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RESUMEN

En este trabajo se ha estudiado un nuevo tipo de peroxidasa ligninolitica
producida en cultivos liquidos del hongo Pleurotus eryngii. La bisqueda de
esta enzima estuvo motivada por el hallazgo relativo a la degradacion de la
lignina mediada por manganeso en cultivos de Pleurotus. Tras los primeros
estudios, en los que se traté de detectar una MnP tipica, se comprob6 que la
peroxidasa que se habia purificado diferia de las producidas por otros hongos
ligninoliticos, tanto en la regulacién de la expresién como en las propiedades
cataliticas. Esta peroxidasa no sélo oxida eficientemente el manganeso
(sustrato de la MnP), sino que también puede oxidar otros compuestos
aromaticos como el alcohol veratrilico (sustrato tipico de la LiP). Ademais
muestra gran actividad sobre fenoles, compuestos que ni la MnP ni la LiP son
capaces de oxidar directamente, y varios colorantes. Esta nueva enzima se
purificé como dos proteinas denominadas MnPL1 y MnPL2. El conocimiento
de la secuencia del extremo amino terminal y de determinadas porciones
internas de la proteina MnPL1 permitié clonar las secuencias de DNA vy
c¢DNA correspondientes a las dos proteinas purificadas, comprobandose que
ambas son realmente el producto de dos alelos del gen mnpl. Las dos
secuencias de aminodcidos presentan una identidad del 99%, constan de 361
amino4cidos (incluyendo un péptido sefial de 30 amino4cidos) y se
diferencian en tan solo tres residuos. Las secuencias de DNA que flanquean
las regiones codificantes también son parecidas, con la unica diferencia
significativa de una delecién de siete nucleétidos en un posible elemento de
respuesta a metales presente en el promotor del alelo mnpll. La secuencia de
amino4cidos de la peroxidasa MnPL (proteinas MnPL1 y MnPL2) presenta
mayor identidad con las isoenzimas de LiP (58-60%) de Phanerochaete
chrysosporium que con las de MnP (55%) producidas por este mismo hongo,
y cuando se compar6 con otras 22 peroxidasas fiingicas quedé englobada
conjuntamente con las peroxidasas de Trametes. Tras hibridacién con la
sonda de DNA de la peroxidasa MnPL se detecté la presencia de secuencias
relacionadas con el gen mnpl en otros hongos ligninoliticos en los que hasta
ahora no se habfa detectado actividad peroxidasa. La estructura molecular de
la proteina MnPL de Pleurotus eryngii (obtenida por modelado de homologia
utilizando como molde la estructura cristalografica de tres peroxidasas
fiingicas) se ajusta m4s a la LiP que a la MnP (con unas distancias medias
entre los Cot de 1.2 y 1.5 A respectivamente) pero incluye un sitio de unién a
Mn’* préximo al propionato interno del hemo que justifica la capacidad para
oxidar este catién. La oxidacién de los sustratos aromAticos podria implicar
interacciones con los residuos aromiticos que se encuentran en el borde del



canal de acceso al hemo. Otra posibilidad podria implicar una transferencia
electrénica de largo rango en la que podrifa participar el W164, que ocupa la
misma posicién que el W171 de la LiP. Recientemente se ha implicado este
residuo en el ciclo catalitico de esta peroxidasa. La expresién de la peroxidasa
MnPL est4 regulada a nivel de transcripcién génica por la fuente de nitrégeno,
Mn?*, y especies reducidas de oxigeno. Los andlisis realizados por “Northern
blot” demostraron que tanto la peptona como el HyO; y el OH- regulan
positivamente la expresién, mientras que los resultados obtenidos con el Mn**
son bastante ambiguos, ya que este cation parece estar implicado tanto en
procesos de activacién como de represién del gen mnpl bajo diferentes
condiciones. La variante MnPL2 de la peroxidasa de P. eryngii se expreso en
Emericella nidulans. Para ello se utiliz6 una fusién del cDNA de la proteina
completa, incluyendo la secuencia sefial, con el promotor del gen alcA y el
terminador transcripcional del gen wpC de E. nidulans. La proteina
recombinante (MnPL2*) se secreté en forma activa y pudo ser rdpidamente
detectada y purificada. El desarrollo de este sistema de expresién en E.
nidulans supone la base para posteriores estudios de mutagénesis dirigida que
puedan ayudar a establecer las relaciones estructura/funcién en este nuevo
tipo de peroxidasa ligninolitica.
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1.1 CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS PEROXIDASAS

Las peroxidasas son hemoproteinas con actividad catalitica. En su centro
activo presentan un grupo hemo tipo b que contiene un ion de hierro en cuya
coordinacion participan los cuatro nitréogenos pirrélicos y el nitrégeno € del
anillo imidazélico de una histidina axial denominada histidina proximal (Fig.
1.1). El sexto ligando varia a lo largo del ciclo catalitico.

His His His
Hierro Hierro
pentacoordinado hexacoordinado

Fig. 1.1. Hemo tipo b con el hierro ligado a los nitrogenos de los cuatro pirroles (A).
Diferentes estados de coordinacion del hierro (B) en los que como ligandos axiales
participan: (1) el N°y;s (Nitrogeno € de la His proximal), (2) el Ny y una molécula
de H;O,,y (3)el Nhis y un O,



2. Introduccion

1.1.1 CICLO CATALITICO

Las peroxidasas utilizan hidroperoxidos, incluyendo H,O,, como aceptores de
clectrones para catalizar un gran numero de reacciones oxidativas (Li v
Poulos, 1994). La mayoria siguen el mecanismo de reaccion que se describe
en la Fig. 1.2.

Enzima nativa
é;;;em
|
N
(
oA+ OH N / HOOH
AH His HO
Compuesto Il © h) Compuesto I
Fe /- Ee’“’ +

N

(N A+H  AH (
W

Fig. 1.2. Ciclo catalitico de las peroxidasas (Dawson, 1988).

La enzima reacciona con un equivalente de H,O, para dar lugar al
Compuesto 1. Esto implica una reaccion de oxido-reduccién de dos electrones
en la que el H,O; es reducido a H,O y la enzima es oxidada. Un equivalente
de oxidacion reside en el hierro en forma de un intermediario oxoferril
(Fe*'=0) y el otro, en la mayoria de las peroxidasas, reside en la porfirina (en
forma de radical catiénico w de la porfirina, representado en la Fig. 1.2 como
-+). En algunos casos, como en la citocromo ¢ peroxidasa (CcP), pueda estar
centrado en un aminodcido. A continuacién, el Compuesto I puede oxidar un
sustrato mediante una reaccion de transferencia electronica en la que se forma
el radical del sustrato correspondiente (-A). La enzima queda como
Compuesto 11 con un centro Fe*'=0 coordinado con la porfirina que ha

6



2. Introduccion

recuperado su electrén. Finalmente, el Fe**=0 del Compuesto II es reducido a
la forma férrica (Fe3+) de la enzima nativa mediante la sustraccién de un
electrén de otra molécula de sustrato. En ausencia de sustratos reductores
adecuados, un exceso de H,O, reacciona con el Compuesto II para formar el
Compuesto III (Fe3+ 0O,") produciéndose la inactivacién de la enzima y la
pérdida del grupo hemo (Wariishi y Gold, 1990).

1.1.2 CLASIFICACION

Las peroxidasas se encuentran en una gran variedad de organismos, y se
pueden clasificar en dos superfamilias en funcién de sus diferencias
estructurales (Welinder, 1992): la superfamilia de las peroxidasas animales
(Kimura e Ikeda-Saito, 1988) y la superfamilia de las peroxidasas bacterianas,
fiingicas y de plantas, cuyos componentes a pesar de mostrar en algunos casos
una identidad de secuencia baja, presentan el mismo plegamiento y estan
evolutivamente relacionados (Welinder y Gajhede, 1993). Esta ultima
superfamilia se puede dividir a su vez en tres clases bien diferenciadas.

1.1.2.1 clase I : Peroxidasas de procedencia procariota

Incluye peroxidasas intracelulares, entre las que se encuentran la CcP de
levaduras, una proteina soluble que participa en la cadena de transporte de
electrones mitocondrial como oxidasa terminal cuando la citocromo ¢ oxidasa
respiratoria estd inhibida (Erecinska et al., 1973); las peroxidasas-catalasas
bacterianas, que muestran los dos tipos de actividades enziméticas y pueden
estar implicadas en la proteccién de las células frente al estrés oxidativo
(Welinder, 1991), y la ascorbato peroxidasa (APX), responsable de la
eliminacién del H,O, en cloroplastos y citosol de plantas superiores (Dalton,
1991).

Estas peroxidasas no contienen en ningin caso puentes disulfuro,
carbohidratos, iones calcio estructurales, o una secuencia sefial que permita su
secrecién via reticulo endopldsmico (elementos caracteristicos de las
peroxidasas de las clases Il y III).

1.1.2.2 clase I1: Peroxidasas fingicas

Engloba proteinas de secrecién como la lignina peroxidasa (LiP) y Ia
manganeso peroxidasa (o peroxidasa dependiente de Mn?*) (MnP) producidas
por los hongos ligninoliticos (Hatakka, 1994). Las peroxidasas fiingicas
maduras tienen en su dominio C-terminal 40-60 residuos més que los otros



2. Introduccion

miembros de la superfamilia y, salvo alguna excepcién como la MnP de
Phanerochaete chrysosporium (Sundaramoorthy et al., 1994), presentan
cuatro puentes disulfuro conservados. Estos se encuentran en una disposicién
diferente a los de las peroxidasas de plantas, proporcionando un alto grado de
rigidez a su estructura. Tienen dos iones calcio de gran importancia en el
mantenimiento de la estructura y estdn glicosiladas, con un contenido medio
en carbohidratos del 5%. Ademds, en su secuencia no aparece ningtin residuo
de tirosina (exceptuando una de las LiP de P. chrysosporium, que parece
incluir un residuo de este tipo).

1.1.2.3 clase III: Peroxidasas de secrecion en plantas

La funciones fisiol6gicas de estas peroxidasas son muy variadas y especificas
del tejido en el que se producen. Pueden participar en la oxidacién de
compuestos téxicos, en la biosintesis de la pared celular, en el catabolismo del
acido 3-indolacético, en la biosintesis de etileno, etc. (Campa, 1991). Estas
proteinas, al igual que las de la clase II, son glicoproteinas monoméricas con
dos iones calcio estructurales y cuatro puentes disulfuro conservados. La
mayoria estdn altamente glicosiladas. Dentro de este grupo se incluye la
peroxidasa mis estudiada, la de rdbano (Armoracia rusticana) (HRP).

1.1.2.4 Procesamiento y secrecion

La totalidad de los genes de las peroxidasas de las clases II y III presentan
secuencias en su extremo N-terminal que codifican los llamados péptidos
sefial. Estos péptidos sefial dirigen a las peroxidasas hasta el espacio
extracelular siguiendo una ruta de secrecién en la que se suceden diferentes
eventos: un plegamiento cotraduccional en el reticulo endopldsmico donde se
forman los puentes disulfuro (Freedman, 1989), la incorporacién de una
secuencia precursora (Glucosa;-Manosay-Glucosa-N-acetilglucosamina,) que
se une a la asparagina de la mayoria de las secuencias NXT/S de la proteina
(Gavel y von Heijne, 1990), y la unién de iones calcio que estabilizan la
estructura de la apoperoxidasa resultante. Por tltimo, si el contenido en hemo
presente en la célula es suficiente, se incorpora a la proteina dando lugar a la
holoperoxidasa correspondiente. Las peroxidasas asi formadas progresan en el
aparato de Golgi, donde tiene lugar un procesamiento adicional de los
carbohidratos antes de ser secretadas.

Aunque la exportacién al espacio extracelular es la ruta seguida por
defecto, también se han detectado peroxidasas en vacuolas (Gaspar et al.,
1982). En algunos casos se ha comprobado la presencia de secuencias 4cidas
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en el extremo C-terminal (propéptidos 4cidos) cuya funcién parece ser
dirigirlas a vacuolas donde el propéptido es eliminado (Bednarek et al., 1990).

1.1.3 CARACTERISTICAS ESTRUCTURALES

La primera peroxidasa que s analiz6 »or dii:accién de rayos-X fue la CcP
(Finzel er al., 1984) (Fig. 1.” .. El estt » cri :logréfico permitié diferenciar
dos dominios bien definidos 1unaesi tura dominada por 10 o-hélices, que
representan alrededor del 50% de la .. ylécula, junto con cinco ldminas [3,
cuatro de ellas formando parcs antiparalelos. <l dominio I (dominio distal),
formado por el extremo N-terminal y las hélices A-D, se encuentra distribuido
sobre la hélice B que se localiza sobre . 1emo. Un lazo de gran longitud entre
las hélices D y E conecta es'z dominio con el dominio II. Este contiene las
hélices E-I y la mayor part. de la estructura . La iltima hélice (hélice J)
comienza en ¢l dominio II (r r debajo dcl hemo) y se proyecta en el dominio
I. Esta organizacién en dos ..ominios e~"ructurales con los extremos N y C-
terminal situados en el mismo dominio ¢ caracteristica de muchas estructuras
compuestas por dos dominios. Un amplio canal, entre los dos dominios,
conecta el lado distal de la cavidad del hemo con la superficie de la proteina
permitiendo el acceso del H,;O; al centro activo.

Tras el conocimiento de su estructura, la CcP se convirti en la base
estructural para el andlisis de las propiedades y funcién del resto de las
peroxidasas hasta que fueron cristalizadas. Actualmente se conocen las
estructuras de la LiP y la MnP de P. chrysosporium (Piontek et al., 1993;
Poulos et al., 1993; Sundaramoorthy et al., 1994), la peroxidasa de Coprinus
cinereus (CIP) (Petersen et al., 1994) y Arthromyces ramosus (ARP) (especie
invdlida que podria corresponder a un estado conidial de Coprinus)
(Kunishima et al., 1994) (CIP y ARP deben ser la misma proteina, y por eso
en este trabajo se tratan como una sola con el nombre ARP-CIP), la APX de
guisante (Patterson y Poulos, 1995), la peroxidasa de cacahuete (PNP)
(Schuller er al., 1996) y la HRP (Gajhede er al., 1997). Al comparar las
peroxidasas bacterianas, fiingicas y de plantas se puede comprobar que, a
pesar de que la identidad de secuencia es inferior al 20%, el plegamiento
global y la organizacién de la estructura secundaria estdn conservados (Li y
Poulos, 1994; Poulos et al., 1995; Welinder y Gajhede, 1993), incluyendo la
organizacién en dos dominios estructurales. Todas est4dn compuestas por 10-
11 o-hélices unidas por lazos sin apenas estructuras 3. Algunos residuos de
prolina y glicina implicados en el plegamiento de la cadena principal estdn
conservados por razones estructurales, al igual que sucede con un puente de
hidrégeno que conecta los dos dominios.
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Fig. 1.3. Imagen estereoscopica del modelo esquematico de la CcP de
Saccharomyces cerevisiae (Finzel et al., 1984). Los dos dominios estructurales de la
proteina aparecen representados en rojo (dominio distal) y azul (dominio proximal) a
ambos lados del plano del hemo.

Las peroxidasas de las Clases II y III presentan dos iones calcio esenciales
en el mantenimiento de su estructura (Welinder, 1992). Los sitios de union de
iones calcio, determinados por difraccion de rayos-X, estdn altamente
conservados en las peroxidasas de hongos y plantas. Cada uno de ellos se
encuentra en un dominio diferente. El ion calcio del dominio proximal esta
fuertemente unido, mientras que el distal parece estarlo mas débilmente por su
cercania a la superficie molecular y exposicion al solvente. Los iones calcio
se encuentran ligados a residuos pertenecientes a las hélices B y F, que
constituyen las superficies distal y proximal de la cavidad del hemo,
contiguos a cada una de las histidinas cataliticas (Banci, 1997). Estudios en
los que se llevd a cabo la eliminacion de los iones calcio de la HRP y la
peroxidasa cationica de cacahuete (CPRx) dieron como resultado una
reduccion en la actividad del 40% y 50% respectivamente (Shiro et al., 1986;
Barber et al., 1995). Sin embargo, la eliminacién de los iones calcio en la
MnP de P. chrysosporium provocd una inactivacion total. Esta fue el
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resultado de un cambio estructural en el entorno distal del hemo que provocé
un desplazamiento de la histidina hasta unirse al hierro del hemo,
hexacoordindndolo e impidiendo su unién al H;O, (ver Fig. 1.1) (Sutherland
y Aust, 1996; Sutherland et al., 1997).

1.1.4 CENTRO ACTIVO

A partir del andlisis estructural de las diferentes peroxidasas cristalizadas
hasta la fecha se han podido identificar una serie de residuos implicados en Ia
ruptura heterolitica del H,O, y en la estabilizacién de los diferentes estados de
oxidacién del hierro a lo largo del ciclo catalitico. Estos residuos (Tabla 1.1)
se encuentran localizados por encima y por debajo del plano que ocupa el
grupo hemo, en los denominados respectivamente lados distal y proximal en
referencia a las dos histidinas axiales, una de las cuales actia como quinto
ligando del hierro (ver Fig. 1.1).

Tabla 1.1. Residuos de los lados distal y proximal del hemo en diferentes peroxidasas
de la superfamilia de las peroxidasas bacterianas, filngicas y de plantas.

Enzima Lado distal Lado proximal

CcP R48 W51 H52 H175 W191 D235
APX R38 w41 H42 H163 w179 D208
LiP R43 F46 H47 H176 F193 D238
MnP R42 F45 H46 H173 F190 D242
ARP-CIP R52 F55 HS56 H184 L201 D246
PNP R38 F41 H42 H169 F213 D239
HRP R38 F41 H42 H170 F221 D247

1.1.4.1 Residuos del lado proximal

El lado proximal del hemo presenta dos residuos invariables en todas las
peroxidasas: una histidina axial situada en la hélice F y un aspartato que
forma parte de la hélice H (H175 y D235 en la CcP) (Welinder y Gajhede,
1993). La histidina es el ligando proximal del hierro y se encuentra unida a la
cadena lateral del aspartato por un fuerte puente de hidrégeno (Fig. 1.4). Esta
interacciéon proporciona al residuo de histidina el caricter anidnico
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imprescindible para la estabilizacion de los elevados estados de oxidacion del
hierro (Goodin y Mcree, 1993; Banci et al., 1995). En el lado proximal de
todas las peroxidasas también se puede observar un residuo aromatico que
varia en las tres clases de peroxidasas. Este residuo es un triptéfano en las de
la Clase I y una fenilalanina en las de las clases II y III, con la excepcién de la
ARP-CIP que presenta una leucina en dicha posicion. En la CcP (no en otras
peroxidasas de la Clase I) el radical del Compuesto [ se sitia en el triptofano
(Sivaraja et al., 1989), una posicion diferente a la del resto de las peroxidasas
en las que el radical queda centrado en el grupo hemo. Esta diferencia es
debida a que el triptéfano, a diferencia de la fenilalanina, es susceptible de
oxidacion por ¢l radical catidnico del grupo hemo.

E7B
5

/

e
H52 /

D235 D235

Fig. 1.4. Imagen estereoscopica de los residuos que componen ¢l centro activo de la
CcP de Saccharomyces cerevisiae. Las lineas discontinuas representan puentes de
hidrégeno.

1.1.4.2 Residuos del 1ado distal

Los residuos del lado distal cumplen una doble funcién. Conjuntamente con
los del lado proximal participan en la estabilizacion de los estados de
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oxidacién del hierro en los compuestos I y II de la enzima, ¢ intervienen
directamente en la interaccién con el HyO,. Al igual que en el lado proximal,
dos residuos aparecen conservados en todas las peroxidasas: una histidina
distal y una arginina distal (H52 y R48 en la CcP) (Welinder y Gajhede,
1993).

El H,0, accede al centro activo y se une como sexto ligando
hexacoordinando el hierro del hemo. Por tanto, esta posicién tiene que estar
libre en la enzima nativa para que se pueda iniciar el ciclo catalitico. En esta
tarea parecen estar implicados los residuos hidrofilicos del lado distal,
capaces de estabilizar una extensa red de moléculas de H,O mediante una red
de puentes de hidrégeno que, junto con el fuerte enlace Fe-Ne2 entre el hierro
y la histidina proximal, impiden que alguna de estas moléculas interaccione
con el hierro.

La reaccién con el H,O, funciona en dos pasos. En el primero el HyO, se
une al hierro del hemo, y en el segundo el enlace O-O del H;O, (Fig. 1.1 B2)
se rompe dando lugar al Compuesto I y una molécula de HyO (Vitello et al.,
1993). En la formacién y estabilizacién de este compuesto parecen tener un
papel importante la histidina distal y la arginina distal (Erman et al., 1993;
Vitello et al., 1993). La transferencia de un protén del H,O, a la histidina
distal (en forma desprotonada, en estado nativo, debido a una extensa red de
puentes de hidrégeno (Fig. 1.4)) facilita la unién del ani6n peréxido al Fe(I1I)
del hemo. La estabilizacién mediada por la R48 (un residuo cargado
positivamente) estarfa provocada por interacciones electrostaticas con la carga
negativa del oxigeno distal (Fig. 1.1 B2) durante la ruptura heterolitica del
enlace 0-O del H,0,. Una vez roto este enlace, el extremo guanidina de la
arginina se desplazarfa hacia el interior de la cavidad distal formando un
puente de hidrégeno con el oxigeno que queda unido al hierro, estabilizando
asf los compuestos [ y IT (Edwards ez al., 1987).

1.1.5 SITIOS DE UNION A SUSTRATOS

Las peroxidasas catalizan la oxidaci6n de una gran variedad de sustratos.
Estos van desde metaloproteinas (como el citocromo ¢) o polimeros de gran
tamafio (como la lignina) hasta pequefias moléculas aromaticas (sustrato de
peroxidasas de plantas y hongos) o iones inorganicos (como el Mn*, sustrato
de peroxidasas producidas por los hongos ligninoliticos).
La especificidad de estas enzimas frente a los diferentes sustratos depende
de dos factores.
e Potencial de reduccién de las diferentes formas activas de la enzima
(Compuestos I y IT) con respecto al potencial de reduccion de los sustratos:
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esta propiedad esti determinada por la capacidad de la enzima para
estabilizar los elevados estados de oxidacién del hierro durante el ciclo
catalitico, que se debe tanto al fuerte cardcter aniénico del quinto ligando
del hierro (histidina proximal) como a la naturaleza hidrofilica de los
residuos del lado distal del hemo y a las interacciones electrostiticas en el
interior de la molécula (Banci, 1997).

e Propiedades estructurales de la proteina, que determinan los sitios de
unién a los sustratos: esta especificidad estd probablemente modulada por
algunos cambios en la superficie de las peroxidasas y por sustituciones en
un pequefic mimero de aminoécidos, sin llegar a provocar un cambio
significativo a nivel de la estructura secundaria y del plegamiento global
de la proteina (Li y Poulos, 1994; Poulos et al., 1995).

Mientras que para otras hemoproteinas, como los citocromos P450, hay
estudios cristalogrificos sobre la unién proteina-sustrato, en el caso de las
peroxidasas dicha interacciébn ha sido determinada mediante rayos-X
solamente en tres ocasiones: en la unién entre citocromo ¢ y CcP (Pelletier y
Kraut, 1992), en la unién del Mn** a la MnP (Sundaramoorthy et al., 1994) y
més recientemente en la unién del BHA (4cido benzohidroxdmico) a la HRP
(Henriksen et al., 1998). En el primer caso parece ser que las interacciones
hidrofébicas y de van der Waals son las fuerzas dominantes que mantienen
unido el complejo citocromo ¢-CcP, mientras que en la MnP la esfera de
coordinacién del Mn** se mantiene gracias a la formacién de un complejo
entre ¢l Mn?* y una serie de residuos 4cidos de la proteina. En el caso de la
HRP se ha observado la existencia de un bolsillo hidrofébico que rodea el
anillo aromé4tico del sustrato en el canal del hemo.

En lo que se refiere a la unién de las peroxidasas a otros sustratos
aromadticos, la falta de datos estructurales imposibilita la identificacién de los
sitios de uni6n, aunque se han realizado diversas aproximaciones. Asi, para la
LiP se han construido modelos en los que se reflejan posibles sitios de unién
para el alcohol veratrilico (3,4-dimetoxibencilico) (Poulos et al., 1993), que es
un sustrato tipo de esta enzima y actia como mediador en la degradacién del
polimero de lignina. También se han determinado posibles sitios de unién,
que incluyen residuos de fenilalanina, en base a estudios de "H-NMR (Banci
et al., 1993). Incluso se han realizado estudios de mutagénesis dirigida con la
HRP analizando posteriormente la proteina recombinante por '"H-NMR
(Veitch et al., 1995).
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1.2 PEROXIDASAS LIGNINOLITICAS

La lignina es el polimero aromitico m4s abundante en la tierra (Sarkanen y
Ludwig, 1971). Representa alrededor del 15-30% de las paredes celulares de
las plantas vasculares donde forma una matriz que rodea las microfibrillas de
celulosa, el polimero mds abundante en la naturaleza. Esta matriz limita la
despolimerizacién de la celulosa impidiendo el acceso de las enzimas
celuloliticas. Por tanto, 1a degradaci6én de la lignina es un paso clave en ¢l
reciclado del carbono de los ecosistemas terrestres asf como en diferentes
aprovechamientos de la biomasa vegetal (Kirk y Farrell, 1987).

1.2.1 DESCUBRIMIENTO DE ESTAS ENZIMAS

Para poder abordar los estudios de degradacién de la lignina primeramente
fue necesario conocer su estructura. Los estudios de biosintesis
proporcionaron informacién muy (til en este sentido. La lignina se forma por
polimerizacién deshidrogenativa de los alcoholes p-hidroxicinamilicos (p-
cumarilico, coniferilico y sinapilico, procedentes de las rutas del siquimato-
cinamato) en una reaccién de condensacién catalizada por peroxidasas.
Freudenberg (1968) fue el primero en proponer un modelo esquemdtico para
este polimero. Posteriormente se ha modificado y se han elaborado nuevos
modelos para diferentes tipos de lignina (Nimz, 1974; Adler, 1977),
comprobandose que su estructura contrasta, por su heterogeneidad, con la de
los otros biopolimeros existentes en la naturaleza (acidos nucleicos, proteinas,
celulosa, etc.) (Fig. 1.5). A partir de las informaciones anteriores, Kirk et al.
(1975) prepararon lignina sintética marcada (**C-DHP) por polimerizacién
enzimitica de alcoholes p-hidroxicinamilicos que pudo ser utilizada como
sustrato en los estudios de biodegradacién.

Muy pocos organismos son capaces de degradar la lignina. Entre ellos se
han citado algunas bacterias, principalmente actinomicetos del género
Streptomyces, hongos de tipo ascomiceto (como Fusarium y Aspergillus) y
basidiomicetos, siendo estos ditimos los principales responsables de la
mineralizacién de la lignina en la naturaleza (Crawford, 1981; Leisola y
Fiechter, 1985; Ramachandra et al., 1988; Kirk, 1983). De todos los
basidiomicetos, los mds interesantes son los de podredumbre blanca por su
mayor capacidad para degradar la lignina, y dentro de este grupo el hongo
mis estudiado es P. chrysosporium. Sin embargo, las especies con mayor
potencial biotecnolégico son aquellas que degradan preferentemente la
lignina, como es el caso de ciertas especies del género Pleurotus, conservando
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la celulosa del sustrato (Blanchette er al., 1985; Valmaseda et al., 1990;
Moyson y Verachtert, 1991).
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Fig. 1.5. Modelo estructural de la lignina de coniferas (Fengel y Wegener, 1984). A
la derecha, estructura de los monolignoles precursores de la lignina.

Kirk et al. (1978) determinaron las condiciones ligninoliticas para P.
chrysosporium valorando el '“CO, liberado tras la despolimerizacién
oxidativa del C-DHP, y comprobaron que los mayores niveles de
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degradacién se conseguian en cultivos estiticos con concentraciones
limitantes de nitr6geno, a pH 4-4.5, en una atmésfera saturada de O,. La
descomposicién de la lignina necesité del consumo de un sustrato
cometabolizable (glucosa) utilizado como fuente de carbono y energia. Una
vez determinadas las condiciones ligninoliticas se buscaron los agentes
causantes de dicha despolimerizacién. Faison y Kirk, (1983) establecieron
una relacién entre la degradacién de la lignina y la produccién de especies
reducidas de oxigeno por P. chrysosporium. En los cultivos crecidos en
atmésfera saturada de oxigeno los niveles de H,O, fueron mayores que en
aquellos crecidos bajo aire, y la adicién de catalasa a los cultivos
ligninoliticos provocé una disminucién en la degradacién de la lignina,
confirmando la importancia del HO, en el proceso de degradacion. El mismo
afio, dos grupos anunciaron el descubrimiento de una enzima extracelular que
requerfa H,O, y era producida en cultivos ligninoliticos de P. chrysosporium
(la lignina peroxidasa, LiP, inicialmente descrita como ligninasa) (Tien y
Kirk, 1983; Glenn et al., 1983). Tien y Kirk, (1983) demostraron que esta
enzima era capaz de romper dimeros modelo no fen6licos representantes de
mas del 50% de las subestructuras que componen la lignina y de
despolimerizar parcialmente este polimero, dando como resultado los mismos
productos obtenidos tras la utilizacién de cuitivos ligninoliticos completos. Al
mismo tiempo, Glenn et al. (1983) detectaron esta enzima utilizando KTBA,
un sustrato que solamente es oxidado por agentes oxidantes fuertes, como €l
OH- o enzimas con un elevado potencial de reduccién, liberdndose etileno
como producto de la reaccién. Un afioc después, Kuwahara et al. (1984)
separaron y caracterizaron otra peroxidasa diferente de la LiP a partir de
cultivos ligninoliticos de P. chrysosporium. Esta peroxidasa (peroxidasa
dependiente de Mn®* o Mn**-peroxidasa, MnP) mostré6 una dependencia
absoluta de iones Mn®" para completar su ciclo catalitico y oxidar fenoles u
otros sustratos (a través de quelantes del Mn®* formado).

Aunque estos trabajos pusieron de manifiesto una relacién entre el
proceso de degradacién de la lignina y la produccién de LiP y MnP, estudios
con LiP purificada sugirieron que esta enzima puede catalizar el proceso
inverso, es decir, la repolimerizacién (Sarkanen et al., 1991). Segin esta
teorfa, las peroxidasas ligninoliticas podrian participar en la eliminacién de
compuestos fenélicos t6xicos, liberados en el proceso de descomposicién de
la lignina, mediante su repolimerizacién en entidades moleculares
suficientemente grandes para que no puedan penetrar en las hifas. Sin
embargo, para otros autores (Hammel et al., 1993) las condiciones de
reaccién en estos estudios no fueron las éptimas, ya que la despolimerizacién
de la lignina por la LiP es un proceso complejo que depende de las
condiciones del entorno en el que se produce. Asi, hay varias caracteristicas
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que se deben considerar cuando se intenta reproducir el proceso ligninolitico
in vitro (Hammel et al., 1993): i) la lignina es insoluble en agua (su
degradacién in vivo no tiene lugar en un entorno acuoso y parece que los
polisaciridos extracelulares producidos por el hongo podrian aportar el
entorno hidrofébico apropiado, ademés de impedir la repolimerizacién de los
productos de degradacién (Leisola y Garcia, 1989); ii) la despolimerizacién
de los compuestos modelo de lignina necesita H,O, exégeno; y iii) los
fragmentos de lignina producidos durante la degradacién son asimilados
riapidamente y oxidados a CO, por el hongo evitindose su repolimerizacion.
Por otro lado, Muheim et al. (1991) y Marzullo et al. (1995) demostraron en
P. chrysosporium y Pleurotus ostreatus la produccién de enzimas capaces de
reducir los productos de degradacién debidos a la accién de la LiP impidiendo
su repolimerizacién.

