIPPTVPVLLOQILSGAQEATSLLPNGSV
YSLPKNSSIQISLPAGTTAPAAGGPHPFHLHGHAFDVIRAAGQTDYNEFDTPPRRDVVSTGTTGDNVTIRFFTDNFGPWELH
CHIDWHLOAGFAVVFAEDTGDVAANVVPPSAWDSLCPTYDALTPDELGGET

Secuencias LCC5:

>Pa Ilcch5 cds
ATGGTCTCTCGTTTGCAATCCTTGGTTCCCCTCGCTCTTGCCGTGCGAGGCGTTTTTGCCTCGATCGGCCCCGTCACCGAC
CTCAACATCCAGAGTGCCATCCTTAATCCGGATGGCTCGGTTCAGAGAGGTGCTGTTACCGCTGAGGGCGGCGCCGTTGGC
CCCCTCATTGTCGGCAACAAGGGCGATAACTTCCAGATCAACGTCGTCAACTCCTTGTCGAACAGCACCATGTTGTTGACC
ACTTCGATCCATTGGCACGGTATCTTCCAATCCGGCACTAACTGGGCAGACGGACCTGCAGGCGTCAACCAGTGCCCCATC
GCATCCGGCAACTCGTTCCTTTACGATTTCGACGTCCCCGATCAGGCGGGTACCTTCTGGTACCACTCCCACGACGGTACG
CAGTACTGCGACGGTCTCCGTGGACCGTTAGTCGTGTACGACCCTAGCGACCCGTACCTGGATGACTACGATGTCGATGAC
GATACCACGGTCATTACTCTATCAGACTGGTACCACGACGTTGCCCCCACCATTGCTTTCGGTACCTCCGATGCCACCCTC
ATCAACGGCTTGGGCCGTTACTTCGACGGCACCAACGTGAATGACGCCGACCTCGCGGTCATCAGCGTCGAGCAGGGCAAG
CGCTACCGCTTCCGTCTTGTTTCGATCTCTTGCGACCCCAACTTCACCTTCCAGATTGATCAGCACAACTTCACGATCATC
GAGGTCGACGGTGTCAACCACGAGCAGCTCACGGTCGACTCCCTAGTCATCTTCGCCGGCCAGCGCTACTCGGTCATCCTC
ACCGCTGACCAGGCCGTCGACAACTACTGGATCCGTGCCGACCCGAACAACGGTAACACCGGCACGGACTTGGGCCTTAAC
TCGGCCATCCTGCGCTACGTCGGTGCCAACGAGACCGAGCCCACTACGACACAGGACACCAGCGTCAACCCTCTCGTCGAG
AGCAGCCTTGTCCCCCTTGAGAACCCCGGTGTGACCGGCGGCGACGACACCAAGTGCGTTGACTGCGCCGACTACAACCTC
CACCTCGACTTCACCTTCAACGGAACTTTCTACACCAACGGATTCACCTGGACGACCCCCACCAGCCCGGTGCTCCTCCAG
ATTCTCAGCGGCGCGACGTCCGCTTCAGACCTCCTCCCCGCTGGCAGTCTCTACGCCCTCCCCGCCAACAGCTCCATCCAG
CTCTCCATGGCCGGTGGTGCCCTCGCCGGCAACCCCCACCCCTTCCATTTGCACGGCCACACCTTCGACGTCGTCCGCGCC
TCCGGCCAATCTGACTACAACTGGATCAACCCGCCCCGCCGCGATGTCGTCAGCACCGGCCAGACTGGCGACAACGTCACG
ATCCGCTTCGTCACTGACAACTTTGGCCCCTGGTTCCTCCATTGCCACATTGACTGGCATCTCGAGGCTGGCTTCGCCGTC
GTCCTCGTGGAGGACTCAGGCGACGTCTCGGCGAATGTCGCGGTTCCCGACTCGTGGAGTGATTTGTGCCCGACCTACAAC
GACCTCACCGCTGATGACCTTGGAGGCGAGGATTAG

>Pa 1lcc5 gen

ATGGTCTCTCGTTTGCAATCCTTGGTTCCCCTCGCCCTTGCCGTGCGAGGCGTTTTTGCCTCGATCGGCCCCGTCACCGAC
CTCAACATCCAGAGTGCCATCCTTAATCCGGATGGCTCGGTTCAGAGAGGGTCAGCGAACTCTCGATTGGTTATATTACAC
GGTTTATCTGACGATGTAACCTTGCAGTGCTGTTACCGCTGAGGGCGGCGCCGTTGGCCCCCTCATTGTCGGCAACAAGGT
AACTCCTTCCTCCGCGCTTTCCTCTTCGCTACTCACAATCGATCATAGGGCGATAACTTCCAGATCAACGTCGTCAACTCC
TTGTCGAACAGCACCATGTTGTTGACCACTTCGATCGTGAGTTGCCTGCATACGCTATGGAATTCGGCGGCTGATTGGCTT
CGAAGCATTGGCACGGTATCTTCCAATCCGGCACTAACTGGGCAGACGGACCTGCGGGCGTCAACCAGTGCCCCATCGCAT
CCGGCAATTCGTTCCTTTACGATTTCGACGTCCCCGATCAGGCGGGTACCTTCTGGTACCACTCCCACGACGGTACGCAGT
ACTGCGACGGGCTCCGTGGACCGTTAGTCGTGTACGACCCTAGCGACCCGTACCTGGATGACTACGATGTCGATGACGGTG
AGCTAGCTCGGCACTTACTATGTCGAAATCGTGCTCAATCATGTCGCGATCTCAGATACCACGGTCATTACTCTATCAGAC
TGGTACCACGACGTTGCCCCCACCATTGCTTTCGGGTGAATAGACACCTGCTTATGTTATGATTGTACCAACTAACTTTGC
AACAGTACCTCCGATGCCACCCTCATCAACGGCTTAGGCCGTTACTTCGACGGCACCAACGTGAATGACGCCGACCTCGCG
GTCATCAGCGTCGAGCAGGGCAAGCGCTACCGCTTCCGGTAAGATCAACCACTCAGCATGCCAGACATTTCAGCTGATCCC
TGTCCCCGCATAGTCTTGTTTCGATCTCTTGCGACCCCAACTTCACCTTCCAGATTGATCAGCACAACTTCACGGTTTGTC
ATGCGCTCGTCTCTGCCAGTCTTATTGGCTCATGTCGCTGCAGATCATCGAGGTCGACGGTGTCAACCACGAGCAGCTTAC
GGTCGACTCTCTTNNNNNNNNNNCCGGCCAGCGCTACTCGGTCATCCTCACCGCTGACCAGGCCGTCGACAACTACTGGAT
CCGTGCCGACCCGAACAACGGTAACACCGGCACGGACTTGGGCCTTAACTCGGCCATCCTGCGCTACGTCGGTGCCAACGA
GACCGAGCCCACTACGACACAGGACACCAGCGTCAACCCTCTCGTCGAGAGCAGCCTTGTCGTAAGCTCGCCTCACCCTTT
TCAGGGTCAACTCAAACTGATCGTTCTGTTCAGCCCCTTGAGAACCCCGGTGTGACCGGCGGCGACGACACCAAGTGCGTT
GACTGCGCCGACTACAACCTCCACCTCGACTTCACCTTCAACGGAACTTTCTACACCAACGGATTCAGTGAGAATTCACCT
CAATTCCAGTATCTTGCAGCACTGACCTCATGTCTATAGCCTGGACGACCCCCACCAGCCCGGTGCTCCTCCAGATTCTCA
GCGGCGCGACGTCCGCTTCAGACCTCCTCCCCGCTGGCAGTCTCTACGCCCTCCCCGCCAACAGCTCCATCCAGCTCTCCA
TGGCCGGTGGTGCCCTCGCCGGCAACCCCCACCCCTTCCATTTGCACGGCCACACCTTCGACGTCGTCCGTGCACCGGGCG
AGACCACCTACAACTGGGACAACCCGCCTCGCCGTGACGTCGTCAGCCTCGGCGACGACGCCGCTGACGGCATCACCAACA
ACGTCACCGTCCGGTTCACCACCGACAACAGCGGTCCCTGGTTCCTCCATTGCCACATCGATTGGCATCTGGGCACCGGCC
TCGCGATCGTCTTCGTTGAGGACTTCGCCGACGTCTCTAGCACTGAGTCCCCCAGCACTGCCTGGTCGGACCTCTGTCCCA
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CCTACGACAGCCTTACCGCTGCCGGTACGTGATTCATCTTCTCTCCTTCTTCTAAAACTTGTACTGACATCCGGTTAGAAA
TCGGTGGTATCAACTAA

>Pa Ilcc5 prot
MVSRLOSLVPLALAVRGVFASIGPVTDLNIQSAILNPDGSVQRGAVTAEGGAVGPLIVGNKGDNFQINVVNSLSNSTMLLT
TSIHWHGIFQSGTNWADGPAGVNQCPIASGNSFLYDFDVPDQAGTEFWYHSHDGTQYCDGLRGPLVVYDPSDPYLDDYDVDD
DTTVITLSDWYHDVAPTIAFGTSDATLINGLGRYEFDGTNVNDADLAVISVEQGKRYRFRLVSISCDPNFTFQIDQHNEFTIT
EVDGVNHEQLTVDSLVIFAGQRYSVILTADQAVDNYWIRADPNNGNTGTDLGLNSAILRYVGANETEPTTTODTSVNPLVE
SSLVPLENPGVTGGDDTKCVDCADYNLHLDEFTENGTEFYTNGEFTWTTPTSPVLLQILSGATSASDLLPAGSLYALPANSSIQ
LSMAGGALAGNPHPFHLHGHTEFDVVRASGQSDYNWINPPRRDVVSTGQTGDNVTIRFVTDNFGPWFLHCHIDWHLEAGFAV
VLVEDSGDVSANVAVPDSWSDLCPTYNDLTADDLGGED

Secuencias LCC6:

>Pa lcc6b cds
ATGGCCCGCTTCCAATCTCTTGCTGCCTTTGTGACTTTGTCCATGGCCCTTGGGGCTTTTGCCGCCACCGCTGGTCCAATC
GCTACCATCGACATCGTCAACCGCGAGCTTGCGCCTGATGGCTTCAACCGATCGACTGTTCTCGCAGGAACGGGTGGAGTT
GGGACATTCCCTGGTCCATTAATCACCGGTTTCAAGGGTTCGCACTTCCTGCTCAACGTCAACAACCAACTCGATGACACC
ACGATGCTGAAGTCTACCACGGTCCACTGGCACGGTCTTTTCCAGAAGGGTACCAACTGGGCCGACGGTCCGGCATTCGTC
AATCAGTGCCCGATTGCCAGCGGCAACTCGTTCTTGTACGACTTCACCGTTCCCGACCAGGCCGGCACGTTCTGGTACCAC
TCCCACTTGTCCACCCAGTACTGTGACGGTCTCCGCGGTGCACTTGTTGTCTACGACCCCCTTGACCCTTACAGGCTCCTC
TACGACATTGATGACGAGTCCACCGTCATCACGCTCGCAGACTGGTACCACGCCGTGGCCCCCACTATCGCGGTCGGTGTC
GCCGATTCGACGTTGATCAACGGACTGGGTCGCTACGCCGGAGGTCCCTCGTCCGACCTCGCCGTAATCAGCGTCATCAAA
GGACTGCGCTACAGGTTCCGCCTCGTCTCCATCAGCTGTGACCCCAACTTCACCTTCCAGATCGACGGTCACAACTTCACC
ATCATCGAAGTTGACGGTGTGAACCATGAGCCTCTCGAGGTCGACCAAGTTCAAATCTTTGCCGGTCAACGTTACTCCATC
ATCGTTAAAGCTGACCAGAAGATCGACAACTACTGGATCCGGGCGAACCCGAACAACGGCGCCGCGCAAGGCTTCGCCAAC
GGTATCAACTCCGCCATCCTGCGCTACGTCGGCGCGCCCGCCGTCGAGCCCACGACGACGCAGGACACCTCGACCGLGCCA
CTTGTCGAGACCGCCCTCGTCCCGCGCGAGAACCCGGGCGCGCCCATTCCGGCCTCCCAGCGGTGTGTCGACTGCGCGGAC
GTGAACATCAACCTCGCGCTCGACTTCAACCTCAACGGCGACTTCCTGTTCAACATCAACGGCGTGACCTACACCTCGCCC
ACCGTTCCGGTCCTACTCCAGATCCTTTCTGGCGCACAGTCCGCCACGGACTTGCTCCCCGCCGGCAGCGTCTACACGCTC
CCGAAGAACAGCACTATCCAGCTCACGCTCCCGGCCGGCACGACTGCCCCCGCCGCGGGCGGACCTCATCCCTTCCACTTG
CACGGTCACACCTTTGACGTCGTCCGCGCCTCCGGCCAAACCGACTACAACTGGATCAACCCGCCCCGTCGCGACGTCGTC
AGCACTGGAGTTGCGGGCGACAACGTCACTATTCGTTTCACCACCGACAACTACGGTCCCTGGTTCCTTCACTGCCACATC
GACTGGCATCTCGAGGCCGGCTTCGCCGTCGTCTTCGCTGAGGACACGGGTGACGTCTCCTCGAAGGTCTCAGTTCCCCAG
TCCTGGAGCGACCTGTGCCCCACCTACAATGCCCTCACTGCTGACCAGCTCGGCGGCGAGGACTAA

>Pa lcc6b gen

ATGGCCCGCTTCCAATCTCTTGCTGCCTTTGTGACTTTGTCCATGGCCCTTGGGGCTTTTGCCGCCACCGTTGGTCCAATC
GCTACCATCGACATCGTCAACCGCGAGCTTGCGCCTGATGGCTTCAACCGATCGTAAGATTCCGATGAAGACGCATTCGCA
GCGACTGACAGCCGCTGTAGGACTGTTCTCGCAGGAACGGGTGGAGTTGGGACATTCCCTGGTCCACTAGTCACCGGTTTC
AAGGTAAGGTGACTGACTTGGTAATGCTTGTCGCCTACCCTGATGCTTGTCCTCCAACAGGGTTCGCACTTCCTGCTCAAC
GTCAACAACCAACTCGATGACACCACGATGCTGAAGTCTACCACGGTCGTAAGCTTCCTGCTTTAGATTCGACAAACCGTC
TATTGATGATTCTCTTGCAGCACTGGCACGGTCTTTTCCAGAAGGGTACCAACTGGGCCGACGGTCCGGCATTCGTCAATC
AGTGCCCGATTGCCAGCGGCAACTCGTTCTTGTACGACTTCACCGTTCCCGACCAGGCCGGCacgttectggtaccactecce
acttgtccacccagtactgtgacggtctccgecggtgcacttgttggtcagtagecccggataagatccatatcgaacatcect
ggaattgacactgtggtgaacagtctacgacccccttgacccttacaggctcectctacgacattgatgacgagtccaccgt
catcacgctcgcagactggtaccacgccgtggecccccactatcgeggtecggtgtecgecgattecgacgttgatcaacGGACT
GTGAGTCGTGTCATCCCGCTGTTTCGCCCATCGCTGACCTTTTTCAATTCAGGGGTCGCTACGCCGGAGGTCCCTCGTCCG
ACCTCGCCGTAATCAGCGTCATCAAAGGACTGCGCTACAGGTTCCGCCTGGTCTCCATCAGCTGTGACCCCAACTTCACCT
TTCAGATCGATGGTCACAACTTCACCGTGCGTACACGTCCTGCTGAGATTCTCTCCGATTATATCTCATATTTCCGTCAGA
TCATCGAAGTTGACGGTGTCAACCATGAGCCCCTCGAGGTCGACCAAGTCCAAATCTTCGCCGGTCAACGTTACTCCGTCA
TCGTTAAAGCCGACCAGAAGATTGACAACTACTGGATCCGGGCGAACCCGAACAACGGCGCCGCGCAAGGCTTCGCCAACG
GTATCAACTCCGCCATCCTGCGCTACGTTGGCGCGCCCGCCGCCGAGCCCACGACGACGCAGGACACCTCGACCGLCGLCGE
TCGTCGAAACCGCCCTCGTCCCGCGCGAGAACCCGGGCGCGCCCATTCCGGCCTCCCAGCGGTGTGTCGACTGCGCGGACG
TGAACATCAACCTCGCGCTAGACTTCAACCTCAACGGCGACTTCCTGTTCAACATCAACGGCGTGACCTACACCTCGCCCA
CCGTTCCGGTGCTACTCCAGATCCTCTCTGGCGCGCAGTCCGCCACGGACTTGCTTCCCGCCGGCAGCGTCTACACGCTCC
CGAAGAACAGCACTATCCAGCTCACGCTTCCGGCCGGCACAACTGCCCCCGCCGCGGGCGGACCTCATCCCTTCCACTTGC
ACGGTGTACGTCTTTACCTTTCCCCCCTCGGTCTTACTCAAGTGCTCAATTCCTATCTGCTTTTCCAGCACACCTTTGACG
TCGTCCGTGCCTCCGGCCAAACCGACTACAACTGGATCAACCCGCCCCGTCGCGACGTCGTCAGCACTGGAGTTGCGGGCG
ACAACGTCACCGTAAGCACCGGCCGCCCACCCTGCTTTTCCTTCTCCCCCTGACCCTCGTGTCCCGCAGATTCGGTTCACC
ACCGACAACTACGGTCCCTGGTTCCTCCACTGCCACATCGACTGGCATCTCGAGGCCGGCTTCGCCGTCGTCTTCGCTGAG
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GACACGGGCGACGTCTCCTCGAAGGTCTCAGTTCCCCAGTCCTGGAGCAACCTGTGCCCCACCTACAATGCCCTTACTGGT
GAGCTATTCCCGTCACTTCGTTGTCAATAATGATGACTGACGTACTTGCAGCTGATCAACTTGGCGGCGAGGACTAA

>Pa 1lcc6 prot
MARFOSLAAFVTLSMALGAFAATAGPIATIDIVNRELAPDGENRSTVLAGTGGVGTFPGPLITGFKGSHEFLLNVNNQLDDT
TMLKSTTVHWHGLEFQKGTNWADGPAFVNQCPIASGNSFLYDFTVPDQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGALVVYDPLDPYRLL
YDIDDESTVITLADWYHAVAPTIAVGVADSTLINGLGRYAGGPSSDLAVISVIKGLRYRFRLVSISCDPNFTFQIDGHNET
ITEVDGVNHEPLEVDQVQIFAGQRYSITIVKADQKIDNYWIRANPNNGAAQGFANGINSATILRYVGAPAVEPTTTQDTSTAP
LVETALVPRENPGAPIPASQRCVDCADVNINLALDENLNGDFLENINGVTYTSPTVPVLLQILSGAQSATDLLPAGSVYTL
PKNSTIQLTLPAGTTAPAAGGPHPFHLHGHTFDVVRASGQTDYNWINPPRRDVVSTGVAGDNVTIRFTTDNYGPWFLHCHT
DWHLEAGFAVVFAEDTGDVSSKVSVPOQSWSDLCPTYNALTADQLGGED

