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RESUMEN

En este trabajo se ha estudiadoun nuevo tipo de peroxidasaligninolftica
producidaen cultivos líquidos del hongoPleurotuseryngii. La búsquedade
estaenzimaestuvomotivadapor el hallazgo relativo a la degradaciónde la
lignina mediadapor manganesoen cultivos de Pleurotus.Tras los primeros
estudios,en los que se trató de detectarunaMnP típica, se comprobóque la
peroxidasaque sehabíapurificado difería de las producidaspor otros hongos
ligninolíticos, tanto en la regulaciónde la expresióncomoen las propiedades

catalíticas. Esta peroxidasa no sólo oxida eficientementeel manganeso

(sustrato de la MnP), sino que también puede oxidar otros compuestos
aromáticoscomo el alcohol veratrílico (sustrato típico de la LiP). Además
muestragranactividadsobrefenoles,compuestosqueni la MnP ni la LiP son

capacesde oxidar directamente,y varios colorantes.Esta nueva enzimase
purificó como dosproteínasdenominadasMnPL1 y MnPL2. El conocimiento
de la secuenciadel extremo amino termmal y de determinadasporciones
internas de la proteínaMnPLl permitió donar las secuenciasde DNA y
cDNA correspondientesa las dos proteínaspurificadas,comprobéndoseque
ambas son realmenteel producto de dos alelos del gen mnpl. Las dos
secuenciasde aminoácidospresentanuna identidaddel 99%, constande 361
aminoácidos (incluyendo un péptido señal de 30 aminoácidos) y se
diferencianen tan solo tres residuos.Las secuenciasde DNA queflanquean
las regiones codificantes también son parecidas,con la única diferencia
significativade una deleciónde siete nucleótidosen un posibleelementode
respuestaa metalespresenteen el promotordel alelo mnpll. La secuenciade
aminoácidosde la peroxidasaMnPL (proteínasMnPL1 y MnPL2) presenta
mayor identidad con las isoenzimas de LiP (58-60%) de Phanerochaete

chrysosporiumquecon las de MnP (55%)producidaspor estemismo hongo,
y cuando se comparócon otras 22 peroxidasasfúngicas quedó englobada
conjuntamentecon las peroxidasasde Trametes.Tras hibridación con la
sondade DNA de la peroxidasaMnPL se detectóla presenciade secuencias
relacionadascon el genmnpl en otros hongosligninolíticos en los que hasta
ahorano se habíadetectadoactividadperoxidasa.La estructuramolecularde
la proteínaMnPL de Pleurotuseryngii (obtenidapor modeladode homología
utilizando como molde la estructuracristalográfica de tres peroxidasas
fúngicas)se ajustamása la LiP que a la MnP (con unasdistanciasmedias
entrelos Cade 1.2 y 1.5 A respectivamente)pero incluye un sitio de unióna
Mn2~ próximo al propionatointerno del hemoquejustifica la capacidadpara
oxidar estecatión.La oxidaciónde los sustratosaromáticospodríaimplicar
interaccionescon los residuosaromáticosque se encuentranen el borde del



u
canalde accesoal hemo. Otra posibilidadpodría implicar una transferencia
electrónicade largo rangoen la quepodríaparticiparel W164,que ocupala
misma posiciónque el W171 de la LiP. Recientementese ha implicado este
residuoenel ciclo catalíticode estaperoxidasa.La expresiónde la peroxidasa
MnPL estáreguladaa nivel de transcripcióngénicapor la fuentede nitrógeno, u

y especiesreducidasde oxígeno.Los análisis realizadospor “Northem

blot” demostraronque tanto la peptona como el H202 y el OH• regulan
positivamentela expresión,mientrasque los resultadosobtenidosconel Mn

2~

son bastanteambiguos,ya que este catión pareceestarimplicado tanto en
procesosde activación como de represión del gen mnpl bajo diferentes
condiciones.La varianteMnPL2 de la peroxidasade P. eryngii se expresóen
Emericella nidulans.Paraello se utilizó una fusióndel cDNA de la proteína
completa,incluyendo la secuenciaseñal, con el promotordel genalcA y el —

terminador transcripcional del gen trpC de E. nidu¡ans. La proteína
recombinante(MnPL2*) se secretóen forma activa y pudo serrápidamente
detectaday purificada. El desarrollo de este sistemade expresiónen E.
nidulanssuponela baseparaposterioresestudiosde mutagénesisdirigidaque u

puedanayudara establecerlas relacionesestructura/funciónen estenuevo
tipo de peroxidasaligninolítica.

a

u

u

u



¡
u
3
¡
¡
• 1. INTRODUCCIÓN

u
u
E
u
u
¡
¡
u
u
E
¡
u
¡
¡
u



u’

a

4
4

4



1.1 CARACTERÍSTICAS GENERALES DE LAS PEROXIDASAS

Las peroxidasasson hemoproteinascon actividad catalítica. En su centro
activo presentanun grupohemotipo b quecontieneun ion de hierro en cuya
coordinaciónparticipanlos cuatronitrógenospirrólicos y el nitrógenoE del
anillo imidazólico de unahistidinaaxial denominadahistidinaproximal (Fig.
1.1). El sextoligandovariaa lo largo del ciclo catalítico.