Con posterioridad al descubrimiento de la LiP y la MnP se buscaron
enzimas que pudieran generar el HO, utilizado durante la degradacién de
lignina. Se estudiaron varias oxidasas en cultivos de P. chrysosporium que
pudieran llevar a cabo esta tarea: glioxal oxidasa (Kersten y Kirk, 1987),
glucosa oxidasa (Eriksson et al., 1986; Kelley y Reddy, 1986) y metanol
oxidasa (Nishida y Eriksson, 1987) (estas dos ultimas intracelulares). En P.
chrysosporium 'y otros hongos ligninoliticos, concretamente Trametes
versicolor, Bjerkandera adusta y diferentes especies de Pleurotus, se ha
detectado otra oxidasa (AAQ) capaz de actuar sobre compuestos aromaticos
estructuralmente relacionados con la lignina (Asada et al., 1995b; Farmer et
al., 1960; Muheim et al., 1990; Guillén et al., 1992). En Pleurotus eryngii se
ha comprobado que la AAO genera H,O, dentro de un sistema ciclico de
oxido-reduccién de compuestos aromdticos en el que también participan
reductasas miceliares (Guillén ez al., 1994; Guillén y Evans, 1994). Tal como
proponen Guillén et al. (1995; 1997), el H,0, podria también participar en la
degradacién de la lignina a través de la generacién de otras especies activas
de oxigeno, como el radical hidroxilo (OH-), produciéndose el reciclado del
hierro a través del radical superéxido (O,”) formado en el “redox cycling” de
las quinonas.

1.2.2 MECANISMO DE ACCION

Las diferencias entre las enzimas LiP y MnP producidas por P. chrysosporium
estdn en funcién de los compuestos que son capaces de oxidar. En la Fig. 1.6
se muestran sus ciclos cataliticos (adaptados de Renganathan y Gold, (1986) y
Wariishi er al. (1988)). La MnP necesita Mn®" para reducir el Compuesto II,
aunque el Compuesto I puede ser reducido por fenoles, mientras que la LiP
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solamente puede completar el ciclo catalitico con dadores de electrones
aromaticos no fenélicos, tales como el alcohol veratrilico (los fenoles
provocan la inactivacién de la enzima por un mecanismo ain no establecido).

Fe‘*[P] Fe*[P]
MnP
ROOH ROOH
n2+
> C-ll » C-fl
[Fe‘“ op+] [Fet*=0 P] [Fe4+—o P+ an+ we [Fe*=OP]
A AH

Fig. 1.6. Esquema de los ciclos cataliticos de la LiP (A) y la MnP (B) de
Phanerochaete chrysosporium, adaptados de Renganathan y Gold, (1986), y Gold ez
al. (1987).

1.2.2.1 Lignina peroxidasa

La LiP de P. chrysosporium presenta una amplia especificidad sobre sustratos
aromaticos no fenélicos y cataliza su oxidacién, en presencia de H,O», por un
mecanismo consistente en la sustracciéon de un electrén del anillo aromético
dando lugar a los radicales cati6nicos arométicos correspondientes. Los
radicales catiénicos asi formados son bastante inestables y sufren una gran
variedad de reacciones no enziméiticas (Kersten et al., 1985; Schoemaker et
al., 1985).

e Oxidacién del alcohol veratrilico

Se ha comprobado que el alcohol veratrilico, un metabolito aromético
secretado durante el metabolismo secundario de P. chrysosporium, posibilita
la oxidacién de ciertos sustratos de potencial redox alto (como el alcohol
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anisilico) y de la lignina polimérica por la LiP. Generalmente se admite que el
radical catiénico del alcohol veratrilico actiia como mediador redox (Fig. 1.7
A) (Harvey et al., 1986), pero otros estudios sugiriecren que la funcién
principal del alcohol veratrilico serfa el cierre del ciclo catalitico (Cancel et
al., 1993) (Fig. 1.7 B).

Q
OH B
)
DOMa "“1. OH
LiP r. owe
Fe*+[P]

OMe
oMe H,0, H,0

H0, N
/ C-ll -~3 C-iit
H,0 Fe**=0[P] Fed* 0, [P]

C‘ Inactivacién
Fe**=Q[P]?

OMe

OMs

Fig. 1.7. Participacién del alcohol veratrilico en la oxidacién de la lignina: A.
Hipétesis del intermediario; B. Cierre del ciclo catalitico en la oxidacién del alcohol
anisilico (basado en Gutiérrez , 1995).
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Harvey et al. (1986) propusieron al alcohol veratrilico como un
intermediario natural en la degradacién de la lignina, ya que la LiP necesita de
un mediador para poder oxidar compuestos a los que no puede acceder
directamente como el polimero de lignina. Estudios recientes han mostrado
que la vida media del radical catiénico del alcohol veratrilico es de alrededor
de 60 ms (Candeias y Harvey, 1995), un valor demasiado bajo para poder
actuar como un mediador eficaz entre la LiP y la lignina de la pared vegetal.
Sin embargo, se habia sugerido que la LiP podria dar lugar a una degradacion
a distancia, no por desplazamiento del radical sino por una reacci6n de
transferencia electrénica (Harvey y Palmer, 1990), efecto ninel (Fig. 1.8),
hasta alcanzar la zona de la lignina donde se produzca la degradacion.

H20H GH—CH20H
HC—OH

.-\' 1 Me

Fig. 1.8. Efecto tinel en la degradacién de la lignina por la LiP, incluyendo la
presencia de alcohol veratrilico que facilita la transferencia electrénica de la lignina

al hemo (Gutiérrez y Martinez, 1996).

El radical catiénico del alcoho! veratrilico en ausencia de otros
compuestos con los que poder reaccionar, como por ejemplo el polimero de
lignina, puede evolucionar descomponiéndose de forma no enzimdtica dando
lugar a varios productos de forma parecida a como lo hacen los dimeros
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modelo (ver mis abajo) o el polimero de lignina. El veratraldehido es el
mayoritario, aunque también se pueden producir quinonas ¢ incluso la
apertura del anillo aromético (Schoemaker ef al., 1991) (Fig. 1.9).

- ] . CHOH

CH,0H CH,0H O‘i
LiP,0p
e -
OMe 22 OMe Me
OMe | OMe

veratryl alcohol |

! ¢ }
anoﬂ

3 o

COOMe

Fig. 1.9. Mecanismo de oxidacién del alcohol veratrilico por la LiP, que resulta en
una variedad de productos de reaccién (Schoemaker et al., 1991).

e Oxidacion de compuestos modelo

Los compuestos modelo son mondmeros, dimeros, etc., representativos de
algunas de las unidades estructurales de la lignina. Pueden ser fen6licos o no
fenélicos. Los mds ampliamente utilizados son estructuras diméricas que
contienen uniones B-1, B-5 y B-O-4 (representadas en la Fig. 1.5). Estos tres
tipos de uniones representan mds del 65% de todas las que se establecen en
las ligninas de coniferas y caducifolias (Fengel y Wegener, 1984).

La oxidacién de estos compuestos por la LiP se produce, al igual que
sucede con en el alcohol veratrilico, mediante la sustracciéon de un electrén de
alguno de los anillos aromiticos del dimero. El que un micleo aromatico sea
sustrato para la LiP depende de su potencial de oxidacién (Hammel ez al.,
1986) que viene definido por los sustituyentes que presenta y su posicién en
el anillo aromdtico. Los sustituyentes, a su vez, condicionan las reacciones
que sufren los radicales catidnicos (Kirk et al., 1986): rupturas de enlaces
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(Co-Cp, alquil-arilica, B-O-4 en dimeros de este tipo, del anillo aromético y
desmetoxilaciones), oxidacién del grupo hidroxilo del Cq, y polimerizacion
por unién de radicales (Kirk y Farrell, 1987; Tien, 1987; Higuchi, 1990;
Shimada e Higuchi, 1991;). En las Fig. 1.10 y 1.11 se muestran los productos
resultantes de la oxidacién monovalente de dimeros B-1 y B-O-4 por la LiP.
En la oxidacién del dimero B-1 (Fig. 1.10), tras la formacién de un radical
intermediario sobre el sustrato (1), la unién C,-Cp se rompe homoliticamente
para dar un radical centrado en el carbono y un aldehido aromitico (2). A
continuacién, el radical puede reaccionar con oxigeno (condiciones aerobias)
formdndose un radical centrado en el oxigeno (Hammel er al., 1985). La
evolucién de este radical da lugar a otro producto de reaccién (4) que ha
incorporado un dtomo de oxigeno. Bajo condiciones anaerobias el radical
centrado en el carbono es atacado por el oxigeno del agua dando los mismos
productos finales obtenidos en condiciones aerobias a trav€és de un
intermediario (3).

OMe
OMe

B CH— C}'I:OH CH~CH OH B CH— CH,OH

a CH—CH o CH—- OH *
‘ 1 .e

A'c At

| |

CH -CH,CH CH CH,OH

Ote one + \ lH ,0
I

C-CH,OH <—Hccuou

H |

OH
4 3

Fig. 1.10 Mecanismo de degradacién de dimeros modelo de lignina no fenélicos de
tipo B-1 por la LiP: ruptura Co-Cp (Kurek, 1992, adaptado de Schoemaker, 1990).
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En el caso de las estructuras B-O-4 (Fig. 1.11), la ruptura C,-Cp catalizada
por la LiP estd generalmente seguida por la ruptura de la unién éter entre el
fragmento de la cadena lateral y el segundo anillo aromatico (2). Esta da lugar
a pequefios fragmentos alifdticos solubles en agua (3) y estructuras fendlicas

(4).

OMe
CH,0H - CH,0H oy
ino—(0) o)
C=0 a CH.0H CHO [ cnon ]
LiP LiP !
S e = e
+
OMe : OMe oM. | 0 oM
OMe OMc OMe ¢
1 - 2
Dimero §-0-4 CH,OH
. l + 0
CHO
OMe
3 4

Fig. 1.11. Mecanismo de degradacién de dimeros modelo de lignina no fendlicos de
tipo B-O-4 por la LiP: ruptura Co-Cp (derecha) y oxidacién Cp (izquierda)
(Schoemaker et al., 1991).

1.2.2.2 Manganeso peroxidasa

Como se describi6é anteriormente, la principal reaccién catalizada por la MnP
es la oxidacién del Mn>* a Mn®* por el H,O, (Glenn ef al., 1986). El Mn>** es
un oxidante con una vida media muy corta en medios acuosos (Archibald y
Fridovich, 1982). Sin embargo, los hongos de podredumbre blanca secretan
metabolitos aromdticos (como el alcohol veratrilico y el anisaldehido) y
alifaticos al mismo tiempo que las enzimas ligninoliticas, incluyendo 4cidos
dicarboxilicos que actiian eficientemente como quelantes de iones metélicos
como el Mn*" (Kirk y Farrell, 1987; Kuan y Tien, 1993; Wariishi et al.,
1992). Estos quelantes, entre los que se encuentran el oxalato, no compiten
con la enzima por el Mn?* debido a que presentan una constante de unién muy
baja por él. Sin embargo, unen ¢l Mn>* facilitando su disociaci6n de la enzima
y lo estabilizan en solucién acuosa con un potencial redox elevado (0.9-1.2).
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Tras la estabilizacién del Mn* producido por la MnP, éste puede difundir en
el medio de reaccién llegando a zonas donde la enzima no puede acceder. La
desventaja que presenta el Mn®* quelado como agente ligninolitico con
respecto a la LiP es su bajo poder oxidante en condiciones fisiologicas. La
pareja MnP/Mn oxida solamente las unidades fenélicas de la lignina que son
minoritarias en la composicién global de este polimero, y es incapaz de oxidar
las unidades no fendlicas. Sin embargo, se ha comprobado que la MnP es
capaz de llevar a cabo una despolimerizacién de la lignina in vitro (Wariishi
et al., 1991b), tal como se habia demostrado para la LiP. Por otro lado, en un
estudio sobre la degradacién de la lignina en condiciones naturales por
Pleurotus pulmonarius, un hongo que no produce LiP, se ha podido
comprobar como la adicién de Mn®* estimula fuertemente la mineralizacién
de la lignina (Camarero et al., 1996).

El mecanismo de accién del Mn®* sobre modelos fen6licos es via
formacién de un radical fenoxilo que posteriormente evoluciona dando lugar a
una serie de productos de reacci6n parecidos a los obtenidos tras la oxidacién
por la LiP. Se ha comprobado que se producen rupturas C,-Cg sobre
compuestos de tipo diaril propano (Wariishi er al., 1989a), rupturas alquil-
fenil y oxidaciones C,.

Para explicar algunos de los resultados expuestos anteriormente, algunos
autores han propuesto que ademis de poder oxidar compuestos fen6licos a
través de la acci6n del Mn>*, la MnP también puede oxidar compuestos
aromdticos no fendlicos a través de ciertos intermediarios entre los que se
encuentran radicales derivados de tioles y lipidos insaturados. En presencia de
agentes reductores, como los tioles (GSH, DTT, DTE, etc...), el Mn** puede
conducir a la oxidacién de compuestos aromiticos no fen6licos (Wariishi er
al., 1989b). El mecanismo seguido, a diferencia del de la LiP, no implica la
formacién de un radical catiénico. El Mn** producido por la MnP oxida los
tioles a radicales tiilo y éstos a continuacién pueden sustraer un electrén del
C,, de un compuesto aromético no fenélico.

La degradacién oxidativa de compuestos modelo de lignina (fenélicos y
no fenélicos) y lignina sintética también se ha observado en reacciones en las
se produce la peroxidacién de lipidos insaturados en presencia de MnP y
ausencia de H,O, (Bao er al., 1994). Parece ser que el mecanismo comienza
con la autoxidacién de los lipidos insaturados, generdndose los
hidroperéxidos correspondientes. La reduccién de éstos por parte de la MnP
en presencia de Mn** daria lugar a radicales peroxilo de los 4cidos grasos,
responsables en ultima instancia de la oxidacién de la lignina o compuestos
relacionados. Los radicales de los lipidos formados por mediacién de la MnP
son relativamente estables, con una vida media de segundos, Yy
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suficientemente pequefios como para poder entrar por los poros de la madera
donde enzimas como la LiP no puede penetrar.

1.2.3 CLONACION DE GENES lip Y mnp

El conocimiento de la genética molecular de los hongos de podredumbre
blanca, sobre todo de P. chrysosporium, ha avanzado considerablemente
durante la pasada década. Se han establecido metodologias para la produccién
de cepas auxétrofas (Gold et al., 1982), anélisis de recombinantes (Alic y
Gold, 1985; Gaskell et al., 1994), purificacién de DNA y RNA (Raeder y
Broda, 1988; Haylock y Broda, 1988) y transformacién génica por
complementacién auxétrofa (Alic er al., 1989, 1990, 1991 y 1993) y por
resistencia a drogas (antibiéticos) (Randall et al., 1989 y 1991; Randall y
Reddy, 1992).

En 1987 Tien y Tu clonaron y secuenciaron por primera vez el cDNA que
codificaba una LiP (la isoenzima H8 de P. chrysosporium), y dos afios mas
tarde Pease et al. (1989) y Pribnow et al. (1989) caracterizaron por primera
vez el cDNA de una MnP (la isoenzima MnP1 del mismo hongo). Desde
entonces se han clonado las secuencias de DNA genémico y cDNA de
diferentes isoenzimas LiP (H8, H2, H6 y H10) y MnP (MnP1, MnP2 y MnP3)
de P. chrysosporium. Los genes lip se encuentran agrupados en “clusters” en
el genoma de P. chrysosporium (Gaskell et al., 1991), y las isoenzimas LiP y
MnP estan codificadas por dos familias de genes estrechamente relacionados,
que se pueden clasificar en subfamilias atendiendo al nimero y posicién de
los intrones (Gold y Alic, 1993; Alic et al., 1997).

En otras especies flingicas también se han caracterizado genes lip y mnp
con las mismas caracteristicas que los de P. chrysosporium. Entre ellos se
incluyen cuatro genes lip en T. versicolor (clones VLGI (Black y Reddy,
1991); LiP12 (Jénsson y Nyman, 1992); LiPGII (Jonsson y Nyman, 1994), y
LiP7 (Johansson y Nyman, 1995)) y uno en B. adusta (clon LPO-1 (Kimura et
al., 1991)) y Phlebia radiata (Ilpg3 (Saloheimo et al., 1989)); un gen mnp de
P. ostreatus (Asada et al., 1995a) y una peroxidasa hipotética de T. versicolor
(clon PGV (Jonsson et al., 1994)) con caracteristicas generales intermedias
entre LiP y MnP. Ademds de los hongos de podredumbre blanca en los que se
han caracterizado secuencias de DNA y cDNA que codifican peroxidasas
ligninoliticas, hay muchos otros en cuyos cultivos se ha detectado actividad
LiP y/o MnP. (Hatakka, 1994; Peldez et al., 1995).

El micelio vegetativo de estos hongos es cenocitico, con pocos septos y
varios niicleos haploides genéticamente distintos por célula. A partir de una
basidiospora (espora sexual) uninucleada se forma un micelio homocariético
que se fusiona con otro dando lugar a un micelio heterocaridtico. En
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ocasiones las Dbasidiosporas son ya binucleadas y dan micelios
heterocari6ticos. Debido a estos hechos existe la posibilidad de encontrar
variantes alélicas del mismo gen, como se ha demostrado para algunos genes
lip y mnp de P. chrysosporium (Gaskell et al., 1991; Mayfield et al., 1994a;
Godfrey et al., 1990).

La clonacién de los genes de estas peroxidasas no sélo ha permitido
caracterizar las secuencias codificantes ¢ intrones, sino que también ha
posibilitado la identificacién de posibles secuencias reguladoras en la regi6n
del promotor, que podrian estar implicadas en la regulacién de la
transcripcién de las isoenzimas LiP por limitacién de nitrégeno (Li et al.,
1994) y de las MnP por manganeso, choque térmico o estrés oxidativo
(Mayfield et al., 1994a; Li et al., 1995).

Por otro lado, el conocimiento de la secuencia de aminodcidos posibilité a
su vez la elaboracién de modelos moleculares de estas proteinas en base a la
estructura cristalografica de otras peroxidasas como la CcP o la LiP (Du et al.,
1992; Johnson et al., 1994; Selvaggini ef al., 1995). Los modelos asi
construidos demostraron ser bastante acertados cuando posteriormente estas
proteinas se cristalizaron y compararon con los datos obtenidos por difraccién
de rayos-X.

1.2.4 ASPECTOS ESTRUCTURALES

Como se coment6 con anterioridad, la funcion de las diferentes peroxidasas
estd determinada por los sustratos que son capaces de oxidar. Esta capacidad
depende en iiltimo término de la estructura proteica, que determina el
potencial de reduccién del hierro catalitico y los sitios de unién a los
sustratos. Buena parte de los aspectos estructurales relacionados con los
aspectos generales del ciclo catalitico han sido ya comentados anteriormente.
En este apartado se abordan aspectos concretos de las peroxidasas
ligninoliticas y se relacionan determinadas caracteristicas estructurales con
propiedades cataliticas especificas de la LiP y la MnP.

1.2.4.1 Oxidacién del Mn** por 1a MnP

Los primeros modelos tridimensionales de la MnP de P. chrysosporium
construidos utilizando como molde la LiP incluian tres posibles sitios de
unién para el principal sustrato de esta enzima, el Mn** (Johnson et al., 1994;
Selvaggini et al., 1995). Posteriormente uno de éstos fue confirmado por
difraccién de rayos-X de la enzima cristalizada (Sundaramoorthy et al.,
1994). En €1 (Fig. 1.12), el Mn®* aparece hexacoordinado por los oxigenos de
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los carboxilatos pertenecientes a los aminoacidos E35, E39, y D179, un
oxigeno de uno de los propionatos del hemo, y dos oxigenos de dos moléculas
de agua. El resultado es una coordinacion octaédrica tipica de los complejos
de coordinacion del Mn®*, De todos los residuos que ligan el Mn** en la MnP
solamente uno, equivalente al E39, se encuentra conservado en la LiP. En
otras peroxidasas {ARP-CIP y CcP) no aparece ninguno de estos residuos en
las mismas posictones.

E35 f E35

Fig. 1.12. Imagen estereoscépica del sitio de unién a Mn®* en la MnP de
Phanerochaete chrysosporium (Sundaramoorthy et al., 1994). Las esferas pequefias
representan moléculas de agua y la esfera grande el jon Mn®",

1.2.4.2 Dependencia del pH

Como sucede con otras peroxidasas, 1a formacion del Compuesto I de la LiP y
la MnP (oxidaciéon de la enzima por €l H,O,) no se ve practicamente afectada
en un amplio rango de pH (entre pH 3-8). Sin embargo, la reduccion de
Compuesto I a Compuesto 11 de la LiP presenta un pH 6ptimo cercano a pH 3
(Wariishi et al, 1991a). Un pH tan bajo sugiere la participacién de
carboxilatos cuya desprotonacion podria afectar a la unién del sustrato o a la
transferencia de electrones (Poulos ef al., 1993). Sin embargo, si se tiene en
cuenta que en otras peroxidasas, como la CcP y la HRP, el potencial redox del
Compuesto 1 aumenta a medida que disminuye el pH, se podria pensar lo
mismo para la LiP. Segin esto, un descenso en el pH seria un requisito
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imprescindible para alcanzar el potencial redox necesario para oxidar
sustratos no fenodlicos con un potencial redox elevado. En cuanto a la MnP, la
naturaleza del sitio de unién explica el pH 6ptimo para la oxidacion del Mn**
(pH 5). Los tres aminoacidos acidos y el propionato interno deben estar
disociados para que se una ¢l cation.

1.2.4.3 Potencial de reduccién

Actualmente se cree que la fuerza del enlace entre el hierro y la histidina
proximal (Fe-Ng2), determinada por la posicién de la histidina con respecto al
hierro, es la causa de los diferentes potenciales de reduccion de las distintas
peroxidasas (Banci et al., 1991).

A "\
25A
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F183 F193
W Yy, hélice F £ R M 7 hélies F
. o ;/,/"\ * X o N -‘_. )/{-:’r’ B ,//",‘ /_-
D28 K D238
S177 5177
D201 }’u D201 }_.(*
N

hélice F

EN .‘ E201 :

Fig. 1.13. Imagen estereoscopica de los residuos del lado proximal del hemo,
algunos de los cuales parecen determinar la diferencia entre el potencial de reduccion
de ia LiP (A) y de la CcP (B). Las lineas discontinuas representan puentes de
hidrégeno.
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En la LiP y la MnP, la histidina proximal se encuentra mis alejada del
plano del hemo que en la CcP. El desplazamiento es debido a la formacién de
un fuerte puente de hidrégenoc entre la cadena lateral de la S177 y la cadena
lateral del D201, que arrastra la hélice F alejandola del hemo (Fig. 1.13 A).
Este puente de hidrégeno no existe en la CcP debido a que la serina esta
sustituida por una alanina (Piontek et al., 1993) (Fig. 1.13 B). El
desplazamiento de la hélice F provoca una mayor deficiencia de electrones en
el hemo aumentando el potencial de reduccién.

1.2.4.4 Papel de los carbohidratos

Los estudios estructurales no se limitan a estudiar la parte proteica de las
peroxidasas. También tratan de encontrar una posible funcién para la porcién
glucidica. Asi, Piontek et al. (1993) demostraron la existencia carbohidratos
préximos a la entrada del canal de acceso al hemo en la estructura de la LiP.
Un resultado que abrié el camino para que Schoemaker et al. (1994)
propusieran que estos carbohidratos podrian jugar un papel crucial en el ciclo
catalitico de la LiP, modulando la evolucidn del radical catiénico formado tras
la oxidacién del alcohol veratrilico.

1.2.5 ASPECTOS BIOTECNOLOGICOS

En los ultimos afios el uso de la biotecnologia se ha convertido en una
realidad dentro de la industria papelera. La capacidad que presentan los
hongos de podredumbre blanca para degradar el polimero de lignina los ha
convertido en herramientas potenciales en las distintas fases de la fabricacion
de papel. Entre estas fases se incluye la produccién de la pasta, que supone la
separacion de las fibras vegetales unidas entre si por la lignina; el refinado,
que tiene por objeto completar la separacién de las fibras y producir una pasta
homogénea (especialmente importante en las pastas mecdnicas); y la
eliminacidén del color de la pasta a través de procedimientos de blanqueo que
suponen secuencias de oxidacidn y extraccién de la lignina alterada. El uso de
hongos o enzimas fiingicas capaces de degradar la lignocelulosa puede rebajar
los costos de los reactivos y la energia utilizados en los procesos de
fabricacién de papel, pero sobre todo supone una posibilidad para reducir la
poiucién del medio acudtico causada por esta industria. En este sentido los
efluentes del blanqueo de la pasta de papel causan un fuerte impacto
ambiental como consecuencia de la presencia de clorofenoles y cloroligninas,
cuyo contenido podria reducirse con la utilizacién de enzimas fiingicas en
lugar del Cl; o el ClO, usados en los procesos tradicionales de blanqueo
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(Martinez et al., 1992). Actualmente las empresas que incorporan enzimas en
sus secuencias de blanqueo utilizan hidrolasas que degradan la hemicelulosa
(que actua de unidén entre la celulosa y la lignina), principalmente xilanasas
(Viikari et al., 1994), como una ayuda para eliminar la lignina y los productos
derivados de ésta. El uso de enzimas ligninoliticas (lacasa, LiP y MnP) no ha
llegado a introducirse aln a nivel industrial, aunque existen varias patentes al
respecto. Su uso debe ser la alternativa de futuro, no sélo para el blanqueo
sino también en procesos de deslignificacion enzimatica para la fabricacion de
pasta de papel (Fig. 1.14), en combinacion con métodos mecéanicos o
quimicos suaves. En relacion con las lacasas, fenoloxidasas descritas en la
mayor parte de los hongos de podredumbre blanca incluyendo recientemente
especies de Phanerochaete (Srinivasan et al., 1995; Pérez et al., 1996), varios
estudios han mostrado que pueden oxidar compuestos no fendlicos (incluidos
dimeros modelo) en presencia de ciertos mediadores (Bourbonnais et al.,
1995; Martinez et al., 1994). Este descubrimiento ha abierto las puertas para
su utilizacion en la industria papelera (Bourbonnais et al., 1995; Call y
Mucke, 1997). De igual forma existen estudios recientes sobre blanqueo de
pasta de papel con MnP que ofrecen perspectivas prometedoras (Archibald,
1992; Paice et al., 1993; Kaneko et al., 1994; Kondo et al., 1994).

Fig. 1.14. “Pasta bioldgica” tras tratamiento de la madera con un hongo
ligninolitico que causa la separacion de las fibras (microscopia electronica de
barrido, x 125) (Martinez et al., 1992).
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Las posibles aplicaciones medioambientales y comerciales de las
peroxidasas ligninoliticas han estado limitadas durante mucho tiempo por los
bajos niveles de produccién enzimética conseguidos. Inicialmente algunos
grupos trataron de incrementar la produccioén de LiP por P. chrysosporium
modificando las condiciones de cultivo (composicién del medio, agitacion,
aireacion, etc.), e incluso se desarrollaron mutantes con el crecimiento
alterado. Sin embargo, tras la clonacién del cDNA de la LiP, los trabajos se
orientaron hacia la sobreexpresion de estas proteinas en sistemas heterélogos.
Escherichia coli fue el primer organismo utilizado (Maione er al., 1987) y
diferentes grupos lo han seguido empleando para expresar la LiP (Doyle y
Smith, 1996) y la MnP (Whitwam ez al., 1995; Whitwam y Tien, 1996). No
obstante, E. coli es incapaz de procesar correctamente proteinas eucariotas, y
la necesidad de un replegado in vitro representa un obsticulo para su
utilizacién a nivel industrial por su elevado coste. Para evitar este problema se
ha intentado expresar estas enzimas en organismos eucariotas con diferentes
resultados. Asi, mientras que el intento de expresién de la LiP de P. radiata
en Trichoderma reesei fue fallido (Saloheimo et al., 1989), la lacasa de P.
radiata y la MnP de P. chrysosporium se consiguieron producir, ambas
activas, en T. reesei (Saloheimo y Niku-Paavola, 1991) y Aspergillus oryzae
(Stewart et al., 1996) respectivamente. Por otro lado Mayfield et al. (1994b)
prepararon un Sistema de expresion homoéloga para la MnP en P.
chrysosporium. Los resultados muestran que, si bien para un estudio de
cardcter cualitativo sobre peroxidasas ligninoliticas puede ser mejor un
sistema de expresién homodlogo, para conseguir una produccién a gran escala
es imprescindible el uso de otros organismos, como Aspergillus niger y A.
oryzae, con capacidad para secretar varios gramos de proteina heteréloga por
litro de cultivo.

Los diferentes sistemas de expresion no solo son de utilidad para expresar
proteinas en gran cantidad, sino que también se pueden emplear para la
realizacién de estudios de “ingenieria de proteinas”. Estos consisten en
cambios puntuales en la secuencia nucleotidica, generalmente por
mutagénesis dirigida, que se reflejan en la secuencia de aminoicidos
produciendo alteraciones en la estructura de la proteina con objeto de
modificar las propiedades cataliticas. Un ejemplo bastante ilustrativo es la
construccién de un sitio de unién a manganeso en la CcP que permite a la
enzima mutante oxidar el Mn** con una eficacia cinco veces mayor que la
CcP nativa (Yeung et al., 1997).
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1.3 OBJETO DEL TRABAJO

Las peroxidasas ligninoliticas, LiP y MnP, desempefian un papel central en la
degradaci6n de la lignina por los hongos. Estas peculiares peroxidasas fueron
descritas por primera vez en P. chrysosporium. La MnP de P. chrysosporium
se caracteriza por su estricta dependencia de Mn?**. Teniendo en cuenta que se
han descrito enzimas de tipo MnP en la mayoria de los basidiomicetos
ligninoliticos, se plante6 la biisqueda de una enzima similar en cultivos de P
eryngii. Una vez detectada una peroxidasa que actuaba sobre Mn’
comprobé que no se podia catalogar como una tfpica LiP o MnP (similar a las
descritas en P. chrysosporium). Con objeto de encontrar una explicacion a las
peculiares propiedades cataliticas que presenta esta nueva peroxidasa se
procedi6 a su estudio a nivel molecular. Para ello hubo que plantearse
objetivos concretos como: i) la clonacién del gen que la codifica; ii) la
obtencién de un modelo molecular vdlido para establecer posibles relaciones
de estructura-funcién ; iii) el estudio de la regulacién de su expresion; y iv) el
desarrollo de un sistema de expresién heter6loga que pueda servir de
herramienta en futuros estudios de mutagénesis dirigida.
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2.1 MICROORGANISMOS Y YVECTORES
2.1.1 Hongos

Las cepas utilizadas en este trabajo proceden de la coleccién de cultivos de hongos (LJFM)
del Centro de Investigaciones Biologicas (CIB) del CSIC. Se mantuvieron a 28°C en agar
extracto de malta (2%) con resiembras periédicas o cubiertos con parafina a 15°C en medio
con acaricida (dialdrin 4 pg/ml) y cloranfenicol (50 pg/ml). Para la conservacion de los
basidiomicetos se afiadié un fungicida (benomilo 6 pg/ml) que restringe el crecimiento de
contaminantes de tipo ascomiceto.

Tabla 2.1. Relacion de cepas fingicas empleadas.