Secuencias LCCY:

>Pa 1cc/ cds
ATGGGACGCTTTCAATCTTTCGCCGTCGCTGCGGTCTTGCTTTCGTTCGTTAGCAATTCTCTTGCAGGCATCGGCCCCATC
GCAACGATTCCTATCGTGAACCGGAACCTATCTCCTGATGGCTTCCAACGCTCAACTGTACTTGCCGGCGGTACCTTCCCT
GGGCCAACGGTCACGGGATTCAAGGGAAACGAGTTCAAGCTCAACGTCGTGAATCAACTGCAAGATGTCACCATGCTGAAG
TCGACCTCGATTCATTGGCATGGCTTCTTTCAGAAGCATACCAATTGGGCTGATGGCCCCGCATTCGTGAACCAGTGCCCG
ATTGCTACCGGCCATTCGTTCCTGTACGATTTCAAGGTTCCAGATCAAGCAGGAACGTTCTGGTACCATTCACATCTCTCT
ACGCAATATTGTGACGGACTGCGCGGCGCATTTGTGGTCTATGATCTCTTTGATCCGCACAGGCTTCTGTACGATATCGAC
GATGACAGCACCATAATCACACTCGCGGATTGGTACCATGCAGTTGCACCGACCATTGCAGTAGGCGTCGCGGATTCCACC
CTGATCAATGGACTTGGCCGCTATGCAGGTGGACCGTCATCCCCTCTTGCTGTCGTACATGTCATTAAGGGTCTCCGCTAC
CGTTTCCGCCTTGTTTCGATCTCATGCGACCCGAATTTCACGTTCCAGATCGACGGTCACAAGTTCACGATCATCGAAGTT
GACGGTGTCAATACACAACCCCTTGTGGTGGACCAAATCCAGATTTTCGCAGGCCAACGGTACTCGATTGTGATGAAGGCG
GATCAACCAATCAAAAACTACTGGATTCGCGCGAACCCCAACAACGGTGCAGCGCAAGGATTTGCCAACGGTATTAATAGC
GGTATCCTTCGCTATTTGGGTGCATTACCTCGTGAGCCCACGACCACGCAAGACACCCCTAAGGCTCCTCTTGTGGAGGCC
AACCTCGTTCCTTTGGAAAACCCCGGGGTTATAGGCCGCAAATGTGTTGATTGTGCGGATGTCAACTACAATCTGAAACTA
GACTTCAACCTGCACGGTGACTTCAAGTTCGACATCAATAACGTCACATTCGTGCCTCCGACTGTGCCTGTGTTGTTGCAA
ATTTTGAGCGGCGCACAGACCGCCAGCCAGTTACTACCGGCTGGAAGCATTTACCCGTTGCCGAAGAATTCGAGTATTCAG
CTATCGCTACCCGCAGGCACAACCGCGCCAGCTGCGGGCGGACCCCACCCTTTCCATCTTCATGGGCATAACTTTGAGGTC
GTGAGATCTGCCGGGCAAAGCACATACAACTTCGATAACCCTCCTCGTCGCGACGTCGTTAGCACCGGTGTATCTGGTGAC
AATGTTACTATTCGATTCTTCACAGACAATGCTGGTCCTTGGTTCTTGCATTGTCATATCGATTGGCATCTCGAGGCTGGC
TTTGCGGTAGTCATGGATGAAGCTCAAAGTGATGTCAAGGCGCAGGTTCCGGTTCCTGCTGCATGGAGCCAGCTTTGCCCC
ATCTACGACGCACTTAATCCCACACAGATTGGTGGCATCAACTAA

>Pa lcc7 gen

ATGGGACGCTTTCAATCTTTCGCCGTCGCTGCGGTCTTGCTTTCGTTCGTTAGCAATTCTCTTGCAGGCATCGGCCCCATC
GCAACGATTCCTATCGTGAACCGGAACCTATCTCCTGATGGCTTCCAACGCTCGTAAGTACAACGGCGACGACAAAAATGA
TGTATGTTCACAATGCCTCAGAACTGTACTTGCCGGCGGTACCTTCCCTGGGCCAACGGTCACGGGATTCAAGGTAGGGCA
TTTGGTACAACTATCGAATCGGCATGAATGAACGCCGTGCTAGGGAAACGAGTTCAAGCTCAACGTCGTGAATCAACTGCA
AGATGTCACCATGCTGAAGTCGACCTCGATTGTGAGTGATGATTTATCATCGCGTTTCACCGAGAAATTGATGCATTATCA
ACAGCATTGGCATGGCTTCTTTCAGAAGCATACCAATTGGGCTGATGGCCCCGCATTCGTGAACCAGTGCCCGATTGCTAC
CGGCCATTCGTTCCTGTACGATTTCAAGGTTCCAGATCAAGCAGGAACGTTCTGGTACCATTCACATCTCTCTACGCAATA
TTGTGACGGACTGCGCGGCGCATTTGTGGGCGAGTAGCACTTCTTCGCGGGCGTCGACATCGCCTGATCTCTATTATACAG
TCTATGATCTCTTTGATCCGCACAGGCTTCTGTACGATATCGACGATGGTAACAATCATCTGCTGTGCGCGATCTCTACTT
GCCCTCTGACATCCTTGAAGACAGCACCATAATCACACTCGCGGATTGGTACCATGCAGTTGGTGCGTCTTTGATTTATTG
CAGGTTATGGCTCTATGCTAACAAGCTTCCCATCTAGCACCGACCATTGCAGTAGGGTATGGCTACACATTCGAATATTGT
TTGACGTGTACTGATACAGCATAGCGTCGCGGATTCCACCCTGATCAATGGACTGTGGGTGATCTTGTTTCACGCAAAGTG
CGTACACTAATGCTCCGACCGAAGTGGCCGCTATGCAGGTGGACCGTCATCCCCTCTTGCTGTCGTACATGTCATTAAGGG
TCTCCGCTACCGTTTCCGCCTTGTGAGCACTAAGAAGCCTCATTCGCATTCCGACGTAGTAACATGCTATACCAGGTTTCG
ATCTCATGCGACCCGAATTTCACGTTCCAGATCGACGGTCACAAGTTCACGGTGCGTTACCTCAGTTTCTCAGTACAAACT
TAATTTTGACATTTTCCCCAGATCATCGAAGTTGACGGTGTCAATACACAACCCCTTGTGGTGGACCAAATCCAGATTTTC
GCAGGTAAATAAGCCATTGTCATTAGAAGCTTGAGGAAACATGCATCTGATTGGTACATACGTAGGCCAACGGTACTCGAT
TGTGATGAAGGCGGATCAACCAATCAAAAACTACTGTATGTGGTGTTTACATGTTGCTCAAGGACAAATATATTGACCATG
GATTCAAAAGGGATTCGCGCGAACCCCAACAACGGTGCAGCGCAAGGATTTGCCAACGGTATTAATAGCGGTATCCTTCGC
TATTTGGGTGCATTACCTCGTGAGCCCACGACCACGCAAGACACCCCTCAGGCTCCTCTTGTGGAGGCCAACCTCGTTGTA
CGAACAGCCAAATTTCTTCTCATTCACTCCTACTCACGCCATTTCAGCCTTTGGAAAACCCCGGGGTTATAGGCCGCAAAT
GTGTTGATTGTGCGGATGTCAACTACAATCTGAAACTAGACTTCGTGAGATCTCATTCACAATATTCTGACCATGCAATGC
TGACGCATGTTATGCATAGAACCTGCACGGTGACTTCAAGTTCGACATCAATAACGTCACATTCGTGCCTCCGACTGTGCC
TGTGTTGTTGCAAATTTTGAGCGGCGCACAGACCGCCAGCCAGTTACTACCGGCTGGAAGCATTTACCCGTTGCCGAAGAA
TTCGAGTATTCAGCTATCGCTACCCGCAGGCACAACCGCGCCAGCTGCGGGCGGACCCCACCCTTTCCATCTTCATGGGGT
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CAGTCGCAGTTCTCGTTGATCACTCCCAATACTCAATCCGTCTCCTAAACCTAGCATAACTTTGAGGTCGTGAGATCTGCC
GGGCAAAGCACATACAACTTCGATAACCCTCCTCGTCGCGACGTCGTTAGCACCGGTGTATCTGGTGACAATGTTGTAAGC
GCCCTGTACTTGTTGATAATTGTTCATCTCCTCAAGAAAAAACCCCCGCAGACTATTCGATTCTTCACAGACAATGCTGGT
CCTTGGTTCTTGCATTGTCATATCGATTGGTACGAGCGACATCCTCGGCGTGACGATGTGACGAGTCAATTCCCATTTCAG
GCATCTCGAGGCTGGCTTTGCGGTAGTCATGGATGAAGCTCAAAGTGATGTCAAGGCGCAGGTTCCGGTTCCTGGTATGCT
GATATTTGCATCGCGATATTCATCAACTGATTATTCTCGTCAGCTGCATGGAGCCAGCTTTGCCCCATCTACGACGCACTT
AATCGTAAGTACCCGACGCATGCATCACCAAACACAACTGATTGAGGTGTCACGCTCTTAGCCACACAGATTGGTGGCATC
AACTAA

>Pa Icc7 prot
MGREQSFAGAAVLLSFVSNSLAGIGPIATIPIVNRNLSPDGFQRSTVLAGGTFPGPTVTGFKGNEFKLNVVNQLQDVTMLK
STSIHWHGFFQKHTNWADGPAFVNQCPIATGHSFLYDFKVPDQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGAFVVYDLEFDPHRLLYDID
DDSTIITLADWYHAVAPTIAVGVADSTLINGLGRYAGGPSSPLAVVHVIKGLRYRFRLVSISCDPNEFTFQIDGHKFTIIEV
DGVNTQPLVVDQIQIFAGQRYSIVMKADQPIKNYWIRANPNNGAAQGFANGINSGILRYLGALPREPTTTQDTPKAPLVEA
NLVPLENPGVIGRKCVDCADVNYNLKLDENLHGDFKEFDINNVTEFVPPTVPVLLOILSGAQTASQLLPAGSIYPLPKNSSIQ
LSLPAGTTAPAAGGPHPFHLHGHNFEVVRSAGQSTYNFDNPPRRDVVSTGVSGDNVTIRFFTDNAGPWELHCHIDWHLEAG
FAVVMDEAQSDVKAQVPVPAAWSQLCPIYDALNPTQIGGIN

Secuencias LCCS8:

>Pa 1cc8 cds
ATGAAGCATTTCGAGTCCTTGCTCGCGTTCATCGTGCTGTCTCTCTCTTTTGCTACCTCCTCGCTTGCTGGCATCGGTCCT
ATCGCCAATTTGCCCATCGTCAACCAGGTCATCGCCCCCGATGGCTTCAACCGATCCACGGTCCTCGCCCGAGGTGTCTTC
CCTGGGCCACTCATTACCGGGCTCAAGGGCAGCGAGTTCAAGCTGAATGTTCAGAATCAGTTGACAGATATAACTATGTTG
AAGTCGACAAGCATCCACTGGCACGGTTTCTTCCAGAAAACCACGAACTGGGCCGATGGCCCTGCGTTTGTGAACCAGTGC
CCCATTGCGCCCGGCAACAACTTCCTATACGACTTCAAGGTCCCTGACCAAGCGGGCACGTTCTGGTATCACTCCCATTTA
TCGACTCAGTACTGCGATGGTCTCCGCGGCGCCTTTGTTGTGTATGACCTCTTGGACCCTCACCGACTTTTGTACGATATA
GACGACGATTCTACTGTCATCACTCTTGCGGACTGGTACCATGCCGTCGCTCCTACTATTGCCGTCGGCGTCGCCGACTCC
ACCCTCATCAATGGCCTTGGTCGCTATGCCGGTGGCCCGTCATCTCCCCTTGCGGTCGTCCACGTCGTATGGGGTCTCCGT
TACCGCTTCCGTCTGGTTTCCATTTCTTGCGACCCGAACTTCACCTTCCAAATTGACGGCCACAAGTTCACCATCATTGAA
GTCGACGGTGTCAACCATCAGCCGCTCGAGGTTGACTCGCTGCAGATCTTTGCGGGCCAACGTTATTCCATCGTGCTGAAC
GCTTATCAACCGATCAACAACTACTGGATTCGTGCGAATCCGAACAACGGCGCGGCTTCCGGTTTCGCCAACGGAATCAAC
AGCGCCATCCTGCGTTACCTTGGCGCGGGTGCCTCCGAGCCTACCACCACCCAGGACACTTCCACCTCGCCGCTCGTGGAA
GCTAACCTTGTACCACTGTCAAATCCCGGCGTCATTGGCCCGAAATGCGTTGACTGCGCCGATGTGAACTACAACCTGGCT
CTCGACTTCAACCTGAACGGAGACTTCAAATTCAACATCAACGGGGCGTCTTTCGTTCCGCCCACGGTTCCTGTCCTCCTG
CAGATCCTCAGCGGAGCCCAGACTGCCAGCCAGCTGTTGCCTCAGGGAAGCTTGTATGCCCTACCGAAGAACAGCAGCATC
CAGTTGTCGCTTCCCGCCGGCACCACAGCGCCACAGGCCGGCGGCCCTCATCCGTTCCACTTGCACGGTCACACGTTTGAG
GTCGTCCGTTCCGCTGGGCAAACTACGTACAACTTTGACAATCCTCCGCGCCGCGATGTCGTTAGCACCGGCGTGGCTGGT
GACAACGTGACCATCCGATTCTTCACGGACAACGTTGGCCCCTGGTTCCTCCACTGCCACATCGACTGGCATTTGGAAGCC
GGTTTTGCCGTTGTCTTCAGCGAAGATCAAGCAGACGTCCCCGCGCAGGTTCCTGTTCCTTCCGCCTGGAGTCAGCTTTGC
CCCATATATGACGCATTGACCCCCAATGACTTGGGCGGTATTAACTAA

>Pa 1cc8 gen

ATGAAGCACTTCGAGTCCTTGCTCGCGTCCATCGTGCTCTCTCTCTCTTTTGCTACCACCTCGCTTGCTGGCATCGGCCCT
ATCGCCAATTTGCCCATCGTCAACAAGGTCATCGCCCCCGATGGCTTCAACCGATCGTAAGTCTACTATGACTTCACCTAC
TTCCACGTATTCACACCCCATCAAGCACGGTCCTCGCCCGAGGTGTCTTCCCTGGGCCACTCATTACCGGGCTCAAGGTGG
GCATATCGAGTCCAGTGGTTGGATGTCCAGTCTGACAGTCAACGTTTCAGGGCAGCGAGTTCAAGCTGAATGTTCAGAATC
AGTTGACAGATATAACTATGTTGAAGTCGACAAGCATCGTAAGTACTAGCACCCCGAGCAACGCATATGTACTCATCGAGC
TCTTCATGCAGCACTGGCACGGTTTCTTCCAGAAAACCACGAACTGGGCCGATGGCCCTGCGTTTGTGAACCAGTGCCCCA
TTGCGCCCGGCAACAACTTCCTATACGACTTCAAGGTCCCTGACCAAGCGGGCACGTTCTGGTATCACTCCCATTTATCGA
CTCAGTACTGCGATGGTCTCCGCGGCGCCTTTGTCGGTGCGTCGGCTGATGGCACATATGTGTACTCTGTTTARAAACCTT
ATCCAGTGTATGACCTCTTGGACCCTCACCGACTTTTGTACGACATAGACGACGGTTAGTACTGTTTTAGGTTATATATGA
ACTCACAAAACTGACGACATATGACACGTAGATTCTACTGTCATCACTCTTGCGGACTGGTACCATGCCGTCGGTGAGTCA
TCGTCCATCCCTAGTAGCGACGCTTTCTGACGATATGCCATAGCTCCTACTATTGCCGTCGGGTGAGTTTCTTGGGGAAGC
TGATGGAATATCGAAAGTGACATTCGCGCAGCGTCGCCGACTCCACCCTCATCAATGGCCTGTGTGTATATCGCTGTCGTT
CCAGACTGTCTACTGATTCTGTCCTGCAGTGGTCGCTATGCCGGTGGCCCGTCATCTCCCCTTGCGGTCGTCCACGTCGTA
TGGGGCCTCCGTTACCGCTTCCGTCTGGTAAACGATACCTAACTCGGATCTACTAGTTCGCGACGTGACTGATAACTCTCT
GGACAGGTTTCCATTTCTTGCGACCCGAACTTCACCTTTCAAATTGACGGCCACAAGTTCACCGTAAGCCCTGCGAGTGTC
GATATTGGTTCATAACCTGAAGTCATGTATTAGATCATTGAAGTCGACGGTGTCAACCATCAGCCGCTCGAGGTTGACTCG
CTGCAGATCTTTGCGGGTGGGGTACTCACTGCTGGGTACTAAACGCATGCTAATACTCGACCGAAGGCCAACGTTATTCCA
TCGTGCTGCACGCTTATCAACCGATCAACAACTACTGTTAGTATTCAACCTCAGGTTTGCGCTGGCGTACTCAATGACTCT
CAGGGATTCGTGCGAATCCGAACAACGGCGCGGCTTCCGGTTTCGCCAATGGAATCAACAGCGCCATCCTGCGTTACCTTG
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GCGCGGGTGCCTCCGAGCCTACCACCACCCAGGACACTTCCACCTCGCCGCTCGTGGAAGCTAACCTTGTAGTATGTCGAA
TGCTTCTCACCTACATTGTAGTGTACTGATGTCTCGCTCAGCCACTGTCAAATCCCGGCGTCATTGGCCCGAAATGCGTTG
ACTGCGCCGATGTGAACTACAACCTGGCTCTCGACTTCGTAAGCAGCGTGCCCTTGTCCATGATGACGGGCGACAGGCTGA
TAACGTTTCCAGAACCTGAACGGAGACTTCAAATTCAACATCAACGGGGCGTCTTTCGTTCCGCCCACGGTTCCTGTCCTC
CTGCAGATCCTCAGCGGAGCCCAGACTGCCAGCCAGCTGCTGCCTCAGGGAAGCTTGTATGCCCTACCGAAGAACAGCAGC
ATCCAGTTGTCGCTTCCGGCCGGCACCACAGCGCCACAGGCCGGCGGCCCTCATCCGTTCCACTTGCACGGTGTAAGTGCC
GAAGTCCTTGATNNNNNNNNNNCCTCTCAGCACACGTTTGAGGTCGTCCGTTCCGCTGGGCAAACTACGTACAACTTTGAC
AATCCTCCGCGCCGCGATGTCGTTAGCACCGGCGTGGCTGGCGACAACGTGGTATGTAGTCAGTTCCCTATTCCTGACTCT
CGAATGTGACCTATTTGCCCAGACCATCCGATTCTTCACGGACAACGTTGGCCCTTGGTTCCTCCACTGCCACATCGACTG
GTAATTTCTCATCCCCGGTGCAACGTGGTTGGAACTCATCCAGTCGTTTGCCTTTAGGCATTTGGAAGCCGGTTTTGCCGT
TGTCTTCAGCGAAGATCAAGCAGACGTCCCCGCGCAGGTTCCTGTTCCTTGTAAGTCTCTGACCTAGCCCCCTCGGCACGC
GGGTGCTGACAGCCGATATCTAGCCGCCTGGAGTCAGCTTTGCCCCATATATGACGCATTGACCCGTGAGTTCCTGGCGCT
ATCAACACCCCTGTTGGACCATACTGACCCGATATTTCCGCAGCCAATGACTTGGGCGGTATTAACTAA