A

B

Fe

(1)
(3)

N

Fis

pentacoardinado
Hierro

hexacoordinado

Fig. 1.1. Hemotipo b conel hierro ligado a los nitrógenosde los cuatropinoles(A).
Diferentesestadosde coordinacióndel hierro (B) en los que como ligandosaxiales
participan:(1) el N\~. (NitrógenoE de la His proximal), (2) el Nt~ y una molécula
de H

202 , y (3) el N
tHIS y un O.

o

Fis

Hierro
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2. Introducción

11.1 CICLO CATALÍTICO

Las peroxidasasutilizan hidroperóxidos,incluyendoH202, comoaceptoresde
electronespara catalizarun gran número de reaccionesoxidativas (Li y
Poulos,1994). La mayoríasiguenel mecanismode reacciónque se describe
en la F¡g. 1.2.

Enzimanativa

•A+OH

AH

CompuestoII

N

y

¡
N

His

4

•A+H~ AH

His

HOOH

H20

Compuesto1

N

A,

His

F¡g. 1.2. Ciclo catalíticode lasperoxidasas(Dawson,1988).

La enzima reaccionacon un equivalentede H202 para dar lugar al
Compuesto1. Esto implica unareacciónde oxido-reduccióndedos electrones
en la que el H202 esreducidoa KO y la enzimaes oxidada.Un equivalente
de oxidación reside en el hierro en forma de un intermediario oxoferril
(Fe

4~=tO)y el otro, en la mayoríade las peroxidasas,resideen la porfirina (en
forma de radical catiónico it de la porfirina, representadoen la F¡g. 1.2 como
+). En algunoscasos,comoen la citocromoo peroxidasa(CcP), puedaestar
centradoen un aminoácido.A continuación,el Compuesto1 puedeoxidar un
sustratomedianteunareacciónde transferenciaelectrónicaen la que se forma
el radical del sustrato correspondienteQA). La enzima queda como
CompuestoII con un centro Fe4~=O coordinadocon la porfirina que ha

u

u

u

u

a

u

m

u

u
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2. Introducción

recuperadosuelectrón.Finalmente,el Fe4~=Odel CompuestoU esreducidoa
la forma férrica (Fe3~) de la enzima nativa mediantela sustracciónde un
electrón de otra molécula de sustrato.En ausenciade sustratosreductores
adecuados,un excesode 1h02reaccionaconel CompuestoII para formar el
CompuestoIII (Fe3~ Of) produciéndosela inactivaciónde la enzima y la
pérdidadel grupohemo(Wariishi y GoId, 1990).

1.1.2 CLASIFICACIÓN

Las peroxidasasse encuentranen una gran variedad de organismos,y se
pueden clasificar en dos superfamilias en función de sus diferencias
estructurales(Welinder, 1992): la superfamiliade las peroxidasasanimales
(Kimurae lkeda-Saito,1988)y la superfamiliade las peroxidasasbacterianas,
fúngicasy de plantas,cuyoscomponentesa pesarde mostrarenalgunoscasos
una identidad de secuenciabaja, presentanel mismo plegamientoy están
evolutivamente relacionados (Welinder y Gajhede, 1993). Esta última
superfamiliasepuededividir a suvezentresclasesbiendiferenciadas.

1.1.2.1clase1 Peroxidasasde procedenciaprocariota

Incluye peroxidasasintracelulares,entre las que se encuentranla CcP de
levaduras,una proteínasoluble que participa en la cadenade transportede
electronesmitocondrialcomooxidasaterminalcuandola citocromoc oxidasa
respiratoriaestáinhibida (Erecinskaet al., 1973); las peroxidasas-catalasas
bacterianas,quemuestranlos dos tipos de actividadesenzimáticasy pueden
estarimplicadas en la protecciónde las células frente al estrés oxidativo
(Welinder, 1991), y la ascorbatoperoxidasa (APX), responsablede la
eliminacióndel 11202 en cloroplastosy citosol de plantassuperiores(Dalton,
1991).

Estas peroxidasasno contienen en ningún caso puentes disulfuro,
carbohidratos,ionescalcio estructurales,o unasecuenciaseñalquepermitasu
secreción vía retículo endoplásmico (elementos característicos de las
peroxidasasde las clasesII y III).