Familia IJFM Origen
Basidiomicetos
Pleurotus eryngii Lentinaceae A169 Carpéforo (Madrid) (CBS 613.91)
Coriolopsis gallica Coriolaceae A241 Dr. G. Gémez (CIB-Madrid)
Fomes fomentarius Coriolaceae A166 Carpéforo (Burguete, Navarra)
Heterobasidion annosurn Coriolaceae A102 Carpéforo (Exeter, Inglaterra)
Pycnoporus cinnabarinus Coriolaceae Al168 Carpéforo (Burguete, Navarra)
Phanerochaete chrysosporium Meruliaceae A547 VKM-F1767, CBS 481.73
Phlebia chrysocrea Meruliaceae A469 Carpéforo (Futrono, Chile)
Phiebia radiata Meruliaceae AS88 CBS 184.83
Ascomicetos
Emericella nidulans Trichocomaceae A729 Dr. M. A Pefialva (CIB, Madrid)
(anamorfo: Aspergillus nidulans)
(biAl, merG1, argB2)
Deuteromicetos
Aspergillus niger A570 Dr. J.C. Duarte (INETI, Lisboa)

CBS: Centraalbureau vor Schimmelcultures; IIFM: coleccién de cultivos de hongos del CIB
(procedente del antiguo Instituto Jaime Ferrdn de Microbiologia).

2.1.2 Bacterias

Las cepas de Escherichia coli utilizadas en este trabajo se crecieron a 37°C en placas de
agar-LB, con resiembras periédicas conservadas a 4°C. Para el mantenimiento de las cepas
de forma indefinida se crecieron en LB liquido, se afiadié glicerol hasta una concentracion
final del 20% y se guardaron a -80°C.
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Tabla 2.2. Relacién de cepas de Escherichia coli utilizadas.

Cepa

Aplicacion y Genotipo

Referencia

DH5o

Mantenimiento y propagacién de plasmidos

SupEA4, AlacU169 (¢80 lacZAMI1S5) hsdR17,
recAl, endAl, gyrA96, thi-1, reiAl

(Hanahan, 1983)

XL1-Blue MRA,

Titulacién y “screening” de librerias genémicas en
el bacteriéfago AEMBL3

A(mcrA)183, A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173, endAl,
SupE44, thi-1, pyrA96, recAl, lac

(Stratagene)

XL1-Blue MRA (P2)

[ ]

Titulacién y “screening” de librerfas genémicas en
el bacteriéfago AEMBL3
XL.1-Blue MRA con el bacteriéfago P2 liségeno

(Stratagene)

L.87

Titulacion de librerias de cDNA en ¢l bacteriéfago
Agtl0
HsdR (r,my "), trpR, metD, supE, supF, tonA

(Amersham)

NM514

Titulacién y “screening” de librerfas de cDNA en
el bacteriéfago Agt10

HsdR514 (r,my"), argH, galE, galX, strA,
lycB7*, (HfI*)

(Amersham)

BL21(DE3)

Huésped de expresién de genes clonados en
plismidos pET. Lis6gena para el bacteribfago
ADE3J que porta ¢l gen de la RNA polimerasa T7
bajo el control de lacUV35

F, ompT, hsdSg (rg'mg), dcm, gal (DE3)

(Novagen)

BL21(DE3)pLysS

Cepa BL21(DE3) portadora del pldsmide pLysS
que codifica la lisozima T7. Esta enzima
disminuye la expresion basal de los genes que se
encuentran bajo el control del promotor T7,
inhibiendo a la RNA polimerasa T7, sin afectar los
niveles de expresion inducida.

F, ompT, hsdSy (tgmg’), dcm, gal (DE3) pLysS,
Cm'.

(Novagen)
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2.1.3 Vectores

pBluescript SK (+/-) (pBSK) (Stratagene). Se utilizé para clonar fragmentos de DNA
procedentes de reacciones de PCR y para subclonar a partir de clones positivos de las
librerias de DNA y cDNA.

pDm 238 (Roiha ef al., 1981). Pldsmido derivado del pBR322 que incluye un fragmento de
12kb de Drosophila melanogaster que codifica ¢l TRNA 28S. Se utilizé6 como control
interno en hibridaciones de RNA.

pET21a y pET22b (Novagen). Vectores de expresién en cé€lulas huésped de E. coli que
contienen en su cromosoma una copia del gen de la RNA polimerasa T7 bajo control del
promotor lacUV5 inducible por IPTG. Estos vectores presentan un operador lactosa
asociado al promotor T7 y una secuencia que codifica ¢l represor lac capaz de reprimir los
promotores lacUV5 y T7 en ausencia de IPTG. Las proteinas expresadas a partir de
pET21a se acumulan en el citoplasma. Sin embargo, pET22b es portador de una secuencia
sefial a la que se fusiona la secuencia de la proteina objeto de estudio de forma que, una vez
expresada, permite su desplazamiento al periplasma donde queda acumulada.

pMal-c2 (New England Biolabs). Vector de expresién en E. coli que permite fusionar el
gen de la proteina que se quiere expresar al gen malE que codifica una proteina de unién a
maltosa (MBP). Esta fusién tiene por objeto facilitar el proceso de purificacién (utilizando
columnas de maltosa) y, en cierta medida, estabilizar la proteina de interés. El gen de la
proteina objeto de estudio se fusiona al promotor lac inducible por IPTG.

palcAl (Ferndndez-Cafién y Pefalva, 1995). Vector de expresion, derivado del pBluescript
SK+, portador del promotor y secuencias reguladoras de la transcripcion del gen alcA de
Emericella nidulans (anamorfo: Aspergillus nidulans) Este gen codifica la aicohol
deshidrogenasa, proteina inducible por una gran variedad de compuestos entre los que se
encuentran la treonina o el etanol, y reprimible por glucosa (Lockington er al., 1985).
palcAl presenta el terminador transcripcional del gen wpC de E. nidulans y, como
marcador de seleccién, el gen argB que codifica la ornitina carbamoiltransferasa implicada
en la biosintesis de la arginina. Este pldsmido fue cedido por el Dr. M. A. Pefialva (CIB).

AEMBL3 (Stratagene). Bacteriéfago empleado como vector de reemplazamiento en la
construccién de la librerfa de DNA genémico de P. eryngii. Puede aceptar fragmentos de
DNA de entre 9 y 23 kb con extremos compatibles BamHI (Sau3A, Mbol, Bglll, o BamHI)
tras la eliminacién de un fragmento interno BamHI-BamHI de 13.13 kb.

Agt10 (Amersham). Bacteri6fago utilizado como vector de insercién para la construccién

de librerias de ¢cDNA. Puede aceptar insertos de DNA de hasta 7.6 kb en el tinico sitio
EcoRI que presenta.
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2.2 MEDIOS Y SOLUCIONES

2.2.1 Medios de cultivo

Medio glucosa-tartrato aménico-extracto de levadura

(composicion por litro).
Glucosa
Tartrato aménico
KH,PO,
MgSO4 : 7H20
KCl1
Extracto de levadura
Elementos traza

10g
2g
lg

05¢g
05g

lg
1ml

Soluci6n de elementos traza (composicién por litro).

Na;B,0, - 10H,0
CuSO, - SHzo
FeSO, - TH,0
MnS04 . 4H20
(NH.)M0,0, - 4H,0
ZnSO, - TH,O

Autoclavar a 110°C, 30 min.

100 mg

10 mg
50 mg
10 mg
10 mg
70 mg

(Guillén et al.,

1990)

Medio glucosa-peptona-extracto de levadura (Kimura et al., 1990) (composicién por

litro).

Glucosa

Peptona (Bacto-peptona, Difco)

Extracto de levadura (Difco)
KH,PO,

20¢g
5¢
2g
lg

05¢g

Ajustar a pH 5.5 con HCL. Autoclavar a 110°C, 30 min.

Aunque éste es el medio que se usé para la produccién de la peroxidasa MnPL de P.
eryngii, se realizaron algunas modificaciones en su composicién con objeto de estudiar la
influencia de diferentes fuentes de nitrégeno sobre la produccién de esta enzima.

Extracto de malta 2.7%
Glucosa 2%, peptona 0.7%

Glucosa 2%, tartrato amonico 0.7%

Glucosa 2%, peptona 0.5%, extracto de levadura 0.2%
Glucosa 2%, "corn-steep liquor” (Cerestar) 0.5%, extracto de levadura 0.2%
Glucosa 2%, extracto de levadura 0.7%

Todos incluian KH;PO,4 0.1% y MgSO, - TH0 0.05%, y el pH final se ajusté a 5.5.
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Medio LB (Sambrook et al., 1989) (composicién por litro).

Triptona 10g
Extracto de levadura 5g
NaCl 10g

Ajustar a pH 7.0 con NaOH 5N. Autoclavar a 120°C, 20 min.

Medio NZY. Modificado a partir del descrito en Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989)
(composicién por litro).

NZ Amina (hidrolizado de caseina) 10g
Na(l 5g
Extracto de levadura 5g
MgSO, - TH,O 2g

Ajustar a pH 7.5 con NaOH 5N. Autoclavar a 120°C, 20 min.

Medio M9. Modificado a partir del descrito en Sambrook et al. (1989) (composicién por
litro).

Solucién de sales 10 X 100 ml
Glucosa 20% 20 ml
ChCalM 100 pl

Esterilizan por filtracién las soluciones de MgSO, - 7TH;0 1 M, glucosa y C,Ca 1 M.

Solucién de sales 10 X (composicién por litro).

N32P1P04 : 7H20 60 g
KH2PO4 30 g
NaCl S5g
NH.CI 10g

Ajustar a pH 7.4 y autoclavar a 110°C, 30 min.

Medio minimo de Emericella nidulans (composicién por litro).

Solucién de sales 50 X 20 ml
Glucosa 10 g
Tartrato aménico 092¢g

Ajustar a pH 6.8 con NaOH y autoclavar a 110°C, 30 min.

Solucién de sales 50 X (composicién por litro).
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KCi 26 g
MgSO, - 7HO 26g
KH;PO, 76 4
Elementos traza 50 ml

Solucién de elementos traza (composicién por litro).

N32B407 - 10 H,,O 40 mg

CuS0O; -5 H,0 400 mg

Fey(SO,): - 2 HO 800 mg

Na,MceO, - 2 H,O 800 mg

ZnS0, - 7 H,O 8 mg
Por iiltimo, afiadir al medio los requerimientos especfficos de la cepa biAl, metGl, argB2
{composicién por litro de medio).

D-bictina 100 mg/l 10 ml

L-metionina 14.9 g/l Sml

L-arginina 53 g/l 10 ml

Medio completo de Emericella nidulans (composicitn por litro).

Solucién de sales 50 X 20 ml
Solucién de casaminodcidos 10 ml
Glucosa 10g
Bactopeptona 2g
Extracto de levadura lg

Ajustar ¢l pH a 6.8 con NaOH vy autoclavar a 110°C, 30 min. A continuacién afiadir 10 ml
de 1a solucién de vitaminas.

Solucién de casaminodcidos: 150 g/l de hidrolizado de caseina.

Solucién de vitaminas (composicién por litro).

Tiamina-HCl 50 mg
Biotina 10 mg
Acido nicotinico 100 mg
D-pantotenato de calcio 200 mg
Piridoxina-HCl 50 mg
Riboflavina 100 mg
PABA 100 mg
Esterilizar por filtracién.

2.2.2 Soluciones

Solucién de Denhardt 50 X Albimina de suero bovino (fraccién v, Sigma) 1%, Ficoll (tipo 400,
Pharmacia) 1%, Polivinilpirrolidona 1%.
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Solucién HSE Hepes 10 mM, pH 6.9, sacarosa 0.5 M, EDTA 20 mM, pH 8.0.

Tampé6n MOPS MOPS 40 mM, acetato sédico 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7.0.

Tampén PBST NaCl 140 mM, KH,PO, 1.5 mM, Na,HPO, - 12H;0 8.1 mM, KCl
2.7 mM, Tween 20 0.05%.

Tampén SM Tris-HC! 50 mM, pH 7.5, NaCl 100 mM, MgSO, - 7H,O 8 mM,
gelatina 100 mg/l.

Solucién SSC NaCl 0.15 M, citrato sédico 15 mM, pH 7.0.

Tampdén STE Tris-HC1 10 mM pH 8.0, NaCl 10 mM, EDTA 1mM pH 8.0.

Tampén TAE Tris-acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8.0.

Tampén TE Tris-HCI 10 mM, pH 8.0, EDTA 1mM.

2.3 VALORACIONES ENZIMATICAS

Se llevaron a cabo en un espectrofotémetro Shimazu UV-160 a temperatura ambiente. Una
unidad de actividad enzimética se definié como la cantidad de enzima que transforma 1pmol
de sustrato por minuto.

2.3.1 AAO (EC 1.1.3.7)

Se determind en espectrofotémetro siguiendo la formacion del veratraldehido (€310= 9 300
M cm™) resultante de la oxidacién del alcohol veratrilico (3,4-dimetoxibencilico) 5 mM en
tampén fosfato 0.1 M, pH 6 (Guillén ez al., 1992).

2.3.2 Lacasa (EC 1.10.3.2)

Se valord utilizando como sustrato ABTS 5 mM en tampén acetato 0.1M, pH 5. El
producto resultante de la oxidacion, el radical catibnico del ABTS, se siguié
espectrofotométricamente a 436 nm (€436-29 300 M cm™) (Mufioz et al., 1997).

233 LiP(EC 1.11.1.14)

Esta actividad enzimdtica se investigé siguiendo la oxidacién dependiente de H.O, del
alcohol veratrilico 2 mM, en tampdn tartrato sédico 0.1 M, pH 3, segin Tien y Kirk,
(1984). La reaccién se inicié por adicién de H,O, 0.4 mM, y el blanco se prepar6 en
ausencia de H,O,.
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2.3.4 MnP (EC 1.11.1.13)
Se emplearon métodos de valoracién directos e indirectos.

Ocxidacién del Mn**

El MnSO, fue oxidado directamente por la MnP en una mezcla de reaccion compuesta por
MnSQ, 0.1 mM y H,O, 0.1 mM en tartrato sédico 0.1 M, pH 5. El producto formado,
Mn*-tartrarto, es un complejo estable que presenta un méximo de absorci6n a 238 nm (€238
= 6 500 M'cm™). La reaccién se inici6 con la adicién del HyO, y se sigui6 el aumento lineal
de absorbancia con el tiempo a 238 nm. El blanco se preparé sin MnSOs.

Oxidacién del DMP dependiente de Mn**
La valoracién de la actividad MnP fue indirecta. La reaccién se llevé a cabo bajo las mismas
condiciones descritas en el apartado anterior con la diferencia de que se incluy6 un fenol,
DMP 0.1 mM, que es oxidado por el Mn®* (producto de la oxidacién del MnSO, por la
MnP). En la reaccién se forma un dimero denominado cerulignona (3,3°,5,5 -tetrametoxi-
p.p -difeniquinona), resultado de la oxidacién de dos moléculas de DMP, cuya formacién
fue seguida a 469 nm. El €46 de la cerulignona se estimd por oxidacién completa de
diferentes concentraciones de DMP con lacasa 0 MnP, obteniéndose un valor de 55 000 M’
lem™ para concentraciones de cerulignona entre 0 y 5 pM (€465 = 27 500 M em™ cuando se
refirid a la concentracién de DMP).

Para cuantificar la oxidacién debida a la actividad peroxidasa de la MnP se prepararon
los blancos respectivos: actividad peroxidasa independiente de Mn?* y actividad lacasa en
ausencia de H;0O; .

2.3.5 Peroxidasa independiente de Mn?*

La valoracidn de esta actividad se llevé a cabo utilizando como sustratos DMP (ver
apartado anterior) y alcohol veratrilico. La oxidacién del DMP 0.1 mM, se siguié por la
formacion de cerulignona, y la oxidacién del alcohol veratrilico 2 mM por la formacién de
veratraldehido, en ambos casos en ausencia de MnSQ, La reaccién se llevé a cabo en
presencia de H;O, 0.1 mM y EDTA 1 mM en tartrato sédico 0.1 M a pH 3. La
concentracién de alcohol veratrilico y pH de la reaccién fueron aquellos utilizados para la
estimacion de la actividad LiP, y todos los blancos se hicieron en ausencia de HyO,.

2.4 PRODUCCION Y PURIFICACION DE PEROXIDASAS
2.4.1 Preparacion de inoculos y condiciones de cultivo

Como inéculo se utilizaron “pellets” procedentes de cultivos en agitacién de 6 dias en
medio glucosa-peptona-extracto de levadura, homogeneizados durante 20 segundos en un
Omni-Mixer Sorvall, modelo 230.V-AC-50/60 CY, a la velocidad minima. El inéculo se
prepar6 en un 5% del volumen a inocular ajustando la cantidad de micelio, en peso seco, a
Img/ml y se inocularon matraces de 1 litro que contenian 200 ml del mismo medio. Los
cultivos se incubaron a 28°C en un agitador orbital Gallenkamp a 180 rpm.
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2.4.2 Punificacion

Después de 6 dias de incubacién, momento en el cual la actividad MnP present6 su pico de
maxima actividad, el liquido de cultivo se concentré 15 veces y dializé frente a tartrato
sédico 10 mM, pH 4.5 por ultrafiltracién a través de membranas con un tamafio de poro de
5 kDa (filtros Minisette, Filtron), mediante el empleo de una bomba peristéltica (modelo
7518-02, Masterflex). El liquido concentrado, aproximadamente 75 ml, se cargé en un
cartucho-Q de Biorad equilibrado en tartrato sédico 10 mM, pH 4.5 y se sometié a un flujo
de 1 ml/min mediante el empleo de un equipo “Econo System” de Biorad. Las proteinas
retenidas en el cartucho se eluyeron con NaCl 1 M. Se valor¢ la actividad MnP de todas las
fracciones eluidas mezclando aquellas que presentaban actividad, y se concentraron y
dializaron por ultrafiltracién utilizando membranas con un tamanio de poro de 3 kDa
(cartuchos Macrosep de Filtron). A continuacién se cargaron muestras de 1 ml en una
columna (K 16/100, Pharmacia) de Sephacryl S-200 HR equilibrada en tartrato sédico 10
mM, pH 4.5, con un flujo de la fase moévil, fijado por gravedad, de 0.8 ml/min. Se
agruparon las fracciones que contenian actividad MnP y se concentraron y dializaron frente
a tartrato sédico 10 mM, pH 5. Se aplicaron muestras de aproximadamente 1 ml a una
columna de intercambio aniénico Mono-Q (Pharmacia HR 5/5) equilibrada en tartrato
sédico 10 mM, pH 5.0. Las dos isoenzimas de la MnP se eluyeron con un gradiente lineal
de 0 a 0.25 M de NaCl en el mismo tampdn, utilizando un flujo de 0.8 ml/min durante 20
min y empleando un equipo cromatogrifico formado por un inyector Rheodyne 7125,
bomba formadora de gradiente de Pharmacia LKB 2249, detector de longitud de onda
variable de Pharmacia LKB (WM. 2141) y los paquetes informdticos "HPLC manager"
(version 1.00) y Nelson (versién 5.5.5). Las fracciones que contenian actividad MnP fueron
recogidas, concentradas, dializadas y conservadas a -20°C.

2.5 CARACTERIZACION FISICO-QUiMICA DE PEROXIDASAS
2.5.1 Valoracion de Proteinas

La concentraci6n de proteinas se determiné segin el método de Bradford (1976) utilizando
el reactivo y el procedimiento de Bio-Rad. Este se basa en el cambio de absorcion, de 465
nm a 595 nm, que experimenta una solucién 4cida de “Coomassie Brilliant Blue G-250 al
unirse a las protefnas. Las lecturas a 595 nm se transformaron en pg/ml utilizando una recta
patr6n de albimina bovina, lineal entre O y 0.8 unidades de absorbancia (0-22 pg/ml).

OD595 =0.0397¢c + 0.0074 (1' = 099)
2.5.2 Concentracién de peréxido de hidrégeno

La cantidad de H,O, de una muestra problema se estimé utilizando el método colorimétrico
descrito por Pick y Keisari, (1980). Este se basa en la oxidacién del rojo fenol, catalizada
por peroxidasa, que a pH bésico presenta la méxima diferencia de absorcién a 610 nm con
respecto a su forma reducida.

La reaccién se llevd a cabo en tampén fosfato 100 mM, pH 6, rojo fenol 0.01%, con
2.5 U de peroxidasa (grado I, Boheringer Mannheim S.A.) y el liquido problema.
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Transcurridos 5 min a temperatura ambiente se afiadié NaOH (50 pl de NaOH 4 M por ml
de reaccién). El blanco de la reaccién se realiz6 afiadiendo NaOH a la solucién de
peroxidasa antes de mezclar los componentes de la reaccién. La lectura a 610 nm se
transformé en concentracién de H>O, (nM) utilizando una recta patrén elaborada con HO,
comercial (Perhydrol 30% H,0,, Merck).

2.5.3 PAGE y determinacion de 1a Mr

PAGE y SDS-PAGE se llevaron a cabo en geles verticales de poliacrilamida de 1mm de
espesor, empleando cubetas “Mini Protean II” de Biorad segiin el método descrito por
Laemmli, (1970). Cada gel estaba formado por una fase inferior (gel de separacién) y una
superior (gel de concentracién) con la siguiente composicion.

Gel de separacion (acrilamida 11.5% y bisacrilamida 0.32%): 2.5 ml de Tris-HC1 1.5 M, pH
8.8, 4 ml de una solucién de acrilamida 29%-bisacrilamida 0.8%, 50 pl de persulfato
aménico 10%, 5 pl de TEMED y agua hasta un volumen final de 10 mlL

Gel de concentracion (acrilamida 1.9% y bisacrilamida 0.05%): 2.5 mi de Tris-HC1 0.5 M,
pH 6.8, 1.3 ml de la solucién acrilamida 29%-bisacrilamida 0.8%, 50 pl de persulfato
amonico, 10 pt de TEMED y agua hasta un volumen final de 10 ml.

Para PAGE las muestras se diluyeron (1:4) en tampdn de muestra, compuesto por Tris-
HCl 62.5 mM, pH 6.8, azul de bromofenol 0.025% y glicerol 8.7%. El tampén de
electroforesis se preparé mezclando 3 g de Tris-base con 14.4 g de glicina en agua hasta un
volumen final de 1 litro. Para SDS-PAGE los geles y el tamp6n de electroforesis se
prepararon con SDS 0.1%, y las muestras se hirvieron 5 min en tampon de muestra con
SDS 2% y B-mercaptoetanol 5% antes de ser cargadas en el gel.

El potencial aplicado para correr las muestras fue de 25 V hasta su entrada en el gel de
concentracidn, y de 100 a 125 V durante el proceso de separacién.

Finalizada la electroforesis, el gel se tifié en una solucién compuesta por: azul de
Coomassie R-250 0.2%, metanol 40% y dcido acético 10%. Por iiltimo se destifié con una
solucién de metanol-acido acético-agua (30:10:60).

Para la determinacién del peso molecular mediante SDS-PAGE se utilizaron patrones
de alto (45-200 kDa) y bajo peso molecular (14.4-97.4 kDa) de Biorad. Otras técnicas
utilizadas para la determinacién del peso molecular fueron espectrometria de masas en
MALDI-TOF y cromatografia de exclusién molecular en columna Superosa-12 (Pharmacia)
utilizando tartrato sédico 10 mM, pH 5, NaCl 150 mM como fase mévil y un flujo de 1
ml/min.

2.5.4 Isoelectroenfoque

Se realizé en geles de poliacrilamida al 7% segiin el método descrito por Grog et al. (1980).
Los geles, de 0.4 mm de espesor, estaban compuestos por 1.87 ml de una solucién de
acrilamida 29%-bisacrilamida 0.8%, 0.57 ml de anfolitos LKB de distintos rangos de pH,
37.5 nl de persulfato aménico 10%, 3.7 nl de TEMED y agua hasta un volumen final de 7.5
ml. El gradiente de pH (de 2.5 a 5.5) se establecio utilizando una mezcla compuesta por un
15% de anfolitos con un rango de pH 3.5-10 y un 85% de anfolitos con un rango de pH
2.5-5.

Las muestras se aplicaron sobre papel Whatman n® 3 previamente colocado en la
superficie del gel. Los electrodos de platino se colocaron sobre tiras de papel humedecidas
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con NaOH 1 N en el cdtodo y Hi;POs 1 N en el d4nodo, aplicindose a continuacién una
corriente constante de 7 mA y 5 W con un potencial maximo de 1200 V durante 3 h. El
gradiente de pH formado en el gel se midié con un pH-metro Orion modelo 720, utilizando
el electrodo de contacto modelo 9165SC. El gel se lavé en una solucién de metanol-dcido
acético-agua (30:10:60) para evitar interferencias con los anfolitos y posteriormente se tifié
afiadiendo a 50 ml de esta solucién 2 ml de la que contenia el azul de Coomassie R-250.

El célculo del pl teérico, una vez conocida la secuencia proteica, se llevé a cabo con el
programa “Expasy-tools”.

2.5.5 Contenido en carbohidratos y desglicosilacién

El contenido en carbohidratos de las enzimas purificadas se determiné por el método de
Trevelyand y Harrison, (1952) basado en la formacién de derivados de furfural a partir de
los aziicares tras afiadir 4cido sulfiirico.

El procedimiento consistié en la adicién de 0.2 ml de muestra a 1 ml de reactivo (0.2 g
de antrona en 100 ml de 4cido sulfiirico 14 M). Se hirvié en bafio de agua durante 10 min,
se dejo enfriar y a continuacién se ley6 la absorbancia a 660 nm. Para el célculo de la
concentracién se empled la siguiente recta patrén, lineal hasta una concentracién 1 mM de
glucosa.

ODgso = 0.0373c + 0.0069 (r = 0.99)

La reaccién de desglicosilacién de las peroxidasas se llevo a cabo con la enzima endo-B-N-
acetilglucosaminidasa H (endo-H) de Boehringer, capaz de hidrolizar el enlace N-
glicosidico entre dos residuos de N-acetilglucosamina unidos a una asparagina de la
proteina.

La reaccion se realiz6 con las proteinas previamente desnaturalizada con SDS 0.06% y
B-mercaptoetanol 0.1 mM a 100°C durante 5 min. La mezcla de reaccién, compuesta por
azida 0.02% y 25 mU de endo-H por mg de proteina a hidrolizar en acetato 50 mM, pH
5.5, se incubd 16 h a 37°C. El resultado de la reaccién de desglicosilacién se reveld por
SDS-PAGE comparando con la proteina glicosilada.

2.5.6 Analisis de aminoacidos

La composicién en aminodcidos de una proteina se determin6 con un analizador “Biochrom
20” de Pharmacia tras hidrolizar 20 pg de proteina con HC16 N a 110°C durante 24 h.

2.5.7 Determinacién de la secuencia N-terminal

Las secuencias N-terminal se obtuvieron por degradacién de Edman automatizada de 5 pg
de proteina. Para ello se empleé un secuenciador Applied Biosystems (modelo 494)
trabajando en modo liquido y un analizador de feniltiohidantoina “on-line” (modelo 140C),
ambos de Perkin Elmer.
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2.5.8 Hidrodlisis con tripsina

Se resuspendieron 200 pg de proteina desglicosilada en acetato aménico 0.4 M y DTT 4
mM, incubdndose la mezcla 15 min a S0°C. A continuacién se afiadié iodoacetamida hasta
una concentracién final 8 mM y se incubé a temperatura ambiente durante 15 min. Por
tiltimo se afiadi6 la tripsina (Difco) (10 pg), previa dilucion de la mezcla de reaccitn con 2.3
voliimenes de agua. La reaccién se mantuvo a 37°C durante 16 h y se paré por congelacién,
conservindose a —20°C hasta su utilizacién.

Con objeto de separar los péptidos procedentes de la hidrélisis con tripsina se llevé a
cabo una cromatografia en columna C18 (Spherisorb S50DS2, Hichrom). Para ello, se
empleé un gradiente de acetonitrilo (0-70%) en 4cido trifluoroacético 0.1% utilizando un
flujo de 1 ml/min. La elucién de los péptidos se siguid a 214 nm.

2.5.9 Inmunodeteccion

La detecci6n inmunol6gica de la peroxidasa MnPL de P. eryngii se realizé por la técnica de
“Western-blotting”. Las proteinas, separadas en geles de poliacrilamida al 12%, se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa empleando el médulo “Mini Trans-Blot” de Bio-
Rad y, como tampén de transferencia, una solucién compuesta por tampén de
electroforesis, metanol, agua (10:20:70) y SDS 0.1%. Las membranas se incubaron 1 h con
leche desnatada 5% en tampén PBST. Se afiadid el suero con anticuerpos policlonales anti-
MnPL2 a una dilucién 1:1000 y se incub6 2 h a 37°C. Tras varios lavados con PBST se
incubé 2 h en PBST-leche 5% vy el segundo anticuerpo, anti-inmunoglobulina G de conejo
ligada a peroxidasa, a una dilucién 1:5000. Después de varios lavados, nuevamente con
PBST, se revelé por quimioluminiscencia con el kit "ECL™" de Amersham.

2.6 AISLAMIENTO Y ANALISIS DE ACIDOS NUCLEICOS
2.6.1 Aislamiento de acidos nucleicos

DNA gen6mico

La extraccién de DNA gendmico se llevé a cabo siguiendo el método de Gonzdlez er al.
(1992). El micelio (200 mg), congelado a -80°C, se homogeneizé en 2.5 ml de solucién
HSE con SDS 1% y se incubd 15 min a 65°C. A continuacién se afiadieron 2.5 ml de Tris-
HCl 50 mM, pH 8.0, EDTA 20 mM y 5 ml de fenol. La mezcla se homogeneizé por
inversién y centrifugé durante 10 min a 12000 x g. Se hicieron varias extracciones con
fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y una dltima extraccién con cloroformo. El
DNA de la fase acuosa se dej6 precipitar durante 1 h a temperatura ambiente con 500 pl de
acetato sodico 3 M, pH 6.0 y 3 ml de isopropanol, seguido de una centrifugacién de 10 min
a 12000 x g. El precipitado se lavé con etanol 70% y se disolvié en tamp6n TE. Tras dos
incubaciones de 1 h a 37°C, primeramente con 20 ng/ml de RNasa y a continuacién con 20
pg/ml de proteinasa K, la solucién se trat6 con 1 volumen de fenol y se realizé una
extraccién con cloroformo. El DNA se precipité con acetato sddico e isopropanol y
finalmente, tras centrifugacién a 12000 x g durante 10 min, se lavé con etanol 70% y se
disolvi6 en tampén TE.
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E1 DNA de doble hebra obtenido se cuantificé espectrofotométricamente, considerando
que una OD,6 = 1 corresponde a aproximadamente 50 pg/ml y en geles de agarosa tefiidos
con bromuro de etidio (Sambrook er al., 1989) comparando la fluorescencia del DNA
problema con la de una serie de concentraciones conocidas de un DNA patrén.

DNA plasmidico de Escherichia coli

Para las extracciones a pequefia escala se empleé el Kit “Wizard minipreps DNA
Purification System” de Promega, consistente en una lisis alcalina seguida por un paso de
purificacién a través de una resina. Cuando se necesité preparar DNA plasmidico a gran
escala se utilizé el kit “Nucleon MaP” de Amersham que como en las preparaciones a
pequefia escala utiliza el método de lisis alcalina.