>Pa lcc8 prot
MKHFESLLXFIVLSLSFATSSLAGIGPIANLPIVNQVIAPDGFNRSTVLARGVFPGPLITGLKGSEFKLNVQNQLTDITML
KSTSIHWHGFFOKTTNWADGPAFVNQCPIAPGNNFLYDFKVPDOQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGAFVVYDLLDPHRLLYDI
DDDSTVITLADWYHAVAPTIAVGVADSTLINGLGRYAGGPSSPLAVVHVVWGLRYRFRLVSISCDPNEFTFQIDGHKFETIIE
VDGVNHQPLEVDSLOIFAGOQRYSIVLNAYQPINNYWIRANPNNGAASGFANGINSAILRYLGAGASEPTTTQDTSTSPLVE
ANLVPLSNPGVIGPKCVDCADVNYNLALDENLNGDFKENINGASEVPPTVPVLLOILSGAQTASQLLPOQGSLYALPKNSSI
QLSLPAGTTAPQAGGPHPFHLHGHTFEVVRSAGQTTYNEFDNPPRRDVVSTGVAGDNVTIRFFTDNVGPWEFLHCHIDWHLEA
GFAVVFSEDQADVPAQVPVPSAWSQLCPIYDALTPNDLGGIN

Secuencias LCC9:

>Pa 1cc9 cds
ATGCTCGGTTTTTTCACTTCCGTTTTGCTATGCCTGGCAACGTCGGCATCAGCTGCTACGCTATCCTCAAACCCCTCAAAG
GCGACCTCCACCGCGATCCTACAGGCGACGTCAACGATCACGGTGCAGAACAAGAAGCTAGCTCCTGACGGTTATTCTCGC
GACACGGTAGTGGCAAATGGGGTTTTCCCTGCCCCTCCCTTGATCGGTTACAAGGGAGGGAAGTTTGACCTCACCGTCAAG
AACCAGCTTTCGGACACGGCGATGGACCTCCCGACGAGTATCCACTGGCATGGGTTGTTCCAGAAGACGACGAACTATCAG
GACGGCGTAGACATGGTGACCCAGTGCCCTATCGTACCTGGCCATTCATACGAGTACAAGTTCAGCGTCCCGGACCAGGCT
GGTACATTCTGGTACCATTCGCATTACAAGACCCAGTACTGCGATGGTCTCCGTGGTCCTCTGATCATCTACGATACGAAC
GATCCACATGCGAGCTTGTACGACGTGGACGACTTGAACACGATCATCACATTAGCGGACTGGTACCACATTGTCTCGCCG
CTTGAGACTTTGGGCGCTGGCGCCGTGGCCTTCCCCGACGCCACTCTGATCAATGGCAAAGGTCGATCGCTCGAAACCCTC
GACGCGGACCTGGCTGTTATCACCGTGACGAAGGGCAAACGGTACCGAATGCGTTTGGTTTCTATCGCCTGCCACCCGAAT
TGGATATGGTCCATTGACTCACATACTATGACGGTCATCGAAGTGGACGGCATCAACGTCCAACCGTACACGGTTGATTCT
ATTCAGATCTATGCTGCCCAACGCTATTCGTTCATCCTGAATGCAAACCAACCCGTCGGAAACTACTGGATCCGCGCCTTG
AGCAACCTCAGCCCGCTTGGCACGATCGGCGGCCTCAACAGTGCCATCCTTCGCTACTCTGGTGCCCCCGCCGAGGAACCC
GCCACTTCCGACACCAGCTCGAACCGCCTCAATGAACAGGCCCTCAAGCCTCTTTCTGCTGCTGCCGCCCCCGGAAGCGCG
ACCAGGGACGGCGCCGACGTCAACATTAACCTAGACATCGAGATCGACCCGCTCACCCTGCACTTCACCGTCAATGGCTAC
GCGTACGAGCGACCTTCCGTGCCCGTCCTCCTCCAGATCCTTAATGGAGCCAACCCCTCCGAGCTTCTGCCCAAGGGAAGC
GTATACTACGTGCCGAAGAACAAGGTTATCCAAGTATCGTTCACGCAGCTTGTCGGCGCCGTCGGCGGTCCTCATCCGATG
CACTTGCACGGTCACCGCTTCTCGGTCATCCGCAGTGCGTCGAACTCGTCGTACAACTACGTCGATCCGCCTGTGCGAGAC
ACCGTGTCCGCCGGTACCGTTGGCGATCTAGTTACTATTCGCTTCACCACCGATAACCCGGGACCTTGGCTCCTGCATTGT
CACATTGATTGGCATTTCAACGCCGGGTTGGCCATAGTCTTTGCCGAGGATCCCGCAGACACTTCCAGTGCGGATGCGCCC
ACGACTCAATGGAATAACCTGTGTCCGGTATACGACAGCTACATCACGTCGTAA

>Pa 1cc9 gen

ATGCTCGGTTTTTTCACTTCCGTTTTGCTATGCCTGGCAACGTCGGCATCAGCTGCTACGCTATCCTCAAACCCCTCAAAG
GCGACCTCCACCGCGATCCTACAGGCGACGTCAACGATCACGGTGCAGAACAAGAAGCTAGCTCCTGATGGTTATTCTCGC
GAGTGAGTCGAATCCGCGCGACCGCGGTTTCTGTGGAGGCTCACGTCGGATCGCAGCACGGTAGTGGCARAATGGGGTTTTC
CCTGCCCCTCCCTTGATCGGTTACAAGGTGTGGCATGGTAGTTTGACGGAAAGGGATGTGGCTCACATCTTCCATAGGGAG
GGAAGTTTGACCTCACCGTCAAGAACCAGCTTTCGGACACGGCGATGGACCTCCCGACGAGTATCGTGAGCCGGATCAACT
CTATGTCAGCGCCATTCTCACTTGCTTCATTTGTAGCACTGGCATGGGTATGCATCGCGGCTATTCCTCGACTGTGCTTCA
GTTCTGACCCCTGCCTCAGGTTGTTCCAGAAGACGACGAACTATCAGGACGGCGTAGACATGGTGACCCAGTGCCCTATCG
TACCTGGTTCGTGCCTAGCGATTTCGTATCGTCGTTCCTGATCATCGTTGTCGTAGGCCATTCATACGAGTACAAGTTCAG
CGTCCCGGACCAGGCTGGTACATTCTGGTACCATTCGCATTACAAGACCCAGTACTGCGATGGTCTCCGTGGTCCTCTGGT
GAGTACCGTCCGTCGTTAGCCGTGACCGTCAGCCTCACACACCGACCACGTGTAGATCATCTACGATACGAACGATCCACA
TGCGAGCTTGTACGACGTGGACGACTGTGAGTACGGTACTTCGAACATCCCCCGCCAGGTATTGAACCCGCGTAGTGAACA
CGATCATCACATTAGCGGACTGGTGAGTTTCTTCAGTGCGTTCCGCGGGATCGGCGAAGTGACTAGAAATCACAGGTACCA
CATTGTCTCGCCGCTTGAGACTTTGGGCGCTGGCGCCGTGGCGTATGTTTTTTTCAGGATCCGGTATAGCAGGTCTCCTCA
TTCACCTTCCTAGCTTCCCCGACGCCACTCTGATCAATGGCAAAGGTCGATCGCTCGAAACCCTCGACGCGGACCTGGCTG
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TTATCACCGTGACGAAGGGCAAACGGTACGTGGAATTCGCCGGAGATGATGATCAGCGAGCAAATCTATCTTTGATCCAGG
TACCGAATGCGTTTGGTTTCTATCGTATGTTTGCGGTCACGTCATGATACGAGATAGTTGAACCCATATGTTCCAGGCCTG
CCACCCGAATTGGATATGGTCCATTGACTCACATACTATGACGGTCATCGAAGTGGACGGCATCAACGTCCAACCGTACAC
GGTTGATTCTATTCAGATCTATGCTGGTGAGTTGTCGAGTTGCCTTCCGAGATTAGTCATCTGAATAGACTGCCAGCCCAA
CGCTATTCGTTCATCGCATGTTTTCGTTCCCTGTCAACCGAGGGCTAAGCGAATCTGACGCCAAATCACAGCTGAATGCAA
ACCAACCCGTCGGAAACTACTGTACGAACATTTTTGCGTCTTTTATGCCATATTCGCTCATAGAGTCGCCCCAGGGATCCG
CGCCTTGAGCAACCTCAGCCCGCTTGGCACGATCGGCGGCCTCAACAGTGCCATCCTTCGCTACTCTGGTGCCCCCGCCGA
GGAACCCGCCACTTCCGACACCAGCTCGAACCGCCTCAATGAACAGGCCCTCAAGGTATGTCGCATCGATGACGCGGTTCG
CTAATAGTTCACTGTAACTCACCACCATTTCCAAAGCCTCTTTCTGCTGCTGCCGCCCCCGGAAGCGCGACCAGGGALCGGC
GCCGACGTCAACATTAACCTAGACATCGAGATCGACCCGCTCACCCTGCACTTCACCGTCAATGGCTACGCGTACGAGCGA
CCTTCCGTGCCCGTCCTCCTCCAGATCCTTAATGGAGCCAACCCCTCCGAGCTTCTGCCCAAGGGAAGCGTATACTACGTG
CCGAAGAACAAGGTTATCCAAGTATCGTTCACGCAGCTTGTCGGCGCCGTCGGCGGTCCTGTGAGTCTCTATCGTCCGATT
GATCCGCCATTCGGATGCTGATATACCCGCCGCGCAGCATCCGATGCACTTGCACGGTCACCGCTTCTCGGTCATCCGCAG
TGCGTCGAACTCGTCGTACAACTACGTCGATCCGCCTGTGCGAGACACCGTGTCCGCCGGTACCGTTGGCGATCTAGTTAC
TATTCGCTTCACCACCGATAACGTGCGTTCGTCTCTGCCACACGAAGGTGCCGTTGCTTATATCGTCTCCAGCCGGGACCT
TGGCTCCTGCATTGTCACATTGATTGGCATTTCAACGCCGGGTTGGCCATAGTACGTCTTCCCTTCCACTTTCACCGGCGT
CTACTCACATGCGCGTTGACAGGTCTTTGCCGAGGATCCCGCAGACACTTCCAGTGCGGATGCGCCCACGAGTACGCTTTC
ATATCATTCTCGAATTGACGAGATTCGCTCAACGATTGATCCTTGTTCAGCTCAATGGAATAACCTGTGTCCGGTATACGA
CAGCTACATCACGTCGTAA

>Pa 1cc9 prot
MLGEFTSVELCLATSASAATLSSNPSKATSTAILQATSTITVQNKKLAPDGYSRDTVVANGVFPAPPLIGYKGGKFDLTVK
NQLSDTAMDLPTSIHWHGLFQKTTNYQDGVDMVTQCPIVPGHSYEYKFSVPDQAGTEFWYHSHYKTQYCDGLRGPLIIYDTN
DPHASLYDVDDLNTIITLADWYHIVSPLETLGAGAVAFPDATLINGKGRSLETLDADLAVITVTKGKRYRMRLVSIACHPN
WIWSIDSHTMTVIEVDGINVQPYTVDSIQIYAAQRYSFILNANQPVGNYWIRALSNLSPLGTIGGLNSAILRYSGAPAEEP
ATSDTSSNRLNEQALKPLSAAAAPGSATRDGADVNINLDIEIDPLTLHFTVNGYAYERPSVPVLLQILNGANPSELLPKGS
VYYVPKNKVIQVSFTQLVGAVGGPHPMHLHGHRFSVIRSASNSSYNYVDPPVRDTVSAGTVGDLVTIRFTTDNPGPWLLHC
HIDWHENAGLAIVFAEDPADTSSADAPTTQWNNLCPVYDSYITS

Secuencias LCC10:

>Pa l1ccl0 cds
ATGXACTTGXACTCCATCCCAATGATCAACATCAGGCATACATTCCTTGTCATGGCTATAACGCTGCTGGCCTCCTTCAAG
GCCGCCGCAGCGTCGTTGCCTCCGAAGACCAACCTTCCGATTGTCAACCGCTTCATTGCCCCCGATGGTTTCAATCGATCG
ACAGTTTTAGCAGGAGGTGTTTTTCCTGGCCCCTTGATCGCGGCTAACAAAGGTGAAGAATTTGCCATCAATGTGCAAGAT
CAACTTCACGATTCAACGATGAACCAGACCACCAGTATACATTGGCATGGCATACAGCAGCGCGGTGGAACGAACTGGGCG
GATGGCCCAGCCTTCGTAACGCAATGCCCTATCGCACCTGGTCATTCGTTCCTCTACCAATTCAACAGTTTCGATCAGACA
GGGACATACTGGTATCACTCTCACGAGACCTTGCAGTACTGCGATGGCCTGAGAGGTCCCTTGGTCATTTATGACCCCAAC
GATCCCCAGAAACATTTGTACGATGTTGATGATGAATCGACCGTTATCACTCTCGCGGATTGGTACCATCAGGTTTCGCTT
CAAGTGCAGGGTCCCTTTAACGAGTCATCTACCCTGATCAACGGCAAGGGAAGGTTCGCTGGTGGCCCGAACGTCGACTTA
GCTGTCGTCAATGTTGAGAAGGGGAAACGGTACCGTTTCCGGCTGGTTTCAACCAGCTGCGAACCGGCATACAACTTCTCG
ATCAACGGTCATTCCATGACCATTATCGAAGCAGATGGCAACAGCGTAAATCCTGTTACTGTTGGCTCGCTGCAGATTTTC
CCCGGTCAACGATATTCTTTCGTACTTACGGCTAATCAACCCGTGGACAATTATTGGATCCGCGCTCAGCCCAATGTCGCC
ATGGACCCTAGTTTCAATAATGGCTTGAACAGTGCCATCTTGCGCTACGCCGGGGCGAAGAATGCAGAGCCAACCCAGGTC
CATCCCTCGCCGGGAGTACCACTTCTGGAAACGAATTTGCATCCTCTGCAAAATCCAGCTGCACCCCAAAATGCTCATGGG
GAAGCTGATGTTGTTGTCGACCTCAACTTCCAGTTCAACGCGACCTCCGGCCTTTTCTCAGTCAACAACGCATCCTTCCTC
CCGGTCCGACCGTTCGTGCCTGTTCTTCTGCAAATCCTTAGTGGGGCGAAGACCGCGCAGCAGCTCCTCCCTCTGGGCAGT
GTCATACCTTTGCCACGCAACAAAGTTATCCAGGTGTCCATGCCAGGGAAGAATGTGTTTTCAGCGGGAGGACCGCATCCC
CTCCATCTGCACGGACATGCGTTCTCCGTTATCCGAAGCGCTGGTAGCAACATAACCAACATCAAGAATCCAGTCAGGCGA
GACGTTGTCAGTATCGGCAATGACTCCGATGACGTTCTCATACGCTTCACGACTGATAACCCCGGCCCATGGATCCTACAC
TGTCACATCGACGACCACCTGAACCGCGGGTTCGCGGTCGTCTTCGCCGAGGACATCCCAGACATCCCGCAAGTTGATCAC
GTTCCACAATCTTGGAAGGATCTGTGTCCCATCTACGACGCGTTGCCGGATAGTCAATTGTAG

>Pa 1ccl0 gen

ATGAACTTGAACTCCATCCCAATGATCAACATCAGGCATACATTCCTTGTCATGGCTATAACGCTGCTGGCCTCCTTCAAG
GCCGCCGCAGCGTCGTTGCCTCCGAAGACCAACCTTCCGATTGTCAACCGCTTCATTGCCCCCGATGGTTTCAATCGATCG
ACAGTTTTAGCAGGAGGTGTTTTTCCTGGCCCCTTGATCGCGGCTAACAAAGTAAGATACATTTGAGAAATGCTTATCAAC
GTATCCATTATGCGTTTGAAGGGCGACGAATTTGCCATCAATGTGCAAGATCAACTTCACGATTCAACGATGAACCAGACC
ACCAGTATAGTGAGTCGATCTTACCTCTCGTAGAGAAGGAAATTTCAATGAAGTCCCATTCACAGCATTGGCATGGCATAC
AGCAGCGCGGTGGAACGAACTGGGCGGATGGCCCAGCCTTCGTAACGCAATGCCCTATCGCACCTGGTATGAAGGTCCGTC
TATGGCCTACCCGTTACTCAAGAGAATCCACAGGTCACTCGTTCCTCTACCAATTCAACAGTTTCGATCAGACAGGGACAT
ACTGGTATCACTCTCACGAGACCTTGCAGTACTGCGATGGCCTGAGAGGTGAGCAATCAGCACGGTATATGAACTCAGCTT
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TCTAGCTAAATGACTGCTATCAGGTCCCTTGGTCATTTATGACCCCAACGATCCCCAGAAACATTTGTACGATGTTGATGA
TGGTGAGCTTAGAAGTGATTACCCCTTCTCGCTGGCTTAACGACGTCACTGCAGAATCGACCGTTATCACTCTCGCGGATT
GGTGATTCATTCGAGATTAGCGAGTGATGATGAATCTCATCGTTATTTTCTCGTACAGGTACCATCAGGTTTCGCTTCAAG
TGCAGGGTCCCTTGTAAGCTCTGTTGCCGtgaagtggcgcgtatcgctcaccctttgttgtcatagtaacgagtcatctac
cctgatcaacggcaagggaaggttcgctggtggcccGAACGTCGACTTAGCTGTCGTCAATGTTGAGAAGGGGAAACGGTA
TAGGATCAGCACATTCAACGAATATCGGGTTGCTGAACGGCAACCTTCATAGGTACCGTTTCCGGCTGGTTTCAACCAGGT
AAGGGCGAGTTTACGCGAATGAACCATATCCTAAAAATCGTCACAGCTGCGAACCGGCATACAACTTCTCGATCAACGGTC
ATTCCATGACCGTGCGTGCATGCCAGACCTGCATTCACGACACGCCAGCTAACGATTCGTGGGATacttcagattatcgaa
gcagatggcaacagcgtaaatcctgttactgttggctcgectgcagattttccccggTAAGCTGTCGCTTCAGTCCCCCGCT
GCCGAGTATTGAATGATGTTCCGGTGCTCAGGTCAACGATATTCTTTCGTAGTGAGTATACCTTATGCATGATATAGGATA
ATGCCGATTACCAAACTACCGCCAGCTTACGGCTAATCAACCCGTGGACAATTATTGTACGCGAAATCTCTGGTCCATGAG
TTCATATCATCcaatcgagctcttagggatccgcgctcagecccaatgtcGCCATGGACCCTAGTTTCAATAATGGCTTGAA
CAGTGCCATCTTGCGTTACGCCGGGGCGAAGAATGCAGAGCCAACCCAGGTCCATCCCTCGCCGGGAGTACCACTTCTGGA
AACGAATTTGCATGTCAGTACGCTTCCTAATGCACTCACACTTTGCTAAGTCTACGCATAGCCTCTGCAAAATCCAGCTGC
AGtcggtatttattgttctcatagatatttgagctaacgttctcacagccccaaaatgctcatggggaagctgatgttgtt
gtcgacctcaacttccagttcaacgcggTATGTTACTCTTCTCTGCTCTGCAATTAGCCTGGTACTGAAGTGACACTCCAT
GCAATGCCTTGAAGACCTCCGGCATTTTCTCAGTCAACAACGCATCCTTCCTCCCGGTCCGACCGTTCGTGCCTGTTCTTC
TGCAAATCCTTAGTGGGGCGAAGACCGCGCAGCAGCTCCTCCCTCTGGGCAGTGTCATACCTTTGCCACGCAACAAAGTTA
TCCAGGTGTCCatgccagggaAGAATGTGTTTTCAGCGGGAGGACCGGTAGGTTTTCTATGCTCCACGAATTCGATGTCAT
TGCTGATCGACCGGGAAATAGCATCCCCTCCATCTGCACGGAGTAAGTGATCATGTCTCCAGAGAAACACGTGCTCAGAAT
AGATGCTGCGATAGCATGCGTTCTCCGTTATCCGAAGCGCTGGTAGCAACATAACcaacatcaagaatccagtcaggecgag
acgttgtcagtatcggcaatgactccgatgacgttctcatacgcttcacgactgtgagtgtgtttgaaacggacaaagttt
gcgactcataagccagcaggataaccccggcccatggatcctacactgtcacatcgacGACCACCTGAACCGCGGGTTCGC
GGTCGGTATGTGCCGTCCTTCCTATGACACGCAAAACCCTAATGACTGCATTGCACGACTCGCTAGTCTTCGCGGAGGACA
TCCCAGACATCCCGCAAGTTGATCACGTTCCACGTAAGTAACGTTTCGGTACCGCGAGCCAGTCCTCTGACACAACCTTTT
CTAGAATCTTGGAAGGATCTCTGTCCCATCTACGACGCGTTGCCGGATAGTCAATTGTAG