1.1.2.2claseII: Peroxidasasfúngicas

Engloba proteínas de secreción como la lignina peroxidasa (LiP) y la
manganesoperoxidasa(o peroxidasadependientede Mn2~) (MnP) producidas
por los hongos ligninolíticos (Hatakka, 1994). Las peroxidasasfúngicas
madurastienenen su dominio C-terminal40-60 residuosmás que los otros

7



2. Introducción

miembros de la superfamiliay, salvo alguna excepcióncomo la MnP de
Phanerochaetechrysosporium (Sundaramoorthyet al., 1994), presentan
cuatropuentesdisulfuro conservados.Estos seencuentranen una disposición
diferentea los de las peroxidasasde plantas,proporcionandoun alto gradode
rigidez a su estructura.Tienendos iones calcio de gran importanciaen el —

mantenimientode la estructuray estánglicosiladas,con un contenidomedio
encarbohidratosdel 5%. Además,en su secuenciano apareceningún residuo
de tirosina (exceptuandouna de las LiP de P. chrysosporium,que parece
incluir un residuode estetipo).

u

1.1.2.3clase111: Peroxidasasde secreciónen plantas
u

La funcionesfisiológicasde estasperoxidasasson muy variadasy específicas
del tejido en el que se producen. Puedenparticipar en la oxidación de
compuestostóxicos,en la biosíntesisde la paredcelular,enel catabolismodel —
ácido 3-indolacético,en la biosíntesisde etileno, etc. (Campa,1991). Estas
proteínas,al igual que las de la claseU, songlicoproteínasmonoméricascon
dos iones calcio estructuralesy cuatro puentesdisulfuro conservados.La
mayoría están altamenteglicosiladas.Dentro de este grupo se incluye la
peroxidasamásestudiada,la de rábano(Armoraciarusticana)(HRP).

1.1.2.4Procesamientoy secreción —

La totalidad de los genesde las peroxidasasde las clasesII y III presentan
secuenciasen su extremoN-tenninal que codifican los llamadospéptidos
señal. Estos péptidos señal dirigen a las peroxidasashasta el espacio
extracelularsiguiendouna ruta de secreciónen la que se sucedendiferentes —
eventos:unplegamientocotraduccionalen el retículoendoplásmicodondese
forman los puentesdisulfuro (Freedman, 1989), la incorporaciónde una u

secuenciaprecursora(Glucosa3-Manosa9-Glucosa-N-acetilglucosamina2)que
seune a la asparaginade la mayoríade las secuenciasNXT/S de la proteína
(Gavel y von Heijne, 1990), y la unión de iones calcio que estabilizanla
estructurade la apoperoxidasaresultante.Por último, si el contenidoenhemo
presenteen la célula es suficiente,se incorporaa la proteínadandolugar a la u

holoperoxidasacorrespondiente.Lasperoxidasasasíformadasprogresanenel
aparato de Golgi, donde tiene lugar un procesamientoadicional de los —
carbohidratosantesde sersecretadas.

Aunque la exportaciónal espacioextracelulares la ruta seguidapor
defecto,también se han detectadoperoxidasasen vacuolas(Gaspare: al., u
1982). Enalgunoscasosseha comprobadola presenciade secuenciasácidas
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en el extremo C-terminal (propéptidos ácidos) cuya función parece ser
dirigirlas a vacuolasdondeel propéptidoeseliminado(Bednareke: al., 1990).

1.1.3CARACTERÍSTICAS ESTRUCTURALES

La primera peroxidasa que s: analizó w dii: acción de rayos-X fue la CcP
(Finzel e: al., 1984) (F¡g. 1. . El estu cd ~lográficopermitió diferenciar
dos dominios biendefmidos ~una esi mra dominadapor 10 a-hélices,que
representanalrededordel 50% de la ilécula, junto con cinco láminas [3,
cuatro de ellas formandopamsantiparalelos.A dominio 1 (dominio distal),
formadoporel extremoN-terminaly las hélicesA-D, se encuentradistribuido
sobrela héliceB que se localizasobre. iemo.Un lazo de granlongitud entre
las hélicesD y E conectaes:edominio con el dominio II. Este contienelas
hélicesE-I y la mayor pan~ de la estructura¡3. La última hélice (hélice J)
comienzaenel dominio U (r r debajodel hemo)y seproyectaen el dominio
1. Esta organizaciónen dos iminios e ructuralescon los extremosN y C-
terminalsituadosenel mismo dominioCs característicade muchasestructuras
compuestaspor dos dominios. Un amplio canal, entre los dos dominios,
conectael lado distal de la cavidaddel hemocon la superficiede la proteína
pennitiendoel accesodel 11202al centroactivo.