RNA total

El RNA total se extrajo a partir de micelio de cultivos liquidos congelado en nitrégeno
liquido y conservado a -80°C. El método de extraccién seguido fue “Ultraspec RNA
isolation System” de Biotecx, basado en la utilizacién de una solucién 14 M de sales de
guanidina y urea que actdan como agentes desnaturalizantes conjuntamente con fenol y
otros detergentes. La cuantificacién del RNA se llevé a cabo espectrofotométricamente
considerando que una ODs»g = 1 corresponde a una concentracién de 40 pg/ml (Sambrook
et al., 1989). También se comprobd la calidad del RNA obtenido visualizando los RNA
ribosémicos en geles de agarosa al 0.8% tefiidos con bromuro de etidio.

mRNA

El RNA mensajero poliadenilado (mMRNA poliA™) se purificé a partir de RNA total por
cromatografia de afinidad en columnas de oligo(dT)-celulosa ("mRNA Purification Kit" de
Pharmacia-Biotech), siguiendo las indicaciones del fabricante. Su cuantificacién se realizé
espectrofotométricamente como se indica en el apartado anterior.

2.6.2 Electroforesis en geles de agarosa

Los fragmentos de DNA se separaron por electroforesis en geles de agarosa al 0.5-1%,
preparados en tampon TAE a los que se afiadié bromuro de etidio hasta una concentracién
final 1.2 pM. Los marcadores de peso molecular utilizados fueron los marcadores VI y VII
de Boehringer y DNA del fago A digerido con HindIIl. En aquellos casos que fue necesario
purificar DNA a partir de geles de agarosa se utilizé el kit “Geneclean” de BIO 101 Inc.

Las moléculas de RNA se separaron electroforéticamente en geles de agarosa al 1.2%,
preparados con formaldehido 6% en tampén 1 X MOPS. Las muestras se prepararon en un
volumen de 10 pl con agua o tampon TE al que se afiadié 12.5 pl de formamida, 4 pl de
formaldehido 33% y 2.5 pl de 10 X MOPS. Se calentaron 10 min a 65°C y tras adicién del
tampoén de muestra se corrieron a 30 voltios durante 16 hen 1 X MOPS.

La composicién del tamp6n de muestra, tanto para DNA como para RNA, fue: glicerol
50%, EDTA 50 mM, azul de bromofenol 0.1% y xilencianol 0.1%.

2.6.3 Anailisis de DNA genémico por ¢l método de Southern

La transferencia de DNA de geles de agarosa a membranas de nitrocelulosa se realizé por la
técnica de Southern segiin el protocolo descrito en Sambrook et al. (1989). El gel se irradié
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con luz UV durante 5 min y se sumergi6, con agitacién suave, en tres soluciones. Solucién I
(de desnaturalizacién) compuesta por NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 N, en la que permaneci6
durante 30 min; solucién II (de neutralizacién) compuesta por NaCl 1.5 M y Tris-HCl 1.0
M, pH 7.4 en la que se incubé 30 min; y por tltimo 20 X SSC en el que se sumergié
durante 15 min. E1 DNA se transfiri por capilaridad a una membrana de nitrocelulosa (BA
85, 0.45 pm de Schieicher & Schuell) y después de un aclarado con 4 X SSC se secé sobre
papel de filtro. Finalmente el DNA se fij6 a la membrana con 120.000 pJ de energia UV
mediante el empleo de un “UV crosslinker” de Stratalinker.

La membrana se prehibridé durante 2 h a 42°C en una solucién compuesta por 50% de
formamida , 5 X SSC, solucién de Denhart 5 X , Na,HPO, - 12 HO 50 mM, pH 6.5 y 50
pg/ml de DNA de esperma de salmén fragmentado y desnaturalizado. Seguidamente se
hibridé durante 16 h a 42°C en la misma solucién con la sonda correspondiente,
previamente marcada y desnaturalizada. Por qlitimo, se realizaron cuatro lavados: 2 de 15
min en 2 X SSC, SDS 0.1% a temperatura ambiente; 1 de 15 min en 0.2 X SSC, SDS 0.1%
a 42°C; y el iltimo de 15 min en 0.2 X SSC, SDS 0.1% a 58°C.

El revelado se realizé por exposicién de las membranas a peliculas autoradiogréficas
(Kodak X-OMAT-AR) o a pantallas de europio ("Storage Phosphor Screen” de Molecular
Dynamics). Las imdgenes obtenidas en el equipo Phosphorimager fueron procesadas con el
programa ImageQuant de Molecular Dynamics.

2.6.4 Andlisis de mRNA

La transferencia del RNA de geles de agarosa a membranas de nitrocelulosa se realizé por
el método de Northern, descrito inicialmente por Alwine et al. (1977), siguiendo el
protocolo de Sambrook ez al. (1989) con ligeras modificaciones. E1 RNA se transfiri6 por
capilaridad a nitrocelulosa en 20 X SSC y se fijé en un “UV crosslinker” de Stratalinker con
120.000 pJ de energia UV. Las membranas de nitrocelulosa se prehibridaron 4 h a 42°C en
5 X SSC, formamida 50%, solucién de Denhardt 5 X, Na,HPO, : 12 H;O 50 mM, pH 6.5 y
50 pg/ml de DNA de esperma de salmén fragmentado y desnaturalizado. A continuacion, la
membranas se transfirieron a una solucién de hibridacién compuesta por 5 X SSC,
formamida 50%, sulfato de dextrano 10%, Na,HPO,-12H,0 20 mM, pH 7.5 y 50 pg/mi de
DNA de esperma de salmén. Se incub6 con las sonda apropiada durante 16 h a 42°C y los
lavados que se realizaron a continuacién fueron los mismos que se describen en el apartado
2.6.3.

2.6.5 Marcaje de dcidos nucleicos

Para el marcaje radiactivo de fragmentos de DNA se utilizé o??P-dCTP y el kit “rediprime
DNA labelling system” de Amersham.

2.6.6 Amplificacién de acidos nucleicos por PCR

Esta técnica se utiiz6 para amplificar fragmentos de DNA a partir d¢ DNA genémico o
plasmidico. Las reacciones se realizaron en un termociclador Perkin Elmer (Gene Amp PCR
System 2400) en un volumen final de 25-100 pl que contenfa 10-100 ng de DNA molde; 2.5
unidades de Amplitaq (Perkin Elmer); los oligonucleétidos correspondientes, a una
concentracién 200-4000 nM; dATP, dCTP, dGTP y dTTP 250 pM; MgCl 2 mM; y el
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tampodn de reaccién compuesto por Tris-HCl 10 mM, pH 8.3, KCI 50 mM. Las condiciones
de cada reaccién se determinaron en funcién de la estabilidad de apareamiento de los
oligonucleé6tidos y del tamaiio del fragmento a amplificar.

2.6.7 Secuenciacion automitica de DNA y andlisis de las secuencias

En el proceso de secuenciaciOn se siguié la estrategia de “primer walking” descrita por
Strauss et al. (1986). Se utiliz6 la enzima FS Amplitag DNA polimerasa para llevar a cabo
reacciones de amplificacién usando terminadores marcados (kit "ABI PRISM™") de Perkin
Elmer. Como cebadores se emplearon oligonucleétidos universales “forward” y “reverse”
del bacteri6fago M13 y los correspondientes a secuencias internas de los fragmentos de
ADN que se estaban secuenciando. Los productos de reaccidn se pasaron a un secuenciador
automdtico (ABI PRISM 377) de Perkin Eimer, y las secuencias se analizaron con el
paquete informdtico GCG-Wisconsin (version 1.1 usando la “interface” W2H). Los
programas BLAST y EXPASY (de los servidores NCBI y SwistProt http) se utilizaron para
el andlisis, alineamiento y comparacién de las secuencias de nucleétidos y aminoécidos.

La elaboracién del dendrograma que muestra las afinidades entre las secuencias de
amino4cidos de diferentes peroxidasas se realizé por el método UPGMA (“unweighted pair
group method with arithmetic mean™”) a partir de una matriz de distancias de Kimura,
obtenida tras alineamiento miltiple por apareamiento progresivo de las secuencias.

2.6.8 Preparacion y transformacion de células competentes de Escherichia coli

Para la preparacion de las células competentes de E. coli se utilizé el método del RbCl
seglin Hanahan, (1983), y su transformacion se llevé a cabo siguiendo el método descrito en
Sambrook et al. (1989).

2.7 CLONACION, SECUENCIACION Y MODELADO MOLECULAR
2.7.1 Disenio de cebadores y preparacion de sondas de DNA de la proteina MnPL

Para la preparacién de sondas de DNA y cDNA de la proteina MnPL se utilizaron
respectivamente las técnicas de PCR y RT-PCR.

Se sintetizaron tres oligonucle6tidos degenerados (sintetizador Beckman-oligo 1000M)
correspondientes a: i) la secuencia que codifica parte del extremo N-terminal de la proteina
codifican parte de dos de los péptidos obtenidos tras hidrélisis con tripsina de la proteina
madura (oligos 5 y 14). En los extremos 5 de los oligonucleétidos se incluyeron dianas de
restriccién, BamHI en el oligo Nt y EcoRl1 en los oligos 5 y 14, para una clonacién posterior

en el pldsmido pBSK.

Por PCR se amplific6 un fragmento de DNA de 1060 pb. En cada reaccién, de 100 pl
de volumen, se usaron 100 ng de DNA genémico de P. eryngii como molde y los oligos,
como cebadores, a una concentracién 4 pM. Las condiciones de la reaccién fueron: 1) 1
ciclo de 2 min a 94°C, 1 min a 55°C y 2 min a 72°C; ii) 25 ciclos de 35 s a 94°C, 1 min a
55°C y 2 min a 72°C; y iii) 1 ciclo de 10 min a 72°C.
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En paralelo se amplificé un fragmento de cDNA de 648 pb por RT-PCR. Para la
obtencién de la primera hebra de DNA se utilizaron 0.5 pg de RNA total, el oligo-14 4 uM
como cebador y 1 unidad de transcriptasa reversa AMV (Amersham) en un volumen de
reaccion de 20 pl, que ademds contenia Tris-HCl 1M, pH 8.8, KC1 1 M, MgClL; 0.25 mM y
1 unidad de RNAsin (Promega). La mezcla de reaccién se incubé 45 min a 42°C y a
continuacién se empleé como molde para una amplificacién por PCR utilizando los oligos
Nt y 14 como cebadores bajo las mismas condiciones descritas anteriormente,

2.7.2 Libreria genOmica de Pleurotus eryngii
2.7.2.1 Construccion

La metodologia seguida para la construccién de la libreria genémica fue la descrita en
"Current Protocols in Molecular Biology" (Ausubel et al., 1987) y Sambrook ez al. (1989).
El1 DNA empleado se purificé como se describe en el apartado 2.6.1.

Digestion parcial del DNA con Sau3A. En primer lugar se establecieron las condiciones
optimas de digestién parcial del DNA de P. eryngii con Sau3A, con objeto de obtener el
mayor nimero posible de fragmentos con un tamafio comprendido entre 9 y 23 kb, Para
ello, se digirieron 50 pg de DNA con diferentes concentraciones de Sau3A a 37°C en un
volumen de 1 ml. Cada 5 min se tomaron alicuotas de 40 pl a las que se afiadié 10 pl de una
solucién compuesta por 10 mM Tris-HCl, pH 7.5, glicerol 20%, SDS 0.1%, azul de
bromofenol 0.1%. Las alicuotas se cargaron en un gel de agarosa al 0.5% empleando como
marcador de peso molecular DNA del bacteriéfago A sin digerir y digerido con HindIII.

Se realizaron digestiones a gran escala bajo las condiciones consideradas como
optimas: 8.5 mU Sau3A/ng de DNA y un tiempo de reaccién de 25 min. E1 DNA digerido
se extrajo una vez con fenol-cloroformo, otra con cloroformo y se precipité a -20°C con 1
volumen de NaCl 5M y 3 volimenes de etanol 100%. Después de un lavado con etanol
70% se resuspendi6 en tampén STE y se analizé en un gel de agarosa al 0.5%.

Fraccionamiento por tamafio en gradiente de sacarosa. El DNA parcialmente digerido
con Sau3A se fraccioné por diferencias en tamafio empleando una centrifugacién en
gradiente lineal de sacarosa. Para ello, el DNA se incub6 5 min a 65°C y se aplicé a la parte
superior del gradiente (10-40%) preparado en el tubo de centrifuga en tampén STE. Se
centrifugé a 20°C en un rotor SW-41 a 30000 rpm (154000 x g) durante 22 h empleando
una ultracentrifuga Beckman X1.-90. Se recogieron fracciones de 750 pl y se analizaron en
un gel de agarosa al 0.5%. Aquellas que presentaron fragmentos de DNA comprendidos
entre 9 y 23 kb se diluyeron con agua para reducir la concentracién de sacarosa por debajo
del 10% y el DNA se precipité con 2 volimenes de etanol 100% durante 16 h a -20°C. Se
resuspendi6é en tampén STE y se volvié a precipitar con 2 volimenes de etanol 100% a -
20°C, esta vez durante 3 h. El DNA se resuspendié en tampén TE y se cuantificd en gel
utilizando patrones de DNA de concentracion conocida.

Ligacién de los fragmentos de DNA a los brazos del bacteri6fagp AEMBL3 y

empaquetamiento del DNA recombinante. 175 ng de DNA parcialmente digerido con
Sau3A y separados en gradiente de sacarosa se ligaron a 1 pg de brazos del bacteri6fago
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AEMBL3 predigeridos con BamHI ("Lambda EMBL3/BamHI Vector Kit" de Stratagene)
siguiendo las indicaciones del proveedor. La mezcla de ligacion se empaqueté utilizando
extractos de empaquetamiento “Gigapack II Gold™ de Stratagene.

2.7.2.2 Titulacion

El sistema AEMBL3 se fundamenta en Ia seleccién "spi” (sensibilidad a inhibicién por P2).
Los fagos Lambda que contienen genes red y gam activos no pueden crecer sobre células
huésped con el fago P2 en lisogenia. Sin embargo, los que no contienen estos genes pueden
seguir la via litica en cepas que contienen P2 como profago tales como XL1-Blue MRA
(P2). Los genes red y gam se encuentran localizados entre las dos dianas BamHI en el DNA
de AEMBLS3. Por tanto, las cepas salvajes de este fago no pueden crecer sobre las células
XL1-Blue MRA (P2). Cuando el fragmento flanqueado por las dos dianas BamHI es
reemplazado por un fragmento de DNA externo, el AEMBL3 recombinante pasa a ser red’
/gam’, y puede crecer sobre células con P2 en lisogenia. Solamente los fagos recombinantes
podr4n crecer sobre las células XL1-Blue MRA (P2).

Las células XL.1-Blue MRA(P2) y XL1-Blue MRA se crecieron en medio LB que
inclufa maltosa 0.2% y MgSO, 10 mM durante 4-6 h a 37°C con agitacién, en un bafio
termostatizado Julabo SW-21C, sin pasar de ODsyo = 1. Las células, precipitadas por
centrifugacion, se resuspendieron en MgSO4 10 mM hasta alcanzar una ODgos = 0.5.

Se prepar6 un banco de diluciones de la librerfa en tamp6n SM. Se infectaron 300 pl de
células con 1 plde cada diluci6n y se incubaron a 37°C durante 15 min con agitacién suave.
Las células, resuspendidas en medio NZY con agarosa al 0.7% (w/v) a 48°C, se plaquearon
sobre medio NZY-agar (15 g/) y se incubaron a 37°C. Se contaron las placas de lisis y se
obtuvo un titulo de 1 x 107 pfu/ml de librerfa. El titulo coincidié para las dos cepas (con y
sin P2), lo que indica que el 100% de los fagos de la libreria eran recombinantes.

2.7.2.3 Amplificacién

Considerando que el genoma haploide de Pleurotus eryngii pueda ser semejante, en
tamaiio, al de Phanerochaete chrysosporium (aproximadamente 44000 kb segin Raeder y
Broda, (1988), de las cuales alrededor del 20-30% corresponden a DNA mitocondrial y
ribosomal) y que el tamafo promedio de los fragmentos de DNA de P. eryngii presentes en
los fagos recombinantes es de 16 kb, podriamos considerar que un equivalente genomico
estaria contenido en = 2750 pfu. Teniendo en cuenta esta estimacién se infectaron células
XL1-Blue MRA (P2) con aproximadamente 204000 pfu que representan =74 equivalentes
gendmicos (mimero suficiente de equivalentes para considerar que todos los genes estdn
representados un nimero elevado de veces). Las células infectadas se incubaron como se
indic6 en el proceso de titulacién, impidiendo que las placas de lisis superasen los 2 mm de
didmetro. Las placas se cubrieron con tampén SM y se mantuvieron 16 h a 4°C con suave
balanceo para que los fagos difundieran en el tampén. Se recuper6 la suspension de
bacteriéfagos, afiadiéndose a continuacién cloroformo hasta una concentracién final del 5
%. Se incub6é 15 min a temperatura ambiente y se centrifugé 10 min a 2000 x g para
eliminar restos celulares. El sobrenadante fue transferido a un tubo al que se afiadi6
cloroformo a una concentracién final del 0.3 %, almacendndose a 4°C hasta su utilizacién.
Para un almacenamiento prolongado la libreria se conservé en DMSO 7 % a -80°C.
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2.7.2.4 “Screening”

Las células infectadas con fagos recombinantes se plaquearon como se indica en ¢l apartado
2.7.2.2 obteniéndose las correspondientes placas de lisis. Los fagos recombinantes se
transfirieron a membranas de nitrocelulosa (Protran BA 85) sobre las que se fijé su DNA.
Para ello se emplearon tres soluciones: de desnaturalizacién, NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 N, en
la que se sumergié la membrana durante 2 min; de neutralizacién, NaCl 0.5 M y Tris-HCl
0.5 M, pH 8.0 en la que se mantuvo durante 5 min; y por iltimo de aclarado, Tris-HCl 0.2
M, pH 7.5 y 2 X SSC, en la que se sumergi6é durante 30 s. Las membranas se secaron sobre
papel de filtro y el DNA se fij6é en un “UV crosslinker” de Stratalinker con 120.000 pJ de
energia UV. A continuacién se prehibridaron e hibridaron como se indica en el apartado
2.6.3 empleando la sonda de DNA de 1060 pb. Las condiciones de lavado fueron las que se
indican en el apartado 2.6.3.

Una vez identificados y aislados los clones positivos se procedié a la preparacion de
pequeiias cantidades de su DNA por el método de lisado en placa "Plate lysate method”
descrito en Sambrook et al. (1989).

2.7.3 Libreria de cDNA enriquecida
2.7.3.1 Construccién

La librerfa de cDNA se construy6 en ¢l bacterifago Agt10 a partir de mRNA de P. eryngii
obtenido de micelio crecido en medio glucosa-peptona-extracto de levadura durante 5 dias
a 28°C con agitacién (180 rpm), coincidiendo con el momento de maxima produccion de
mRNA de la peroxidasa MnPL (Fig. 3.14). A partir de 1.25 mg de RNA total, extraido
como se indica en el apartado 2.6.1, se purificaron 18.7 pg de mRNA poliA* (apartado
2.6.1) que se usaron para sintetizar cDNA. Se utilizé oligo dT para la obtencién de la
primera hebra de ¢cDNA como se indica en las instrucciones del kit “cDNA synthesis
module" de Amersham. Al cDNA, con extremos romos, s¢ le afiadieron adaptadores
("cDNA rapid adaptor ligation module" de Amersham) con extremos cohesivos EcoRlI, que
fueron fosforilados para poder ser ligados a los brazos del fago Agt10 digeridos con EcoRI
("cDNA rapid cloning module-Agt10” de Amersham). La mezcla de ligacién se empaquet6
in vitro como se describe para la libreria de DNA.

2.7.3.2 Titulacién

La libreria de cDNA se titulé en la cepa NM514 de E.coli utilizando la cepa L87 como
control. Los fagos Agt10 parentales producen la proteina represora cl que favorece la ruta
lisogénica en cepas salvajes de E. coli, incluyendo la L87. En las cepas de E. coli que llevan
la mutacién Hfl" (lisogénicas de alta frecuencia), tales como la NM514, los fagos Agtl0
parentales pasan a ser totalmente lisogénicos. La insercién del cDNA en el sitio EcoRI de
AgtlQ tiene como resultado la producciéon de una proteina represora cl inactiva,
favoreciéndose de esta manera ¢l ciclo litico de los fagos recombinantes.
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La libreria de cDNA se titul6 de igual forma que la libreria de DNA gendmico (en este
caso se utilizé el medio LB en lugar del NZY). El titulo obtenido fue de 6 x 10* pfu/ml de
libreria en la cepa NM514 y de 2 x 10° pfu/ml de librerfa en la cepa L87. El nimero de
fagos recombinantes represent6 el 10% del total de fagos de la libreria capaces de entrar en
ciclo litico en la cepa L87.

2.7.3.3 “Screening”

El screening se levé a cabo de forma andloga al realizado para la libreria de DNA. Las
membranas que se utilizaron fueron "Hybond-N" de Amersham y la sonda empleada fue la
de cDNA de 648 pb.

2.7.4 Modelado molecular de la proteina MnPL

El modelado molecular de la proteina MnPL, basado en homologia de secuencia, se realiz6
con el programa ProMod. Para el refinamiento del modelo se utilizé el programa CHARMm
del servidor de modelado SwistProt en Ginebra (Peitsch, 1996). El modelado se basé en el
alineamiento de la secuencia de aminodcidos de la proteina MnPL de P. eryngii con las
secuencias de cuatro peroxidasas fiingicas de estructura conocida por cristalografia de rayos
X: LiP-H8 (Piontek et al., 1993; Poulos er al., 1993) con las claves de acceso 1LGA y
1LLP en Brookhaven PDB, LiP-H2 con la clave 1QPA y MnP1 (Sundaramoorthy et al.,
1994) con la clave 1MnP, de P. chrysosporium; y ARP-CIP (Petersen et al., 1994), con la
clave 1ARP, de Coprinus. La estructura secundaria se determin6 con el programa DSSP
(Kabsch y Sander, 1983). El modelado de la cavidad del grupo hemo y del sitio de unién a
Mn?* se optimiz6 con un refinamiento adicional por dindmica molecular utilizando el
programa X-Plor ver. 3.1. Otros programas empleados para la comparacién y
representacién de los modelos moleculares fueron: Frodo, RasMol, Swiss-PdbViewer y
WebLab ViewerPro.

2.8 REGULACION TRANSCRIPCIONAL

Para los estudios de regulacién a nivel transcripcional del gen mnpl se realizaron
hibridaciones RNA-DNA por la técnica de Northern-blot. Como sondas se emplearon el
fragmento de cDNA de 648 pb del gen mnpl y el fragmento EcoRI de 12 kb que contiene la
unidad transcripcional del rRNA 28S de D. melanogaster (control de la cantidad de RNA).
En todas las membranas se incluy6 una referencia interna consistente en RNA total extraido
de micelio de P. eryngii cultivado en medio glucosa-peptona-extracto de levadura durante
cinco dias (Fig. 3.14). La cantidad de mRNA que codifica la proteina MnPL se cuantificé
en valores relativos respecto a dicha referencia.

2.8.1 Efecto de la fuente de nitrégeno y Mn™"
El RNA utilizado en estos estudios se extrajo de micelio de P. eryngii que se habia
cultivado en los medios glucosa-peptona-extracto de levadura (productor de actividad

peroxidasa) y glucosa-tartrato amoénico-extracto de levadura (no productor de actividad
peroxidasa), a 28°C con agitacién (180 rpm). El efecto de la peptona (5 g/l) y del Mn?* (100
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nM) también se comprobé directamente sobre micelio de P. eryngii resuspendido en
tartrato sédico 20 mM, pH 3, que posteriormente fue incubado a 28°C, 180 rpm. El micelio
empleado procedia de cultivos liquidos de seis dias en el medio glucosa-peptona-extracto de
levadura.

2.8.2 Efecto del estrés oxidativo

P. eryngii se cultivd en medio glucosa-tartrato amonico-extracto de levadura, y
posteriormente se lavé y resuspendi6 en tartrato sédico 20 mM, pH 5.0. El H,O, (500 pM)
se afadi6 directamente y el resto de las especics activas de oxigeno se generaron siguiendo
el esquema que se muestra en la Fig. 3.1, que incluye el micelio asi como enzimas
ligninoliticas (lacasa y peroxidasa) producidas por el hongo. Para la generacion del OH-, el
hongo tiene que producir previamente las otras dos especies reducidas de O; (O;” y H;O,).
El O;," se genera por activacion del O, mediante la adicién de una quinona (menadiona), que
una vez reducida por el micelio a la hidroquinona correspondiente (menadichidroquinona)
es capaz de autoxidarse a pH 5. Las enzimas ligninoliticas producidas por P. eryngii
también participan en la oxidacién de la menadiohidroquinona. La otra especie reducida de
O, necesaria para la produccién de OH., el H,O», se produce a través de la dismutacion del
0O, y de la reduccién monovalente de éste por la menadiohidroquinona. De esta forma se
mantiene un sistema ciclico de oxidacién-reducciéon de quinonas capaz de generar O," y
H>0:; de forma continuada a expensas de equivalentes de reduccion del micelio. El OH- es
finalmente generado mediante la reduccién del H;O, por el O;” en una reaccion catalizada
por Fe’* (reaccién de Haber Weiss). Por tanto, para estudiar el efecto mediado por el OH-
sobre la transcripcién del gen mnpl, el micelio se incubé en presencia de menadiona (500
pM) y Fe’* (100 nM) en tartrato sédico 20 mM, pH 5.

2.9 EXPRESION HETEROLOGA
2.9.1 Expresion en Escherichia coli
2.9.1.1 Vectores de expresion

Se utilizaron dos sistemas de expresion diferentes: el sistema pET (vectores pET2la y
pET22b) y el vector pMal-c2 (las propiedades de cada vector estdn descritas en el apartado
2.1.3. E1 cDNA correspondiente a la peroxidasa MnPL2 madura se amplific6 por PCR y se
cloné en los diferentes vectores de expresion. Los cebadores utilizados se indican en la
Tabla 2.3. El fragmento Ndel-EcoRI que se clond en el pldsmido pET21a portaba en el
extremo 5” una secuencia codificante para 6 histidinas unidas a la de la proteina madura por
la secuencia de aminodcidos IEGR (reconocible por el Factor Xa). La cola de histidinas
permite la purificacién de la proteina por cromatografia de afinidad en columnas de niquel
(“Ni-NTA Spin Kit” de Qiagen), y la posterior incubacién con el factor Xa libera la protefna
sin dicha cola. El fragmento EcoRI-Xhol se cloné en el plismido pET22b detrds de una
secuencia que permite el traslado de la proteina al periplasma, facilitando de este modo el
proceso de purificacién. El fragmento EcoRI-Xbal se cioné en el plismido pMal-c2 a
continuacién de la secuencia que codifica para una protefna de unién a maltosa, quedando
ambas secuencias separadas por la secuencia de aminodcidos IEGR.
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Tabla 2.3. Cebadores utilizados para la amplificacién del cDNA de la proteina MnPL2 y posterior
insercién en diferentes vectores de expresion.

*

Secuencia de aminodécidos (Extremos N y C-terminal de la proteina madura)
VYector s Cebadores para PCR (secuencia de nucledtidos en direccion 5°—37*)

pET21a e  Extremo N-terminal: MHHHHHH IEGR ATCDDG
Ndel
o  5-GGGAATTCCATATGCATCATCATCATCATCATATCGAAGGTCGTGCAACT
TGCGACGACGG-3-

¢ Extremo C-terminal: PVPGS
EcoRI
e 5 '-G%A’ITC’IT ACGATCCAGGGACGGG-3-

pET22b s Extremo N-terminal: IEGR ATCDDGRT
EcoRI
o  S5S-GGAATTCGATCGAAGGTCGTGCAACTTGCGACGACGGACGCACC-3"

e Extremo C-terminal: PVPGS IEGR
Xhol
o 5-.TATTCTCGAGACGACCTTCGATCGATCCAGGGACGGG-37

pMal-c2 je Extremo N-terminal: IEGR ATCDDGRT
EcoRI
o  5-GGAATTCATCGAGGGAAGGGCAACTTGCGACGACGGACGCACC-3°

e Extremo C-terminal: PYPGS
Xbal
e S5-GCTCTAGACTATTACGATCCAGGGACGGG-3°

Las secuencias de nucledtidos corresponden a los extremos N-terminal y C-terminal de la protefna
madura. Las dianas que reconocen las endononucleasas de restriccién aparecen subrayadas y
flanqueadas en direccién 5° por un mimero determinado de bases con objeto de aumemtar la
frecuencia de corte.

] as secuencias de nucledtidos C-terminal son reversas y complementarias de 1a hebra codificante.
IEGR----------- secuencia de procesamiento proteolitico reconocida por el FactorXa.

HHHHH------- secuencia de 5 histidinas que permite purificar la proteina a través de una
columna de niquel.

2.9.1.2 Produccion de la peroxidasa recombinante

Con las construcciones realizadas en los pldsmidos pET21a y pET22b se transformaron
células BL21(DE3) y BL21(DE3)pLysS, y con la construccién realizada en el pldsmido
pMal-c2 se transformaron células DH5a. (apartado 2.6.8).
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Las células transformadas se incubaron en dos medios diferentes (LB y M9) con 50
pg/ml de ampicilina en agitacion (180 rpm) a 28-37°C hasta llegar a una ODggo = 0.9. A
continuacion se afiadié el inductor (IPTG a una concentracién final 5 mM) manteniéndose el
proceso de incubacién bajo las mismas condiciones. Con objeto de comprobar €l momento
de mdxima expresién se tomaron muestras de 500 pl cada 2 h. Tras centrifugacién se
resuspendieron en 50 pl de tampén de muestra (apartado 2.5.3) con SDS 2% y B-
mercaptoetanol 5%. Las diferentes muestras recogidas se analizaron en geles de
poliacrilamida, y por inmunolocalizacién de la proteina recombinante con anticuerpos
policlonales anti-MnPL2.

La peroxidasa recombinante se expresé a gran escala (200 ml) bajo las condiciones
descritas como Optimas (medio M9 a 28°C). Debido a su acumulacién como proteina
inactiva, tanto en forma soluble como formando cuerpos de inclusién en el citoplasma de E.
coli, se siguieron los protocolo de solubilizacién y replegamiento descritos para la MnP de
P. chrysosporium por Doyle y Smith (1996) y Whitwam y Tien, (1996) con objeto de
conseguir una peroxidasa catalfticamente activa.