>Pa Iccl0O prot
MNLESIPMIEIRHTFLVMAITLLASFKAAAASLPPKTNLPIVNRFIAPDGFNRSTVLAGGVFPGPLIAANKGEEFAINVQD
QLHDSTMNQTTSIHWHGIQQRGGTNWADGPAFVTQCPIAPGHSFLYQFNSFDQTGTYWYHSHETLQYCDGLRGPLVIYDPN
DPOKHLYDVDDESTVITLADWYHQVSLQVQGPFNESSTLINGKGRFAGGPNVDLAVVNVEKGKRYRFRLVSTSCEPAYNES
INGHSMTIIEADGNSVNPVTVGSLOQIFPGQRYSFVLTANQPVDNYWIRAQPNVAMDPSENNGLNSAILRYAGAKNAEPTQV
HPSPGVPLLETNLHPLONPAAPQNAHGEADVVVDLNFQFNATSGLESVNNASFLPVRPFVPVLLQILSGAKTAQQLLPLGS
VIPLPRNKVIQVSMPGKNVFSAGGPHPLHLHGHAFSVIRSAGSNITNIKNPVRRDVVSIGNDSDDVLIRFTTDNPGPWILH
CHIDDHLNRGFAVVFAEDIPDIPQVDHVPOSWKDLCPIYDALPDSQL

Secuencias LCC11:

>Pa Iccll cds
ATGGCTGCTTTCCTTCCTTCAGCGCTTGCTATGCTTCTGACAGCCGGTGTATGTCTGGCTGCTCTACCACCCCAGACGAAT
TTGCCCATCGTGAACGCCGTCATCGCACCAGACGGCTACCCTCGTCCCGCAGTTCTTGCTGGAGGAACATTTCCAGGTCCC
CTCATTGCGGCGAGCAAGGGAGAAGAATTCGCTATCAATGTCCAGGACTACCTTCATGACCCAACAATGAACCGGACCACG
ACAGTACACTGGCATGGGATCAAGCAGCGAGATGGAACGGCCTACGCAGACGGGCCCGCATTTGTCACGCAATGCCCTATT
GCACCCAACCACTCGTTCCTATACAAGTTTAATCCACTACAGCAAACGGGCACTTACTGGTATCATTCGCATGAATCTTTG
CAGTACTGCGATGGACTTAGAGGACCGCTCGTCATTTACGATCCGAACGACCCTGCCAAGCATATGTACGACGTTGACGAT
GAATCCACGGTGATCACTCTATCGGACTGGTATCATAATGTCTCCAGCCAAACTCCGATTCCGTTCCGGGCTTGGTCTACC
TTAATCAACGGGAAAGGCAGATATCCTGAGGGACCCGACGTGAATCTAGCTACCATCAATGTGGAACACGGAAAACGATAC
CGGTTCCGTTTGGTGTCGATGAGTTGTGACCCAAACTTCAACTTCTCCATTGACGGCCACTCGATGACTATTATCGAAGTG
GATGGGAATAATGTACAGCCATTGGAAGTTGGCTCTCTCAATATTCTCGCTGCGCAGCGATACTCCTTTGTGCTAAATGCC
AACAAACGTGTCGACAACTACTGGATTCGCGCGCAACCTAATGACGCTATGTACGATGGATTTTTCAACGGGGTGAACAGC
GCCGTTCTGCATTACGTCGGCGCTAGCTCTGGCGAGCCCACCCAGAATGTCACGTCTCCGGGACCGTTCCTCTTAGAGACC
AATCTGCATCCACTTCATAATGCTGCTGCCCCGCAAAATGCCAAGGGGGAGGCCGACGTATACCTCAACCTTGCGTTCAAC
TTCACTGCAGGTCTTTTCACTGTGAACGGTGTTCCTTTCATACCACCTCCTGTCCCAGTTTTACTCCAGATATTGAAGGGA
GCAAAGACTGCTCACGAGATTGCACCGGTGGGAAGTGTGTACACATTGCCGCGGAATAAGGTTATACAGGTTTCGATGCCT
GGCGCGAACGTAGCTGCCATCGGCGGTCCTCATCCACTACATCTGCATGGTCACGCCTTCTCCGTTGTGAGGAGTGCCGGC
TCCGAGGAGTACAACTTCCATAACCCAGTTAAGCGTGATACTGTCAGCATCGGCGGGGCCAATGACAACGTCACGATCCGC
TTCGTTACCGATAATCCCGGACCGTGGTTCTTGCATTGTCACATTGATCCTCACCTGAATGCAGGGTTCGCAGTCGTGTTT
GCTGAAGATGTCCCGGATATTCCATCGACCGATCGAACAACGGAATCCTGGCGCGACTTGTGCCCCATCTTCGACTTGCTC
CCTCCAGGCGCAACTTAA
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>Pa lccll gen
ATGGCTGCTTTCCTTCCTTCAGCGCTTGCTATGCTTCTGACAGCCGGTGTATGTCTGGCTGCTCTACCACCCCAGACGAAT
TTGCCCATCGTGAACGCCGTCATCGCACCAGACGGCTACCCTCGTCCGTGAGTAAGCATTTTTCCGGGTGAACTTTCGCTA
CGTTGACTATCTTTGAAGCGCAGTTCTTGCTGGAGGAACATTTCCAGGTCCCCTCATTGCGGCGAGCAAGGTGTCCATAGC
ACGCATCTGGATTTGATCCACGCTGACGCAAATCAAGGGAGAAGAATTCGCTATCAATGTCCAGGACTACCTTCATGACCC
AACAATGAACCGGACCACGACAGTAGTATGTAATCAGACTCCAGAATGAATCAAACGTTCTTATTTCCGTCGTCGCATGGC
TAGCACTGGCATGGGATCAAGCAGCGAGATGGAACGGCCTACGCAGACGGGCCCGCATTTGTCACGCAATGCCCTATTGCA
CCCAGTCAGTCTTGATCAGCGACGTGTGAAATTTCTTCCCTCATTCGCTGTCATTTGTCGCAACCTAGACCACTCGTTCCT
ATACAAGTTTAATCCACTACAGCAAACGGGCACTTACTGGTATCATTCGCATGAATCTTTGCAGTACTGCGATGGACTTAG
AGGTCCGAAATATGCCCTTTACCAAATACTCATTCTCAGAAAACGATAGGACCGCTCGTCATTTACGATCCGAACGACCCT
GCCAAGCATATGTACGACGTTGACGATGGTGTGCAAATGAATTGAGCTTTTATTGTCTCACACTGACTCCCGGATACATCA
GAATCCACGGTGATCACTCTATCGGACTGGCTAGTACTATGACTGGGTGTCATAGAACACTGTTTTGACGTCAATCCACAG
GTATCATAATGTCTCCAGCCAAACTCCGATTCCGTTGTATGACCTTCACTCGAATGTCAACTGGCATTAATTGACATGTAC
TCGACTCATAGCCGGGCTTGGTCTACCTTAATCAACGGGAAAGGCAGATATCCTGAGGGACCCGACGTGAATCTAGCTACC
ATCAATGTGGAACACGGAAAACGGTATGCCAATGGGGCTCGATCATGCCCGCTACTCTGGTCTCATGTAAATCACAGATAC
CGGTTCCGTTTGGTGTCGATGAGGTCTGTACTTTGACATTGTTCCAGAGTCAATTGTATAAGTGGGTTAAATTACTGCCCT
CAGTTGTGACCCAAACTTCAACTTCTCCATTGACGGCCACTCGATGACTGTACGTCGCGGTAATATTCTACACGTGCACCA
TTGACTTGGTATATAGATTATCGAAGTGGATGGGAATAATGTACAGCCATTGGAAGTTGGCTCTCTCAATATTCTCGCTGG
TAAGTTTCACTGACCGTCTCAGATAATTGTCTCTCATATATCGTTATATAATCAGCGCAGCGATACTCCTTTGTGGTGCGC
ATCTATATCATATTATAGCGAAAAAGTAATTTCATAACTTATGCGTGAAGCTGAATGCCAACAAACGTGTCGACAACTACT
GTGAGAGAAATCATCTCTGTGTTTCAGTCAGCAGTCTGATGCTTTACTGCAGGGATTCGCGCGCAACCTAATGACGCTATG
TACGATGGATTTTTCAACGGGGTGAACAGCGCCGTTCTGCATTACGTCGGCGCTAGCTCTGGCGAGCCCACCCAGAATGTC
ACGTCTCCGGGACCGTTCCTCTTAGAGACCAATCTGCATGTATGGCAGTTTCTCCTATACCAGTTACGGTTTCATTGACAC
CACACCCAGCCACTTCATAATGCTGCTGCCGTGAGGGTGGTCTGTTCCTCACTTCAAACGACCCATTGACGTGACTTCACA
GCCGCAAAATGCCAAGGGGGAGGCCGACGTATACCTCAACCTTGCGTTCAACTTCGCAAGTCACATCTCCTGATCACACAC
ACACATCTGACATTTTCCCCCTTCTAGACTGCAGGTCTTTTCACTGTGAACGGTGTTCCTTTCATACCACctcctgtecca
gttttactccagatattgaagggagcaaagactgctcacgAGATTGCACCGGTGGGAAGTGTGTACACATTGCCGCGGAAT
AAGGTTATACAGGTTTCGATGCCTGGCGCGAACGTAGCTGCCATCGGCGGTCCTGTGAGTTGCACGCTTGGAACTATCGGC
TGTGATGCTTATCGATATCCGTAGCATCCACTACATCTGCATGGTGTATGGCCCATCCTTTTCTCAAGCATATACCGCTGA
CTGTGCTGTGACAGCACGCCTTCTCCGTTGTGAGGAGTGCCGGCTCCGAGGAGTACAACTTCCATAACCCAGTTAAGCGTG
ATACTGTCAGCATCGGCGGGGCCAATGACAACGTCACGATCCGCTTCGTTACCGTAAGGAAGCAGCTTCCTTTTCGCGGAT
ATACTGAACGCTCTTGCAGGATAATCCCGGACCGTGGTTCTTGCATTGTCACcattGATCCTCACCTGAATGCAGGGTTCGC
AGTCGGTATGGACTATCTTTGACGGTGTGGTCCGGCGCATTGAACATTTCGCATTAGTGTTTGCTGAAGATGTCCCGGATA
TTCCATCGACCGATCGAACAACGGGTATATACGTTTCTTCCATGGGAGCGCCGCTGGCACATTCTGACTCAACGAACTCAG
AATCCTGGCGCGACTTGTGCCCCATCTTCGACTTGCTCCCTCCAGGCGCAACTTAA

>Pa Iccll prot
MAAELPSALXMLLTAGVCLAALPPQTNLPIVNAVIAPDGYPRPAVLAGGTFPGPLIAASKGEEFAINVQDYLHDPTMNRTT
TVHWHGIKQRDGTAYADGPAFVTQCPIAPNHSFLYKFNPLOQOTGTYWYHSHESLQYCDGLRGPLVIYDPNDPAKHMYDVDD
ESTVITLSDWYHNVSSQTPIPFRAWSTLINGKGRYPEGPDVNLATINVEHGKRYRFRLVSMSCDPNEFNFSIDGHSMTIIEV
DGNNVQPLEVGSLNILAAQRYSFVLNANKRVDNYWIRAQPNDAMYDGFFNGVNSAVLHYVGASSGEPTQONVTSPGPFLLET
NLHPLHNAAAPQONAKGEADVYLNLAFNFTAGLFTVNGVPFIPPPVPVLLQILKGAKTAHEIAPVGSVYTLPRNKVIQVSMP
GANVAAIGGPHPLHLHGHAFSVVRSAGSEEYNFHNPVKRDTVSIGGANDNVTIRFVTDNPGPWFLHCHIDPHLNAGFAVVE
AEDVPDIPSTDRTTESWRDLCPIFDLLPPGAT

Secuencias LCC12:

>Pa lccl2 cds
ATGATAGATACAGCGCTGCTCGTTCTCTCTTTGTACGTTTGCTTAGTGCGATCCTCTACCGTGCATTACACCGCACGGGTC
GCGAATCACTTTCTCCAACCAGACGGCTTCAATCGAAGCGGTGTTTTGGTGAATGGACAGTTCCCTGCACCCTTGATCTCC
GCAACGAAAGGAGATCAGCTCTCTGTGAACGTGATGAACTCTTTGACGAACTCCAGCATGGAGTTAGGAACATCCATACAC
TGGCACGGAATACTTCAGCACCGTACGGCGTATGCAGACGGCGTAGCCTTCGTTACGCAGTGTCCCATTCGTCCCCAGACG
TCGTTCACGTACAACTTCGGGTTGACGAATCAAGCAGGCACTTTCTGGTATCACTCTCATATATCGTTGCAGTACTGCGAT
GGCCTTCGGGGACCTCTCGTGATCTACGATCCCGACGATCCACACCGTGCCCTTTACGACGTAGATGATGAGAGTACAATA
ATTACCATCGGCGATTGGTATCACCTTACGGCTACTTTGACAGCCGAATTGCTCCAACCTCCGGAAACGACAGTGATAAAT
GGCCTCGGACGGTATGCCGGTGGACCGCTGGTGCCTCTTTCAGTCGTCAACGTCCAGCACGGTACTCGCTATCGCTTCCGC
GTGTTGAACATCGCGTGCTTCCCCTTTTACACCTTTTCCATTGACGGGCACAAGCTCACCGTCATCGAAGCGGACGGAACC
TCGGTTCGGCCTGTGACCGTTGATTCTATCGATATCCATGCGGGGCAGCGTTACTCTGTTGTGGTTCACGCCAATCAGCCC
GTCTCGAATTACTGGATACGAGCAAATCCGAACCTGGGCACGCTGGGCTTCGATAATGGAACGAACTCAGCGATACTACGA
TACCATGGGAACAGGATCTGCGACCTCTGGTACCTTCATGGATCGGAGACAAGGTCGATGTCGCTCTCAACCTCGATATCG
AAGAGGCCGGAGAGTTCGGTAACTTCACCGTGA

152



>Pa lccl2 gen
ATGATAGATACAGCGCTGCTCGTTCTCTCTTTGTACGTTTGCTTAGTGCGATCCTCTACCGTGCATTACACCGCACGGGTC
GCGAATCACTTTCTCCAACCAGACGGCTTCAATCGAAGGTACGAACCTACTAATACTTTGTGGAACATGGAAGGCGAGTAG
GAACAGAGCTGAAGAGCAAATTTATAGCGGTGTTTTGGTGAATGGACAGTTCCCTGCACCCTTGATCTCCGCAACGAAAGG
AGATCAGCTCTCTGTGAGTGCAGAGTTAACTAAATGGAAAGAGCGCAGGCTCATTTCATCCAAGGTGAACGTGATGAACTC
TTTGACGAACTCCAGCATGGAGTTAGGAACATCCATAGTTAGTGTTTCTATTGCTTCTACTGAGTCCCTGGCCTATATCGC
TGAATCACTCGATAGCACTGGCACGGAATACTTCAGCACCGTACGGCGTATGCAGACGGCGTAGCCTTCGTTACGCAGTGT
CCCATTCGTCCCCAGACGTCGTTCACGTCAGTTTGATTATATTATGAGCAGAGCTACGTGTTGACCGCAGATATTTTTAGG
TACAACTTCGGGTTGACGAATCAAGCAGGGTACATATATCGTTCGAGCATCGCCATTCAGGGCTGACATACGTATCAGCAC
TTTCTGGTATCACTCTCATATATCGTTGCAGTACTGCGATGGCCTTCGGTAAGACCCATAACGGTAGCTTCAACTTTCCTC
GCGTGATTGACCGACATCGATGCAGGGGACCTCTCGTGATCTACGGTAAACTCGCTCAGGCTCCTGTGCTGCACTAATCAT
AGCTAATCCTATCGGAAGATCCCGACGATCCACACCGTGCCCTTTACGACGTAGATGATGGTGCGTCAGTATATTGGTTGG
CTAGGTCGGAGACTCACTACCTTGTGCATGTTAAGAGAGTACAATAATTACCATCGGCGATTGGTACAATCCCTATGCATG
GCAACTCACGGTCTAGGAGCCTGATGATATACCTTGTTTAGGTATCACCTTACGGCTACTTTGACAGCCGAATTGCTCCAG
TACGTGCGGCCCCCAAGGTCGTGCGATGTGGCTTACCCGCACTTGCAGACCTCCGGAAACGACAGTGATAAATGGCCTCGG
ACGGTATGCCGGTGGACCGCTGGTGCCTCTTTCAGTCGTCAACGTCCAGCACGGTACTCGCTATCGCTTCCGCGTGTTGAA
CATCGCGTGCTTCCCCTTTTACACCTTTTCCATTGACGGGCACAAGCTCACCGTCATCGAAGCGGACGGAACCTCGGTTCG
GCCTGTGACCGTTGATTCTATCGATATCCATGCGGGTGGGTCTGGCTGGCAATCAGTTGGATTGTGTTTGGTTCTGACCGT
TGAGAATAGGGCAGCGTTACTCTGTTGTGGTGAGGTTGTGCCATCGTTCGACGTACGATTCAATTACATACTCGTTCCAGG
TTCACGCCAATCAGCCCGTCTCGAATTACTGTGTGTCCAGGCAACGATCATGCCCCCAGATCCCGTACTAAGGCATTGACG
CAGGGATACGAGCAAATCCGAACCTGGGCACGCTGGGCTTCGATAATGGTATGCTTCAGTATGTAAAGCAACATATGAATA
CTCACGCAATGACACCGTAGGAACGAACTCAGCGATACTACGATACCATGGGGCAAGATCGGTCGATCCGGGTACCACCGC
AACCACGACTGATTTACTAAAAGAACAGGATCTGCGAGTGAGTACGGTATTTCTTGTCGCTCGCATAGTTCTAACGTTCAA
TCAGCCTCTGGTACCTTCATGGGTGGGTCGCCCTGGTACTGGCTCTCCTAAATGTTCTGACTCATTACATAGATCGGAGAC
AAGGTCGATGTCGCTCTCAACCTCGATATCGAAGAGGTGAAGAGGCCTCAGGTTCTAGTTGAATCATCGAGGGAGTACTGA
ACGAGCATCGTTTAGGCCGGAGAGTTCGGTAACTTCACCGTGA