Tras el conocimientode su estructura,la CcP se convirtió en la base
estructuralpara el análisis de las propiedadesy función del resto de las
peroxidasashasta que fueron cristalizadas.Actualmente se conocen las
estructurasde la LiP y la MnP de P. chrysosporium(Pionteke: al., 1993;
Poulose: al., 1993; Sundaramoorthye: al., 1994), la peroxidasade Coprinus

cinereus(CII’) (Petersene: aL, 1994)y Ar:hromycesramosus(ARP) (especie
inválida que podría correspondera un estado conidial de Coprinus)
(Kunishimae: al., 1994) (CIP y ARP debenser la mismaproteína,y por eso
en estetrabajose tratancomo unasolacon el nombreARP-CIP),la APX de
guisante (Pattersony Poulos, 1995), la peroxidasade cacahuete(PNP)
(Schuller e: al., 1996) y la HRP (Gajhedee: al., 1997). Al compararlas
peroxidasasbacterianas,fúngicas y de plantasse puede comprobarque, a
pesarde que la identidad de secuenciaes inferior al 20%, el plegamiento
global y la organizaciónde la estructurasecundariaestánconservados(Li y
Poulos,1994; Poulose: al., 1995; Welinder y Gajhede,1993), incluyendo la
organizaciónen dos dominios estructurales.Todasestáncompuestaspor 10-
11 a-hélicesunidaspor lazos sin apenasestructuras¡3. Algunos residuosde
prolina y glicina implicadosen el plegamientode la cadenaprincipal están
conservadospor razonesestructurales,al igual que sucedecon un puentede
hidrógenoqueconectalos dos dominios.

9
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resultadode un cambioestructuralenel entornodistal del hemoqueprovocó
un desplazamientode la histidina hasta unirse al hierro del hemo,
hexacoordinándoloe impidiendosu unión al 11202 (ver Fig. 1.1) (Sutherland
y Aust, 1996; Sutherlande:al., 1997).

1.1.4 CENTROACTIVO

A partir del análisis estructuralde las diferentesperoxidasascristalizadas
hastala fechase hanpodido identificar unaseriede residuosimplicadosen la
rupturaheterolíticadel 11202y en la estabilizaciónde los diferentesestadosde
oxidacióndel hierro a lo largo del ciclo catalítico.Estosresiduos(Tabla1.1)
se encuentranlocalizadospor encima y por debajo del plano que ocupa el
grupohemo,en los denominadosrespectivamenteladosdistal y proximal en
referenciaa las dos histidinasaxiales,una de las cualesactúacomo quinto
ligandodel hierro (verFig. 1.1).

Tabla1.1. Residuosde los ladosdistal y proximaldel hemoen diferentesperoxidasas
de la superfamiliade las peroxidasasbacterianas,fúngicasy 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-CII’ R52 F55 H56 H184 L201 D246

PNP R38 F41 H42 H169 F213 D239

HRP R38 F41 H42 H170 F221 D247

1.1.4.1 Residuosdel lado proximal

El lado proximal del hemo presentados residuosinvariables en todas las
peroxidasas:una histidina axial situadaen la hélice F y un aspartatoque
forma partede la hélice 11 (11175 y D235 en la CcP) (Welindery Gajhede,
1993).La histidinaesel ligandoproximaldel hierro y se encuentraunida a la
cadenalateraldel aspartatopor un fuertepuentede hidrógeno(Fig. 1.4). Esta
interacción proporciona al residuo de histidina el carácter aniónico

11
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u
imprescindibleparala estabilizaciónde los elevadosestadosde oxidacióndel
hierro (Goodin y Mcree, 1993; Banci el aL, 1995). En el lado proximal de

u
todaslas peroxidasastambiénse puedeobservarun residuo aromáticoque
variaen las tres clasesde peroxidasas.Este residuoes un triptófanoen las de
la Clase1 y unafenilalaninaen las de las clasesII y III, con la excepciónde la u
ARP-CIIP quepresentauna leucinaen dichaposición.En la CcP(no en otras
peroxidasasde la Clase1) el radicaldel Compuesto1 sesitúaen el triptófano u

(Sivarajael aL, 1989), unaposicióndiferentea la del restode las peroxidasas
en las que el radical quedacentradoen el grupo hemo. Estadiferenciaes
debidaa que el triptófano, a diferenciade la fenilalanina,es susceptiblede u

oxidaciónporel radical catiónicodel grupohemo.
a

E7S

u

N02 N82

u

u

u

u

u

F¡g. 1.4. Imagenestereoscópicade los residuosquecomponenel centroactivo de la
CcP de Saccharomycescerevisiae.Las lineas discontinuasrepresentanpuentesde u
hidrógeno.

a

1.1.4.2 Residuosdel lado distal
u

Los residuosdel lado distal cumplenunadoble función. Conjuntamentecon
los del lado proximal participan en la estabilizaciónde los estados de a
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oxidación del hierro en los compuestos1 y U de la enzima,e intervienen
directamenteen la interaccióncon el 1h02. Al igual queen el lado proximal,
dos residuosaparecenconservadosen todas las peroxidasas:una histidina
distal y una arginina distal (H52 y R48 en la CcP) (Welinder y Gajhede,
1993).

El 1h02 accede al centro activo y se une como sexto ligando
hexacoordinandoel hierro del hemo.Por tanto, estaposicióntiene que estar
libre en la enzimanativaparaque sepuedainiciar el ciclo catalítico.En esta
tarea parecenestar implicados los residuos hidroffiicos del lado distal,
capacesde estabilizarunaextensaredde moléculasde KO medianteuna red
de puentesde hidrógenoque,junto conel fuerteenlaceFe-N22entreel hierro
y la histidina proxtmal, impiden que algunade estasmoléculasinteraccione
conel hierro.