2.9.2 Expresion en Emericella nidulans
2.9.2.1 Vector de expresion

El ¢cDNA correspondiente a la peroxidasa MnPL2 se cloné en el sitio BamHI-EcoRI del
pldsmido palcAl dando lugar al pldsmido pALMP2. El cDNA se preparé por PCR con dos
oligonucledtidos sintéticos correspondientes a los extremos N-terminal y C-terminal de la
secuencia de la proteina completa (incluyendo el péptido sefial) que portaban,
respectivamente en sus extremos 5°, dianas para las endonucieasas de restriccién BamHI y
EcoRlL

N-terminal (BamHI): 5°-cgggatcccccATGTCTTTCAAGACGC-37
C-terminal (EcoRI): 5-ggaattcTTACGATCCAGGGACGGG-3°

2.9.2.2 Preparacion y transformacién de protoplastos de Emericella nidulans

Para la preparacion de protoplastos de E. nidulans se sigui6é basicamente el método descrito
por Tilburn et al. (1983). El micelio, recogido por filtracién a partir de cultivos crecidos en
medio minimo con los requerimientos especificos (biotina, metionina y arginina), a 25°C
durante 36 h y 180 rpm en un agitador orbital, se lavé con MgSQ, 600 mM y se
resuspendié (1g de peso himedo/20 ml) en MgSO, 1.2 M frio, tamponado a pH 5.8 con
tamp6n fosfato 10 mM. Se afiadieron 20 mg de Novozima 234 (InterSpex Products, Inc)
por cada gramo de peso humedo de micelio, y después de 5 min de incubacién en hielo se
afiadi6 albiimina de suero bovino (24 mg/g de peso himedo de micelio). La mezcla se
incub6é en un bafio con agitacién a 30°C durante 110 min a 130 rpm. La formacién de
protoplastos se sigui6é al microscopio. Los protoplastos se separaron de los restos celulares
por centrifugacién a 4000 x g durante 10 min a 4°C (rotor HB4, Sorvall) después de afiadir
un volumen igual de una solucién compuesta por sorbitol 600 mM, Tris-HCl 100 mM, pH
7.5. Los protoplastos formaron una fina capa a la mitad del tubo, y los restos celulares
quedaron precipitados en el fondo. La banda de protoplastos se resuspendié en 1 volumen
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de sorbitol 1 M, Tris-HC] 10 mM, pH 7.5, se centrifugé de nuevo y los protoplastos
precipitados se resuspendieron en 1 ml de esta solucién,

El procedimiento de transformacion fue, en lineas generales, el descrito por Tilburn et
al. (1983). Los protoplastos se lavaron dos veces con sorbitol 1 M, Tris-HCl 10 mM, pH
7.5, CaCL 10 mM y se resuspendieron en un volumen de 200 pl de esta solucién. El DNA
transformante (1-2 pg) se afiadié a la solucién de protoplastos, sin sobrepasar 1/10 del
volumen, conjuntamente con 50 pl de una solucién de polietilenglicol (PEG) compuesta por
PEG 60% (peso/volumen), CaCl, 10 mM, Tris-HCI 10 mM, pH 7.5. Después de 20 min en
hielo se afiadié 1 ml de la solucién de PEG y se dejé 5 min a temperatura ambiente. Los
protoplastos se centrifugaron, se lavaron con sorbitol 1 M, Tris-HC] 10 mM, pH 7.5, CaCl,
10 mM vy se plaquearon en el medio apropiado (selectivo y no selectivo, con agar al 1%)
resuspendidos en un volumen de 2ml de agar blando (medio con agar al 0.4%). Se dejaron
crecer en estufa a 37°C. El medio selectivo consisti6 en medio minimo de E. nidulans con 1
mg/l de D-biotina y 74.5 mg/l de L-metionina, estabilizado osméticamente con sacarosa 1
M. Se emple6é medio no selectivo, cuya composicién es la del medio selectivo mas 530 mg/l
de L-arginina, para estimar la viabilidad de los protoplastos.

Para comprobar la integracién del DNA problema en el genoma de E. nidulans, se
realizaron una serie de reacciones de PCR a partir de micelio crecido en condiciones
selectivas. La preparaci6n de las muestras fue como se describe en Wang er al. (1993).

2.9.2.3 Produccion y purificacion de la peroxidasa recombinante

Los transformantes positivos de E. nidulans que inclufan el gen de la peroxidasa de P.
eryngii en su genoma se crecieron a partir de una suspensién de conidios (5 x 106
conidios/ml de medio) durante 24 h, a 28°C y 180 rpm en diferentes medios de cultivo
(completo, minimo y minimo con “corn steep liquor” 2.5%) con 30 g/l de glucosa. A
continuacién, el micelio (filtrado y lavado) se transfiri6 a un medio de induccién cuya
composicién era la misma que la del medio de crecimiento al que se le habia sustituido la
fuente de carbono por glucosa 0.05%, treonina 100 mM y se le habia afiadido 500 mg/l de
hemina (Sigma).

El proceso de purificacién fue el descrito para la peroxidasa producida por P. eryngii
(apartado 2.4.2) al que se incorpord un paso adicional. Las muestras procedentes de Mono-
Q que presentaban actividad MnP se agruparon, concentraron y equilibraron frente a
tartrato 10 mM, pH 5.0, NaCl 0.5 M, MnCl, 1 mM, CaCl, 1 mM. Se cargaron en una
columna de Con A Sepharosa (Pharmacia) equilibrada en el mismo tampén y se sometieron
a un flujo de Iml/min empleando un equipo “Econo System” de Biorad. Las glicoprotefnas
unidas al soporte se eluyeron con a-D-metilglucésido 0.2 M preparado en el mismo
tamp6n, y las muestras con actividad MnP se agruparon, concentraron, dializaron y se
conservaron a -20°C.
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3.1 CARACTERIZACION DE LA PEROXIDASA MnPL DE Pleurotus
eryngii

3.1.1 Produccién: Influencia de la fuente de nitrégeno y efecto del Mn**

La fuente de nitrégeno resultd decisiva para detectar actividad peroxidasa en
P. eryngii (Fig. 3.1). Todos los ensayos realizados utilizando medios con
tartrato amoénico como fuente de nitrégeno resultaron fallidos, a pesar de que
las condiciones fueron similares a las empleadas para el estudio de las
peroxidasas ligninoliticas de P. chrysosporium. Sin embargo, cuando el
nitré6geno inorganico se sustituyé por peptona, no solo se detecté actividad
peroxidasa (estimada por la oxidacién de Mn** a Mn™") sino que los niveles
aumentaron a medida que se incrementaba la concentracidn de peptona en el

1000

MnP (U/l)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo de incubacién (dias)

Fig. 3.1. Actividad peroxidasa en cultives agitados de Pleurotus eryngii con
diferentes fuentes de nitrégeno. Medios ensayados: glucosa (2%)-tartrato aménico
(0.7%) (-w-), glucosa (2%)-“corn steep liquor” (0.5%)-extracto de levadura (0.2%)
(-v-), extracto de malta (2.7%) (-¢-), glucosa (2%)-extracto de levadura (0.7%) (-2-),
glucosa (2%)-peptona (0.7%) (-c-) y glucosa (2%)-peptona (0.5%)-extracto de
levadura (0.2%) (-0-). La actividad se estimé por la formacién de Mn**-tartrato a pH
5 (MnP). El gréfico interior muestra la méaxima actividad obtenida en funcion de la
concentracién de peptona en el medio glucosa-peptona-extracto de levadura.
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medio, llegdndose a alcanzar 3000 U/l. Con otras fuentes de nitrogeno
organico, como ¢l extracto de malta o el “corn steep liquor™, no se detect6
actividad o ésta apenas superé las 100 U/l, como en el caso del extracto de
levadura. Los mayores niveles de actividad se alcanzaron al afiadir este altimo
compuesto, utilizado a menudo como fuente de vitaminas, al medio glucosa-
peptona.

También se estudi6 la influencia de diferentes concentraciones de Mn**
sobre las actividades enzimaticas en cultivos de P. eryngii en medio glucosa-
peptona-extracto de levadura (Fig. 3.2). El Mn®* afectd positivamente a los
niveles de AAQ, aunque solamente a muy altas concentraciones, y no afect6 a
los niveles de lacasa. Por otro lado, los niveles mas elevados de peroxidasa se
obtuvieron en ausencia de Mn*". Una concentracién 5 uM de este catién fue
suficiente para producir una disminucion de la actividad de aproximadamente
el 90%, y no se detecto actividad cuando su concentracién fue 25 pM.
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Fig. 3.2. Efecto de la concentracién de Mn®* sobre las maximas actividades
peroxidasa, AAO, y lacasa producidas por Pleurotus eryngii en cultivos agitados
en medio glucosa-peptona-extracto de levadura. La actividad peroxidasa se estimé
por la formacién del complejo Mn**-tartrato a pH 5 (MnP).
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3.1.2 Purificacion

En las Fig. 3.3 y 3.4 s¢ muestran los diferentes pasos del proceso de
purificacién de la peroxidasa producida por P. eryngii en medio glucosa-
peptona-extracto de levadura. En los distintos pasos de purificacién la
peroxidasa se siguié por la absorbancia que presenta el grupo hemo a 410 nm
y por su actividad sobre Mn**, formando el complejo Mn’-tartrato. El liquido
de cultivo ultrafiltrado se pasé por un cartucho-Q de intercambio iénico. La
peroxidasa y la lacasa no se unieron al gel a pH 4.5, mientras que la AAO y la
mayor parte del pigmento quedaron retenidos. Las fracciones no retenidas se
pasaron por una columna de Sephacryl S$-200 y la actividad coincidié con un
pico de proteina después del pico de lacasa. La purificacién se completé por
cromatografia de intercambio iénico en columna Mono-Q de las fracciones
con actividad procedentes de Sephacryl. Tras este dltimo paso de purificacién
se detectaron dos picos con actividad peroxidasa y una relacién Ag;o/Azg muy
elevada. Las proteinas correspondientes a cada uno de los picos se
denominaron MnPL1 y MnPL2, y se comprobé que cada una de ellas daba
una unica banda tras electroforesis en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE) (Fig. 3.5). Su coeficiente de extincién molar a 406 nm fue 150 000 M
"'em™. Al final del proceso de purificacién se obtuvo un rendimiento global
del 56% y un factor de purificacién de 27 y 24 para las proteinas MnPL1 y
MnPL2 respectivamente.

3.1.3 Caracterizacion fisico-quimica

La masa molecular relativa de las dos proteinas fue de 43 kDa cuando se
calculé por SDS-PAGE (Fig. 3.5 A) y de 37 kDa cuando ¢l célculo se realizé
por MALDI-TOF (Tabla 3.1 A). Por isoelectroenfoque analitico se pudo
comprobar que diferian en el pl, 3.70 para MnPL1 y 3.65 para MnPL2 (Fig.
3.5 B). Esta pequeiia diferencia fue suficiente para su separacién en columna
Mono-Q. Cuando se determiné el contenido en aziicares resulté que las dos
eran glicoproteinas con un 5% (MnPL1) y un 7% (MnPL2) de carbohidratos.

La composicién en aminoicidos (% molar) de las dos proteinas (MnPL1,
MnPL2) fue similar (11.7, 11.8 D+N; 5.4,5.4 T; 7.0, 6.8 S; 8.8, 9.0 E+Q; 9.8,
9.7P;9.7,104 G; 13.5, 134 A; 5.3,50V; 1.2,1.1 M; 45,43 1; 7.1, 70 L;
0.0,00Y;67, 68F 27 27K, 21, 22 H; 2.5, 2.7 R). Se secuencié el
extremo N-terminal y se pudo comprobar que diferfan tan solo en 2 de los 17
amino4cidos identificados (Tabla 3.1 A). Debido a estas caracteristicas
consideramos que las proteinas MnPL1 y MnPL2 podrian ser isoenzimas
codificadas por dos gemes diferentes, como se habia descrito para las
peroxidasas de otros hongos ligninoliticos.
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Fig. 3.3. Purificacién de la peroxidasa presente en cultivos liquidos de Pleurotus
eryngii. A. Cromatografia en cartucho-Q. B. Cromatografia en Sephacryl S-200. Los
perfiles corresponden a las actividades peroxidasa (estimada como Mn’'-tartrato,
MnP) (-A-), lacasa (-0-) y AAO (-[]-), a la absorbanciaa 280 om ( — )y 410 nm (- -
- )y al gradiente de NaCl ( ———).
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Fig. 3.4. Purificaciéon de la peroxidasa presente en cultivos liquidos de Pleurotus
eryngii. Cromatografia en Mono-Q y separacion de las proteinas MnPL1 y MnPL2.
Se muestran los perfiles correspondientes a las actividades peroxidasa sobre Mn**
(MnP estimada por la formacién de Mn**-tartrato, -c-) e independiente de Mn?' (x5)
sobre DMP (-m-) y sobre alcohol veratrilico (-0-), junto con las absorbancias a 280

nm (=) y 410 nm {—) y el gradiente de NaCl ( ——).

3.1.4 Propiedades cataliticas

Cuando se analizaron las propiedades cataliticas, se comprobd que las dos
proteinas oxidaban el Mn*" en presencia de H,O, (pH 6ptimo 5), y ademas
tenian actividad peroxidasa independiente de Mn** (pH 6ptimo 3) sobre
alcohol veratrilico, hidroquinonas sustituidas (metoxihidroquinona), DMP, y
otros sustratos fendlicos. Las constantes cinéticas se presentan en la Tabla 3.1
B, donde se puede observar la mayor afinidad por el Mn* y Ia

metoxihidroquinona.
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Fig. 3.5. Estimacién de M, (A) y plI (B) de las proteinas MnPL1 (c) y MnPL2 (b)
de Pleurotus eryngii. A. SDS-PAGE de las proteinas purificadas, comparadas con
marcadores de masa molecular (Biorad) (a). B. IEF de las dos proteinas tras
cromatografia en Sephacryl S-200 (a) y una vez purificadas (b y c).
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TaBLA 3.1. Propiedades fisicoquimicas (A) y constantes cinéticas del estado
estacionario (B) de las dos proteinas con actividad peroxidasa, MnPL1 y MnPL2,

purificadas a partir de cultivos liquidos de Pleurotus eryngii.

MnPL1 MnPL2
A) Propiedades fisicoquimicas
— Volumen de elucién en Mono-Q (ml) 14.9 16.5
— Rendimiento (U/D) 187 375
— M, por MALDI-TOF 37 37
— M, por SDS-PAGE 43 43
—pl 3.70 3.65
— Relacion Ag10/A2s0 4.5 4.5
— Secuencia N-terminal ATCADGRTTANAACCVL  ATCDDGRTTANAACCIL
B) Ky (M) ¥ Vinax (en paréntesis, U/mg)*
-HO, 6 9
—Mn* 20 (158) 19 (165)
Oxidacion mediada por Mn
— DMP 9 (32) 9 (34)
Oxidacicén independiente® de Mn
- DMP 200 (25) 300 (24)
— alcohol veratrilico 3500 (18) 3000 (18)
— metoxihidroquinona® - 19 (26)

2 Valores medios de las constantes aparentes

b [ as reacciones independientes de Mn se llevaron a cabo a pH 3 y el resto de las

reacciones a pH 5
¢ Heinfling et al., 1998b
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3.2 CLONACION Y SECUENCIA DEL GEN mnpl
3.2.1 Elaboracion de sondas homdélogas de DNA

La estrategia seguida para la construccién de una sonda homoéloga fue la
representada en la Fig. 3.6. La proteina MnPL1 purificada, procedente de
columna Mono-Q, se hidrolizé con tripsina y los productos de hidrolisis se
purificaron por cromatografia de fase reversa. Se seleccionaron dos picos,
correspondientes a los péptidos denominados pep-5 y pep-14, y se secuencié
su extremo N-terminal asf como el de la proteina purificada. A partir de estas
secuencias se sintetizaron oligonucledtidos degenerados: Nt (secuencia
directa correspondiente a una porcién del extremo N-terminal de la proteina
madura) y 5 y 14 (correspondientes a la secuencia reversa y complementaria
de parte del extremo N-terminal de los dos péptidos internos) incluyendo
dianas de restriccién para las enzimas EcoRI (oligo Nt) y BamHI (oligos 5 y
14) en 5°. Utilizando estos oligonucle6tidos como cebadores y DNA
genémico de P. eryngii como molde se amplificé por PCR un fragmento de
aproximadamente 1 kb, tanto de la amplificacién con los oligos Nt y 14 como
con Nt y 5. El primero de ellos se cloné en pBluescript SK (+/-) y se
secuencié (1060 pb). La secuencia revel6 una identidad elevada con genes de
otras peroxidasas ligninoliticas (incluyendo MnP de P. ostreatus, MnP y LiP
de T. versicolor y LiP de P. chrysosporium), sugiriendo que el fragmento
debia corresponder al gen de la peroxidasa de P. eryngii.

De forma andloga se amplificé un fragmento de cDNA de 648 pb por RT-
PCR. Para ello, se utilizaron los oligonucleétidos Nt y 14, y RNA total
extraido de micelio de P. eryngii en el momento de méixima actividad
peroxidasa (estimada como Mn’*-tartrato). Este fragmento se cloné también
en pBluescript SK (+/-) y se comprobé que la secuencia correspondia con la
obtenida para el fragmento de 1060 pb sin la porcién debida a los intrones.

3.2.2 “Screening” de las librerias genémicas y de cDNA

Se construy6 una libreria de DNA genémico de P. eryngii en el fago
AEMBL3 tal como se describe en el apartado 2.7.2. En el primer “screening”
de la libreria se plaquearon aproximadamente 5 equivalentes genémicos de P.
eryngii, =~14000 pfu, y se utilizé la sonda de DNA de 1060 pb. El resultado de
este “screening” fue la deteccibn de 5 fagos recombinantes, no
independientes, que dieron hibridacién positiva con la sonda de DNA (Fig.
3.6). Con cada uno de ellos se realiz6 un paso adicional de “screening” a
partir del cual se aislaron fagos recombinantes independientes. El nimero de
fagos recombinantes positivos del primer “screening” coincidié con el de
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Cromatografia en Mono-Q

Cromatografia en Cqg tras
hidrélisis con tripsina de la MnPL1

. S P . e et e
1 pep-14

i MnPL1

] >
|
|
i pep-5
‘ ~
Secuencias Nt Cebadores para PCR
MnPL1: TANAACCVL ---> 5°-cgggatcccGCNAAYGCNGCNTGYTGYGT -3/ (N

pep-5 QSPLQGEI --c-> 5'-ggaattcATYTCNCCYTGNARNGGNSWYTG-3(5)
pep-14: DNKGEAQSP -c-> 5 -ggaattcGGNSWYTGNGCYTCNGCYTTRTTRTC-3’(14)

[—> Amplificacion por PCR

“Screening” de Ié Iibréria de DNA

Sonda de 1060 pb
(clonada/secuenciada)

Nt14 N5 Nt 5 14

Y

Fig. 3.6. Estrategia de clonacién del gen mnpl de Pleurotus eryngii.
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Fig. 3.7. A. Digestion con Sall del DNA de los fagos recombinantes F1 y F2
procedentes de la libreria gendmica de Pleurotus eryngii que, una vez secuenciados,
se comprobé que codificaban las proteinas MnPL1 y MnPL2 respectivamente. B.
Andlisis por el método de Southern. La hibridacion se realizé utilizando la sonda de
DNA correspondiente al gen que codifica la proteina MnPL1: (a) marcadores de peso
molecular (DNA del fago A digerido con Hindill), (b) DNA de F1 y (c) DNA de F2.

equivalentes genémicos plaqueados, sugiriendo la presencia de una tnica
copia del gen en el genoma de P. eryngii. E1l DNA de estos fagos
(denominados F1 a F5) se digiri6 con Sall y tras electroforesis de los
fragmentos de restriccién y transferencia a una membrana de nitrocelulosa se
hibrid6 con la sonda de DNA para la MnPL]1. En todos los casos se detecté un
fragmento de alrededor de 4 kb que daba hibridacién positiva (Fig. 3.7). Estos
fragmentos se subclonaron en pBluescript SK (+/-) y secuenciaron (clones D1
a D5).

Por otro lado, se utiliz6 una libreria de c¢cDNA construida en el
bacteriéfago Agtl0 a partir de mRNA extraido en el momento de maxima
produccion de transcritos para la proteina MnPL (apartado 2.7.3). En el
primer “screening” se plaquearon alrededor de 1500 pfu y se seleccionaron
tres fagos recombinantes que dieron hibridacion positiva con el fragmento de
648 pb. Con cada uno de ellos se realiz6 un paso adicional de “screening”,
comprobandose que las placas de lisis volvian a hibridar con la sonda, se
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aislaron fagos recombinantes independientes y se purificé su DNA. Los
fragmentos correspondiente al cDNA de la proteina MnPL (1.2 kb) se
subclonaron en pBluescript SK (+/-) y secuenciaron (clones C1 a C3).

3.2.3 MnPL1 y MnPL2 proceden de dos alelos del gen mnpl

La secuenciacién de los subclones de DNA y cDNA permiti6 identificar dos
secuencias de DNA y sus correspondientes cDNAs. Estos presentaron una
dnica fase abierta de lectura (ORF) completa con capacidad para codificar las
proteinas MnPL1 y MnPL2, identificadas por la diferencia en dos
amino4dcidos del extremo N-terminal (MnPL1/MnPL2: A4/D4 y V16/116)
(Tabla 3.1). El hecho de que los clones de DNA y cDNA de las proteinas
MnPL1 y MnPL2 diesen hibridacién positiva con la sonda construida para la
proteina MnPL1 sugirié un grado de identidad muy elevado. Posteriormente,
las dos secuencias de DNA genémico (4016 nucleétidos) revelaron una
identidad del 99%. Este hecho, junto con el idéntico patrén de bandas tras
digestién con Sa/l del DNA de los fagos recombinantes F1 y F2 (portadores
de las secuencias de DNA correspondientes a las proteinas MnPL1 y MnPL2)
e hibridacién con la sonda de 1060 pb (Fig. 3.7), sugirieron que las dos
proteinas purificadas de cultivos liquidos de la cepa dicari6tica de P. eryngii
no eran el producto de genes diferentes, sino que estaban codificados por dos
alelos (mnpll y mnpl2) del mismo gen mnpl. Las secuencias de DNA y cDNA
se depositaron en GeneBanK™ con los niimeros de acceso AF007221 y
AF007223 para el alelo mnpll, y AF007222 y AF007224 para el alelo mnpi2.

3.2.4 Descripcion de la secuencia de nucledtidos del gen mnpl

La secuencia completa de nucleétidos del alelo mnpl2 (més larga que la del
alelo mnpll) y las secuencias de las regiones 5 y 3° no codificantes se
presentan en la Fig. 3.8. Esta incluye un total de 4016 nucleétidos con un
contenido G+C del 49%. La regién 5° no codificante, de 844 nt, incluye
elementos de unién para factores generales, que ayudan a la RNA polimerasa
1I a encontrar el sitio de inicio de la transcripcion, y posibles elementos de
regulacién. Esta regién promotora incluye una caja TATAAA (posicion -61 a
—56), dos elementos CCAAT invertidos para unién del factor CTF (posiciones
-109 a -105 y -342 a -338) y una posible sefial de unién para el factor SPI
(posicion -368 a -363). También se identificaron secuencias para proteinas de
eucariotas implicadas en la regulacién por nitrégeno (AP2) (posicién -199 a -
192) y carbono (CreA) (posiciones -137 a -142 y -388 a -383), ademis de
otras de respuesta a metales (MRE) (posicién -537 a -531) y a estrés, entre los
que se encuentran un elemento de choque térmico (HSE) (posicién -352 a -
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~-844 TCGA
CCTGTATARACAATCGGTGAATCGCTTTATCAAGGTCTGATAACCGAAGGCATCARACAT
GCCGAATTCATATCCAACTTCCGAAGGCTGCTTGGCGTCTCGCCCGTTACCGTACAGCTG
GAATGCGTTGACATCGTGTTACAAAGGTCGAATCACAGCTCGCGTATTAGAGCTACTGCG
ATCTTTGAAGGCGTACGCACTATCCTCGGAGCTTGGCCCCATTTETGAGTGAGATGATAT

AP1
GGTGCCGAACTTTGCGCCATTGCTGACGACTACTAGTATTCTCAGAGTCGAACCTGGLTG
CTETGCACGCLGCAATGAGAGGTCAGCGACCCAGACCCCGTTGAATCTTGAGAGGTAAGG
MRE
AAAGAAGATGGCCACCCTCGGATAATGGACATCCTCGATTGTGCAATCGCAATTCGTGCA

TTTGTGCATTGTCTACATGGCGAACTGCTAAG CCGGG(T%AGAATTCTGATAG CCGCCCCT

CreA SPI
TTGTTGTTGAAATTTTCFFTTGG:ATCAGGGTTTGTTAGCATCTTTGCCCGTAGCACTGG

HSE CTF
GACCCGTCGCGTCGGTCGCGCTCTCGGTCAAATGTATCGCATGGATCCCGCTCGACCTTT

AGGATGAGGTGGGAATACACGGCCTTTCCTTGCAGGTTATECCCATGCCPCTATGGCAAR
ApP2

CCTCTTCGTCGCGTCCACACACCARAAGCAATGGACCC il GACATTTCATGGAAR
CreA

CGAGGGATGGTATTGHICGAGTCATCGATATACTGACTCTTTACTGTGCGTTTTTTCG
CTF

ATAANGGGTCGCCTACTAACTTTCTTTCTTCCCCAAGATCCAGTCTTACAACCCACTGCA
TATA regién rica en C/T

ATGTCTTTCAAGACGCTCTCCGCTCTCGCGCTTGCGCTCGGCGCCGCTGTCCAGTTCGCG
M §S F K T L 8 A L A L A L G A A V Q F A
AGTGgtgggcttcgtctctgaccacaatgtcgaggcaaccctgctgactggtattttagC
S A Intrén I
TGCTGTGCCTCTCGTCCAGAAACGCGCAACTTGCGACGACGGACGCACCACCGCARATGC
A V P L V Q K R*x» T ¢ D D g R T T A N A

TGCATGTTGCATTCTGTTCCCCATCCTCGATGiCATCCAAGAAAACCTCTTCGACGGTGC
A C ¢ I L F P I L D DI Q ENTULUFD G A
CCAGTGTGGAGAAGAGgtgttatacccattgtcctaatgcagaacggctattaattcacg

Q cC GEE Intrén II
cgcgtacacagGTGCACGAGTCCCTTCGTTTGACTTTCCACGATGCAATCGGTTTCTCTC
VHESL@LT@DAIGFSP
CTACTTTAGGgtaaggtaacgatcaccactcgtgttgtctaatttctaacccatygcacaa
T L G Intrén III
cagCGGAGGAGGAGCTGACGGTTCCATCATCGCGTTCGACACCATTGAGACTAATTTCCC
G G666 AP G S I I A F DTTIUETNTF P
CGCCARATGCTGGCATCGATGAAATCGTCAGTGCTCAGAAGCCATTCGTGGCTARRCACAA
A N A g I b E I Vv 8 A Q K P F V A K H =§=
CATCTCCGCCGGCGACTTgtaagcagttcaagecaaaggttaaagtgaccettacaaatce
I $S$ A G p F Intrén IV
aattctagCATTCAATTTGCTGGCGCCGTTGEGAGTCTCCAACTGCCCTGGTGGTGTCAGG
I ¢ F A G A V G V 8 N CP G G V R
ATTCCTTTCTTCTTGGGTCGCCCGGATGCCGTGGCCGCCTCCCCGGACCACCTCGTGCCA
I P FP F L. ¢ R P DA VvV A A S P D H L V pP
GAGCCTTTTGgtacgtttggatatggtaaaattatcaacgagaactgagyggtgtgggetce
E p F D Intréon V
gcatagATTCTGTTGACTCCATTCTTGCCAGAATGGGTGACGCAGGCTTCAGTCCCGTCG
$ v b $§$ I L A R M G D A GUPF S P V E
AGGTTGTTTGGCTCCTGGCTTCgtgagtgcatggagatatgtaagtaccaccatcgatcet
vV v W L 1, A S Intrén VI
aatttgttgectagGCACTCCATTGCCGCTGCCGACAAGGTTGACCCATCGgtaagtcga
s 1 aarafp]Jk vooopr s

-841
=781
=721
-661
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-301

-241
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-11
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gctgcattggcaagtttgttgtgaaggctaatacctgataattgtctagATTCCTGGgta

Intrén VII I P G
agagcgaacatccactgacgcggcatgctactgacttcatgt caghACGCCATTCGATTC
Intrén VIII T P (:) D S

AACCCCCGGAGTTTTTGATTCTCAATTCTTCATCGARACGCAACTTARAGGCAGACTCTT
T P G V F D S @ F F I E T Q L K ¢ R L F
CCCAGGgtaagcgattccatttcttetcaccacgatatgacccatcatgtttgtgtttag

P_G Intrén IX
CACTGCTGACAACAAGGGAGAAGCCCAATCTCCATTGCAAGGAGAGATCAGGCTTCAGTC
T A D N K 6 E A QQ 8 P L O g E I rR L Q S
CGATCACTTGgtgagaccattgtagttcattattctatcagtaatactgacaaatatceca

H L Intrén X
ctggatagTTGGCTAGAGgtacgattcttcettgecagecttgttaatgetecaccgectec
L A R D Intrén XI
caaagACCCCCAGACTGCCTGCGAATGGCAGTCCATGGTTAgtgagtaaaatattccett
P O T A CE W Q S M V N
tcatactttataacatagagactgactacatcgccctactaccagACAACCAACCGAAGA
Intrén XIT N Q P K I
TTCAGAACCGTTTCGCTGCTACCATGTCGAAGATGGCTCTTCTTGGCCAAGACAAGACCA
Q N R F A A TM S KMATLTULUG®QDZK T K
AATTGATTGACTGTTCCGATGTTATCCCCACCCCTCCTGCCCTTGTCGGAGCGGCCCACT
L 1 b ¢ S D VI p T P P A L V G A A H L
TACCGGCGGGATTTTCTCTTAGCGATGTAGAGCAAGCGgtacgtygcacatgtttecctgy
P A G F 8§ L §S p V E Q@ A
ataaatgaggggtctcaccatctgtgat cagTGCGCCGCGACGCCTTTCCCTGCTCTTAC

Intrén XIIT cCc A A T P F P A L T
TGCTGACCCAGgtgaatacatgcggtgttaacattttatcaccgggecatttgaactgac
A D P G Intrén XIV

tgatatctctcttcagGCCCAGTAACCTCCGTCCCTCCCGTgt aagttttcagtcacecea
P V T § V P P V
gtatgttatggcgegetcattgtctacgtetcetacagCCCTGGATCGTAAATGCTTCGA
Intrdén XV P G S ¢ter
TACCTGAATATGCTCGTTCTGCTGCTATGAACTTCCAATTTTTGCCATTGGGTCTGTATT
CGATTCTAGATGTTTGTGATATCAACTGTGTATAAATGATCTTTTGRAATATAL TTTTTT

sefial-pA

cTdCEGAGTATGTTCGGGTGTCTACGACCATTGCCCARCGCTCTTGACTARAATCTTCTC
sitio-paA
ATGGCAGTTGTGAATT TACCGGGGCTCT TCGTCCAGTATCGTGACACTGTTTTGAGGGTC
CGAGAATCTACAATTTAAATTACACCTTCTCAACTATTCTTGTTCTTCACCAGTAAGTAR
TCGAATAGATGTACATAAGGAGAATGGAGATGCACTTCCGCTCCCAATACGTATGGAGGA
ACGGAAAGCCGGCAGCTAGTAATAGACGGTATGCATTTATGCTACARAGGGACGGTGTGT
GATTGGATTATCCAACAAAAGGTCGATAATTTGCCAAGCTTCGTCTTGAGTAACCTTGGA
AAATCGTGCTTCCTTCATTCCTGCTGCT TTCCARAGGCGAGCGAGTTCAGCGTGTCTAGC
TCGAAACTGCCCCTCCGGTTGGTCATCCAGCGGCCACATCGAAGTCACGCCAACCGTTTT
CCTTGCCCAATCCTCACCAGCAAGGGCCTTGAARGGTACCTTCGTAGGTGGCGATTGG TTG
GATTCGGTTGTCTCCGATATTCTGCAAGTAGATAATACCATCCACGCGTCTCTTAGGGCA
TCTAAATCATTCATGGTTAGTACATCGCGTGAATTGCTCTCGAGTTGAATGCCTAGCTTA
CTTAGCATGAACTTCGGCAATCTGAATTTGGTCCATACTTTGCAGCTCAGGTGTGTCGAT
ARAGATGATCTCGCTCTCCCGTGTGAGTAGCTCGTAAGGGATAGCCTCGACCTCTACTGT
ATTTGGTTCCAATGTCAGTTTATTTGGGTCAGAGGGCGGCATAGGCCTCCCAGTAGCTGA
GTTGATAAACTGAAAATACATGATAAACAACTCAGTARAGGCCGGACTACCCGTTGAATA
GTAATCACCGTGGACCGCCCGGATCCTGACGCTCCCARAAGTCTATCGAGTATTTTTAGC
TGGCTTTAGAAGCGCATTGGTGTTCAGAACGTACGCTATTACGCGAACCTAGCAAACATT
GAGATATATTATTGAGGTTTACATAARAGTATTGCATAAAGCGCACGCACCGAATTATAC
ATCCGATCGATTATGCGCCAGGCGTCTGCGTAGTCGCCATARAATCGGTCGA

1020
183
1080
188
1140
208
1200
210
1260
230
1320
233
1380
237
1440
249
1500
254
1560
274
1620
294
1680
306
1740
316
1800
320
1860
328
1920
331
1980
2040

2100

2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3172
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Tabla 3.2. Secuencias consenso de unién para factores generales de transcripcién y
proteinas reguladoras.