>PA Iccl2 prot
MIDTALLVLSLYVCLVRSSTVHYTARVANHFLOPDGFNRSGVLVNGQFPAPLISATKGDQLSVNVMNSLTNSSMELGTSIH
WHGILQHRTAYADGVAFVTQCPIRPQTSFTYNFGLTNQAGTFWYHSHISLQYCDGLRGPLVIYDPDDPHRALYDVDDESTT
ITIGDWYHLTATLTAELLQPPETTVINGLGRYAGGPLVPLSVVNVQHGTRYRFRVLNIACFPEFYTFSIDGHKLTVIEADGT
SVRPVTVDSIDIHAGQRYSVVVHANQPVSNYWIRANPNLGTLGFDNGTNSAILRYHGNRICESETRSM

7.2.3.3 Secuencias de genes de referencia

Secuencias act (actina)

>Pa act cds
ATGEAGGXCGAGGTCGCTGCTCTCGTGATTGACAATGGTTCCGGAATGTGCAAGGCTGGCTTTGCTGGTGACGACGCACCT
CGTGCCGTCTTCCCCTCGATTGTCGGCCGTCCCCGTCATCAGGGTGTCATGGTCGGTATGGGTCAGAAGGACTCCTACGTC
GGCGACGAGGCTCAGTCCAAGCGTGGTATCCTCACGCTCAAGTACCCGATTGAGCACGGCATCGTCACCAACTGGGACGAC
ATGGAGAAGATCTGGCACCACACCTTCTACAACGAGTTGCGTGTCGCGCCGGAGGAACACCCCGTCCTCTTGACCGAGGCG
CCGCTCAACCCCAAGGCCAACCGAGAGAAGATGACCCAGATCATGTTCGAGACGTTCAACGCACCCGCGTTCTACGTCGCG
ATCCAGGCCGTGCTCTCCCTCTACGCGTCCGGTCGTACCACGGGTATCGTGCTCGACTCTGGTGACGGTGTTACCCACACC
GTGCCCATCTACGAGGGTTTCGCGCTCCCGCACGCCATCCTCCGTCTCGATCTTGCCGGCCGTGACCTCACGGACTTCCTG
ATCAAGAACCTCATGGAGCGTGGTTACCCCTTCACCACCACGGCCGAGCGTGAAATCGTCCGTGATATCAAGGAGAAGCTT
TGCTACGTCGCCCTCGACTTCGAGCAGGAGCTCCAGACTGCCGCGCAGTCCTCGGCGCTCGAGAAGAGCTACGAGCTTCCC
GACGGTCAGGTCATCACCATCGGCAACGAGCGGTTCCGTGCCCCCGAGGCGCTTTTCCAGCCCGCCTTCCTCGGTCTTGAG
GCTGCTGGTATCCACGAGACGACCTACAACTCGATCTTCAAGTGCGATCTCGATATCCGTCGCGACCTGTACGGCAACGTT
GTCCTGTCCGGTGGTACCACCATGTTCCCCGGTATCGCCGACCGTATGCAGAAGGAGCTCACCGCGCTCTCGCCGTCGAGC
ATGAAGGTCAAGATCGTCGCGCCCCCGGAGCGCAAGTACTCCGTGTGGATCGGTGGATCGATTCTCGCTTCGCTCTCGACA
TTCCAGAACCTGTGGTGCTCGAAGCAGGAGTACGACGAGTCCGGCCCGGCCATCGTCCACCGCAAGTGCTTCTAA

>Pa act gen

ATGGAGGACGAGGTCGCTGCTCTCGTACGTTGCGCGCGTCCTTGTTGTAGCGCGGTGTTGACGCCATGATGGCCAGGTGAT
TGACAATGGTTCCGGAATGTGCAAGGCTGGCTGTGAGTGTCTCAGATTATATATTCCCCCTTCAATGGTTGCTAACTCGGT
TTTCAGTTGCTGGTAGGTTTTTCGAAGGTAAATAGACGATGCCGACTCTGAGACCCTGCCCTAGGTGACGACGCACCTCGT
GCCGTCTTCCCGTAAGCCTCCTCATCGACGAATATTTGCTCATGCTAAACGTATACTAGCTCGATTGTCGGCCGTCCCCGT
CATCAGGGTGTCATGGTCGGTATGGGTCAGAAGGACTCCTACGTCGGGTACGTCGTAATGACTGCCCTCGGGCACGGCTGC
ACAGCATCTTGCTCATGGTATAACTCAGCGACGAGGCTCAGTCCAAGCGTGGTATCCTCACGCTCAAGTACCCGATTGAGC
ACGGCATCGTCACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGCACCACACCTTCTACAACGAGTTGCGTGTCGCGCCGGAGG
AACACCCCGTCCTCTTGACCGAGGCGCCGCTCAACCCCAAGGCCAACCGAGAGAAGATGACCCAGATCATGTTCGAGACGT
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TCAACGCACCCGCGTTCTACGTCGCGATCCAGGCCGTGCTCTCCCTCTATGCGTCCGGTCGTACCACGGGTATCGTGCTCG
ACTCTGGTGACGGTGTTACCCACACCGTGCCCATCTACGAGGGTTTCGCGCTCCCGCACGCCATCCTCCGTCTCGATCTTG
CCGGCCGTGACCTCACGGACTTCCTGATCAAGAACCTCATGGAGCGTGGTTACCCCTTCACCACCACGGCCGAGCGTGAAA
TCGTCCGTGATATCAAGGAGAAGCTTTGCTACGTCGCCCTCGACTTCGAGCAGGAGCTCCAGACTGCCGCGCAGTCCTCGG
CGCTCGAGAAGAGCTACGAGCTTCCCGATGGTCAGGTCATCACCATTGGTAACGAGCGGTTCCGTGCCCCCGAGGCGCTTT
TCCAGCCCGCCTTCCTCGGTCTTGAGGCTGCTGGTATCCACGAGACGACGTGAGTGGCTTTCCTCATACTACGAAGGTGCC
TCGCTGACGAGTTCTACCTCTAGCTACAACTCGATCTTCAAGTGCGATCTCGATATCCGTCGCGACCTGTACGGCAACGTT
GTCCTGTCCGGTGGTACCACCATGTTCCCCGGTATCGCCGACCGTATGCAGAAGGAGCTCACCGCGCTCTCGCCGTCGAGC
ATGAAGGTCAAGATCGTCGCGCCCCCGGAGCGCAAGTACTCCGTGTGGATCGGTGGATCGATTCTCGCTTCGCTCTCGACA
TTCCAGAACCTGTGGTGCTCGAAGCAGGAGTACGACGAGTCCGGCCCGGCCATCGTCCACCGCAAGTGCTTCTAA

>Pa_act i5 prot

MEDEVAALVIDNGSGMCKAGFAGDDAPRAVEFPSIVGRPRHQGVMVGMGQKDSYVGDEAQSKRGILTLKYPIEHGIVTNWDD
MEKIWHHTFYNELRVAPEEHPVLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNAPAFYVAIQAVLSLYASGRTTGIVLDSGDGVTHT
VPIYEGFALPHATILRLDLAGRDLTDFLIKNLMERGYPFTTTAEREIVRDIKEKLCYVALDFEQELQTAAQSSALEKSYELP
DGQVITIGNERFRAPEALFQPAFLGLEAAGIHETTYNSIFKCDLDIRRDLYGNVVLSGGTTMFPGIADRMOKELTALSPSS
MKVKIVAPPERKYSVWIGGSILASLSTFONLWCSKQEYDESGPAIVHRKC

Secuencias cyc (proteina de unién)

>Pa cyc cds
GTCGCCTGCATCCGCGATCCTTGGCTGGCTCAGGTAGCACCCGCGGTCCTCGACCTCCTCTTCAACCGCAACCTTGACGAT
GAGGATTATCCTACTGCTGGACTTGCCTCCAGAAACCCTTCTGCATATTTTATCCTATCTCGACCTCCCGGACTTGGCGAG
CTGCCTGCGCGTTTGCCACCTCCTGCGGGTCTTAGCAGCCGACCCGGTGCTACATCATTACAGAATACGCGTCGTCGCACC
CTCGCGCGTCGCCCACGCCCTCTTCGGGCAGACCCCGCCACGGCCGACGGTCGGCGAGCTCGTCGCGCGCGGCGTCATGCG
TGGACTGGGCATCGAGCGACGCTGGCGTGCAGGTCTTTACTTCTACACCCACCTGTCCGTCAAACAATACGAGTCCTCGCT
ACGCATCCAGCGCACGCACACCGAGAACCTGCTAACACACCATCTCCGCCGACTAGTGCTTGCGCCCACGCCCGCGCACTT
CCTGCGCTCCCTCCGCGTGCTGCCCGACCTCGAACGCGAGTACGCCTCACCCCGGCTCTCGCGTTCGCTCCTTCCCGTCGT
CCGCAAGCTCAAATGGAGCTTGAAACGCGACGCGCTATCCCAGCGGTTCAGAGACGCCGGCCGCGGTGGTCGCGGCGTCGL
CAAGTGGGTTGAGGGGAAGGGGCGCGGGCTCGTGTGCGAGAGCGAGCGAATACGGCTCGCGGTCTGCCCGGATGTGCGGAA
GATCGTATCTTTCTTCGAAGGACTCAACGCGCGGAACTAGCTTTCATGAATCATTGTACGAACGCTGTATGATACCACGAC
CTGCCACTACCCGTTGCCCGCTGTCACAATTCATTTATTCTATGCACGGACGCCAAATACATACTTTTTTTGCTCTACTTG
TAACCCTCAGATCGACTTCGCGACGCGTTGCTTCACTTTTTGCTCGAGCTCTTTGCTCCGCAGCAAGCACCAC

>Pa cyc gen
GTCGCCTGCATTCGCGATCCTTGACTGGCTCAGGTAGCACCCGCGGTCCTCGACCTCCTCTTCAACCGCAACCTTGACGAT
GAGGATTATCCTACTGCTGGACTTGCCTCCAGAAACCCTTCTGCATATTTGTATGTCTTTCCCTCATGCTGAGCCAAGCCC
CTAAACCTGAACGGTGCGAGCGCAGTATCCTATCTCGACCTCCCGGACTTGGCGAGCTGCCTGCGCGTTTGCCACCTCCTG
CGGGTCTTAGCAGCCGacccggtgctacatcattacagaatacgecgtcgtcgCACCCTCGCGCGTCGCCCACGCCCTCTTC
GGGCAGACCCCGCCACGGCCGACGGTCGGCGAGCTCGTCGCGCGCGGCGTCATGCGTGGACTGGGCATCGAGCGACGCTGG
CGTGCAGGTCTTTACTTCTACACCCACCTGGTAAGTACAGCACATCCCCAACGATCCCTCGCGCCTCGTCGCAACCGCAGT
CGCCGCGGCCGCAGCTCCGCTAATCGCATCTTTATCTCCGCTTCCGCTCGCAGTCCGTCAAACAATACGAGTCCTCGCTAC
GCATCCAGCGCACGCACACCGAGAACctgctaacacaccatctcecgeccgactagtgecttgecgeccacgececgegcacttece
tgcgctccecctececgegtgectgeccgacctcgaacgcgagtacgectcacceccggetectegegttegetecttececgtegtece
gcaagctcaaatggagcttgaaacgcgacgcgctatcCCAGCGGTTCAGAGACGCCGGCCGCGGTGGTCGCGGCGTCGCCA
AGTGGGTTGAGGGGAAGGGGCGCGGGCTCGTGTGCGAGAGCGAGCGAATACGGCTCGCGGTCTGCCCGGATGTGAGGAAGA
TCGTATCTTTCTTCGAAGGACTCAACGCGCGGAACTAGCTTTCATGAATCATTGTACGAACGCTGTATGATACCACGACCT
GCCACTACCCGTTGCCCGCTGTCACAATTCATTTATTCTATGCACGGACGCCAAATACATACTTTTTTTGCTCTACTTGTA
ACCCTCAGATCGACTTCGCGACGCGTTGCTTCACTTTTTGCTCGAGCTCTTTGCTCCGCAGCAAGCACCAC

>Pa _cyc il prot
MRIILLLDLPPETLLHILSYLDLPDLASCLRVCHLLRVLAADPVLHHYRIRVVAPSRVAHALFGQTPPRPTVGELVARGVM
RGLGIERRWRAGLYFYTHLSVKQYESSLRIQRTHTENLLTHHLRRLVLAPTPAHFLRSLRVLPDLEREYASPRLSRSLLPV
VRKLKWSLKRDALSQRFRDAGRGGRGVAKWVEGKGRGLVCESERIRLAVCPDVRKIVSFFEGLNARN

Secuencias cyt (citocromo ¢)

>Pa cyt cds

ATGCCTTTCGCTCAAGGTGACTCCGGCAAGGGCGCCAGCCTCTTCAAAACTCGTTGTGCTCAATGCCACACCGTCGGTGCG
GGTGAGGGCCACAAAGTCGGCCCCAACCTTCATGGTGTCTTTGGCCGCAAGACCGGCCAGGCTGAGGGTTTCTCTTACACT
GCCGCGAACGTCAACAAGGGCATTACCTGGTCCGAGCAGACCCTGTTCGAGTACCTCGAGAACCCCAAAAAGTACATACCC
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GGCACGAAGATGGCGTTCGCGGGCTTGAAGAAGGAGAAGGATCGTAACGACCTCATCACATGGTTGAAGGAGTCGACTGCA
TAG

>Pa cyt gen

ATGCCTTTCGCTCAAGGTACGTGCCCGTCATCCAGGATGCGTGCAATACAGAACCTGACCGCTTTTCTGCAGGTGACTCCG
GCAAGGGCGCCAGCCTCTTCAAAACTCGTTGTGCTCAATGCCACACCGTCGGTGCGGGTGAGGGCCACAAAGTCGGCCCCA
ACCTTCATGGGTGCGTAGAGCCTTCCGCTGCCACCTCATCGCGCGACGCTGATACCTCCGTGCAGTGTCTTTGGCCGCAAG
ACCGGCCAGGCTGAGGGTTTCTCTTACACTGCCGCGAACGTCAACAAGGGCATTACCTGGTCCGAGCAGACCCTGTTCGAG
TACCTCGAGAACCCCAAAAAGTACATACCCGGCACGAAGATGGCGTTCGCGGGCTTGAAGAAGGAGAAGGATCGTAACGAC
CTCATCACATGGTTGAAGGAGTCGGTGAGTGTCGCCCCCGTCTCGTTTGACCCAGACGTATCCGCTAAACGGATGATTCTT
AGACTGCATAG

>Pa cyt prot
MPFAQGDSGKGASLFKTRCAQCHTVGAGEGHKVGPNLHGVFGRKTGQAEGFSYTAANVNKGITWSEQTLFEYLENPKKYIP
GTKMAFAGLKKEKDRNDLITWLKESTA-

Secuencias gdpc (gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa)

>Pa gdpp cds
ATGGTTAAAGTCGGCATCAACGGTTTCGGTCGTATCGGCCGTATCGTCCTGCGCAATGCGCTCCTCCACGGCGACATCGAG
GTCGTGGCCGTCAACGACCCTTTCATCTCGCTCGACTACATGGTCTACATGTTCAAGTACGACTCCGTCCACGGTCGCTAC
AAGGGCACCGTCGAGCACAAGGACGGCAAGCTCTACGTCGAGGGCAAGCCCATCACCGTCTTCGCCGAGAAGGATCCCGCC
AACATCCAGTGGGGCTCTGCCGGCGCTGAGTACATCGTCGAGTCGACCGGTGTCTTCACCACCACCGAGAAGGCCTCTGCC
CACTTGAAGGGCGGCGCCAAGAAGGTCATCATCTCCGCGCCCTCGGCCGACGCGCCCATGTTCGTCTGCGGTGTCAACCTC
GACCAGTACGACTCGAAGTACACCGTCATCTCGAACGCGTCCTGCACGACCAACTGCCTCGCGCCGCTCGCCAAGGTCATC
CACGACAAGTTCGGCATCGCGGAGGGCCTCATGACCACCGTCCACGCCACGACCGCGACCCAGAAGACCGTCGACGGCCCG
TCGAACAAGGACTGGCGCGGCGGCCGTTCCGTCAACGGCAACATCATCCCCTCTTCCACCGGTGCCGCCAAGGCCGTCGGC
AAGGTCATCCCCAGCCTCAACGGCAAGCTCACTGGTATGGCCTTCCGTGTCCCGACCCTCGATGTTTCCGTTGTCGACCTC
GTCGTCCGCCTCGAGAAGGAGGCGTCCTACGACGAGATCAAGGCCGCCGTCAAGGAGGCCGCGACCGGCCCGCTCGCGGGE
ATCATCGACTACACCGAGGACTCGGTCGTCTCGACCGACTTCATCGGCTCGGACGCGTCCTCCATCTTCGACGCCTCGGCC
GGCATCGCGATCAGCAAGACCTTCGTCAAGCTCATCGCCTGGTACGACAACGAGTGGGGCTACTCTCGCCGTGTCTGCGAT
CTCCTCGCCTACGCGGCGAAGAAGGACGGCGCTCAGTAA