La reaccióncon el H202 funcionaen dos pasos.En el primero el 11202 se
une al hierro del hemo,y en el segundoel enlaceO-O del 11202 (Fig. 1.1 B2)
se rompedandolugar al Compuesto1 y unamoléculade 1120 (Vitello e: al.,
1993). En la formacióny estabilizaciónde estecompuestoparecentenerun
papel importantela histidina distal y la argininadistal (Ermane: al., 1993;
Vitello e: al., 1993). La transferenciade un protón del 11202 a la histidina
distal (en forma desprotonada,en estadonativo, debido a unaextensared de
puentesde hidrógeno(Fig. 1.4)) facilita la unión del aniónperóxidoal Fe(llI)
del hemo. La estabilización mediada por la R48 (un residuo cargado
positivamente)estaríaprovocadapor interaccioneselectrostáticascon la carga
negativadel oxígeno distal (Fig. 1.1 B2) durantela rupturaheteroliticadel
enlace0-0 del 11202. Una vez roto este enlace,el extremoguanidinade la
arginina se desplazaríahacia el interior de la cavidad distal formando un
puentede hidrógenocon el oxígenoquequedaunido al hierro, estabilizando
asílos compuestos1 y II (Edwardse: al., 1987).

1.1.5 SITIOS DE UNIÓN A SUSTRATOS

Las peroxidasascatalizan la oxidación de una gran variedad de sustratos.
Estosvan desdemetaloproteinas(como el citocromoc) o polímeros de gran
tamaño(como la lignina) hastapequeñasmoléculasaromáticas(sustratode
peroxidasasde plantasy hongos)o ionesinorgánicos(comoel Mn

2t sustrato
de peroxidasasproducidaspor los hongosligninolfticos).

La especificidadde estasenzimasfrentea los diferentessustratosdepende
de dos factores.
• Potencial de reducción de las diferentes formas activas de la enzima

(Compuestos1 y II) conrespectoal potencialde reducciónde los sustratos:
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esta propiedadestá determinadapor la capacidadde la enzima para
estabilizarlos elevadosestadosde oxidación del hierro duranteel ciclo
catalítico,que se debetanto al fuerte carácteraniónicodel quinto ligando —
del hierro (histidina proximal) como a la naturalezahidrofflica de los
residuosdel lado distal del hemoy a las interaccioneselectrostáticasen el
interior de la molécula(Banci, 1997).

• Propiedadesestructuralesde la proteína,que determinanlos sitios de
unióna los sustratos:estaespecificidadestáprobablementemoduladapor
algunoscambiosen la superficiede las peroxidasasy por sustitucionesen
un pequeñonúmero de aminoácidos,sin llegar a provocar un cambio u
significativo a nivel de la estructurasecundariay del plegamientoglobal
de la proteína(Li y Poulos,1994;Poulose:al., 1995).

Mientras que para otras hemoproteinas,como los citocromosP450, hay
estudioscristalográficossobre la unión proteina-sustrato,en el caso de las u

peroxidasas dicha interacción ha sido determinada mediante rayos-X
solamenteen tres ocasiones:en la unión entrecitocromoc y CcP(Pelletiery

2+
Kraut, 1992), en la unióndel Mn a la MnP (Sundaramoorthye: al., 1994) y
másrecientementeen la unión del B11A (ácidobenzohidroxámico)a la HRP
(Henriksene: al., 1998). En el primer casopareceserque las interacciones
hidrofóbicasy de van der Waalsson las fuerzasdominantesque mantienen
unido el complejo citocromo c-CcP, mientrasque en la MnP la esferade
coordinacióndel Mn2~ se mantienegraciasa la formación de un complejo
entreel Mn2~ y una serie de residuosácidosde la proteína.En el casode la u

HRP se ha observadola existenciade un bolsillo hidrofóbico que rodeael
anillo aromáticodel sustratoenel canaldel hemo.

En lo que se refiere a la unión de las peroxidasasa otros sustratos u

aromáticos,la falta de datosestructuralesimposibilita la identificaciónde los
sitios de unión, aunquesehanrealizadodiversasaproximaciones.Así, parala
LiP se hanconstruidomodelosen los que se reflejanposiblessitios de unión
parael alcoholveratrílico (3,4-dimetoxibencílico)(Poulose:al., 1993),quees a
un sustratotipo de estaenzimay actúacomomediadoren la degradacióndel
polímero de lignina. Tambiénse han determinadoposiblessitios de unión,
que incluyenresiduosde fenilalanina,enbasea estudiosde 111-NMR (Banci
e: al., 1993).Incluso se hanrealizadoestudiosde mutagénesisdirigida con la
11RP analizandoposteriormentela proteína recombinante por ‘H-NMR
(Veitch e: al., 1995).

u

u

u14



1.2 PEROXIDASAS LIGNINOLÍTICAS

La lignina es el polímeroaromáticomás abundanteen la tierra (Sarkaneny
Ludwig, 1971). Representaalrededordel 15-30%de las paredescelularesde
las plantasvascularesdondeforma una matrizque rodealas microfibrillas de
celulosa,el polímero másabundanteen la naturaleza.Esta matriz limita la
despolimerizaciónde la celulosa impidiendo el acceso de las enzimas
celulolíticas. Por tanto, la degradaciónde la lignina es un pasoclave en el
reciclado del carbonode los ecosistemasterrestresasí como en diferentes
aprovechamientosde la biomasavegetal(Kirk y Farrelí, 1987).