Factor de transcripcion Secuencia 537 Referencia
CTF (+) CCAAT Dynan y Tjian (1985)
SP1 (+) GGGCGG Dynan y Tjian (1985)

Elemento regulador

AP1 (+) TGASTMA Li y Jaiswal, (1992)
AP2 (+) CCCMNSSS Dhawale (1993)

CreA (=) SYGGRG Kulmburg et ai. (1993)
HSE (+) C--GAA--TTC--G  Dynan y Tjian (1985)
MRE (+) TGCDCNC Labbé et al. (1991)

(+) activador, (-) represor
D=AGoT;M=A0(C;N=A,C,GoT;:R=A0G;S=CoG; Y=CoT

Fig. 3.8. (pdginas anteriores) Secuencia de DNA correspondiente al gen mnpl! de
Pleurotus eryngii (alelo mnpl2) y secuencia proteica deducida. Para facilitar la
posterior descripcién del modelo molecular y la comparacion con otras peroxidasas
descritas en la literatura, la numeracion de los aminodcidos se inicia en el primer
residuo de la proteina madura (asterisco). Las secuencias de inicio y finalizacién de
intrones, asi como las secuencias internas de ramificacién estdn en cursiva. En la
region promotora aparecen recuadradas secuencias que unen factores de
transcripcion generales y reguladores. En la regién 3 no codificante aparecen
recuadradas la sefal y el sitio de poliadenilacién. La secuencia deducida para la
MnPL2, (con un péptido seiial de 30 amincacidos) presenta dos posibles sitios de N-
y O-glicosilacién (doble subrayado), seis aminodcidos caracteristicos de los lados
distal y proximal del hemo (circulos) y tres implicados en la unién a Mn**
(recuadrados). Las secuencias confirmadas por secuenciacién del extremo N-terminal
de la proteina madura y péptidos 5 y 14 estdn subrayadas (estas dos ultimas aparecen
solapadas). Los 60 aminodcidos que aparecen invariablemente después de
alineamiento miiltiple de todas las peroxidasas fiingicas examinadas se muestran en
negrita.
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344) y un elemento de respuesta antioxidante (AP1) (posicién -615 a -609).
Las secuencias consenso para estos elementos se pueden ver en la Tabla 3.2.
Hay que mencionar que la secuencia APl difiere en un nucleétido de la
secuencia consenso mds frecuente. Entre la caja TATAAA y el extremo 3° del
promotor hay una regién rica en bases pirimidinicas (66%), tal como se ha
visto en promotores de genes que se expresan fuertemente en levaduras
(Dobson et al., 1982). La regién 3" no codificante, de 1261 nt, incluye una
posible sefial de poliadenilacién (5-AAATATA-3") (Fernindez-Larrea y
Stahl, 1996) en la posicién 2027-2033 con respecto al codon de iniciacion,
que no corresponde exactamente a la secuencia AATAAA descrita para
eucariotas (Ballance, 1986). El sitio de poliadenilacién se identificé en la
posicién 2044.

El gen mnpl estd constituido por 1911 nucleétidos y presenta una regién
codificante de 1086 nt con un contenido G+C del 53% y 15 intrones que
varian en tamafio (47-65 nt). Algunos de ellos estin separados por exones
muy cortos, como sucede con los intrones VH-VIII y X-XI, separados tan solo
por 8 y 10 nucledtidos respectivamente. Las secuencias dinucleotidicas en los
extremos de los intrones siguen la regla GT----AG (Ballance, 1986) (Tabla
3.3). En la mayoria de los intrones se observan secuencias de procesamiento
tipicas de hongos filamentosos (Johansson y Nyman, 1996), aunque las
secuencias consenso para los sitios de procesamiento 5° (GTRNDN), y 3~
(HAG), y sitio interno de ramificaciéon (NNMTNAB) de los intrones son
ligeramente distintas. Estas diferencias afectan a 7 de las 15 secuencias del
extremo de procesamiento 5” y solamente a una del extremo 3” y a otra del
sitio interno de ramificacién (Tabla 3.3).

Se evalud el uso preferente de codones para los distintos aminoédcidos
comprob4ndose cierta selectividad para algunos codones sinénimos. Asi, la
histidina estd siempre codificada por el triplete CAC, la fenilalanina en el
83% de los casos por TTC, la serina en el 44% por TCC, la treonina en el
42% por ACC y en el 37% por ACT, y la leucina en el 34% por CTT y en el
31% por CTC.

3.2.5 Descripcion de la secuencia de aminoacidos

A partir de la secuencia codificante se predijo una secuencia de 361
amino4cidos para las dos variantes alélicas de la proteina MnPL. Treinta y
nueve amino4cidos coincidieron con las secuencias previamente obtenidas por
secuenciacién del extremo N-terminal de la proteina madura y de los péptidos
procedentes de la hidrélisis con tripsina (Fig. 3.8). Ademis, se pudo
comprobar que los péptidos 5 (comienza en G216) y 14 (comienza en L207)
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solapaban, explicando los resultados de PCR obtenidos cuando se construy6
la sonda de DNA (Fig. 3.6).

Se dedujo la existencia de un péptido sefial de 30 aminoédcidos cuando se
comprobé que el inicio de la secuencia predicha para la proteina no coincidia
con el inicio de la secuencia de la proteina madura, conocida por
secuenciacién de su extremo N-terminal. El péptido sefial presenta una
secuencia K-R, tipica de procesamiento proteolitico en el sitio de inicio de la
secuencia de la proteina madura.

Tabla 3.3. Secuencias de procesamiento de intrones del gen mnpl! (incluidas las dos
variantes alélicas) y secuencia consenso propuesta. En negrita los residuos que varian con
respecto a la secuencia consenso determinada por Ballance (1991) para los hongos
filamentosos.

Intrén Procesamiento  Distancia Sitio de Distancia  Procesamiento
5° (pb) ramificacion (pb) 3

1 GTGGGC 5 CTCTGAC 34 TAG
11 GTGTTA 9 TCCTAAT 30 CAG
111 GTAAGG 20 GTCTAAT 17 CAG
v GTAAGC 24 CCCTTAC 10 TAG
* CCATTAC
A" GTACGT 26 AACTGAG 14 TAG
V1 GTGAGT 28 ATCTAAT 8 TAG
VIl GTAAGT 28 GGCTAAT 14 TAG
VIII GTAAGA 9 CACTGAC 23 CAG
IX GTAAGC 11 TTCTCAC 27 TAG
X GTGAGA 28 TACTGAC 14 TAG
X1 GTACGA 22 TGCTCAC 9 AAG
XII GTGAGT 32 GACTGAC 16 CAG
XIII GTACGT 27 GTCTCAC 10 CAG
X1V GTGAAT 36 AACTGAC 13 CAG
XV GTAAGT 26 CGCTCAT 15 CAG

consenso GTRNDN 5-36 NNMTNAB 8-34 HAG

*Secuencia de ramificacién de la variante mnpl! en el intrén IV
B=C,GoT:D=A,GoT;H=A,CoT; M=A0o(C;N=A,C,GoT;R=A0G

Ademais de los clones de cDNA que codifican las dos variantes alélicas de la
proteina MnPL, también se aislé y secuencié un cDNA que codificaba 273
amino4cidos, resultantes de un procesamiento alternativo en el extremo 5° del
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intré6n XII del alelo mnpll. Dicho extremo se desplazé cuatro nucleétidos en
direccién 5” y la secuencia de procesamiento GTGAGT fue sustituida por la
secuencia GTTAGT que, aunque no coincide en un nucleétido con la
secuencia consenso determinada para el gen mnpl, coincide con la descrita
para hongos filamentosos GTDHSY. La secuencia de aminodcidos predicha
desde la posicién 248 en que empieza a variar con respecto a la proteina
MnPL1 seria TTNRRFRTVSLLPCRRSLFLAKTRPN, pero no se identificd
el producto resultante en los cultivos de P. eryngii.

En la secuencia de aminodcidos se puede observar un unico sitio de N-
glicosilacién (NXS/T) localizado en la posicién de la N96. El contenido en
carbohidratos unidos a esta asparagina representa alrededor del 3% de la masa
molecular de la proteina MnPL, estimado por SDS-PAGE después de
tratamiento con endo-H. De igual forma se localizan 42 residuos de S/T que
pueden ser susceptibles de O-glicosilacién. La composicién en aminodcidos
obtenida por hidrélisis 4cida concuerda en términos generales con la deducida
de la secuencia de la proteina. Ademds, se confirma la ausencia de tirosina.

La M, deducida a partir de la secuencia, 34 553 para la MnPL1 y 34 581
para la MnPL2, se aproxima a la obtenida por MALDI-TOF después de
deducir el contenido en carbohidratos totales (ver Tabla 3.1). Finalmente, el
pl teérico de las proteinas MnPL1 y MnPL2 (4.44 y 4.41 respectivamente) fue
mayor que el obtenido por isoelectroenfoque (Fig. 3.5). Este podria estar
afectado por los carbohidratos unidos a la proteina, aunque con mayor
probabilidad la diferencia sea debida a que el plegamiento afecta a la
exposicion de los residuos cargados.

3.2.6 Comparacion de los alelos mnpll y mnpl2

Tras secuenciar varios clones de DNA y cDNA se pudo determinar con
precision la secuencia de los dos alelos del gen mnpl. Las secuencias de
aminodcidos y de nucleétidos del gen y de las regiones 5” y 3" no codificantes
se comparan en la Fig. 3.9. Esta presenta la totalidad de la secuencia mnpi2
(la de mayor longitud) y las diferencias observadas en la secuencia mnpll.

Con una tnica excepcién, las diferencias son de un nucleétido, e incluyen
32 sustituciones, una delecién y una insercién. Aproximadamente ¢l 70% de
las sustituciones corresponden a cambios de A por G o de T por C,
probablemente causados durante la replicacion del DNA por las formas
tautornéricas de estas bases (forma enélica de T y G y forma imino de A y C).
El hecho de que la variacién en las regiones flanqueantes (1%), intrones (1%)
y exones (0.5%) sea muy parecida confirma que las dos secuencias
corresponden a alelos del mismo gen. Las diferencias mds significativas se
describen a continuacién:
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a) Una delecién de 7 nucleétidos (posicion -539 a -533) que afecta a cinco
nucledtidos de un posible MRE. Esta delecién sugiere que el alelo
mnpl2 podria estar regulado por metales, aunque hasta ahora no se han
obtenido evidencias que confirmen esta posibilidad.

b) Tres sustituciones de un nucleétido (posiciones 156, 191 y 816) que
provocan un cambio en tres aminodcidos de la proteina madura
(MnPL2—>MnPL1: A4D, V16l y S153G). La sustitucién de los dos
primeros amino4cidos fue util para la identificacién de los productos
codificados por los dos alelos ya que se encuentran en el extremo N-
terminal de la proteina madura.

c¢) La sustitucién de un nucleétido en Ia posicién 2046 de la regién no
codificante, que probablemente también afecté a la transcripcién, ya
que podria ser la causa de un desplazamiento de 30 nucledtidos del sitio
de poliadenilacién en el mRNA (de la posicién 2044 en el alelo mnpl2
a la posicién 2074 en mnpll).

3.2.7 Secuencias relacionadas en otros hongos ligninoliticos

Para llevar a cabo esta biisqueda se utilizé la técnica de “Southern blot”. El
DNA de diferentes hongos, digerido parcialmente con EcoRI y con Hindlll,
se hibridé con la sonda de DNA de 1060 pb. Los resultados presentados en la
Fig. 3.10 muestran hibridacién positiva con €l DNA de F. fomentarius, C.
gallica, P. radiata y H. annosum (dos bandas de hibridacion tras digestién
con EcoRI). Las bandas de hibridacién fueron de baja intensidad con el DNA
de P. cinnabarinus y A. niger, y no se detect sefial alguna con el DNA de P.
chrysosporium y P. chrysocrea.

Fig. 3.9 (en la pagina anterior) Comparacion de los alelos mnpll y mnpl2. Para
facilitar la comparacién se muestran las secuencias de nucleétidos y aminoécidos
comrespondientes al alelo mnpl2 (que presenta una secuencia de nucledtidos mads
larga que la del alelo mnpll) y solamente aquellos nucleétidos o tripletes (region
codificante) y aminoécidos del alelo mnpll que difieren de mnpl2. las filas marcadas
como mnpll/2 o MnPL1/2 presentan idéntica secuencia de nucleétidos y
aminoécidos, respectivamente, en ambos alelos. Las deleciones se indican con rayas
y las secuencias obtenidas por secuenciacién de los extremos N-terminal aparecen
subrayadas. Las diferencias més importantes estan indicadas con cajas y circulos (en
negrita), ¢ incluyen: una delecion de siete nucledtidos que afecta al MRE, tres
sustituciones de un nucle6tido que provocan un cambio en tres aminodcidos, y el
cambio en un nucledtido que probablemente hace variar el sitio de poliadenilacién.
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Fig 3.10. “Screening” por "Southern-blot" en busca de secuencias relacionadas
con el gen mnpl de Pleurotus eryngii en otros hongos. E1 DNA fue digerido con las
enzimas de restriccion EcoRI y HindlIll, e hibridado con la sonda de cDNA del gen
mnpl. Los diferentes carriles corresponden a: 1, Pleurotus eryngii; 2, Phanerochaete
chrysosporium;, 3, Heterobasidion annosum; 4, Fomes fomentarius; 5, Pycnoporus
cinnabarinus; 6, Phlebia chrysocrea; 7, Phlebia radiata; 8, Coriolopsis gallica; 'y 9,
Aspergillus niger.

Entre las especies que dieron hibridacioén positiva, solamente P. radiata
estd descrita como productora de peroxidasas ligninoliticas, pero los
resultados obtenidos demuestran la presencia de secuencias relacionados con
el gen mnpl también en los otros hongos. Por otro lado, se ha descrito que P.
cinnabarinus solamente produce lacasa (Eggert et al., 1996), pero en la Fig.
3.10 se observan dos sefiales de baja intensidad en las digestiones con EcoRI
y con HindIIl. No se han descrito peroxidasas ligninoliticas en ascomicetos,
con la unica excepcion de Chrysonilia sitophila (Rodriguez et al., 1997), por
lo que la débil sefial de hibridacion con el DNA de 4. niger (incluido como
control negativo) podria corresponder al gen de una peroxidasa diferente. Los
resultados negativos con P. chrysocrea son un poco sorprendentes, teniendo
en cuenta que hay hibridacion con el DNA de P. radiata. Aunque no existe
informacion sobre peroxidasas ligninoliticas producidas por P. chrysocrea,
este hongo es capaz de llevar a cabo una deslignificacion extensiva de la
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madera (Barrasa et al., 1992). Las diferencias entre los genes que codifican
peroxidasas capaces de oxidar Mn** en P, chrysosporium y P. eryngii ya
habian sido apuntadas con anterioridad (Sarkar ez al., 1997) por la falta de
hibridacién del DNA de P. chrysosporium con sondas especificas para el gen
mnpsl de P. eryngii y un gen mnp de P. ostreatus similar al descrito por
Asada et al. (1995a).
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3.3 MODELADO MOLECULAR DE LA PEROXIDASA DE Pleurotus
eryngii

Las propiedades cataliticas de una enzima estdn relacionadas con aspectos
especificos de su estructura molecular. Con objeto de encontrar una
explicacion a las propiedades cataliticas de la peroxidasa MnPL de P. eryngii,
se construyeron modelos moleculares para las variantes alélicas MnPL1 y
MnPL2 sin péptido sefial. Estos modelos se realizaron por homologia de
secuencia, utilizando como molde los modelos cristalogrificos de las
peroxidasas LiP-H8, LiP-H2 y MnP1 de P. chrysosporium y ARP-CIP de
Coprinus. Todas ellas presentan una identidad de aminodcidos con la
peroxidasa MnPL de P. eryngii de 49-60%.

3.3.1 Descripcion del modelo

En las Fig. 3.11 y 3.12 se puede ver una representacion esquemitica de la
estructura molecular de la peroxidasa MnPL de P. eryngii, asi como algunos
detalles de la regién que rodea al grupo hemo (MnPL1 y MnPL2 no presentan
diferencias significativas a la hora de describir ¢l modelo). El modelo refinado
presenta una buena geometria, con unas desviaciones medias (rms) en
distancias y dngulos de enlace de 0.016A y 1.60° respectivamente, e incluye
los signientes elementos:

a) Doce hélices predominantemente o (con porciones de estructura 3, en
las hélices A y F) denominadas, siguiendo la nomenclatura de la CcP
(Finzel et al., 1984), como hélices A (A12-N27), B (E36-G51), B,
(S64-A67), B, (D69-E72), C (I81-H95), D (A99-N113), E (V145-
A155), F (P159-1171), G (S195-E200), H (E229-R236), I (A241-
M247) y J (E251-A266); cuatro 14minas 3 de dos aminodcidos (F123-
L124, E217-A218, R227-L228 e 1276-D277); y 3 hélices 3,p muy
cortas, definidas por los aminodcidos P76-N78, $279-V281 y L300-

D302.
b) Cuatro puentes disulfuro (C3:C15, C14:C278, C34:.Cl14 y
C242:C307).

¢) La cavidad del hemo, que incluye un grupo hemo de tipo b y los
residuos del lado distal (R43, F46, H47, implicados en la reaccién con
el H,0,) y del lado proximal (H169, F186 y D231; el Ne de la histidina
actia como quinto ligando del Fe®) conservados en todas las
peroxidasas fiingicas, con la unica excepcién de la ARP-CIP de
Coprinus que presenta una leucina en la posicién ocupada por la F186
de la peroxidasa MnPL de P. eryngii.
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d) Dos sitios de unién a Ca**, en los que participan los oxigenos del D48,
G60, D62 y S64 (Ca®* distal que une las hélices B y B’,), y $170,
D187, T189, V192 y D194 (Ca** proximal que une la hélice F al lazo
que se encuentra entre las hélices F y G).

Fig. 3.11. Representacién esquemitica del modelo molecular de la peroxidasa MnPL
de Pleurotus eryngii (variante alélica MnPL1). En el modelo se muestra la posicién de
doce hélices predominantemente o (cilindros), cuatro ldminas de dos aminoacidos
(flechas), el grupo hemo, el Mn**, y los extremos C y N terminal (este Gltimo detréds de la
hélice A).
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e) Un sitio de union a Mn®* en el que estdn implicados los oxigenos
carboxilicos de tres residuos acidos (E36, E40, D175) y el propionato del
anillo C del grupo hemo (propionato interno), que permite la fijacion del
Mn** en la vecindad del hemo y la transferencia de electrones al anillo de
porfirina del compuesto 1 o al F ¢ del compuesto I1.

Fig. 3.12. Detalle de la cavidad del grupo hemo y sitio de unién a Mn?* del modelo
molecular de la peroxidasa MnPL de Pleurotus eryngii (variante alélica MnPL1). Se
muestra la posicién de los aminoécidos relevantes, las hélices y los puentes de hidrégeno
en ¢l entorno del grupo hemo (el Mn?" aparece representado como una esfera de van der
Waals).
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3.3.2 Superposicion de la peroxidasa MnPL con otras peroxidasas de
hongos

Todas las peroxidasas de las clases I y II comparten la misma topografia
helicoidal y plegamiento terciario. Basdndonos en este hecho, se superpuso el
modelo molecular construido para la peroxidasa MnPL1 de P. eryngii con los
modelos cristalogrificos de la LiP y MnP de P. chrysosporium, y conel de la
ARP-CIP de Coprinus, obteniéndose las siguientes distancias medias entre
sus Co: 1.24 A con la LiP-H8 (329 residuos computados), 1.47 A con la
ARP-CIP (328 residuos), 1.48 A con la LiP-H2 de P. chrysosporium (327
residuos) y 1.49 A con la MnP1 de P. chrysosporium (324 residuos). Este
resultado indica una elevada afinidad estructural con la LiP-HR, teniendo en
cuenta que la distancia media entre las isoenzimas H2 y H8 es de 1.1 A. Las
diferencias mds significativas en la arquitectura global de los modelos (Fig.
3.13) se¢ describen a continuacion:

a) Una larga cola en la regién C-terminal (flecha superior derecha) de la
MnP1 de P. chrysosporium (la cola de la peroxidasa MnPL es 17 y 3
residuos mds corta que las de la MnP1 y LiP-H8 respectivamente).

b) Un lazo de 7 residuos (flecha inferior derecha) en la MnP1 de P.
chrysosporium (L228-T234), que no aparece en las otras peroxidasas
comparadas.

¢) Un lazo interno en la zona de F301 (flecha interior) de la LiP-HS8 de P.
chrysosporium, que es mds corto en la MnP1 de P. chrysosporium y
esté ausente en la peroxidasa MnPL de P. eryngii.

d) Un tercer lazo de 6 residuos (flecha superior izquierda) en la LiP-HS8 de
P. chrysosporium (ES7-F62), que es més reducido en la MnP1 de este
hongo y estd ausente en la peroxidasa MnPL de P. eryngii (esta regién
presenta factores B elevados en todas las peroxidasas fiingicas, al igual
que las que conectan las hélices E y F, y la cola C-terminal de la
peroxidasa MnPL, e incluye cierta con formacién helicoidal en las
peroxidasas ARP-CIP y LiPHS).

Fig. 3.13. (pagina siguiente) Imagen estereoscopica de la superposicion del
modelo de cintas de la peroxidasa MnPL de Pleurotus eryngii (variante alélica
MnPL1) (color rojo) con los de las peroxidasas MnP1 y LiP-H8 de Phanerochaete
chrysosporium y ARP-CIP de Coprinus (color negro).
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ARP-CIP
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3.4 REGULACION TRANSCRIPCIONAL DEL GEN mnpl

Tras la identificacién en la regién 5” no codificante del gen mnpl de una serie
de elementos que podrian estar implicados en la regulacién de su expresion,
incluyendo un AP2, un MRE (ausente en ¢l alelo mnpll), un HSE, un APl y
dos CreA, y conociendo el efecto que tienen determinados compuestos
(incluyendo Mn?* y peptona) sobre los niveles de actividad peroxidasa, se
llevaron a cabo estudios de regulacién a nivel transcripcional del gen mnpl.

3.4.1 Influencia de la peptona

En los estudios de regulacién de la transcripcion del gen mnpl por peptona se
utilizé RNA de P. eryngii crecido en glucosa-tartrato amoénico-extracto de
levadura y glucosa-peptona-extracto de levadura (condiciones productoras y
no productoras de actividad peroxidasa respectivamente). En la Fig. 3.14 se
puede observar un aumento de transcritos del gen mnpl en presencia de
peptona, con un maximo después de cinco dias de incubacién, comparado con
el mantenimiento de niveles basales en el medio con tartrato aménico. En
estos experimentos se puso de manifiesto cierta inestabilidad del mRNA de la
peroxidasa MnPL, ya que los niveles mdximos disminuyeron un 80% en tan
solo dos dfas (disminucién que se refleja en la curva de incremento diario de
la actividad peroxidasa). Estos datos contrastan con la estabilidad de la
actividad en el liquido de cultivo, que se mantiene por encima de las 600 U/l
durante cuatro dias. Sin embargo, a partir del dia nueve predomina el proceso
degradativo y la actividad peroxidasa desciende.

Cuando la adici6n de peptona se realizé sobre micelio lavado crecido en
medio productor de la peroxidasa se detect6 un ligero descenso de los niveles
de mRNA iniciales, comparado con la dréstica desaparicién observada en el
control sin peptona (Fig. 3.15). En el micelio incubado en presencia de esta
fuente de nitrégeno se determiné un contenido en trdnscritos a los treinta
minutos equivalente al 65% del inicial, mientras que en el control (sin
peptona) pasé a ser del 3% en el mismo tiempo de incubacion. Los niveles de
mRNA a los 60 y 120 min de incubacién no se muestran en la Fig. 3.15 ya
que fueron independientes de la presencia o ausencia de peptona. Aunque la
peptona no fue capaz de mantener los niveles iniciales de mRNA, los
resultados obtenidos parecen indicar que o bien influye en la sintesis o en la
estabilidad de los trdnscritos.
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A

Medio con Peptona Medio con Tartrato amonico
dias 3 5 7 9 11 14 3 5 7 9 11 14
mnpl

MnP (U/l)
Valores relativos de mRNA - - -
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Fig. 3.14. Influencia de la peptona en la transcripciéon del gen mnpl, y niveles de
actividad peroxidasa en el liquido de cultivo. A. Hibridaciéon de muestras de RNA
total procedentes de micelio de Pleurotus eryngii, crecido en medio glucosa-peptona-
extracto de levadura y medio glucosa-tartrato amonico-extracto de levadura,
utilizando como sondas el cDNA del gen mnpl y el DNA ribosémico de Drosophila
melanogaster. B. Actividad peroxidasa acumulada en el liquido de cultivo, estimada
como Mn*"-tartrato (MnP) (— ), y cuantificacion de los niveles de mRNA (A)
respecto al rRNA (----), producidos por Pleurotus eryngii en glucosa-peptona-
extracto de levadura (m) y glucosa-tartrato amoénico-extracto de levadura (a). La
curva (-®-) representa el incremento diario de la actividad peroxidasa en el medio
glucosa-peptona-extracto de levadura.
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Fig. 3.15. Efecto de la peptona sobre la transcripciéon del gen mnpl en micelio de
Pleurotus eryngii en ¢l que estaba inducida la sintesis de mensajeros. A.
Hibridacién, con las sondas de ¢cDNA del gen mnpl y DNA ribosémico de
Drosophila melanogaster, de muestras de RNA total procedente de micelio de
Pleurotus eryngii crecido en medio glucosa-peptona-extracto de levadura durante
seis dias, lavado y resuspendido en tartrato sédico 20 mM, pH 5 con o sin peptona (5
g/1}, e incubado a 28°C y 180 rpm durante 30 min. B. Cuantificacién de los niveles

de mRNA de la peroxidasa MnPL, respecto al RNA, en presencia (-8-) o ausencia
(-A-) de peptona.

Posteriormente se fraccioné la peptona por cromatografia de exclusion
molecular en Sephadex G15 (Fig. 3.16 A), y se cultivé P. eryngii en medio
glucosa-tartrato aménico-extracto de levadura al que se afiadié cada una de
las fracciones a una concentracidén equivalente a 5 g/l de peptona. En los
medios preparados con las fracciones de bajo peso molecular se detecté
actividad peroxidasa unicamente en los primeros dias de cultivo. Los mayores
niveles de actividad se detectaron en el medio preparado con la fraccion de
alto peso molecular a tiempos de incubacion mas largos (Fig. 3.16 B). Esta
fraccidn parece ser la responsable del efecto provocado por la peptona sobre
la actividad peroxidasa de P. eryngii. Cuando se afiadieron casaminoacidos en
lugar de peptona no se produjo practicamente ningiin efecto.
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Fig. 3.16. A. Fraccionamiento de la peptona en Sephadex G15. B. Actividad
peroxidasa (estimada como Mn3+-tartrato, MnP) tras la adicién de las diferentes
fracciones (y casaminodcidos) al medio glucosa-tartrato aménico-extracto de
levadura. Como control se empled medio sin suplementar.
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Considerando estos resultados conjuntamente podriamos deducir que la
induccién de la actividad peroxidasa por la peptona es debida a péptidos,
como sucede en Bjerkandera sp. (Mester et al., 1996), y no a amino4cidos.
Los péptidos de las fracciones de bajo peso molecular provocarian la
induccién de la transcripcién del gen mnpl a tiempos cortos, pero por su
cardcter minoritario el efecto aparece limitado en el tiempo. La fraccién
mayoritaria de alto peso molecular necesitaria varios dias de incubacién para
ser hidrolizada por el hongo, dando lugar a péptidos pequefios que
provocarian un aumento significativo y estable de la actividad peroxidasa en
el medio de cultivo.

3.4.2 Efecto del Mn®*

El efecto producido por €]l Mn** sobre los niveles de mRNA de la peroxidasa
MnPL se investigé en cultivos liquidos de P. eryngii, con peptona o tartrato
amoénico como fuentes de nitrgeno. En presencia de 25 pM Mn** no se
detect6 en ningin caso actividad MnP en el liquido de cultivo, ni mRNA
procedente de la transcripcién del gen mnp! en el micelio.

Al igual que en el caso anterior se estudi6 el efecto del Mn** sobre micelio
de P. eryngii lavado crecido en condiciones productoras y no productoras de
peroxidasa. EIl Mn** no presenté efecto alguno cuando se afiadi6 sobre
micelio crecido en condiciones no productoras (Fig. 3.17 A). Sin embargo,
cuando la adicién se llevé a cabo sobre micelio crecido en condiciones
productoras, los niveles de partida de mRNA de la peroxidasa MnPL no solo
no descendieron sino que aumentaron ligeramente en los quince primeros
minutos (Fig. 3.17 B y 3.17C). Este resultado es dificil de explicar, puesto
que no se habia detectado actividad MnP cuando la peptona y el Mn?
formaban parte del medio de cultivo (Fig. 3.2). Los resultados obtenidos a los
60 y 120 min de incubacién no se muestran ya que, al igual que en los
estudios realizados con la peptona, son independientes de la adicién del Mn®*.

3.4.3 Respuesta al estrés oxidativo

Se estudié la respuesta mediada por diferentes especies activas de oxigeno
sobre la transcripcién del gen mnpl. La adicién de H;O, (500 pM) al micelio
produjo un aumento de los niveles de mRNA de la peroxidasa MnPL con un
méximo a los 60 min de incubacién, comparado con el ligero aumento
experimentado a los 30 min por ¢l control sin H;O, (Fig. 3.18). Después de
dos horas los niveles disminuyeron un 33% respecto al mAximo observado.
Previamente la concentracién de H,0O, habia descendido a 70 pM en 15 min y
practicamente desaparecido a los 30 min.
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Fig. 3.17. Efecto del Mn** sobre la transcripcién del gen mnpl en Pleurotus
eryngii. Hibridacién de muestras de RNA total obtenidas, a diferentes tiempos, de
micelio de Pleurotus eryngii incubado en tartrato 20 mM, pH 5, con o sin Mn**. El
micelio procede de cultivos en medio glucosa-tartrato aménico-extracto de levadura
(A) y glucosa-peptona-extracto de levadura de levadura (B) (condiciones no
productoras y productoras de la peroxidasa MnPL respectivamente). C.
Cuantificacion de los niveles de mRNA de la peroxidasa MnPL, respecto al IRNA,
en presencia (<) o ausencia (-a-) de Mn>* en el caso (B). Como sondas se utilizaron
¢l cDNA del gen mnpl y el DNA ribosémico de Drosophila melanogaster.
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Fig. 3.18. Efecto del H20; sobre la transcripcién del gen mnapl. A. Hibridacién de
muestras de RNA total procedente de micelio de Pleurotus eryngii incubado en
presencia o ausencia de H>O; (500 uM). Como sonda se utiliz6 DNA ribosémico de
Drosophila melanogaster y cDNA del gen mnpl. B. Cuantificacion de los niveles de
mRNA de la peroxidasa MnPL respecto al rRNA en presencia (-8-) o ausencia (-4-)
de H>O;. En linea discontinua se muestran las variaciones en la concentracion de
H,0,. El efecto de otras especies activas de oxigeno se muestra en la Fig. 3.19.