>pa gdpc gen
CAGGTTAAAGTCGGCATCAACGGGTACGTCCGGACCGTTTTTCCCGCCGGGAGTCGTTTGTGGATGATTGCTCACTGATAA
TCCTCTCATGTGCCATCCAACAGTTTCGGTGAGTTTCAATGGCTTCGATCGCGTTCCTTTCGTTCGTAGCTTACCGGCGGT
GTGCGATTCAGGTCGTATCGGCCGTATCGTCCTGCGCAATGCGCTCCTCCACGGCGACATCGAGGTCGTGGCCGTCAACGA
CCCCTTCATCTCGCTCGACTACATGGTCTACATGTTCAAGTACGACTCCGTCCACGGTCGCTACAAGGGCACCGTCGAGCA
CAAGGACGGCAAGCTCTACGTCGAGGGCAAGCCCATCACCGTCTTCGCCGAGAAGGATCCCGCCAACATCCAGTGGGGCTC
CGCCGGCGCTGAGTACATCGTCGAGTCGACCGGTGTCTTCACCACCACCGAGAAGTGCGTCTTTCTATCCATCGCCAAACG
TATCATATGCTGACGCTGACGCTCGCTATGCAGGGCCTCTGCCCACTTGAAGGGCGGCGCCAAGAAGGTCATCATCTCCGC
GCCCTCGGCCGACGCGCCCATGTTCGTCTGCGGTGTCAACCTCGACCAGTACGACTCGAAGTACACCGTCATCTCGAACGC
GTCCTGCACGACCAACTGCCTCGCGCCGCTCGCCAAGGTCATCCACGACAAGTTCGGCATCGCGGAGGGCCTCATGACCAC
CGTCCACGCCACGACCGCGACCCAGAAGACCGTCGACGGCCCGTCGAACAAGGACTGGCGCGGCGGCCGTTCCGTCAACGG
CAACATCATCCCCTCTTCCACCGGTGCCGCCAAGGCCGTCGGCAAGGTCATCCCCAGCCTCAACGGCAAGCTCACGTAAGC
ATATTATCCTCCCTCTTCATTCCTCCTGCGCACGCCACTTACGTTCGTCCCGCAGTGGTATGGCCTTCCGTGTCCCGACCC
TCGACGTTTCCGTCGTTGACCTCGTCGTCCGCCTCGAGAAGGAGGCGTCCTACGACGAGATCAAGGCCGCCGTCAAGGAGG
CCGCGACCGGCCCGCTCGCGGGCATCATCGACTACACCGAGGACTCGGTCGTCTCGACCGACTTCATCGGCTCGGACGCGT
CCTCcatcttcgacgcctcggecggcatecgecgatcagcaagaccttcgtcaagCTCATCGCCTGGTACGACAACGAGTGGG
GCTACTCTCGCCGTGTCTGCGATCTCCTCGCCTACGCGGCGAAGAAGGACGGCGCTCAGTAA

>Pa gdpp prot
MVKVGINGFGRIGRIVLRNALLHGDIEVVAVNDPFISLDYMVYMEFKYDSVHGRYKGTVEHKDGKLYVEGKPITVFAEKDPA
NIQWGSAGAEYIVESTGVFTTTEKASAHLKGGAKKVIISAPSADAPMEVCGVNLDQYDSKYTVISNASCTTNCLAPLAKVI
HDKFGIAEGLMTTVHATTATQKTVDGPSNKDWRGGRSVNGNIIPSSTGAAKAVGKVIPSLNGKLTGMAFRVPTLDVSVVDL
VVRLEKEASYDEIKAAVKEAATGPLAGIIDYTEDSVVSTDEFIGSDASSIFDASAGIAISKTEFVKLIAWYDNEWGYSRRVCD
LLAYAAKKDGAQ
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Secuencias lip (lipasa)

>Pa lip cds
ATGGATCAGATCTGGCTGTTGGGAGATTCACTGACTCAAGGCGGGTTCGAGATAGAGAACAAAGGCTTCGCTGCGCGCCTC
GCTCATGCGTATATCAGGAAGTTCGACGTAGTCAATCGCGGTCTATCTGGGTACAATACTACATGGGCGCTTCGGGTGTTC
AAGCAGATATGGCCTATTTCGTCGTCATCTGAGACCAAGATCCATCTACTTGCCATTTGGTATGGTGCCAATGACGCTGCG
ATTCCACCGAAGGCGCAACACGTTCCCATCGAGGAGTTCAAGGCCAACCTGACAGAATTGGTTGAACTGGTTCGCAATCCC
AAGAGCAACCATTACTCGCCTGCAACCAAGATCATCTTGATCACGCCTCCTCCGGTCAATACCCATCAATGGGGAGCATTT
CAAACCTCCAAGGTCCCGCCCCAGCCGCTCGATCGAGATTTTGAGATTACCAAAGCTTATGCCCAGGCCGTCCGAGACGTT
GGCGCTGTGCTGTCCGTCCCCGTGGCCGACGTGTGGACGCCCGTCTGGAAAGCAGCGGGCGAAAACGAGGAAGCGTTGAAG
GCATATCTTGTCGATGGATTACACTTGAATGCGGACGGTTATGACATCATTTACAGAACGTTGTTGGAAACTATCGCCGGC
AACTATCCCGAACTGAGCCCGGAGCGGTTGAGCCCGGTTTTCCCGTTCACGGATGAAATCGACCACAATGATCTCGATGGG
TCTCTGAAGGCGATGAATCCCTTCTTACTGCGACCGTGA

>Pa lip gen
cacagccggtcattatcctggtttgcggccatctecgtgaaggectttgtttctectttecgtecgcaagtcttcaccaATGGAT
CAGATCTGGCTGTTGGGCGATTCACTGACTCAAGGCGGGTTCGAGATAGAGAACAAAGGCTTCGCCGCGCGCCTCGCTCGT
CCGTATCCCGCTACTCGCCTCGAGATGACAGCAATGTTCAACGTCCTCGGGTGAAGATGCGTATATCAGGAAGTTCGACGT
AGTCAATCGCGGTCTATCTGGGTACAATACTACATGGGCGCTTCGGGTGTTCAAGCAGgtccgtgtecgattcactggecacyg
gtcatcgctaccgcaacaatgttccttgecgecttgecttcaagatctgagagtattcgagttgacgacctggattggatagAT
ATGGCCTATTTCGTCGTCATCTGAGACCAAGATCCATCTACTTGCCATTTGGTATGGTGCCAACGACGCTGCGATTCCACC
GAAGGCGCAACACGTTCCCATCGAGGAGTTCAAGGCCAACCTGACAGAATTGGTTGAACTGGTTCGCAgtgagttactgga
caaggctcgtttaggatgtactttgaacgatatctcgtgecgtgecgeccgectgcagATCCCAAGAGCAACCATTACTCGCCTG
CAACCAAGATCATCTTGATCACGCCTCCTCCGGTCAATACCCATCAATGGGGAGCATTTCAAACCTCCAAGGTCCCGCCCC
AGCCGCTCGATCGAGATTTTGAGATgtacgtggccgtgtttctctgacggcatacccagtcaacgcaacgtCGCCTAGTAC
GAAAGCTTATGCCCAGGCCGTCCGAGACGTTGCCGCTGTGCTGTCCGTCCCCGTGGCCGACGTGTGGACGCCCGTCTGGAA
AGCAGCGGGCGAAAACGAGGAAGCATTGAAGGCATATCTTGTCGATGGCTTACACTTGAATGCGGACGGTTATGACgtgag
tgttctgcatccgtcatgcatgactatcaaggctgacggcgatcctactctcagATCATTTACAGAACGTTGTTGGAAACT
ATCGCCGGCAACTATCCCGAACTGAGCCCGGAGCGGTTGAGCCCGGTTTTCCCGTTgtgagtgggttttatctecctectecat
gtttccgcgccgaacgactcgttaacagCACGGATGGAATCGACCACAATGACCTCGATGGGTCTCTGAAGGCGATGAATC
CCTTCTTACTGCGACCGTGAtagattaggtctagttgcgaacaacagagggtgaagtaaatcagccgcgtcaaacaacttt
ggacttgttatccgcgtgaaggctggacaacagattgtgaatcgtccacatggttctecgttcaa

>Pa lip prt
MDQIWLLGDSLTQGGFEIENKGFAARLAHAYTIRKEFDVVNRGLSGYNTTWALRVFKQIWPISSSSETKIHLLAIWYGANDAA
IPPKAQHVPIEEFKANLTELVELVRNPKSNHYSPATKIILITPPPVNTHOQWGAFQTSKVPPQPLDRDFEITKAYAQAVRDV
GAVLSVPVADVWTPVWKAAGENEEALKAYLVDGLHLNADGYDIIYRTLLETIAGNYPELSPERLSPVFPEFTDEIDHNDLDG
SLKAMNPFLLR

Secuencias pep (peptidasa)

>Pa pep cds

ATGTCTACCAGTACCATTACTACTACTACCGCCGCTCTCTGGCCCCGCCCGTACCCGCCCGCGCGCCGATCCGACCACGTC
GACGTGTACGACAGCGCGAAGGAAGGCAAGGTCCACGTCCCGGACCCTTATGAGTGGCTTGAGCACGACGGCCCGGAGACC
GAGGCGTGGACGACGGCGCAGGAGCGGTTTACGCGCGAGTTCTTGGACGCTATACCGGAGAGGAAGATCTTGGAGGACAAG
ATCAGGGAAAATATCAACTATGCGAAGTTCAGCGCACCCTCGTTGAAGAATGATGGGCGCTGGTATTGGTACTATAACAGT
GGGCTGCAGGCGCAGTACACCCTCTATCGCTCTCGCGACTCCACGCGTCCCGACTTCACGAAAAGCCCGGAAGCGGALCGLC
GATGTTTTCTTCGATGCCAACCTTCTTGCCGAGGACGGGACTGCGTCTCTTGGCTCAACCAGCTTCGCACCGTCCGGCGAA
TGCTGGGCGTACTCGGTGTCGCGATCAGGCAGCGATAGCGTGACCATATACGTCCGCCCGACCTCGTCCCCGTTTTTCTCC
GGGTCGCACGACGACGGCCGTCTACCGGATGAGCTCAAGTACATCAAGTTCTCGTCGATCACCTGGGATCTCAAATGCGAA
GGGTTCTTCTACCAGAGGTTCCCCCAGCGCGACACGCTGGAGCTCGCGCGAGAGGACAAGGTCGGGGCGGAGAGCGAGAAG
GACGAATACGCGAAGCTGTACTACCATCGCCTCGGCACGTTACAATCCGACGACCTACTCATCTTGAAGGATGACAACCAC
CCGCAATACCAGTGGAGCGCGCATGTAGCCGAAGTCGACCGACGGTACCTCGTCGTCACCGTCAGCGCGGATACCTCCCAG
AAAAATCTCCTGTGGATCTGTGACCTGGCGAACAACGAGATCGGGCCCGACATGAAGTGGTACAAGGTCGTGGACAAGTTT
GAGGCGTTGTACACCGTCATCGCCAATGAAGGGACCAAGTTCTACATTCACACGAACAAGGACGCCGACCAGTTCAAGCTC
ATCACCATCGACCTTGCCGACGAAAGCCGGGCTCAAACCGACCTCATCCCTGAGGACAAAGGCGCCTGTTTAGAGCAAGTC
ATGGCTGTGTCCAAGGACAGGCTAGCCGTCGTGTACAAACGAAACGTCAAGGATGAGGTGTACGTACACGAGCTCTCGTCG
GGGAAACAGCTCGCCCGCGTCGCGTCCGATTTCGTGGGGACGATGTCGCTCAGCGGTGACCGGCGCCATCCCTGGTTCTTC
GTCAACATGACGGGCTTCACCACGCCCGCCATCGTCGGGCAGTACGACTTTTCGGTGGAGGTGGAAGGGGAGCGGTGGGCG
ATACGGAGGCAGGCCGATGTGCAAGGGTTAAGGCCGGACGACTTTGTCGCAGAGCAGCGGTGGTATCCGAGCAAGGACGGG
ACGAAGGTGCCGATGTTTATCGTGCGTCATAAGGCGACCAAGCTGGACGGGACAGCCCCTGCGATACAGTACGGTTATGGC
GGTTTCGGGATCTCGGTCAACCCGTTTTGGAGCCCAGCGCTCCTCACCGTTATCGAGAGGTACGGCGGTGTGCTCGCGGTG
GCCAATATCCGAGGCGGAGGAGAGTTTGGCGAGGCCTGGCATCTGGCCGGTACCAAGGAACGCAAGCACAATTGCTTTGAC
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GACTTCATAGCAGCAACGGAATTCCTGGTAGAGAATAAATATGCGGCGCCTGGCAAAGTCGCCATCAATGGAGGCTCCAAC
GGAGGTTTACTCGTTGCTGCGTCAGCATTCCGAGCTCCTGAAGGGACGTTTGGCGCCGTCGTATCCGAAGTCGGCGTACAT
GACATGCTCAAGTTCTCGCAATTCACCATCGGCCATGCGTGGAGGTCGGACTATGGCGACCCACAAAAACCGGAGGATTTC
GATTTCATCAAGCCTATTTCTCCACTACACAACGTCCCAACGGATAAGATGCTTCCGCCTACGATACTGTTGACCGCCGAT
CACGATGACCGCGTCGTCCCACTACATAGTTTTAAGCTTGCAGCGACCCTTCAACACCTTCACCCGCAAAGCAAACATCCT
CTCCTCATCCGCATACAGAAGAAGGCAGGGCATGGCGCGGGCAAGTCTACGGAACAAGCCATCAAAGAAGCTGCCGATAAA
TGGGGCTTCGTAGTGCAGACGATGGATTTGTCCCCGAAGCCAGAGAAGGCAGCGCATTATTGA

>Pa pep gen
ATGTCTACCAGTACCATTACTACTACTACCGCCGCTCTCTGGCCCCGCCCGTACCCGCCCGCGCGCCGATCCGACCACGTC
GACGTGTACGACAGCGCGAAGGAAGGCAAGGTCCACGTCCCGGACCCTTATGAGTGGCTTGAGCACGACGGCCCGGAGACC
GAGGCGTGGACGACGGCGCAGGAGCGGTTTACGCGCGAGTTCTTGGACGCTATACCGGAGAGGAAGATCTTGGAGGACAAG
ATCAGGGAAAATATCAACTATGCGAAGGTACGTTTTATATGCACGTCGGCGGGCGTAAGAGGGATGACCTCCTCTTTTATC
CTCCGCCCCCCTAGTTCAGCGCACCCTCGTTGAAGAATGATGGGCGCTGGTATTGGTACTATAACAGGTGTCGTGCAATCA
TACCCCATCCGCTCTGAACATGGATTCTGACGATCGGAACAGTGGGCTGCAGGCGCAGTACAGTACGTCTGGTCATTCCTT
GAACATGGCCGGAGCGTAACGATGTATAAAAGCCCTCTATCGCTCTCGCGACTCCACGCGTCCCGACTTCACGAAAAGCCC
GGAAGCGGACGCCGATGTTTTCTTCGATGTCGGTCTTCATACTAACACTGCCCCCGGATGCTTCAATCTGATTTCTCCCCG
CCCGTGCTCCTGATAGGCCAACCTTCTTGCCGAGGACGGGACTGCGTCTCTTGGCTCAACTAGCTTCGCGCCATCCGGGAA
ATACTGGGCGTACTCGGTGTCGCGATCAGTGGGCTAGATATCATTTTTATCGCACAACGAGAAATGACATATGGCAATCCA
GGGCAGCGATAGCGTGACCATATACGTCCGCCCGACCTCGTCCCCGTTTTTCTCCGGGTCGCACGACGACGGCCGTCTACC
GGATGAGCTCAAGTACATCAAGTTCTCGTCGATCACCTGGGATCTCAAATGCGAAGGGTTCTTCTACCAGGTACTGTGACC
TTTTCATGTTCACCTTAGCCAGCCCACCCCCCCTCCTGATTGAGAATTCTTGGGTTTTGGTTCTGTAGAGGTTCCCCCAGC
GCGACACGCTGGAGCTCGCGCGAGAGGACAAGGTCGGGGCGGAGAGCGAGAAGGACGAATACGCGAAGCTGTACTACCATC
GCCTCGGCACGTTACAATGTCCGTTTGTCCGCACCGTCTGGTGCGCGCAGAGAGCTCACACGGCCGCATTTGTTATCGGTT
AGCCGACGACCTACTCATCTTGAAGGATGACAACCACCCGCAATACCAGTGGAGCGCGCATGTAGCCGAAGTCGACCGACG
GTACCTCGTCGTCACCGTCAGCGCGGATACCTCCCAGGTTAGCGTTCGATTCTACCTCTTCCCAGTCTTTCCGGCTATCAT
CGCCTTCTGAGGGCACCTGATCATTCCTATTCCTGACAGAAAAATCTCCTGTGGATCTGTGACCTGGCGAACAACGAGATC
GGGCCCGACATGAAGTGGTACAAGGTCGTGGACAAGTTTGAGGCGTTGTACACCGTGTAAGCGGCGCGATTATGCACGCGA
GTCACTTTCGCGTGCGCTGATCGCTGCTTCCAGCATCGCCAATGAAGGGACCAAGTTCTACATTCACACGAACAAGGACGC
CGACCAGTTCAAGCTCATCACNNNNNNNNNNCCCTGAGGACAAAGGCGCCTGTTTAGAGCAAGTCATGGCTGTGTCCAAGG
ACAGGCTAGCCGTCGTGTACAAACGAAACGTCAAGGATGAGGTGTACGTACACGAGCTCTCGTCGGGGAAACAGCTCGCCC
GCGTCGCGTCCGATTTCGTGGGGACGATGTCGCTCAGCGGTGACCGGCGCCATCCCTGGTTCTTCGTCAACATGACGGGCT
TCACCACGCCCGCCATCGTCGGGCAGTACGACTTTTCGGTGGAGGTGGAAGGGGAGCGGTGGGCGATACGGAGGCAGGCCG
ATGTGCAAGGGTTAAGGCCGGACGACTTTGTCGCAGAGCAGCGGTGGTATCCGAGCAAGGACGGGACGAAGGTGCCGATGT
TTATCGTGCGTCATAAGGCGACCAAGCTGGACGGGACAGCCCCTGCGATACAGTACGGTGCGGATATATGCGTTCGATGCC
TAGCACGATGCTCACTATGATGTTTGGGGTTTAGGTTATGGCGGTTTCGGGATCTCGGTCAACCCGTTTTGGAGCCCAGCG
CTCCTCACCGTTATCGAGAGGTACGGCGGTGTGCTCGCGGTGGCCAATATCCGAGGCGGAGGAGAGTTTGGCGAGGCCTGG
CATCTGGCCGGTACCAAGGAACGCAAGGTCGGTCAGGACTCAAAGTCGTTGACTGGACTCAGCACTGACAAGTCCCTTGCC
GTCCTAGCACAATTGCTTTGACGACTTCATAGCAGCAACGTGAGCATCCTCATTGCACCCAGAAGCATGCCTTTCTGACGT
TTGTTCCAGGGAATTCCTGGTAGAGAATAAATATGCGGCGCCTGGCAAAGTCGCCATCAATGGAGGCTCCAACGGAGGTAT
GGCGCTTTCCGTCGGTAAAGATAGCCTTTCCTAACGATTCACGACCGCCGTCAGGTTTACTCGTTGCTGCGTCAGCATTCC
GAGCTCCTGAAGGGACGTTTGGCGCCGTCGTATCCGAAGTCGGCGTACATGACATGCTCAAGGCGAGTTCCTCTGCACCTA
CATGTCCCGCCTCGCTGACGAACCCGATTCTAGTTCTCGCAATTCACCATCGGTAATTCAAACTCTGTCTCTCATGCCTGG
CGTTCGTCGCTGATGTGCTGAGGTTAGGCCATGCGTGGAGGTCGGACTATGGCGACCCACAAAAACCGGAGGATTTCGATT
TCATCAAGCCTATTTCTCCACTACACAACGTCCCAACGGATAAGATGCTTCCGCCTACGATACTGTTGACCGCCGATCGTG
AGTGCCCGCGGTCTGCTATACGCGCCCGTATCCACTGAAAATGCGTGAATGCTCTCACAGACGATGACCGCGTCGTCCCAC
TACATAGTTTTAAGCTTGCAGCGACCCTTCAACACCTTCACCCGCAAAGCAAACATCCTCTCCTCATCCGCATACAGAAGA
AGGCAGGGCATGGCGCGGGCAAGTCTACGGAACAAGCGTGAGTTAACCTAAGTCTTCCGCTTCATTTCGATGTCTGAGAAA
TCCATGTCATAGCATCAAAGAAGCTGCCGATAAATGGGGCTTCGTAGTGCAGACGATGGATTTGTCCCCGAAGCCAGAGAA
GGCAGCGCATTATTGA