1.2.1 DESCUBRIMIENTODE ESTASENZIMAS

Parapoderabordarlos estudiosde degradaciónde la lignina primeramente
fue necesario conocer su estructura. Los estudios de biosíntesis
proporcionaroninformaciónmuy útil enestesentido.La lignina se forma por
polimerizacióndeshidrogenativade los alcoholesp-hidroxicinamílicos (p-
cumarílico,coniferílico y sinapílico,procedentesde las mtas del siquimato-
cinamato) en una reacción de condensacióncatalizadapor peroxidasas.
Freudenberg(1968) fue el primeroen proponerun modelo esquemáticopara
estepolímero. Posteriormentese ha modificadoy se han elaboradonuevos
modelos para diferentes tipos de lignina (Nimz, 1974; Adíer, 1977),
comprobándosequesu estructuracontrasta,por su heterogeneidad,con la de
los otros biopolimerosexistentesenla naturaleza(ácidosnucleicos,proteínas,
celulosa,etc.) (Fig. 1.5). A partir de las informacionesanteriores,Kirk e: al.
(1975) prepararonlignina sintéticamarcada(14C-DHP) por polimerización
enzimáticade alcoholesp-hidroxicinamílicosque pudo ser utilizada como
sustratoenlos estudiosdebiodegradación.

Muy pocosorganismossoncapacesde degradarla lignina. Entreellos se
han citado algunas bacterias, principalmente actinomicetos del género
S:reptomyces,hongosde tipo ascomiceto(como Fusarium y Aspergillus) y
basidiomicetos, siendo estos últimos los principales responsablesde la
mmeralizaciónde la lignina en la naturaleza(Crawford, 1981; Leisola y
Fiechter, 1985; Ramachandrae: al., 1988; Kirk, 1983). De todos los
basidiomicetos,los más interesantesson los de podredumbreblancapor su
mayor capacidadparadegradarla lignina, y dentro de estegrupo el hongo
más estudiadoes P. chrysosporium.Sin embargo,las especiescon mayor
potencial biotecnológico son aquellas que degradan preferentementela
lignina, comoesel casode ciertasespeciesdel géneroPleuro:us,conservando
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la celulosadel sustrato (Blanchettee: al., 1985; Valmasedaet al., 1990;
Moyson y Verachtert,1991).

F¡g. 1.5. Modeloestructuralde la lignina de coníferas(Fengely Wegener,1984).A
la derecha,estructurade los monolignolesprecursoresdela lignina.

Kirk e: al. (1978) determinaronlas condicionesligninolíticas para P.
chrysosporium valorando el 14C0

2 liberado tras la despolimerización
oxidativa del

14C-DHP, y comprobaron que los mayores niveles de
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1 =R2 =H alcoholcumarílico
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R1 =ftt=CCH3 alcoholsinapilico u

u

16



2. Introducción

degradación se conseguíanen cultivos estáticos con concentraciones
limitantes de nitrógeno, a pH 4-4.5, en una atmósferasaturadade 02. La
descomposiciónde la lignina necesitó del consumo de un sustrato
cometabolizable(glucosa)utilizado como fuentede carbonoy energía.Una
vez determinadaslas condiciones ligninolíticas se buscaron los agentes
causantesde dicha despolimerización.Faison y Kirk, (1983) establecieron
una relaciónentre la degradaciónde la lignina y la producciónde especies
reducidasde oxígeno por P. chrysosporium.En los cultivos crecidos en
atmósferasaturadade oxígeno los niveles de 1h02 fueron mayoresque en
aquellos crecidos bajo aire, y la adición de catalasa a los cultivos
ligninolíticos provocó una disminución en la degradaciónde la lignina,
confirmandola importanciadel 11202 enel procesode degradación.El mismo
año,dos gruposanunciaronel descubrimientode unaenzimaextracelularque
requería11202 y era producidaen cultivos ligninolíticos de P. chrysosporium
(la lignina peroxidasa,LiP, inicialmente descritacomo ligninasa) (Tien y
Kirk, 1983; Glenn eÉ al., 1983). Tien y Kirk, (1983) demostraronque esta
enzimaera capazde romperdímerosmodelo no fenólicos representantesde
más del 50% de las subestructurasque componen la lignina y de
despolimerizarparcialmenteestepolímero,dandocomoresultadolos mismos
productosobtenidostras la utilizaciónde cultivos ligninolíticos completos.Al
mismo tiempo,Glenne: al. (1983) detectaronestaenzimautilizando KTBA,
un sustratoquesolamentees oxidadoporagentesoxidantesfuertes,comoel
OH• o enzimascon un elevadopotencial de reducción, liberándoseetileno
como producto de la reacción. Un año después,Kuwahara e: al. (1984)
separarony caracterizaronotra peroxidasadiferente de la LiP a partir de
cultivos ligninoliticos de P. chrysosporium.Esta peroxidasa (peroxidasa
dependientede Mn2~ o Mn2~-peroxidasa,MnP) mostró una dependencia
absolutade ionesMn2~ para completarsu ciclo catalítico y oxidar fenolesu
otros sustratos(a travésde quelantesdel Mn3~ formado).