Para la generacién de otras especies activas de oxigeno se utilizaron
sistemas de produccién en continuo en presencia de micelio de P. eryngii
(Guillén et al., 1995). E! anidén superéxido (O,7) se generé durante la
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autoxidacién de la correspondiente semiquinona en el “redox-cycling” de la
menadiona (el O,” formado puede tener un efecto por si mismo o dismutar
dando H,0,). El radical hidroxilo (OH-) se generd al afiadir Fe* a la reaccién
anterior, que fue reducido por el O, dando lugar al reactivo de Fenton (en
presencia del H,O, formado también a partir del O,”) (ver el apartado 2.8.2).
El resultado se muestra en la Fig. 3.19. La induccién de la transcripcién del
gen mnpl por el OH- (en presencia de menadiona y Fe>") se detect6 a los 15
min, momento en el cual la acumulacién de mRNA de la peroxidasa MnPL
fue mixima. Aunque el contenido en trinscritos se redujo levemente tras una
hora de incubacién, los niveles se mantuvieron elevados tras dos horas de
incubacién (como era de esperar por el cardcter ciclico del sistema utilizado,
que garantiza la produccién continuada del OH-). El funcionamiento del
sistema productor del OH: se vio confirmado por la falta de acumulacién de
H,0, extracelular, que rdpidamente reacciona con el Fe?* formado tras
reaccién entre Fe>* y O, para dar lugar al OH- (ver Fig. 2.1).

Los controles realizados dieron los siguientes resultados (Fig. 3.19) : t) en
ausencia de menadiona y Fe’ no se produjo un aumento significativo del
mRNA de la peroxidasa MnPL, aunque se detect$ una pequefia produccion de
H,0, por parte del micelio, con niveles en torno a 5 pM; ii) el Fe®* (sin
menadiona) no tuvo efecto como inductor del gen mnpl; pero iii) en presencia
de menadiona y ausencia de Fe* (sistema productor de O, y H;O,) se indujo
la produccién de mRNA de la MnPL, con una acumulacién méxima a los 60
min de incubacién, que pudo ser debida a la menadiona, al O, producido o al
H,0, procedente de la dismutacién O, que alcanza un equilibrio produccién-
consumo sobre 50 nM. Segiin estos resultados podria parecer poco claro el
efecto asociado al OH-, puesto que el control con menadiona también induce
la transcripcién del gen mnpl. Sin embargo, si tenemos en cuenta otros datos
obtenidos en la incubacién del micelio con menadiona y Fe**, como son la
ausencia de H,O, extracelular y la transcripcién del gen mnpl en tan solo 15
min (se necesité una hora en presencia de menadiona), podemos concluir que
en este caso es probablemente el OH- (la especie reducida de oxigeno ma4s
reactiva) el responsable de la induccién del gen mnpl.
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Fig. 3.19. Influencia de especies activas de oxigeno sobre la transcripcién del gen
mnpl. Hibridacién de muestras de RNA total procedente de micelio de Pleurotus eryngii
utilizando como sondas ¢DNA del gen mnp! y DNA ribosémico de Drosophila
melanogaster. A. Control negativo. B. Sistema generador de OH-. C. Sistema generador de
0" y H20;. D. Control negativo (efecto del Fea*'). E. Cuantificacion de los niveles de
mRNA de la peroxidasa MnPL respecto al rRNA en los casos A (-4-), B (-s-), y C (-®-).
En linea discontinua se muestran las variaciones en la concentracion de H,O, extracelular
en cada uno de los casos. El efecto del H,O, se muestra en la figura 3.18.
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3.5 EXPRESION HETEROLOGA

Se probaron diferentes sistemas de expresién heterdloga con objeto de
producir una proteina MnPL2 recombinante (MnPL2*) con las mismas
propiedades fisicoquimicas y cataliticas que la proteina nativa producida por
P. eryngii.

3.5.1 Expresion en Escherichia coli

En los experimentos de expresién en E. coli se utilizaron los vectores pET21a,
pET22b y pMal-c2. Se crearon diferentes fusiones entre el promotor, T7lac de
los vectores pET o lac del pMal-c2, y la porcién de cDNA correspondiente a
la proteina madura (sin secuencia sefial) de la variante MnPL2. El cDNA
utilizado en estas construcciones se preparé por PCR usando diferentes
oligonucleétidos (ver Tabla 2.3).

De todas las construcciones realizadas, solamente las fusiones
T7lac(p)::mnpl2m(cdna) establecidas en el vector pET21a fueron viables. El
resto experimenté siempre deleciones de uno o varios nucledtidos con el
consiguiente cambio en la fase de lectura. El fragmento mnpi2m(cdna)
corresponde a la secuencia codificante de la proteina madura (sin péptido
sefial) e incluye en su extremo 5” una secuencia codificante para 6 histidinas
seguida de la secuencia IEGR (reconocible por el Factor Xa). Con la inclusién
de esta secuencia se pretendi6 facilitar el proceso de purificacién de la
proteina recombinante por cromatografia de afinidad en columnas de niquel.
El plismido obtenido tras ligar el fragmento mnpi2(cdna) en los sitios Ndel-
EcoRI del vector pET21a se denominé pEMP2M (Fig. 3.20 A). Dos tipos de
cepas de E. coli se transformaron con este plismido, pero tinicamente la
BL21(DE3)pLysS expres6 la proteina MnPL2* cuando se cultivé en medio 9
a 28°C. Los niveles de expresién fueron muy bajos y la proteina se acumul6
inactiva en el citoplasma en forma soluble y como cuerpos de inclusion (Fig.
3.21). La proteina MnPL2* sélo pudo ser detectada con anticuerpos anti-
MnPL2, y cuando se comparé su Mr con la de la proteina nativa producida
por P. eryngii no pareci6 estar glicosilada (Fig. 3.20 B y 3.21). En la Fig. 3.20
B se observan bandas inespecificas debidas a reaccién cruzada del suero con
proteinas de E. coli. Estas bandas desaparecieron cuando el suero fue
inmunoadsorbido con un extracto de células BL21(DE3)pLysS (Fig. 3.21).

Una vez producida la MnPL2* se intent6 su renauralizacién con objeto de
obtener una peroxidasa cataliticamente activa, y para ello se utilizé el
protocolo basado en los de Doyle y Smith (1996) y Whitwam y Tien (1996).
El resultado sigui6 siendo una peroxidasa sin actividad catalitica debido a que
la proteina MnPL2* es producida siempre en pequefias cantidades e
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interacciona con el resto de proteinas de E. coli formandose uniones
intermoleculares que provocan su precipitacion.

Promotor T7lac Ndel

A | Cola de 6 His
| Sitio de corte del Factor Xa
EcoR1
\ Sacl
Sall
mnpl2m(cdna) HindITl
Eagl
Notl
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Fig. 3.20. Mapa del pldsmido pEMP2M (A), y expresion de la peroxidasa MnPL
de Pleurotus eryngii (variante alélica MnPL2) en la cepa BL21(DE3)pLysS de
Escherichia coli (B). La cepa BL21(DE3)pLysS transformada con la construccion
pEMP2M se incubd en medio 9 a 28°C y 180 rpm. Se tomaron muestras del cultivo a
diferentes tiempos y se procesaron como se indica en materiales y métodos (apartado
8.1.2). Tras SDS-PAGE se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa que se
reveld por ECL con anticuerpos policlonales anti-MnPL2. En el primer carril, como
control positivo (C+), se incluyd proteina MnPL2 producida por Pleurotus eryngii.
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Fig. 3.21. “Western-blot” de la proteina MnPL2* preducida por Escherichia
coli BL21(DE3)pLysS en diferentes pasos del proceso de renaturalizacién
comparada con la proteina nativa de Pleurotus eryngii. Se¢ muestra la reaccion tras
SDS-PAGE con anticuerpos policlonales inmunoadsorbidos, de la peroxidasa
MnPL2 nativa (C+); extracto de células de E. coli transformadas con el plasmido
pEMP2M no inducidas con IPTG (C-); proteina MnPL2* en la fraccién soluble
intracelular (S), en forma de cuerpos de inclusion (I), y renaturalizada (R).

3.5.2 Expresion en Emericella nidulans

Debido a la baja eficacia de los sistemas de expresién en E. coli se opto por
cambiar a un sistema eucariota, eligiéndose Emericella nidulans (forma
conidial: Aspergillus nidulans) por las ventajas que supone trabajar con un
organismo modelo en ¢l que se han llevado a cabo numerosos estudios de
genética formal y molecular, y en el que se espera un procesamiento y
secrecion adecuados de la proteina recombinante.

3.52.1 Cepas con una fusién transcripcional capaz de expresar
transcritos mnpl2

Se utilizo el promotor del gen alcA {alcA(p)], incluido en el vector palcAl,
para dirigir la expresion de la variante alélica mnpl2. El gen alcA, que
codifica la alcohol deshidrogenasa, estd controlado por represion por glucosa
a través del represor transcripcional CreA, y es inducido via AlcR.

Para construir la fusién alcA(p)::mnpl2(cdna), el fragmento BamHI-EcoRI
de 1099 pb correspondiente a la regidn codificante mnpl2 completa,
incluyendo la secuencia sefial, se fusiond0 con alcA(p) y el terminador
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transcripcional #rpC del plasmido palcAl dando lugar al plasmido pALMP2
(Fig. 3.22 A). Este plasmido, ademads de la fusion transcripcional, lleva el gen
salvaje argB que se utiliz6 como marcador de seleccion. Se transformaron
protoplastos de cepas argB” de E. nidulans biAl, metG1, argB2 con pALMP?2,
y se aislaron los clones que crecieron en ausencia de arginina.

El andlisis de la integracion del plasmido en el genoma de E. nidulans se
realizo por “Southern blot” (Fig. 3.22 B). Para ello se utiliz6 DNA gendémico
de los clones transformantes argB" y de la cepa argB™ (control negativo)
digerido con EcoRI (el gen argB esta flanqueado por dos dianas EcoRI en el
genoma de E. nidulans). El producto de la digestion se fraccion6 en un gel de
agarosa al 0.8% y se transfiri6 a una membrana de nitrocelulosa. La
hibridacion se realizé utilizando como sonda un fragmento de DNA
especifico de argB. La cepa argB™ present6 una Unica banda de hibridacion
correspondiente al gen mutado, mientras que los clones transformados con el
gen argB" presentaron dos bandas de hibridacion: una correspondiente al gen
original mutado y la otra al gen salvaje, integrado en una posicion distinta del
genoma. La nueva cepa asi obtenida se denominé MPR2.

BamHI
Xbal
lacZ
Sall ——a B
f(’;)ell mnpl2(cdna)
a alcA(p) Xhol
trpCt
g;’c’} 7 HindIll k
argB 0
(argB 0) | B b
pALMP2
7623 pb
.
pBS-SK argB+
HindIII
A (argB 1453)

Kpnl

Fig. 3.22. Mapa del plismido pALMP2 (A) y anilisis de su integracion en el
genoma de Emericella nidulans (B). Este ltimo se llevo a cabo por “Southern blot”
del DNA, digerido con EcoRl, de la cepa argB™ (control negativo) (carril a) y de la
cepa argB’" transformada con el plasmido pALMP2 (carril b).
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3.5.2.2 Expresion de la peroxidasa MnPL2* por Emericella nidulans
MPR2

Una vez seleccionada la cepa, se procedio a la expresion de la proteina
MnPL2* y para ello se ensayaron diferentes medios de cultivo. En ninguno de
los medios sin hemo se detectaron niveles apreciables de MnPL2*, y la
proteina recombinante extracelular fue obtenida en medio completo con 500
mg/ml de hemo (Fig. 3.23). La actividad MnP asociada al micelio fue
despreciable, lo que indica el correcto procesamiento del péptido sefial de la
MnPL2* por parte de E. nidulans (dicho péptido es el correspondiente a la
peroxidasa MnPL2 nativa de P. eryngii). El pico de méxima produccién, en
torno a las 43 horas después de la induccién, fue de corta duracién y los
niveles representaron tan solo el 5% de la actividad producida normalmente
por P. eryngii.
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Fig. 3.23. Producciéon de la proteina MnPL2* por Emericella nidulans MPR2.
Los medios utilizados fueron: medio completo con hemo (—w—) y sin hemo (--m»-);
medio minimo con hemo (—a—) y sin hemo (--a--). Como control se incluyé
Emericella nidulans bidl, metG1, argB2 sin transformar en medio completo con
hemo (—~®-). La actividad peroxidasa se estimé por la formacién de Mn>'-tartrato
(MnP).
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3.5.2.3 Purificacion de la peroxidasa recombinante

La purificacion de la proteina MnPL2* se realizé a partir de cultivos de E.
nidulans MPR2 crecidos en medio completo y transferidos posteriormente a
medio de induccién (medio completo con treonina 100 mM, glucosa al 0.05%
y hemo 500 mg/l). El protocolo de purificacion fue inicialmente el descrito
para la proteina MnPL producida por P. eryngii (ver apartado 3.1.2). La
comparacién de los perfiles procedentes de la cromatografia de intercambio
i6bnico en Mono-Q de las peroxidasas MnPL2 y MnPL2* revelé que las dos
presentan el mismo tiempo de retencioén (Fig. 3.24 A). Ademds, cuando se
analizé la pureza de la proteina recombinante asi obtenida y su contenido en
carbohidratos, mediante electroforesis en geles de poliacrilamida, se pudo
comprobar que el grado de glicosilacién era el mismo que el de la proteina
nativa (Fig. 3.24 B). Sin embargo, este paso no fue suficiente para obtener
una proteina MnPL2* pura, debido a la existencia de una proteina
contaminante con propiedades fisicoquimicas muy parecidas a las de la
MnPL2, pero que no parecia estar glicosilada. Por este motivo, como 1ltimo
paso de purificacién de la proteina MnPL2* se realizé una cromatografia de
afinidad para glicoproteinas (usando Con A Sepharosa). El andlisis posterior
por SDS-PAGE de la fraccién con actividad MnP revel6 una tnica banda de
proteina correspondiente a la MnPL2* pura (Fig. 3.24 C). Las propiedades
cataliticas de la peroxidasa MnPL2* fueron las mismas de la forma nativa.

Fig. 3.24. (pigina siguiente) Purificacion de MnPL* producida por Emericella
nidulans MPR2. A. Perfil Mono-Q de la proteina MnPL2* (linea discontinua),
comparado con el perfil obtenido para las protefnas MnPL1 y MnPL2 en Pleurotus
eryngii (linea continua). El gradiente de NaCl se muestra como una linea punteada.
B. SDS-PAGE tras cromatografia en Mono-Q, mostrando las protefnas MnPL2 y
MnPL2* en su forma glicosilada (G) y tras desglicosilaciéon con Endo-H (D). C.
SDS-PAGE de la proteina MnPL2* glicosilada después del iltimo paso de
purificacién en Con A Sepharosa. (M) marcadores de peso molecular.
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En el presente trabajo se procedié a la caracterizacion molecular de las
peroxidasas ligninoliticas de Pleurotus eryngii. Este es un basidiomiceto de
podredumbre blanca estudiado en nuestro laboratorio por su capacidad para
degradar selectivamente la lignina de las gramineas, sin apenas alterar las
fibras de celulosa (Kiihn et al., 1992, Martinez et al., 1994). Esta capacidad es
importante para su posible aplicacién en la industria papelera sustituyendo a
procedimientos quimicos de eliminacién de la lignina potencialmente
contaminantes ya que, como mostraron Camarero et al. (1998a), las fibras de
celulosa deben mantener una serie de propiedades para poder ser utilizadas en
la fabricacién de papel.

Las peroxidasas producidas por P. eryngii en cultivo liquido (variantes
alélicas MnPL1 y MnPL2) fueron purificadas y sus propiedades cataliticas
estudiadas. A partir de la secuencia N-terminal de la proteina MnPL1 y de las
correspondientes a dos péptidos internos de la misma se disefiaron
oligonucleétidos que fueron utilizados como cebadores en reacciones de PCR.
Los fragmentos obtenidos se utilizaron como sondas en el “screening” de
librerias genémicas y de cDNA, lo que permiti6é clonar los dos alelos (mnpll
y mnpl2) del gen mnpl; en la busqueda de secuencias relacionadas con el gen
mnpl en otros hongos ligninoliticos (apartado 4.3.3); y en los estudios de
expresion del gen mnpl en respuesta a diferentes estimulos (peptona, Mn* y
especies activas de oxigeno) (apartados 4.1 y 4.5). La estructura del gen mnpl
se compar6é con las correspondientes a ofras peroxidasas ligninoliticas
(apartado 4.3.1), y lo mismo se hizo con la secuencia de aminoicidos
deducida a partir de la secuencia de cDNA (apartado 4.3.2).

Por otro lado, en base a la estructura primaria de la proteina y su
estructura secundaria deducida de la secuencia, se elabor6 un modelo
tridimensional para la proteina MnPL utilizando como modelo la estructura
cristalogrifica de otras peroxidasas (apartado 4.4). El modelado se hizo con
objeto de poder explicar las propiedades cataliticas de esta peroxidasa, como
ya habfan hecho otros autores con la MnP y la LiP antes de que fueran
cristalizadas (Du et al., 1992; Hoffrén et al., 1993; Johnson et al., 1994).

Por ultimo, se estableci6 un sistema de expresién heteréloga en
Emericella nidulans para la peroxidasa MnPL (apartado 4.5). De esta forma,
tras realizar modificaciones puntuales por mutagénesis dirigida sobre la
secuencia de amino4cidos, se podrd expresar la proteina mutada y ver como
afectan dichas mutaciones a sus propiedades cataliticas.
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4.1 INFLUENCIA DE LA FUENTE DE NITROGENO Y DEL Mn**

La bisqueda de peroxidasas en P. eryngii se inici6 utilizando los medios de
cultivo descritos para la produccién de las otras enzimas implicadas en la
degradacién de la lignina por este hongo (lacasa y AAQO) (Guillén et al.,
1992). Cuando se analizaron las condiciones éptimas para la produccién de
peroxidasa MnPL en cultivos liquidos de P. eryngii, se pudo comprobar que
eran diferentes de las descritas para Phanerochaete chrysosporium, capaz de
producir peroxidasas cuando se cultiva en medios con amonio como fuente de
nitrégeno (Kuwahara et al., 1984). La produccién de MnP y LiP en cultivos
de P. chrysosporium tras agotarse la fuente de nitr6geno o carbono limitante
(Holzbaur y Tien, 1988; Stewart et al., 1992), también contrasta con las
condiciones definidas para P. eryngii, que produce la peroxidasa MnPL
durante su crecimiento (en el medio glucosa-peptona-extracto de levadura el
carbono es limitante con respecto al nitrégeno, y no se agota hasta el dia diez,
cuatro dias después del pico de maxima actividad peroxidasa).

La estimulacion de las peroxidasas ligninoliticas por peptona en un medio
rico en nitrégeno se ha descrito también para Bjerkandera sp. (Kaal et al.,
1993). La peptona estd compuesta principalmente por péptidos de diferentes
tamarfios, y se ha sugerido que algunos de ellos podrian inducir eventos del
metabolismo secundario, tales como la secrecibn de peroxidasas
ligninoliticas, al presentar semejanzas con los liberados durante la aut6lisis
del micelio (Kaal et al., 1993). En el presente trabajo se fraccioné la peptona,
y las fracciones obtenidas se utilizaron como potenciales inductores de la
actividad peroxidasa en P. eryngii. De esta forma se comprobé que la adicién
al medio de las fracciones de bajo peso molecular provocaba la aparicién de
la actividad peroxidasa en un corto periodo de tiempo, mientras que las de
alto peso molecular necesitaban probablemente ser hidrolizadas para ejercer
un efecto inductor sobre la actividad peroxidasa MnPL (que se manifestaba a
largo plazo). Cuando se profundizé a nivel molecular se pudo comprobar que
el efecto de la peptona sobre la peroxidasa MnPL se produce a nivel
transcripcional. Su adicién a micelio de P. eryngii aislado, o a cultivos
completos, provocé un mantenimiento o incluso aumento de los niveles de
mRNA de esta proteina.

Por otro lado, la falta de actividad peroxidasa en presencia de
concentraciones de Mn?* superiores a 25 pM también contrasta con los
resultados obtenidos en P. chrysosporium y otros hongos ligninoliticos
(Hatakka, 1994; Bonnarme vy Jeffries, 1990; Péri€é y Gold, 1991).
Phanerochaete chrysosporium produce tres isoenzimas MnP a niveles basales
en ausencia de Mn**. Dos de ellas se inducen al afiadir Mn** al medio de
cultivo, que actia controlando la expresion a nivel de transcripcion (Gettemy
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et al., 1998). Sin embargo, es dificil establecer el efecto del Mn?* en la
expresién de la peroxidasa MnPL en cultivos liquidos de P. eryngii. Su
presencia en el medio de cultivo anula el efecto inductor de la peptona y no se
detecta actividad peroxidasa. Por otro lado, cuando se analizan los niveles de
mRNA se comprueba que el Mn®* no induce la transcripcién del gen mnpl en
ausencia de peptona. Con estos resultados se podria concluir que el Mn**
reprime la sintesis de la proteina MnPL en los cultivos liquidos de P. eryngii.
Sin embargo, el efecto que presenta sobre el gen mnpl cuando previamente se
ha inducido su transcripcién con peptona, parece indicar que el Mn** también
puede participar de forma positiva en la regulacion de la transcripcién de este
gen. Con estos datos se puede postular que la transcripcién del gen mnpl esta
regulada mediante un mecanismo que combina represion y activacion de una
forma jerarquizada, de manera que el Mn?* produce diferentes efectos
dependiendo del estado en el que se encuentre la transcripcion en el momento
de la adicion. Este tipo de regulacién difiere de lo descrito por otros autores
para P. chrysosporium, donde no se habia encontrado que ¢l Mn?* reprima la

expresion de la LiP ni de la MnP.
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4.2 CARACTERISTICAS DE LAS PEROXIDASAS DE Pleurotus
eryngii

Las peroxidasas producidas por cultivos liquidos de P. erymgii fueron
inicialmente descritas como manganeso peroxidasas (MnP) por su actividad
sobre el Mn** (Martinez ef al. 1996). Sin embargo, el hecho de que las
proteinas MnPL1 y MnPL2 presentasen tanto actividad peroxidasa sobre
Mn?* como actividad mediada por Mn®* sobre fenoles, y actividad
independiente de Mn** sobre DMP e hidroquinonas sustituidas asi como sobre
alcohol veratrilico (sustrato tipico de la LiP), puso de manifiesto que eran
diferentes de las tipicas peroxidasas producidas por el resto de los hongos
ligninoliticos (Shimada e Higuchi, 1991; Kirk y Farrell, 1987). Teniendo en
cuenta estos datos se propuso un ciclo catalitico para la peroxidasa MnPL
(Fig. 4.1) que incluye caracteristicas de tipo LiP y de tipo MnP (Fig. 1.6 A y
B). Este nuevo tipo de peroxidasa no s6lo lo produce P. eryngii. Se han
identificado enzimas con propiedades cataliticas similares en Pleurotus
pulmonarius (Camarero et al., 1996) y Pleurotus ostreatus (Sarkar et al.,
1997), siendo esta altima diferente de la peroxidasa estudiada por Asada ef al.
(1995a), asi como en Bjerkandera adusta (Heinfling et al., 1998a y b) y
Bjerkandera sp. (Mester y Field, 1998).

Fe**[P]
MnPL

ROOH n>* j\’

AHA

» C-ll
[Fe4+'_OP ] an" Mn®* [Fe =0 P]

<

A-  AH

Fig. 4.1. Esquema del ciclo catalitico propuesto para la peroxidasa MnPL
producida por Pleurotus eryngii. AH: compuestos arométicos fendlicos o no
fenolicos. Para comparacion con LiP y MnP de Phanerochaete chrysosporium ver
Fig. 1.6.
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Las constantes cinéticas del estado estacionario de las dos variantes
alélicas de la peroxidasa MnPL para diferentes sustratos fueron similares.
Ambas mostraron una afinidad elevada por el H,O, (con una K, aparente de
6-9 pM). Entre los diferentes sustratos reductores de la enzima, la mayor
afinidad fue por el Mn** y las hidroquinonas sustituidas, con valores de K,
aparente alrededor de 20 pM (hidroquinona, metoxihidroquinona y 2,6-
dimetoxihidroquinona proceden de la degradacién de los tres tipos de
unidades que componen la lignina (Higuchi, 1985)), mientras que la
oxidacion eficiente del alcohol veratrilico requiere una concentracién de
sustrato en el rango milimolar. Recientemente se ha publicado una amplia
comparacion de los diferentes sustratos reductores de esta peroxidasa de P.
eryngii entre los que se incluyen hidroquinonas, fenoles sustituidos,
colorantes, otros compuestos arométicos y Mn”* (Heinfling et al., 1998b).

Conviene comentar que no se ha detectado una LiP tipica en los cultivos
de las diferentes especies de Pleurotus, y tampoco hibridacién de su DNA con
sondas del gen Ipo que codifica una LiP de P. chrysosporium (Huoponen et
al., 1990; Varela, 1998). Estos datos sugieren que las peroxidasas polivalentes
descritas en este trabajo, que comparten propiedades cataliticas de MnP y LiP
y ademds oxidan eficientemente sustratos fenélicos (que la MnP es incapaz de
oxidar en ausencia de Mn>* y con los que la LiP se inactiva rdpidamente)
(Harvey y Palmer, 1990) podrian jugar un importante papel en la degradacién
de la lignina por P. eryngii.
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4.3 COMPARACION CON OTRAS PEROXIDASAS FUNGICAS

Las secuencias de nucleétidos del gen mnpl (alelos mnpll y mnpi2) y sus
correspondientes regiones promotoras se describen con detalle en el apartado
3.2 y Fig. 3.8 v 3.9. El conocimiento de la secuencia de nucleétidos y de la
secuencia de aminodcidos que codifica permitié llevar a cabo comparaciones
con otras peroxidasas fiungicas. Con esto se pretendié contribuir al
establecimiento de las relaciones existentes entre este grupo de enzimas.

4.3.1 Estructura génica de las peroxidasas fingicas

La Fig. 4.2 A muestra una representacién esquemaética en la que se comparan
el tamafio y la disposicién de los intrones y exones en varios genes que
codifican peroxidasas fiingicas. En ella se incluyen tres isoenzimas MnP y
tres LiP de P. chrysosporium (se han aislado varios genes que codifican
proteinas del tipo LiP-H8); la peroxidasa MnPL de P. eryngii y la MnP de P.
ostreatus; la MnP2 y dos i1soenzimas LiP de Trametes versicolor; la ARP-CIP
de Coprinus; y tres peroxidasas de T. versicolor (PGV, PGVII y LiPGII) que
aun estdn sin aislar (las referencias bibliogréaficas correspondientes se indican
en la Fig. 4.3). Una caracteristica de! gen mnpl digna de mencién es su
elevado niimero de intrones, un total de 15, que es el mismo encontrado en un
gen mnp de P. ostreatus (Asada et al., 1995a) pero mucho més elevado que ¢l
encontrado en otras peroxidasas. Para poder optimizar el alineamiento de los
15 genes se establecieron hasta seis huecos en las secuencias de entre 3 y 33
nucleétidos (Fig. 4.2 B). En el alineamiento, el gen arp-cip aparece
desplazado debido a que una porcién de la regién codificante correspondiente
al péptido sefial de las peroxidasas ligninoliticas es, en este caso, una parte de
la proteina madura. Tras situar los huecos, probablemente correspondientes a
deleciones o inserciones, las diferentes secuencias codificantes muestran un
buen alineamiento de los tripletes que codifican residuos caracteristicos. La
coincidencia de la posicién de las histidinas distal y proximal se muestra en la
Fig. 4.2 B. Cuando se compard la posicion de los intrones, los genes quedaron
organizados en varios grupos, en los que dicha posicion era relativamente
constante. Solamente uno de los intrones (el intrén XV de P. eryngii) presenta
la misma posicién en tres de los grupos. Los 15 intrones encontrados en los
genes mnpl de P. eryngii y mnp de P. ostreatus presentan aproximadamente la
misma posiciéon (aunque se detectan diferencias en los intrones I y III), y
cuando se comparan con el gen pgv de T. versicolor se encuentra una
coincidencia del 74% en la posicién de los intrones.
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4.3.2 Comparacion de secuencias de varias peroxidasas flingicas

Se compararon un total de 23 peroxidasas flingicas en base a las secuencias de
amino4cidos de las proteinas maduras (referencias en la Fig. 4.3). Algunas no
estaban incluidas en la anterior comparacién de genes debido a que solamente
estdn disponibles las secuencias de cDNA.

En cuanto a tamafio, la proteina MnPL de P. eryngii es la peroxidasa mas
pequefia (331 aminodcidos), seguida de las peroxidasas MnP2 de P. ostreatus
(332 aminodcidos), LiP de Phlebia radiata (337 amino4cidos), la mayoria de
las peroxidasas de 7. versicolor (338-342 aminoicidos), ARP-CIP de
Coprinus (343 aminodcidos), LiP de P. chrysosporium (343-344
aminoacidos), LiP12 de T. versicolor (346 aminodcidos), LiP de B. adusta
(349 aminodcidos), MnP de P. chrysosporium (357-358 aminodcidos) y MnP
de Poria (sinonimo: Ceriporiopsis) subvermispora (364 aminodcidos).

La peroxidasa MnPL de P. eryngii presenta la mayor identidad de
secuencia (74%) con la peroxidasa PS1, producida por el mismo hongo bajo
condiciones de fermentacion en estado s6lido (Camarero et al. 1998b), pero
este valor es muy inferior al encontrado entre las tres isoenzimas MnP de P.
chrysosporium (83-84% de identidad) (Tabla 4.1). Cuando se compara con
las peroxidasas producidas por otros hongos, la peroxidasa MnPL muestra la
identidad més alta con las peroxidasas PGV (69%), MnP2 (67%), PGVII
(66%) y LiP7 (62%) de T. versicolor y con la MnP de P. ostreatus (69%). Es
interesante mencionar que la identidad de la peroxidasa MnPL con las
isoenzimas MnP de P. chrysosporium (MnP1-MnP3) es del 55%, inferior a la
encontrada con la LiP del mismo hongo (60% y 58% con las isoenzimas H2 y
H8 respectivamente) y con la LiP de B. adusta (58%).

Fig. 4.2. Comparacion de los genes de 15 peroxidasas fingicas. Se muestran las
secuencias completas, incluyendo intrones y exones (A); y el alineamiento de las
secuencias codificantes, marcando la posicién de los intrones y “huecos” en el DNA
(B). Los intrones aparecen en negro y los “huecos” en gris. La separacién entre las
lineas verticales corresponde a 200 nt. Abreviaturas para las diferentes especies
fungicas: CC, Coprinus cinereus; PC, Phanerochaete chrysosporium; PE, Pleurotus
eryngii; PO, Pleurotus ostreatus, y TV, Trametes versicolor. Las referencias de los
genes se incluyen en la Fig.4.3.
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— TVIPGVII
[ TVILiPGII
TVILiP12

— TVILiP?