>Pa pep prot
MSTSTITTTTAALWPRPYPPARRSDHVDVYDSAKEGKVHVPDPYEWLEHDGPETEAWTTAQERFTREFLDAIPERKILEDK
IRENINYAKFSAPSLKNDGRWYWYYNSGLQAQYTLYRSRDSTRPDFTKSPEADADVEFFDANLLAEDGTASLGSTSFAPSGE
CWAYSVSRSGSDSVTIYVRPTSSPFFSGSHDDGRLPDELKYIKFSSITWDLKCEGEFFYQRFPOQRDTLELAREDKVGAESEK
DEYAKLYYHRLGTLQSDDLLILKDDNHPQYQWSAHVAEVDRRYLVVTVSADTSQKNLLWICDLANNEIGPDMKWYKVVDKE
EALYTVIANEGTKEFYIHTNKDADQFKLITIDLADESRAQTDLIPEDKGACLEQVMAVSKDRLAVVYKRNVKDEVYVHELSS
GKQLARVASDFVGTMSLSGDRRHPWFEVNMTGFTTPAIVGQYDFSVEVEGERWAIRRQADVQGLRPDDEFVAEQRWYPSKDG
TKVPMFIVRHKATKLDGTAPAIQYGYGGFGISVNPFWSPALLTVIERYGGVLAVANIRGGGEFGEAWHLAGTKERKHNCED
DFIAATEFLVENKYAAPGKVAINGGSNGGLLVAASAFRAPEGTFGAVVSEVGVHDMLKEFSQFTIGHAWRSDYGDPQKPEDF
DFIKPISPLHNVPTDKMLPPTILLTADHDDRVVPLHSFKLAATLQHLHPQSKHPLLIRIQKKAGHGAGKSTEQAIKEAADK
WGEVVQTMDLSPKPEKAAHY
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Secuencias phos (metiltioadenosina fosforilasa)

>Pa phos cds
ATGTCGTCTGATCAAGTCCAAATCGGTGTCATCGGGGGCAGCGGGTTGTACCATCTCGACAACCTCACCTTCATAAAACAC
GTCAATCCAGAGACGCCCTGGGGCTTACCATCATCCCCGATCAGCATCTGCTCTCTACCCTCGGGCGCTCGCGTTGCCTTC
CTCGCACGCCACGGAACTGGCCACAGCATCAACCCCTCCACAGTTCCCGCCCGCGCGAACATCGCAGCGCTCAAGTCGCTC
GGCGCACACACTGTCCTCGCCTTCTCCGCCGTCGGCTCGCTCCGGGAGGARAATCGCACCGGGCGACTTTGTCCTGCCCACG
CAGATCGTCGACCGCACGAAGGGCGTCCGCCCCGTGAGCTTCTTCGAAGGCACGAGCGTCGTCGCCCACGCCGCGTTCGGL
GACCCGTTCTCGACCAAGCTCGTACAGTGGCTCGAGCGCGAGGTGGCGAAGGCGCTGGAAGGCCGTGGTGTCAAGTTGCAC
AAAGAGAAGACAATCGTTTGCATGGAAGGCCCACAGTTCTCGACCAGGGCGGAGAGCATCCTTTACAGGAACTGGGGATGC
GACATCATCAATATGAGTGTGCTCCCCGAGGCGAAACTCGCTCGGGAGGCCGAATTGTCATACGCTCTGATTGCCACGGCA
ACCGACTACGACGCTTGGCGCCCACACGAAGAGACGGTTACCGCCGCTGAGGTATTCAAGACGCTGAAGACCAATGCCGAA
ACCTCTCGTCACGTCGCTGCCACTATATTAGAGGACCTCCATGCCGCAGACTTCCTCAAAGACGAGGTCGGATCGATGAAG
TTCTCCATCATGCCTCGCAGCGAGGCGCAAAAGGATGAAGATCGGGAGAAGCTGGCATACGTGCTACCCGACTACTTCAGC
TAA

>Pa phos gen
ATGECGTCEGATCAAGGTATGTCAAACACCACAAGTCTCAAGTTCATCGAATCTGAATGTCATATTCAGTCCAAATCGGTG
TCATCGGGGGCAGCGGGTTGTACCATCTCGACAACCTCACCTTCATGTAAGAACTCGTTGTCGCGGGCGAGCACGGCCTGA
ACGAATACTTCATCAGAAAACACGTCAATCCAGAGACGGTACGTCGCTTACGTGTCCCTCTCGCTCAGACCCTCCTCATTG
ACCTTCGCCAACCCAGCCCTGGGGCTTACCATCATCCCCGATCAGCATCTGCTCTCTACCCTCGGGCGCTCGCGTTGCCTT
CCTCGCACGCCACGGAACTGGCCACAGCATCAACCCCTCCACAGTTCCCGCCCGCGCGAACATCGCAGCGCTCAAGTCGCT
CGGCGCTCACACCGTCCTCGCCTTCTCCGCCGTCGGCTCGCTCCGGGAGGAGATCGCACCGGGTGACTTCGTCCTGCCCAC
GCAGATCGTCGACCGCACGAAGGGCGTCCGCCCCGTGAGCTTCTTCGAAGGCACGAGCGTCGTCGCCCACGCCGCGTTCGG
TGACCCGTTTTCGACCAAGCTCGTACAGTGGCTCGAGCGCGAGGTGGCGAAGGCGCTGGAAGGCCGTGGTGTCAAGTTGCA
CAAAGAGAAGACAATCGTTTGCATGGAAGGCCCACAGTTCTCGACCAGGGCGGAGAGCATCCTTTACAGGAACTGGGGATG
CGACATCATCAACATGAGTGTGCTCCCTGAGGCGAAACTCGCTCGGGAGGCCGAATTGTCGTACGTTTTGTCATTGAACCC
CTTCCATACGTTAGTTGATCTGGCGATCGCACAGATACGCTCTGATTGCCACGGCAACCGACTACGACGCTTGGCGCCCAC
ACGAAGAGACGGTTACCGCCGCTGAGGTATTCAAGACGCTGAAGACCAATGCCGAAACCTCTCGTCACGTCGCTGCCACTA
TATTAGAGGTAGATCGACACCCCCTTTGCGCGTTTGTCGATAATGTTGATATCCCGCCTAGGACCTCCATGCCGCAGACTT
CCTCAAAGACGAGGTCGGATCGATGAAGTTCTCCATCATGCCTCGCAGCGAGGCGCAAAAGGATGAAGATCGGGAGAAGCT
GGCATACGTGCTACCCGACTACTTCAGCTAA

>Pa phos prot
MSSDQVQIGVIGGSGLYHLDNLTFIKHVNPETPWGLPSSPISICSLPSGARVAFLARHGTGHSINPSTVPARANIAALKSL
GAHTVLAFSAVGSLREEIAPGDEVLPTQIVDRTKGVRPVSFFEGTSVVAHAAFGDPFSTKLVQWLEREVAKALEGRGVKLH
KEKTIVCMEGPQFSTRAESILYRNWGCDIINMSVLPEAKLAREAELSYALIATATDYDAWRPHEETVTAAEVEFKTLKTNAE
TSRHVAATILEDLHAADFLKDEVGSMKFSIMPRSEAQKDEDREKLAYVLPDYFS

Secuencias sarl (proteina de union a GTP)

>Pa sarl cds
ATGTGGATTGTCAACTGGTTCTGGGACGTTCTCGCTCAGCTGGGTTTGACCCACAAGAATGCCAAGATTCTCTTCTTGGGT
TTGGATAACGCTGGAAAGACGACTCTTCTGCACATGTTGAAGAACGACCGATTGGCGACCCTACAGCCGACGCTTCACCCG
ACGTCCGAGGAGCTGGCCATCGGTAACGTCAAGTTCACCACTTATGACCTCGGTGGCCATCAACAGGCTCGTCGCCTCTGG
CGCGACTACTTCCCTGAAGTCGATGGTATCATCTTCCTCGTTGACAGTGCAGACTTCGAGCGTTTCCCGGAATCGAAGGCG
GAACTCGACTCCCTGCTTTCCATCGAACAGCTCGCGAAGGTGCCTTTCCTGATCCTCGGAAACAAGATCGACGCGCCGGGC
GCCGTGAGTGAGGATGAGCTCCGTCACCAGCTCGGTCTGTACCAGACCACCGGAAAGGGCAAGGTCCCTCTCAACGATATC
CGACCCATCGAGATTTTCATGTGCTCTGTCGTCATGCGCCAGGGCTACGGTGAAGGTTTCCGTTGGCTTTCGCAATACCTC
TAA

>Pa_sarlc_gen

ATGTGGATGTCAACTGGTTCTGGGACGTTCTCGCTCAGCTGGgtacgctgtecttttacgttcgecggecggaacaggtegttyg
agagagcctagGTTTGACCCACAAGAATGCCAAGATTCTCTTCTTGGGTTTGGATAACGCTGGAAAGACGgtgagecgcage
atcaacggggttgcaccgggtcctcattgaaaagtgtagACTCTTCTGCACATGTTGAAGAACGACCGATTGGCGACCCTG
CAGCCGACGCTTCACCCGAgttagtccgttcgcaacgcacgagtgecgcecttcaaccgtgectcaatcaaatactgcagCGTCC
GAGGAGCTGGCCATCGGTAACGTCAAGTTCACCACTTATGACCTCGGTGGCCATCAACAGGgtgtgtatttectegtegtgt
cgcgtgcgactgcgctaaaatgecgectgcagCTCGTCGCCTCTGGCGCGACTACTTCCCTGAAGTCGATGGTATCATCTTC
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CTCGTTGACAGTGCAGACTTCGAGCGTTTCCCGGAATCGAAGGCGGAACTCGACTCCCTGCTTTCCATCGAACAGCTCGCG
AAGGTGCCTTTCCTGATCCTCGGAAACAAGATCGACGCGCCGGGCGCCGTGAGTGAGGATGAGCTCCGTCACCAGCTCGGT
CTGTACCAGACCACCGGAAAggtacgtgttttcgacgtctcgcataggaacgtgtttcagagectatcacagGGCAAGGTCC
CTCTCAACGATATCCGACCCATCGAGATTTTCATGTGCTCTGTCGTCATGCGCCAGGGCTACGGTGAAGgttagtttecege
ttgctcagccgtttgggcttegttttacgecgaccacgcagGTTTCCGTTGGCTTTCGCAATACCTCTAA

>Pa sarl prt
MWIVNWEWDVLAQLGLTHKNAKILFLGLDNAGKTTLLHMLKNDRLATLOPTLHPTSEELAIGNVKFTTYDLGGHQQARRLW
RDYFPEVDGIIFLVDSADFERFPESKAELDSLLSIEQLAKVPFLILGNKIDAPGAVSEDELRHQLGLYQTTGKGKVPLNDI
RPIEIFMCSVVMROGYGEGFRWLSQYL
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7.3.4 Alineamientos de secuencias mnpB1, B2 y F

PamnpB2_cds
PamnpB2_gen
PamnpB1_cds
PamnpB1_gen

Prim.cons.

PamnpB2_cds
PamnpB2_gen
PamnpB1_cds
PamnpB1_gen

Prim.cons.

PamnpB2_cds
PamnpB2_gen
PamnpB1_cds
PamnpB1_gen

Prim.cons.

PamnpB2_cds
PamnpB2_gen
PamnpB1_cds
PamnpB1_gen

Prim.cons.

PamnpB2_cds
PamnpB2_gen
PamnpB1_cds
PamnpB1_gen

Prim.cons.

PamnpB2_cds
PamnpB2_gen
PamnpB1_cds
PamnpB1_gen

Prim.cons.

PamnpB2_cds
PamnpB2_gen
PamnpB1_cds
PamnpB1_gen

Prim.cons.

PamnpB2_cds
PamnpB2_gen
PamnpB1_cds
PamnpB1_gen

Prim.cons.

PamnpB2_cds
PamnpB2_gen
PamnpB1_cds
PamnpB1_gen

Prim.cons.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150

| | | | | | | | | | | | | | |
ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTGACCTTCGTCGCTCTTGCCGCTGTTGCGCGCTCTGTGCCCACCGCCATCTGCCCCGACGGCACCCGGGTCAGCAACAGGGCATGCTGCGCGTTCATCCCACTTGCCAAGGATCTCCAGGAGACCATCTTC
ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTGACCTTCGTCGCTCTTGCCGCTGTTGCGCGCTCTGTGCCCACCGCCATCTGCCCCGACGGCACCCGGGTCAGCAACAGGGCATGCTGCGCGTTCATCCCACTTGCCAAGGATCTCCAGGAGACCATATTC
ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTCGCCTTCGTCGCTCTCGCCGCCGTTGCGCGCTCTGCACCTACCGCGGTCTGCCCGGACGGCACCCGCGTCAGCAACGCGGCCTGCTGCGCGTTCATCCCGCTCGCCCAGGATCTCCAGGAGACCATCTTC
ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTCGCCTTCGTCGCTCTCGCCGCCGTTGCGCGCTCTGCACCTACCGCGGTCTGCCCGGACGGCACCCGCGTCAGCAACGCGGCCTGCTGCGCGTTCATCCCGCTCGCCCAGGATCTCCAGGAGACCATCTTC

A Ak RRERE RRERREE Hkk HE Ak E s

ATGGCTTTCGCGTCCCTCCT22CCTTCGTCGCTCT2GCCGC2GTTGCGCGCTCTG22CC2ACCGC22TCTGCCC2GACGGCACCCG2GTCAGCAAC22GGC2TGCTGCGCGTTCATCCC2CT2GCC2AGGATCTCCAGGAGACCATCTTC

160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

| | | | | | | | | | | | | | |
CAAAACGAGTGTGGCGAAGATG === === === o= oo oo oo oo oooooooooooooooooooooe CTCATGAGGTCATCCGGCTGACCTTCCACGACGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGCCCCAGGGCCG
CAAAACGAGTGTGGCGAAGATGGTAAGCGCATTTGCTCGTTGCTGATCTT - TGATTCATGGGCTCACGTCGTTTTCACTAGCTCATGAGGTCATCCGGCTGACCTTCCACGACGCCATCGCCATCTCCCAGAGTCAGGGCCCCAGGGCCG
CAAAATGAGTGCGGCGAAGATG CCCACGAGGTCATCCGTTTGACCTTCCACGATGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGTCCCAAGGCCG
CAAAATGAGTGCGGCGAAGATGGTAAGCGTGT - TCCTGATTTCAACCCCTACAACTCAGTAGCTTACTCTGTCTTTACCAGCCCACGAGGTCATCCGTTTGACCTTCCACGATGCCATCGC CATCTCCCAGAGCCAGGGTCCCAAGGCCG

B o PP ——

CAAAA2GAGTG2GGCGAAGATGGTAAGCG22TTTGCT22TT2C2222C2TA22A2TCA222GCT2AC222GT2TT2AC2AGC2CA2GAGGTCATCCG22TGACCTTCCACGA2GCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGG2CCCA2GGLCG

310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450

| | | | | | | | | | | | |
GCGGAGGCGCCGACGGATCCATGCTCCTCTTCCCCACCGTCGAGCCCAACTTTGCCGCCAACAACGGTATCGACGACAGCGTCAACAATCTTATTCCGTTCCTCGCTCGTCACCCGACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTTCAGTTCGCTG
GCGGAGGCGCCGATGGCTCCATGCTCCTCTTCCCCACCGTCGAGCCCAACTTTGCCGCCAACAACGGTATCGACGACAGCGTCAACAATCTTATTCCGTTCCTCGCTCGTCACCCGACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTTCAGTTCGCTG
GCGGAGGCGCTGACGGATCCATGCTCCTTTTCCCGACCGTCGAGCCCAACTTCGCCGCCAACAACGGTATTGACGACAGCGTCAACAACCTTATTCCGTTCCTCGCTCGCCACCCAACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTCCAGTTTGCTG
GCGGAGGCGCTGACGGATCCATGCTCCTTTTCCCGACCGTCGAGCCCAACTTCGCCGCCAACAACGGTATTGACGACAGCGTCAACAACCTTATTCCGTTCCTCGCTCGCCACCCAACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTCCAGTTTGCTG
Ak EEEE EEEE ERARE RERE

GCGGAGGCGC2GACGGATCCATGCTCCT2TTCCC2ACCGTCGAGCCCAACTT2GCCGCCAACAACGGTAT2GACGACAGCGTCAACAA2CTTATTCCGTTCCTCGCTCG2CACCC2ACGATCAGCGCCGGTGACCTCGT2CAGTT2GCTG