Aunque estos trabajos pusieron de manifiesto una relación entre el
procesode degradaciónde la lignina y la producciónde LiP y MnP, estudios
con LiP purificada sugirieronque esta enzimapuedecatalizarel proceso
inverso, es decir, la repolimerización(Sarkanene: al., 1991). Según esta
teoría, las peroxidasasligninolíticas podríanparticiparen la eliminación de
compuestosfenólicostóxicos, liberadosen el procesode descomposiciónde
la lignina, mediante su repolimerización en entidades moleculares
suficientementegrandes pan que no puedan penetraren las hifas. Sin
embargo, para otros autores (Hammel e: al., 1993) las condiciones de
reacciónen estosestudiosno fueronlas óptimas,ya que la despolimerización
de la lignina por la LiP es un proceso complejo que dependede las
condicionesdel entornoen el que se produce.Así, hay variascaracterísticas
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que se debenconsiderarcuandose intenta reproducirel procesoligninolítico
in vitro (Hammel e: al., 1993): i) la lignina es insoluble en agua (su
degradaciónin vivo no tiene lugar en un entornoacuosoy pareceque los —

polisacáridos extracelularesproducidos por el hongo podrían aportar el
entornohidrofóbicoapropiado,ademásde impedir la repolimerizaciónde los
productosde degradación(Leisola y García, 1989); u) la despolimerización
de los compuestosmodelo de lignina necesita 11202 exógeno; y iii) los
fragmentosde lignina producidos durante la degradaciónson asimilados
rápidamentey oxidadosa CO2 por el hongoevitándosesu repolimerización.
Porotro lado, Muheim eÉ al. (1991)y Marzullo e: al. (1995)demostraronen —

P. chrysosporiumy Pleurotusostreatusla producciónde enzimascapacesde
reducir los productosde degradacióndebidosa la acciónde la LiP impidiendo
surepolimerización.

Con posterioridadal descubrimientode la LiP y la MnP se buscaron
enzimasque pudierangenerarel 1h02 utilizado durantela degradaciónde
lignina. Se estudiaronvarias oxidasasen cultivos de P. chrysosporiumque
pudieranllevar a cabo estatarea: glioxal oxidasa(Kersten y Kirk, 1987),
glucosa oxidasa (Erikssona al., 1986; Kelley y Reddy, 1986) y metanol
oxidasa(Nishida y Eriksson, 1987) (estasdos últimas intracelulares).En 1’.
chrysosporium y otros hongos ligninoliticos, concretamenteTrametes
versicolor, Bjerkandera adusta y diferentes especiesde Pleurotus, se ha
detectadootraoxidasa(AAO) capazde actuarsobre compuestosaromáticos u

estructuralmenterelacionadoscon la lignina (Asadae: al., 1995b; Farmere:
al., 1960; Muheim e: al., 1990;Guillén et al., 1992). En Pleurotuseryngii se
ha comprobadoque la AAO genera11202 dentrode un sistemacíclico de
oxido-reducciónde compuestosaromáticosen el que también participan
reductasasmiceliares(Guillén e:al., 1994; Guillén y Evans,1994). Tal como
proponenGuillén e: al. (1995; 1997),el 11202 podríatambiénparticiparen la
degradaciónde la lignina a travésde la generaciónde otras especiesactivas
de oxígeno,como el radical hidroxilo (OH~), produciéndoseel recicladodel
hierroa travésdel radicalsuperóxido(Of) formadoen el “redox cycling” de
las quinonas.

1.2.2 MECANISMO DE ACCIÓN

Las diferenciasentrelas enzimasLiP y MnP producidaspor P. chrysosporium
estánen funciónde los compuestosquesoncapacesde oxidar. En la Fig. 1.6
semuestransusciclos catalíticos(adaptadosde Renganathany GoId, (1986)y
Wariishi e: al. (1988)). La MnP necesitaMn

2~ para reducir el CompuestoLI,
aunqueel Compuesto1 puedeserreducidopor fenoles, mientrasque la LiP
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solamentepuede completarel ciclo catalítico con dadoresde electrones
aromáticos no fenólicos, tales como el alcohol veratrílico (los fenoles
provocanla inactivaciónde la enzimaporun mecanismoaúnno establecido).