PC/LiP-H8a

PCI/LiP-H8b
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PC/LiP-GLG6

— PCILiP-H10

= PCI/LiP-H2
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BA/LIP
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4. Discusion

Durante el alineamiento miltiple de las 23 peroxidasas fiingicas se
observé que habia un total de 60 amino4cidos de la peroxidasa MnPL de P.
eryngii invariables en todas las peroxidasas examinadas (Fig. 3.8). Es
interesante mencionar que los residuos de alanina y valina de las posiciones
correspondientes a la A4 y V16 de la proteina MnPL1 de P. eryngii estin
presentes en las secuencias de otras peroxidasas, pero no se han encontrado
aspartato ni isoleucina en ninguna peroxidasa fiingica en las posiciones
correspondientes al D4 o la 116 de la proteina MnPL2. Durante la
comparacién de secuencias, también se observé que la peroxidasa MnPL de
P. eryngii incluye los residuos V118 y N239 en posiciones ocupadas
invariablemente por prolina y arginina respectivamente. El significado
estructural y funcional de estos residuos, inusuales en el resto de las
peroxidasas, estd todavia por determinar. El resultado final de la comparacién
miiltiple se muestra en el dendrograma de la Fig. 4.3, basado en distancias de
Kimura entre sus secuencias. El agrupamiento obtenido sugiere que la
peroxidasa ARP-CIP de Coprinus no estd relacionada con las peroxidasas
ligninoliticas, y que éstas se pueden catalogar en tres grupos principales: a)
MnP de P. chrysosporium y P. subvermispora; b) peroxidasas de P. eryngii,
P. ostreatus y T. versicolor; y c) LiP de P. chrysosporium, P. radiata y B.
adusta. Estos resultados concuerdan con una comparacién anterior de varias
de estas proteinas (Baunsgaard et al., 1993). El dltimo grupo obtenido incluye
cuatro proteinas LiP-H8 agrupadas conjuntamente con el producto del gen lip-
glg6, que probablemente corresponda a otra isoenzima HS8. Este grupo se

Fig. 4.3. Comparaci6én de las secuencias codificadas por los genes de la Fig. 4.2 y
cDNA de MnP de Poria (sinénimo: Ceriporiopsis) subvermispora, y LiP de
Bjerkandera adusta y Phlebia radiata. Abreviaturas para las diferentes especies
fingicas: BA, B. adusta; CC, Coprinus cinereus; PC, Phanerochaete chrysosporium,
PE, Pleurotus eryngii, PO, Pleurotus ostreatus; PR, P. radiata; PS, P.
subvermispora; y TV, Trametes versicolor. Referencias y nimero de acceso a
“GenBank™: PC/MnP1 (Godfrey er al., 1990), M60672; PC/MnP2 (Mayfield et al.,
1994a), 1.29039; PC/MnP3 (Alic et al., 1997), U70998; PS/MnP (Lobos et al., 1998),
U60413; PE/MnPL (esta tesis), AF007224; PE/PS1 (Camarero et al. 1998b);
PO/MnP (Asada et al., 1995a), U21878; TV/MnP2 (Johansson y Nyman, 1996),
Z30668; TV/PGV (Jonsson et al., 1994), X77154; TV/PGVII (sin publicar), Z54279;
TV/LiPGII (Jonsson y Nyman, 1994), X75655; TV/LiP12 (Jonsson y Nyman, 1992),
M64993; TV/LiP7 (Johansson y Nyman, 1995), Z30667; PC/LiP-H8a -gen ig2-
(Ritch y Gold, 1992), M92644; PC/LiP-H8b —gen lipob (Walther et al., 1988),
M37701; PC/LiP-H8¢ (Smith er al., 1988), M27401; PC/LiP-H8d —gen lipll-
(Brown et al., 1988), M24082; PC/LiP-GLG6 (Naidu et al., 1990), M77508; PC/LiP-
H10 —gen lip6- (Zhang et al., 1991), M63496; PC/LiP-H2 (sin publicar), X15599;
PR/LiP (Saloheimo ez al., 1989), 126290; BA/LiP (Kimura et al., 1991), 444058;
CC/ARP-CIP (Baunsgaard et al., 1993), X70789.
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encuentra unido al grupo ¢, dato que revela una mayor afinidad entre las
peroxidasas de Pleurotus y Trametes con la LiP que con la MnP de P.
chrysosporium. Finalmente es interesante mencionar que, aunque las
proteinas PGV y PGVII englobadas en el grupo b atin no se han aislado, pgv
ha sido descrito como un nuevo gen con caracteristicas de tipo lip y mnp
(Jonsson et al., 1994),

Tabla 4.1. Porcentaje de identidad y semejanza (entre paréntesis) de las peroxidasas
maduras MnPL2 de Pleurotus eryngii y MnP1 de Phanerochaete chrysosporium con otras
peroxidasas fungicas. Las abreviaturas y referencias aparecen en la Fig. 4.3.

PE/MnPL2 PC/MnP1

PC/MnP1 54.5 (72.4) 100

PC/MnP2 54.8 (70.6) 84.3 (90.8)
PC/MnP3 54.8 (71.2) 83.5 (89.6)
PS/MnP 48.9 (67.2) 71.3 (79.2)
PE/MnPL2 100 54.5 (72.4)
PE/PS1 74.4 (81.9) 57.6 (73.5)
PO/MnP 69.2 (80.7) 51.1 (69.2)
TV/MnP2 66.5 (80.4) 52.1 (71.6)
TV/PGV 69.2 (79.8) 55.7 (73.1)
TV/PGVII 66.2 (76.4) 53.0 (70.4)
TV/LiPGII 57.4 (73.6) 49.1 (68.7)
TV/LiP12 55.3(72.1) 47.8 (68.0)
TV/LiP7 62.0 (76.6) 46.6 (68.1)
PC/LiP-H8a 57.6 (73.9) 46.0 (66.8)
PC/LiP-HSb 58.0 (73.7) 47.5 (68.2)
PC/LiP-H8c 58.6 (73.7) 48.8 (69.0)
PC/LiP-H8d 59.5 (73.1) 48.8 (69.0)
PC/LiP-GLG6  59.5 (74.0) 50.4 (68.8)
PC/LiP-H10 57.7(72.2) 48.4 (67.7)
PC/LiP-H2 60.1 (72.8) 49.0 (66.7)
PR/LiP 55.8 (73.2) 47.6 (66.8)
BA/LiP 58.5 (73.7) 43.7 (62.8)

CC/ARP-CIP 49.2 (66
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4.3.3 Biisqueda de secuencias relacionadas con el gen mnpl en otros
hongos ligninoliticos

Utilizando como sonda un fragmento de DNA correspondiente al gen que
codifica estas peroxidasas se pudo llevar a cabo una hisqueda de secuencias
relacionadas en otros hongos ligninoliticos. Como resultado se detectaron
secuencias similares en Heterobasidion annosum, Fomes fomentarius,
Coriolopsis gallica y P. radiata. La falta de hibridacién con el DNA de P.
chrysosporium confirma la diferencia existente entre las peroxidasas de este
hongo y las de P. eryngii. Adema4s, es probable que la hibridacién con el
DNA de P. radiata sea con un gen distinto al descrito por Saloheimo et al.
(1989), ya que este gen es bastante parecido a los genes lip de P.
chrysosporium, como se observa cuando se comparan las proteinas maduras
resultantes (Fig. 4.3).
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4.4 ANALISIS DE UN MODELO MOLECULAR

Las comparaciones de estructura génica y de secuencia proteica descritas en
este trabajo pueden contribuir a establecer las relaciones evolutivas entre las
peroxidasas fingicas. Sin embargo, sus propiedades cataliticas estdn
relacionadas con aspectos especificos de la arquitectura molecular. Los
modelos de homologia para la LiP de P. chrysosporium y P. radiata (Du et
al., 1992; Hoffrén et al., 1993), asi como para la MnP de P. chrysosporium
(Johnson et al., 1994) anticiparon valiosa informacidn sobre la arquitectura de
estas enzimas y la disposicién espacial de algunos aminoacidos importantes
antes de que fueran cristalizadas. Debido a este hecho, en este trabajo se
plante6 obtener una explicacién a las peculiares propiedades cataliticas de la
peroxidasa MnPL en base al anélisis de un modelo molecular de esta proteina.
Este modelo se encuentra descrito en detalle en el apartado 3.3 y Fig. 3.11 y
3.12 y a continuacién se discuten algunos aspectos relacionados con la
actividad catalitica.

4.4.1 Centro activo.

E!l bolsillo entre las hélices B y F es de gran importancia en las peroxidasas,
ya que ahi es donde se encuentra el hemo anclado por la histidina proximal,
diferentes puentes de hidrégeno e interacciones hidrof6bicas. Las
interacciones con el Mn** y un puente de hidrégeno que va desde el
propionato externo a un residuo de lisina (MnPL-K176), que corresponde a la
K180 en la peroxidasa MnP1 de P. chrysosporium, parecen implicados en el
anclaje del hemo en la peroxidasa de P. eryngii. Los aminoécidos de los lados
distal y proximal del hemo participan en la coordinacién del hierro y en el
ciclo catalitico (Poulos et al., 1993; Banci, 1997). En el modelo de la
peroxidasa MnPL de P. eryngii existe una red de puentes de hidrégeno en el
lado distal. En dicha red estarian implicados los aminodcidos H47, N78 y
E72, que deberian contribuir a la capacidad de la histidina distal para aceptar
un protén del H,O, durante la formacién del compuesto I (Fig. 3.12). Por otro
lado, un fuerte puente de hidrégeno entre las hélices F y G de la peroxidasa
MnPL de P. eryngii, en el que estarian participando la S170 y el D194, aleja
la histidina proximal de la superficie del hemo, lo que puede aumentar su
potencial de reduccién tal como sugieren Piontek et al. (1993). En la Fig. 4.4
se puede ver una superposicién de las cadenas laterales de los residuos del
bolsillo del hemo y los residuos de unién a Mn2+, asi como del extremo C-
terminal de la cadena principal de las peroxidasas MnPL de P. eryngii y LiP-
H8 y MnP1 de P. chrysosporium. Se observan algunas diferencias en los
residuos del lado proximal, incluyendo el desplazamiento del aspartato y la
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4. Discusion

rotacion del anillo de la histidina. Ademas, la orientacion del anillo bencénico
de la fenilalanina proximal en la LiP-H8 de P. chrysosporium es diferente de
la observada en las peroxidasas MnPL de P. eryngii y MnPl de P.
chrysosporium (estd rotado alrededor de 60°). El residuo que ocupa esta
posicién es importante en las peroxidasas, ya que es el responsable de la
formaci6n de un radical centrado en un aminoécido en la CcP y ademas puede
afectar a la accesibilidad de sustratos al anillo del hemo (Banci, 1997; Kishi et
al., 1996).

MnP1-Ct

MnP1-Ct

F46

Fig. 4.4. Imagen estereoscopica de los aminoacidos de la cavidad del hemo y sitio de
unién a Mn*", y cola C-terminal tras superposicion de los modelos de las peroxidasas
MnPL de Pleurotus eryngii (amarillo)) y MnP (rojo) y LiP-H8 (azul) de
Phanerochaete chrysosporium. Los residuos que se muestran son los siguientes
(MnPL1/MnP1/LiP-H8): R43/R42/R43, F46/F45/F46, HA7/H46/H47, E72/ET4/E78
y N78/N80/N84 del lado distal del hemo; H169/H173/H176, F186/F190/F193 y
D231/D242/D238 del lado proximal del hemo; y E36/E35/A36, E40/E39/E40,
D175/D179/D182 y A173/R177/A180 en el sitio de unién a Mn*" (el Mn?" se
muestra como una esfera de van der Waals).

4.4.2 Sitio de unién a Mn?**

En el modelo cristalografico de la peroxidasa MnP1 de P. chrysosporium
(Sundaramoorthy et al., 1994) se ha descrito que el Mn*" est4 hexacoordinado
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por los oxigenos carboxilicos de los residuos E35, E39, D179 y del
propionato interno del hemo, y por dos oxigenos de dos moléculas de agua.
Este sitio de uni6n a Mn** se postulé en modelos teéricos (Johnson et al.,
1994), y después fue confirmado por mutagénesis dirigida (Kusters-van
Someren et al., 1995; Sundaramoorthy et al., 1997). La Fig. 4.4 muestra que
los mismos residuos (MnPL E36, E40 y D175) ocupan posiciones similares
en la peroxidasa MnPL de P. eryngii. La LiP de P. chrysosporium (y la
peroxidasa ARP-CIP de Coprinus) presenta residuos diferentes en estas
posiciones, y como resultado no hay unién a Mn** (Fig. 4.4). El modelo para
la peroxidasa MnPL de P. eryngii mostr6 el oxigeno del residuo A174 (que
aparece rotado cerca de 90° con respecto al de la A178 de la MnP1 de P.
chrysosporium) a 2.97 A del Mn*", y en una posicién espacial compatible con
una coordinacién octaédrica del Mn** junto con los oxigenos de los cuatro
carboxilatos, que en el modelo estdn a 2.65-2.81 A del Mn?* (Fig. 3.12). Esto
sugiere que un carbonilo de la cadena principal podria ser el quinto ligando
del Mn** en la peroxidasa MnPL de P. eryngii, en lugar de una de las
moléculas de agua mencionadas anteriormente. Por otro lado se ha sugerido
que la R177 contribuye a la oxidacién del Mn** por la MnP de P.
chrysosporium al desplazar la larga cola C-terminal, alejindola del sitio de
unién a este sustrato (Sundaramoorthy et al., 1994) (Fig. 4.4), mientras que en
la LiP la cola estd cerca del hemo debido a la presencia de la A180 (Poulos et
al., 1993; Piontek et al., 1993). Sin embargo, la oxidacién del Mn®* por parte
de 1a peroxidasa MnPL de P. eryngii es eficiente a pesar de la presencia de un
residuo pequefio en esta posicién (A173), probablemente porque la cola C-
terminal de esta peroxidasa es mas corta (Fig. 4.4). Otra diferencia es la
ausencia del puente de hidrégeno encontrado entre la R177 y el E35 de la
MnP de P. chrysosporium. Se ha descrito que esta unién es importante para
orientar el residuo de glutamato y reducir el “exceso” de carga negativa
alrededor del sitio de unién a Mn?* (Sundaramoorthy ez al., 1994).

4.4.3 Oxidacion de otros sustratos

Del andlisis de superficie de los modelos moleculares de la MnP de P.
chrysosporium y la peroxidasa MnPL de P. eryngii se puede deducir que el
acceso del Mn?* es a través de un pequefio canal situado directamente sobre el
propionato interno del hemo, que incluye los tres residuos dcidos implicados
en su uni6én. Este es distinto del acceso a través del canal principal, tal y como
se sugiri6 inicialmente (Harris ef al., 1991), que implicaba una interaccion en
la posicién C,p (8-meso) del hemo. En la Fig. 4.5 se presenta una
comparacién de los residuos que se encuentran en la abertura del canal
principal de acceso al hemo de cuatro peroxidasas fingicas. Si observamos su
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tamafio, la abertura mayor es la de la peroxidasa ARP-CIP de Coprinus y la
mas estrecha es la de la LiP de P. chrysosporium, siendo la de la peroxidasa
MnPL de P. eryngii de un tamaifio similar al de la MnP de P. chrysosporium
(A79 y K215 de MnPL son unicos en las posiciones correspondientes).

P47 Q222

Fig. 4.5. Comparacion de los aminoacidos que forman la apertura del canal de acceso
al hemo en la peroxidasa MnPL de Pleurotus eryngii (A), MnP1 (B) y LiP-H8 (C) de
Phanerochaete chrysosporium'y ARP-CIP de Coprinus (D) (representacion en forma
de esferas de van der Waals y colores CPK).
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Si tenemos en cuenta el tamafio de los sustratos que puede oxidar cada
una de estas peroxidasas, parece que el tamaifio del canal no es un factor
determinante a la hora de explicar sus propiedades cataliticas. En la LiP de P.
chrysosporium se ha postulado un sitio de unién al alcohol veratrilico en el
canal principal de acceso al hemo que implicaria la formacion de puentes de
hidrégeno con los residuos H82 y Q222 (Poulos et al., 1993). Un sitio de
unién de compuestos aromdticos en P. eryngii deberia presentar analogias con
el sitio de unién de la HRP y poder acomodar una variedad de sustratos
aromdticos (Banci er al., 1993; Gajhede et ai., 1997, Henriksen et al., 1998).
Después de examinar los aminoacidos que se encuentran en el canal principal
de acceso al hemo (Fig. 4.5), parece ser que la existencia de un entorno apolar
podria ser un requerimiento para la unién de sustratos arométicos a la
peroxidasa MnPL de P. eryngii y peroxidasas relacionadas. Este podria incluir
residuos aromdticos como la F148 en la isoenzima LiP-H8 de P.
chrysosporium y la F142 en la peroxidasa MnPL de P. eryngii, que ocupan la
misma posicién que la F142 en la HRP (un residuo implicado en la unién de
sustratos aromaticos) (Gajhede er al., 1997; Veitch et al., 1995). Es
interesante mencionar que esta fenilalanina estd ausente en la MnP de P.
chrysosporium, que presenta dos residuos polares (Q145 y N81) ocupando las
posiciones de la Fl142 y A79 de la peroxidasa MnPL. Este hecho
probablemente impide la oxidacién directa de sustratos aromdticos por la
MnP de P. chrysosporium.

La oxidacién por parte de la LiP del alcohol veratrilico y sustratos
aromdticos relacionados podria producirse en contacto directo con el hemo
(ruta A en la parte superior de la Fig. 4.6) o por transferencia electrénica de
largo rango, como se ha comprobado para la oxidacién del citocromo ¢ por la
CcP. Schoemaker et al. (1994) propusieron una posible ruta de transferencia
electrénica en la LiP. Esta se inicia en la H82, implicada en la unién al
alcohol veratrilico, y discurre a través de P83 y N84, residuo que finalmente
se encuentra unido por un puente de hidrégeno a la histidina distal (H47) (ruta
B en la parte superior de la Fig. 4.6). Recientemente se ha observado la
hidroxilacién del W171 en cristales de LiP (Blodig et al., 1998). Este hecho
ha permitido sugerir otra transferencia electrénica de largo rango desde este
residuo aromdtico superficial hasta el hemo, en este caso hasta la M172 (ruta
C en la parte superior de la Fig. 4.6). El W171 se encuentra junto a un
segundo potencial sitio de unién para sustratos aromdticos en la LiP (Du et
al., 1992) que incluye tres residuos arométicos. Cuando se compara la region
que rodea el grupo hemo en las peroxidasas de P. chrysosporium se puede
comprobar que las dos rutas citadas no existen en la MnP, ya que la S78 y la
S168 ocupan las posiciones de la H82 y el W171. Sin embargo, el W164 en ¢l
modelo molecular de la peroxidasa MnPL de P. eryngii ocupa la misma
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posicién que el W171 en el modelo de la isoenzima LiP-H8 (parte inferior de
la Fig. 4.6). Con estos datos se puede postular una transferencia electrénica
desde este residuo de la superficie de la peroxidasa MnPL, que podria estar
implicada en la oxidacién de colorantes de alto peso molecular y de otros
sustratos aromaticos que no pueden interaccionar directamente con el hemo.
Este hecho constituye otra caracteristica de tipo LiP de la peroxidasa MnPL
de P. eryngii, que como sabemos también oxida el Mn*".

S M172
Hi7e | \,_,T:O <

W

Fig. 4.6. Rutas de transferencia electrénica propuestas para la oxidacién de sustratos
por la LiP de Phanerochaete chrysosporium (A, borde del hemo; B, H82—H47; y C,
W171-M172), y posicién del hemo y los correspondientes aminoéacidos en el
modelo molecular de la peroxidasa MnPL de Pleurotus eryngii.
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4.5 RESPUESTA AL ESTRES OXIDATIVO

En la regién 5 no codificante del gen mnp! se identificaron una serie de
elementos potencialmente implicados en la regulacién de su expresion. Varios
de estos elementos habian sido ya identificados en genes de peroxidasas
producidas por otros hongos ligninoliticos: genes mnp y lip de P.
chrysosporium (Godfrey et al., 1990; Mayfield et al., 1994a; Alic et al.,
1997), genes mnp de P. ostreatus (Asada et al., 1995a) y genes mnp y lip de
T. versicolor (Johansson y Nyman, 1996). El interés suscitado por la
presencia de estos posibles elementos reguladores se centré principalmente en
aquellos que pudieran mediar en la respuesta observada frente a la peptona
(AP2) y al Mn** (MRE), resultados ya discutidos anteriormente, y a las
especies activas de oxigeno (AP1 y/o HSE).

El interés en el estudio del efecto de las especies activas de oxigeno sobre
la transcripcién del gen mnpl se debe al cardcter oxidativo del proceso de
degradaci6n de lignina por los basidiomicetos de podredumbre blanca (Kirk y
Farrell, 1987), que necesita la presencia de H,O, y en el que se ha sugerido
que participa el OH. (Joseleau ez al., 1994). Se considera que estas especies
podrian ser importantes en el comienzo de la de la lignina en los materiales
lignoceluldsicos, cuando la accién de las enzimas se veria imposibilitada por
impedimentos estéricos debido al pequefio tamafio de los poros entre las
microfibrillas de celulosa (Flournoy et al., 1993). Estas especies, a su vez,
podrian participar en la regulacién de la expresion de las peroxidasas, que una
vez producidas continuarian con el proceso de degradacion ya iniciado.

Ninguno de los potenciales elementos reguladores del gen mnpl que
mediarian en la respuesta frente a las especies activas de oxigeno se ajustan al
100% a las secuencias consenso descritas en la bibliografia (Tabla 3.2). El
elemento AP1 difiere en un nucle6tido de la secuencia TGASTMA (Li y
Jaiswal, 1992) y el elemento HSE tampoco se ajusta a la secuencia C--GAA--
TTC--G propuesta por Dynan and Tjian, (1985), al igual que sucede en el
resto de los genes de peroxidasas de otros hongos ligninoliticos. Sin embargo,
se ha demostrado que estos genes se activan respondiendo al estrés oxidativo,
como sucede con el gen mnpl de P. chrysosporium (Li et al., 1995). En el gen
mnpl de P. eryngii el HSE coincide tan solo en cinco de los ocho nucleétidos
establecidos para la secuencia consenso. Sin embargo, si se consideran los
nucle6tidos que rodean esta secuencia, se comprueba que hay trece
nucle6tidos (TTGAAAAATTCAA) que conforman una secuencia
palindrémica que se asemeja bastante al tipo de secuencia que representa un
HSE. Este elemento también podria responder a cambios de temperatura. Sin
embargo, las verdaderas proteinas de choque térmico presentan una serie de
caracteristicas entre las que se encuentra la presencia de un gran nmimero de
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HSE en su promotor, como sucede en los genes mnpl de P. chrysosporium.
En el gen mnpl de P. eryngii la presencia de un tnico posible HSE parece
indicar que no se trata realmente de un elemento de choque térmico. No s¢ ha
encontrado HSE en genes lip de P. chrysosporium (Asada et al., 1988; Smith
et al., 1988; Walther et al., 1988) aunque si en genes lip de T. versicolor
(Johansson y Nyman, 1996).

La adicién de H,O, al micelio de P. eryngii indujo la transcripcién del gen
mnpl, observindose una acumulacién méxima de mRNA a los 60 minutos de
incubacién, cantidad equivalente al 18% de la maxima obtenida en cultivos
liquidos con peptona. A partir de ese momento los niveles disminuyeron,
probablemente debido a la accién de las catalasas presentes en el micelio que
provocaron la préctica desaparicién del H;O; en 30 min. Li e al. (1995) y
Gettemy et al. (1997) observaron el mismo efecto del H,O, sobre la
transcripcién del gen mnp de P. chrysosporium. La diferencia con este trabajo
se encuentra en las condiciones de cultivo previas a la induccién con H,O,, ya
que en P. chrysosporium solamente se indujo la transcripcion del gen mnp
cuando se habia cultivado el micelio en un medio con nitr6geno mineral
limitado.

Hasta ahora no se habia estudiado el efecto del OH- y O, sobre la
transcripcién de las peroxidasas ligninoliticas. En este trabajo se demuestra
por primera vez que el OH- actia como inductor, y que es capaz de disparar la
sintesis del mMRNA de la proteina MnPL mds rapidamente que el H,O,. Asi, si
con la adicién de H,0, 500 uM se consiguieron los mayores niveles de
mRNA después de 60 min de incubacién, cuando se emple6é el sistema
generador de OH- mostrado en la Fig. 2.1 tan solo fueron necesarios 15 min
para llegar a niveles mdximos de mRNA. Se intent6 también analizar el efecto
del O,", pero se pudo comprobar que no era posible producir esta especie de
forma aislada, ya que por dismutacién producia H,O,, con una concentracién
constante en torno a 50 pM. Por tanto, el efecto observado sobre la
transcripcién del gen mnpl pudo ser provocado tanto por el HO, como por el
O, (o incluso por la menadiona). Sin embargo, si se compara la curva de
mRNA con la obtenida cuando se afiadié una cantidad fija de H,O; al micelio,
se comprueba que son similares. Esto parece indicar que ¢l efecto observado
con el sistema generador de O, es mayoritariamente debido al H,0,. Esto
sugiere que elevadas concentraciones de H;O, (500 pM) afadidas
puntualmente provocan el mismo efecto inductor sobre la transcripcién del
gen mnpl que bajas concentraciones (50 pM) mantenidas constantes en el
medio extracelular.

129



4.6 EXPRESION HETEROLOGA

Se intentaron desarrollar dos sistemas de expresién para la peroxidasa
MnPL*. La expresién heter6loga en Escherichia coli ya habia sido utilizada
para expresar la LiP y MnP de P. chrysosporium (Doyle y Smith, 1996;
Whitwam et al., 1995; Whitwam y Tien, 1996). Sin embargo, un sistema de
expresion basado en el hongo ascomiceto Emericella nidulans (mis conocido
por el nombre su forma conidial, Aspergillus nidulans) no se habia utilizado
hasta ahora con peroxidasas ligninoliticas, aunque se habian utilizado
Trichoderma reesei (Saloheimo y Niku-Paavola, 1991) y Aspergillus oryzae
(Stewart et al., 1996) con resultados parcialmente satisfactorios.

La expresion en E. coli presenté varios inconvenientes. Se produjeron
niveles bajos de enzima inactiva que se acumulé intracelularmente en forma
soluble y en cuerpos de inclusién. Doyle y Smith, (1996) y Whitwam y Tien,
(1996) han descrito renaturalizacién de LiP y MnP a partir de cultivos de E.
coli. Sin embargo, el proceso parece problemitico y, en el caso de la LiP,
requirié mantener una porcién de péptido sefial que parece participar en el
plegamiento. Con anterioridad Smith et al (1990) habian expresado la HRP en
E. coli utilizando un gen sintético. La cantidad de proteina obtenida fue muy
elevada pero también se acumul$ inactiva. Tras el proceso de replegado el
rendimiento total de la enzima activa purificada fue tan solo del 2-3%, ya que
el resto precipité por interacciones intermoleculares. Los niveles de proteina
MnPL2* obtenidos en este trabajo fueron muy inferiores a los de MnP, LiP y
HRP descritos por estos autores. Debido a este hecho, y al rendimiento tan
bajo del proceso de renaturalizacién, no se consiguié producir una peroxidasa
recombinante con actividad catalitica.

La expresiéon de proteinas heter6logas en especies de Aspergillus y
Emericella ha dado generalmente buenos resultados debido a que el DNA
extrafio se integra de manera estable en el genoma y, con la secuencia sefial
apropiada, la proteina se procesa y secreta correctamente (Kersten et al.,
1995; Andersen et al., 1992). Cuando se utilizé E. nidulans como huésped de
expresion para la proteina MnPL2, los resultados fueron muy diferentes a los
obtenidos con E. coli. La enzima recombinante se secreté al medio
extracelular y present$ actividad catalitica sobre los diferentes sustratos que
oxida la enzima nativa producida por P. eryngii (datos no mostrados).
AdemaAs no parecié estar hiperglicosilada, como se pudo ver por su movilidad
relativa en SDS-PAGE. Si bien para la expresién se utilizé un promotor y un
terminador transcripcional de E. nidulans, 1a secuencia sefial correspondié a la
original del gen mnpl de P. eryngii. Por tanto la secrecién de la proteina
recombinante fue dependiente del péptido sefial que codifica dicha secuencia,
demostrando que funciona tanto en P. eryngii como en E. nidulans. El
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4. Discusion

desarrollo de este sistema, capaz de expresar la peroxidasa MnPL
recombinante activa con unas propiedades cataliticas idénticas a la enzima
nativa producida por P. eryngii, facilitard extraordinariamente los estudios
posteriores de relacién estructura-funcién. De hecho, ya se estin llevando a
cabo experimentos de mutagénesis dirigida sobre el gen mnpl con objeto de
verificar experimentalmente la implicacién de determinados aminoécidos
sobre las propiedades cataliticas de este nuevo tipo de peroxidasa.

131






S. CONCLUSIONES






El hongo Pleurotus eryngii produce un nuevo tipo de peroxidasa que
comparte propiedades cataliticas de la LiP y la MnP producidas por otros
basidiomicetos y, ademads, es capaz de oxidar compuestos (como fenoles y
colorantes) que estas dos enzimas no son capaces de oxidar directamente.
En el presente trabajo se describe el nuevo ciclo catalitico de esta
peroxidasa ligninolitica.

La clonacién del gen que codifica esta peroxidasa revel$ la presencia de
dos alelos, mnpll y mnpl2, en el micelio dicariético de P. eryngii. Aunque
se han aislado alelos de genes que codifican otras peroxidasas
ligninoliticas, en el presente trabajo se purifican y caracterizan por
primera vez tanto los alelos como las proteinas correspondientes.

Los alelos del gen mnpl codifican proteinas que difieren en tan solo tres
aminodcidos. Al analizar las diferencias en la regién promotora se observo
que s6lo el alelo mnpl2 contiene un potencial MRE, lo que parece sugerir
que sélo este alelo estaria regulado por metales.

La busqueda de secuencias relacionadas con el gen mnpl ha conducido a
su deteccién en otros hongos ligninoliticos en los que hasta ahora no se
habian detectado peroxidasas ligninoliticas.

El gen mnpl presenta un nimero muy elevado de intrones, 15, solamente
comparable con los descritos en genes de Pleurotus ostreatus (mnp) y
Trametes versicolor (pgv).

La secuencia de aminodcidos de la peroxidasa MnPL presenta mayor
identidad con la LiP de Phanerochaete chrysosporium que con las tipicas
MnP de P. chrysosporium. También existen identidades elevadas con
otras peroxidasas de Trametes y Pleurotus (incluyendo una peroxidasa
producida por P. eryngii al crecer sobre sustratos lignocelulésicos).
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5. Conclusiones

El andlisis del modelo molecular construido para esta nueva peroxidasa
presenta la mayor afinidad estructural con la LiP. Sin embargo, en su
estructura no selo incluye los residuos potencialmente implicados en la
oxidacién de sustratos aromaticos (tipicos de la LiP), sino que ademis
también presenta un sitio de unién a Mn”* (tipico de la MnP).

La expresién de la peroxidasa MnPL esta regulada a nivel de transcripcién
génica por peptona, Mn’" y especies activas de oxigeno. Entre éstas
ultimas, el radical hidroxilo, que es la especie mdés reactiva, es el que mis
ripidamente induce la transcripcion.

El sistema de expresidn heter6loga desarrollado para la peroxidasa MnPL
en Emericella nidulans permitird generar proteinas mutantes por
mutagénesis dirigida para poder completar los estudios de relacién
estructura-funcion de la nueva peroxidasa descrita en el presente trabajo.
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