460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

| | | | | | | | | | | |
GCACCGTTGCGCTTAGCAACTGCCCCGGCGCTCCCCAACTTGAGTTCATGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCGGCCGTCGACGGTCTGATCCCAGAGCCGCAGGACAGCGTGTCAAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGACGCCGGCA
GCACCGTTGCGCTTAGCAACTGCCCCGGCGCTCCCCAACTTGAGT TCATGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCGGCCGTCGACGGTCTGATCCCAGAGCCGCAGGACAGCGTGTCGAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGACGCCGGCA
GAACCGTCGCGCTTAGTAACTGCCCCGGCGCGCCCCAGCTCGAGTTCTTGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCAGCAGTCGATGGGCTGATCCCGGAGCCGCAGGACAGCGTGTCCAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGATGCCGGTA
GAACCGTCGCGCTTAGTAACTGCCCCGGCGCGCCCCAGCTCGAGTTCTTGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCAGCAGTCGATGGGCTGATCCCGGAGCCGCAGGACAGCGTGTCCAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGATGCCGGTA

K ORRRERR RRRRRRRE R R R KRR KK R R R R R Rk E R b

G2ACCGT2GCGCTTAG2AACTGCCCCGGCGC2CCCCA2CT2GAGTTC2TGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGC2GC2GTCGA2GG2CTGATCCC2GAGCCGCAGGACAGCGTGTCCAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGA2GCCGG2A

610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750
| | | I | | | | I I I | |
ACTTCTCGCCGTTCGAAGTCGTTTCTCTCCTTGCCTCTCACTCGGTTGCTCGCGCCGACAAGGTTGACTTGACCATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCC
ACTTCTCGCCGTTCGAAGTCGTTTCTCTCCTCGCCTCTCACTCGGTTGCCCGCGCGGACAAGGTTGACTTGACGATTGACGCTGCTCCCTTCGACTCCGTGAGCGCATCTGTGTTTTGATCACAAAAGACAATACT -CATTG-CTCCTCG
ACTTCTCGCCGTTTGAGGTCGTCTCTCTCCTCGCCTCTCATTCGGTTGCTCGCGCGGACAAGGTTGACT TGACGATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCG- - == == = === = = === == = oo o oo o oo o oo oo oo oo oo o
ACTTCTCGCCGTTTGAGGTCGTCTCTCTCCTCGCCTCTCATTCGGTTGCTCGCGCGGACAAGGTTGACTTGACGATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCGGTCAGTACTTCTATTCTGTAATC -CGGCAGAAAACACGACGCTGACTTTGCG
A RRERE e ok

ACTTCTCGCCGTT2GA2GTCGT2TCTCTCCTCGCCTCTCA2TCGGTTGCTCGCGCGGACAAGGTTGACT TGACGATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCGGT2AG22C2TCT2T22T2T2ATCAC222AGA2AA2AC2AC22TGACT222CG

760 770 780 790 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

| | | | | | | | | | | | | |

-------- ACGCCGTTCACCTTCGACACTCAGGTGTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACTGGCGAGGTCACCTCCCCGCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTGCGCCTCC
T-TCATAGACGCCGTTCACCTTCGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGAGGTCACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTCCGCCTCC
-------- ACGCCGTTCACCTTCGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTACTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGAGGTCACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTCCGCCTCC
TATCTCAGACGCCGTTCACCTTCGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTACTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGAGGTCACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTCCGCCTCC
e AR

TATC22AGACGCCGTTCACCTTCGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGT2CTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGAGGTCACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTCCGCCTCC

910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050

| | | | | | | | | | | | | I
AATCCGACTTTGCGCTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGATTCGTGAACCAGCAAGAGTTCATGGCGGCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCGAAGCTCGCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCT
AATCCGACTTTGCGCTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCAAGAGTTCATGGCGGCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCCAAGCTCGCGATCCTCGGTCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCT
AATCCGACTTCGCACTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGGGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCAGCAGTTCATGGCCTCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCCAAGCTCGCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCT
AATCCGACTTCGCACTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCAGCAGTTCATGGCCTCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCCAAGCTCGCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCT

P P

AATCCGACTT2GC2CTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCA22AGTTCATGGC22CGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCCAAGCTCGCGATCCT CGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCT

1060 1070 1080 1090 1100 111 1120 1130 1140 1150 1160 1170 1180 1190 1200

| | | | | | | | | | | | | | |
CGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGCCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCCACGCCAGGGCGTTCCCCACCCTTACCAGCGAC - === === ======--mmmmmmmmooe
CGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGGCGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGCCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCCACGCCAGGGCGTTCCCCACGCTTACCAGCGACCGTACGT - TGAATCGCACTC-TGGATTG
CGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGTCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCAACGCGCGCACGTTCCCCACCCTCACCAGCGAC - === === ======-cmmommmomooe
CGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGTCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCAACGCGCGCACGTTCCCCACCCTCACCAGCGACCGTAAGTGTCAACATCTTCCGTGCATAG

REE K Ak R KRR K

CGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGG2CCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGC2ACGC22G22CGTTCCCCACCCT2ACCAGCGACCGTA2GTGT2AA222C222CGTG2AT2G

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280 1290 1300 1310
| | | | | | | | | |
-GTGGTGCTACTGAGACCCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGATTGCCCTGCTGTTCAGTTCGACGGCCCGGCATAA
ATTTCI—\TCCTGCTGACAC TTGGATCCTAATCAGGTGGTGCTACTGAGACCCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGACTGCCCTGCTGTTCAGTTCGACGGCCCGGCATAA
GCGGCGCTACCGAGACTCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGATTGCCCTGCCGTCCAGTTCGATGGTCCGGCTTAA
GGGGTTCCTTGCTGACGCGGCTGTC'ITCTGTCCAGGCGGCGCTACCGAGACTCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCC/—\GGI—\TTGCCCTGCCGTCCAGTTCGATGGTCCGGCTTAA
*

R *x Rk KRERE R

2222222C2TGCTGAC2CGG2TG22T2CT222CAGG2GG2GCTAC2GAGAC2CTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGATTGCCCTGC2GT2CAGTTCGA2GG2CCGGC2TAA

Figura A.9: Alineamiento de secuencias gendmicas y transcriptémicas mnpB1 y mnpB2. ClustalW. Las
secuencias pie de intron se indican con sombreado.
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10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130

| | | | | | | | | |

PaMnPB1_prot  MAFASLLAFVALAAVARSAPTAVCPDGTRVSNAACCAFIPLAQDLQETIFQNECGEDAHEVIRLTFHDAIAISQSQGPKAGGGADGSMLLFPTVEPNFAANNGIDDSVNNLIPFLARHPTISAGDLVQFA
PaMnPB2_prot = MAFASL LTFVALAAVARSVPTAICPDGTRVSN RACCAFIPLAKDLQETIFQNECGEDAHEVIRLT FHDAIAISQSQGPRAGGGADGSML LFPTVEPN FAANNGIDDSVNNLI PFLARHPTISAGDLVQFA

FAFAA AR FokK . : LRk Rk kR R R R R R R K K ok kK KKK KKK oK K

140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260

| | | | | | | | | | | |

PaMnPB1_prot  GTVALSNCPGAPQLEFLAGRPNKTIAAVDGLIPEPQDSVSKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPFDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGFPGSGNNTGEVTSPLPVSSGNDTGELRL
PaMnPB2_prot  GTVALSNCPGAPQLEFMAGRPNKTIAAVDGLIPEPQDSVSKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPFDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGFPGSGNNTGEVTSPLPVSSGNDTGELRL

HE AR R K kKK o KK S KKK S KK R K K K KK K KSR K K KK K K SR K KK K KK K K K SR KKK K KK oK R K K R K oK KoK

270 280 290 300 310 320 330 340 350 360 370

| | | | | | | | | | |
PaMnPB1_prot  QSDFALARDPRTAGFWQGFVNQQQFMASSFKAAMAKLATLGHNRNSLIDCSDVVPATIKTAVKPAAFPVTKGPADLEIACNARTFPTLTSDRGATETLIPHCPDGGQDCPAVQFDGPA

PaMnPB2_prot QSDFALARDPRTACFWQGFVNQQEFMAASFKAAMAKLAILGHNRNSLIDCSDVVPATIKTAVKPAAFPVTKGPADLEIACHARAFPTLTSDRGATETLIPHCPDGGQDCPAVQFDGPA
skt sk ok kR ok ko koo ok 3 ook 3 koo sk ok sk ok sk ks ks ok ks ok ko ok sk ok sk ok sk 3 Kk o skokok sk ok sk ko sk ok o sk sk ok ok ok ok ok

Figura A.10: Alineamiento de proteinas deducidas MnPB1 y MnPB2. ClustalW. (*) residuos idénticos, ()
residuos con similitud alta, (.) similitud baja.

10 20 30 40 50 60 70 80 9% 100 110 120 130 140 150

| | | | | | | | | | | | | | |

Pa_mnpB1_cds ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTCGCCTTCGTCGCTCTCGCCGCCGTTGCGCGCTCTGCACCTACC- === ===~ - GCGGTCTGCCCGGACGGCACCCGCGTCAGCAACGCGGCCTGCTGCGCGTTCATCCCGCTCGCCCAGGATCTCCAGGAG
Pa_mnpB2_cds ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTGACCTTCGTCGCTCTTGCCGCTGTTGCGCGCTCTGTGCCCACC- === - - - - GCCATCTGCCCCGACGGCACCCGGGTCAGCAACAGGGCATGCTGCGCGTTCATCCCACTTGCCAAGGATCTCCAGGAG
Pa_mnpF_cds ATGGCTTTCGCGTCCCTCGTCGCCTTCGTCGCCCTCGCCGCTGTCACCCGCGCCGCGCCCACCAGCGAGGCCGCTGTCTGCTCTGACGGCACTCGCGTCACCAACCGCGCGTGCTGCGCGTTCATCCCGCTTGCGCAGGATCTTCAGCAG
A RRERE KK K KR K K Rk RRK W RERRE K RRRRRERE BE RREK RRRE RE RRRRERROORRR R R HE Kk RRRERRE KRR KK

Prim.cons. ATGGCTTTCGCGTCCCTCCTCGCCTTCGTCGCTCTCGCCGCTGTTGCGCGCTCTGCGCCCACCAGCGAGGCCGC3GTCTGCCC3GACGGCACCCGCGTCAGCAAC3GGGC3TGCTGCGCGTTCATCCCGCTTGCCCAGGATCTCCAGGAG
160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

| | | | I | | | | | | | | | |
Pa_mnpBl_cds  ACCATCTTCCAAAATGAGTGCGGCGAAGATGCCCACGAGGTCATCCGTTTGACCTTCCACGATGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGTCCCAAGGCCGGCGGAGGCGCTGACGGATCCATGCTCCTTTTCCCGACCGTCGAGCCCAAC
Pa_mnpB2_cds  ACCATCTTCCAAAACGAGTGTGGCGAAGATGCTCATGAGGTCATCCGGCTGACCTTCCACGACGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGCCCCAGGGCCGGCGGAGGCGCCGACGGATCCATGCTCCTCTTCCCCACCGTCGAGCCCAAC
Pa_mnpF_cds ACCATCTTCCI-\GAI-\CGAGTGCGGCGAI—\GATGCTCACGAGGTCATCCGTCTTACTTTCCACGACGCCATTGCTATCAGTCAGAGTCAAGGTCCCAGAGCAGGTGGCGGCGCTGACGGCTCCATGCTCCTGTTCCCGACTGTCGAGCCCAAC

R KRERE * xx RHREE KR KR RRRRE KR KR RRRE  BE KK R RRRRE RRREE RRRRRRORRRE KRR E R KRR R
Prim.cons. ACCATCTTCCAAAACGAGTGCGGCGAAGATGCTCACGAGGTCATCCGTCTGACCTTCCACGACGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGTCCCAGGGCCGGCGGAGGCGCTGACGGATCCATGCTCCT3TTCCCGACCGTCGAGCCCAAC
310 320 330 340 350 360 370 380 390 400 410 420 430 440 450

| | | | | | | | | | | | | | |
Pa_mnpB1_cds TTCGCCGCCAACAACGGTATTGACGACAGCGTCAACAACCTTATTCCGTTCCTCGCTCGCCACCCAACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTCCAGTTTGCTGGAACCGTCGCGCTTAGTAACTGCCCCGGCGCGCCCCAGCTCGAGTTCTTG
Pa_mnpB2_cds TTTGCCGCCAACAACGGTATCGACGACAGCGTCAACAATCTTATTCCGTTCCTCGCTCGTCACCCGACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTTCAGTTCGCTGGCACCGTTGCGCTTAGCAACTGCCCCGGCGCTCCCCAACTTGAGTTCATG
Pa_mnpF_cds TTCGCTGCGAACAACGGCATCGACGACTCCGTCAACAACCTGATCCCGTTCCTTTCCAAGCACCCCACGATCAGCGCCGGCGATCTTGTTCAGTTCGCAGGCGCGGTCGCGCTCACCAACTGCCCCGGCGCGCCCAGACTCGAGTTCATG

HE KR KR RRRRRRRE Rk RRRERRE ok ok * AR Wk KR KR RRRER KR KX K KR RRERE K RRRRRRORRRRRER kK Rk Rk RE RE
Prim.cons. TTCGCCGCCAACAACGGTATCGACGACAGCGTCAACAACCTTATTCCGTTCCTCGCTCG3CACCC3ACGATCAGCGCCGGTGACCTCGTTCAGTTCGCTGGCACCGTCGCGCTTAGCAACTGCCCCGGCGCGCCCCAACTCGAGTTCATG
460 470 480 490 500 510 520 530 540 550 560 570 580 590 600

| | | | | | | | | | | | | | |
Pa_mnpB1_cds GCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCAGCAGTCGATGGGCTGATCCCGGAGCCGCAGGACAGCGTGTCCAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGATGCCGGTAACTTCTCGCCGTTTGAGGTCGTCTCTCTCCTCGCCTCTCATTCGGTTGCT
Pa_mnpB2_cds GCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCGGCCGTCGACGGTCTGATCCCAGAGCCGCAGGACAGCGTGTCAAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGACGCCGGCAACTTCTCGCCGTTCGAAGTCGTTTCTCTCCTTGCCTCTCACTCGGTTGCT
Pa_mnpF_cds GCGGGCCGCCCCAACCACACGATCGCCGCCGTCGACGGCCTCATTCCCGAGCCGCAGGACAGCGTCGACAAAATCCTGGCCCGATTCGAGGACGCCGGCAACTTCTCGCCCTTCGAGGTTGTCTCGCTCCTCGCCTCGCACAGCGTCGCC

Kk KR KR EROERRER K RRRERERE KR RRREE RE RE KR R RRRRRRRR KRR Rk KRERE R KR RRRRRRRE ROEOE RRRRRRRRRRE KR KK KR KR KR RRRRE KRR KK .
Prim.cons. GCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGC3GCCGTCGACGG3CTGATCCC3GAGCCGCAGGACAGCGTGTCCAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGACGCCGGCAACTTCTCGCCGTTCGAGGTCGTCTCTCTCCTCGCCTCTCACTCGGTTGCT
610 620 630 640 650 660 670 680 690 700 710 720 730 740 750

| | | | | | | | | | | | | | |
Pa_mnpBl_cds  CGCGCGGACAAGGTTGACTTGACGATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCGACGCCGTTCACCTTCGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTACTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGAGGTCACCTCCCCTCTC
Pa_mnpB2_cds  CGCGCCGACAAGGTTGACTTGACCATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCCACGCCGTTCACCTTCGACACTCAGGTGTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACTGGCGAGGTCACCTCCCCGCTC
Pa_mnpF_cds CGCGCTGACAAGGTCGACGAAACCGTCGATGCCGCGCCGTTCGACTCTACGCCCTTCGTCATGGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTTCCCGGCACCCCCAACAACACCGGCGAGGTTGCGTCGCCCCTT

HRRRE RRRRRRRE KKK RE RRRE KR KR RE RRRRRRRE RRRKE REE Rk RRRRE RRREE HRRKRE K RRRRRRRRE RRRROERE K KK RE Kk
Prim.cons. CGCGC3GACAAGGTTGACTTGACCATCGACGCTGCTCCCTTCGACTC3ACGCCGTTCACCTTCGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGAGGTCACCTCCCC3CTC
760 770 780 79 800 810 820 830 840 850 860 870 880 890 900

| | | | | | | | | | | | | | |
Pa_mnpB1_cds CCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTCCGCCTCCAATCCGACTTCGCACTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGGGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCAGCAGT TCATGGCCTCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCCAAGCTC
Pa_mnpB2_cds CCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTGCGCCTCCAATCCGACTTTGCGCTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGATTCGTGAACCAGCAAGAGT TCATGGCGGCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCGAAGCTC
Pa_mnpF_cds TCGCTGACCTCCGGCAACGACACCGGCGAGCTGCGCCTCCAGTACGACTTTGCGCTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCAGCAGT TCATGGCCTCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCCAAGCTC

¥ ok % H KRR KK A K
Prim.cons. CCCGTCAGCAGCGGCAACGACACTGGCGAGCTGCGCCTCCAATCCGACTTTGCGCTCGCCCGCGACCCGCGGACGGCGTGCTTCTGGCAAGGGTTCGTGAACCAGCAGCAGTTCATGGCCTCGAGCTTCAAGGCGGCGATGGCCAAGCTC
910 920 930 940 950 960 970 980 990 1000 1010 1020 1030 1040 1050

| | | | | | | | | | | | | | |
Pa_mnpBl_cds  GCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCTCGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGTCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCAACGCGCGCACGTTCCCCACC
Pa_mnpB2_cds  GCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCTCGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGCCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCCACGCCAGGGCGTTCCCCACC
Pa_mnpF_cds GCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCTCGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGCCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCCACGCCAGGGCGTTCCCCACC

wxkk K

Prim.cons. GCGATCCTCGGCCACAACCGCAACTCGCTCATCGACTGCTCGGACGTCGTCCCCGCCACGATCAAGACGGCTGTGAAGCCTGCGGCGTTCCCGGTGACGAAGGGCCCTGCCGACCTCGAGATCGCCTGCCACGCCAGGGCGTTCCCCACC

1060 1070 1080 1090 1100 1110 1120 1130 1140
| | | | | | |
Pa_mnpB1_cds CTCACCAGCGACCGCGGCGCTACCGAGACTCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGATTGCCCTGCCGTCCAGTTCGATGGTCCGGCTTAA
Pa_mnpB2_cds CTTACCAGCGACCGTGGTGCTACTGAGACCCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGATTGCCCTGCTGTTCAGTTCGACGGCCCGGCATAA
Pa_mnpF_cds CTTACCAGCGACCGTGGTGCTACTGAGACCCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGACTGCCCTGCCGTCCAGTTCGATGGTCCGGCTTAA
HE KRR R KK RRRRE R *k AR RERE KA

Prim.cons. CTTACCAGCGACCGTGGTGCTACTGAGACCCTCATCCCTCACTGCCCCGACGGCGGCCAGGATTGCCCTGCCGTCCAGTTCGATGGTCCGGCTTAA

Figura A.11: Alineamiento de secuencias transcriptomicas mnpB1, mnpB2'y mnpF en ClustalW.
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