A

ROOH

ROH

c-I
[Fe44O P~]

Fe’~[P]
L¡P

A’

AH

B

ROOH

ROH

AH A~

Ccli
[Fe44=OPl [Fe4~=Op +]

Fe5~[P]
MnP AH

Mn3 A’

Mn’

Mn2~ Mrt’

A~ AH

*c-II
[Fe44OPl

Fig. 1.6. Esquemade los ciclos catalíticos de la Lii’ (A) y la MnP (B) de
Phanerochaetechrysosporium,adaptadosde Renganathany Gold, (1986), y Goid el
al. (1987).

1.2.2.1 Lignina peroxidasa

La LiP de P. chrysosporiumpresentaunaamplia especificidadsobresustratos
aromáticosno fenólicos y catalizasu oxidación,enpresenciade 11202,porun
mecanismoconsistenteen la sustracciónde un electróndel anillo aromático
dando lugar a los radicales catiónicos aromáticoscorrespondientes.Los
radicalescatiónicosasí formadosson bastanteinestablesy sufrenuna gran
variedadde reaccionesno enzimáticas(Kerstene: al., 1985; Schoemakere:
al., 1985).

• Oxidación del alcohol veratrílico
Se ha comprobadoque el alcohol veratrílico, un metabolito aromático
secretadoduranteel metabolismosecundariode A chrysosporium,posibilita
la oxidaciónde ciertos sustratosde potencial redox alto (como el alcohol
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anisilico) y de la ligninapoliméricapor la LiP. Generalmenteseadmitequeel
radical catiónicodel alcoholveratrílico actúacomo mediadorredox(Fig. 1.7
A) (Harvey e: al., 1986), pero otros estudios usugirierenque la función
principal del alcohol veratrílico seríael cierre del ciclo catalftico (Cancelet
al., 1993)(Fig. 11.7 B).
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Harvey e: al. (1986) propusieron al alcohol veratnlico como un
intermediarionaturalen la degradaciónde la lignina,ya quela LiP necesitade
un mediadorpara poder oxidar compuestosa los que no puede acceder
directamentecomo el polímero de lignina. Estudios recienteshan mostrado
que la vida mediadel radical catiónicodel alcoholveratrílicoesde alrededor
de 60 ms (Candeiasy Harvey, 1995), un valor demasiadobajo para poder
actuarcomo un mediadoreficazentre la LiP y la lignina de la paredvegetal.
Sinembargo,se habíasugeridoque la LiP podríadar lugara unadegradación
a distancia,no por desplazamientodel radical sino por una reacción de
transferenciaelectrónica (Harvey y Palmer, 1990), efecto túnel (Fig. 1.8),
hastaalcanzarla zonade la ligninadondeseproduzcala degradación.

Fig. 1.8. Efecto túnel en la degradaciónde la lignina por la LII’, incluyendo la
presenciade alcohol veratrílico que facilita la transferenciaelectrónicade la lignina
al hemo(Gutiérrezy Martínez, 1996).

El radical catiónico del alcohol veratrflico en ausencia de otros
compuestoscon los que poderreaccionar,comopor ejemploel polímerode
lignina, puedeevolucionardescomponiéndosede forma no enzimáticadando
lugar a varios productosde forma parecidaa como lo hacen los dímeros
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modelo (ver más abajo) o el polímero de lignina. El veratraldehídoes el
mayoritario, aunque también se pueden producir quinonas e incluso la
aperturadel anillo aromático(Schoemakere: al., 1991)(Fig. 1.9).
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F¡g. 1.9. Mecanismode oxidacióndel alcoholveratrílico por la LiP, que resultaen
unavariedaddeproductosde reacción(Schoemakeretal., 1991).

• Oxidación de compuestosmodelo
Los compuestosmodelo son monómeros,dímeros,etc., representativosde
algunasde las unidadesestructuralesde la lignina. Puedenserfenólicoso no
fenólicos. Los más ampliamenteutilizados son estructurasdiméricas que
contienenuniones(3-1, j3-5 y (3-0-4 (representadasen la Fig. 1.5). Estostres
tipos de unionesrepresentanmásdel 65% de todaslas que se establecenen
las ligninasde coníferasy caducifolias(Fengely Wegener,1984).

La oxidación de estos compuestospor la LiP se produce,al igual que
sucedeconen el alcohol veratrílico,mediantela sustracciónde un electrónde
alguno de los anillos aromáticosdel dímero.El queun núcleo aromáticosea
sustratopara la LiP dependede su potencialde oxidación (Hammel e: al.,
1986)queviene defmido por los sustituyentesquepresentay su posiciónen
el anillo aromático.Los sustituyentes,a su vez, condicionanlas reacciones
que sufren los radicalescatiónicos (Kirk e: al., 1986): rupturasde enlaces
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(C~C~, alquil-arflica, (3-0-4 en dímerosde estetipo, del anillo aromáticoy
desmetoxilaciones),oxidación del grupo hidroxilo del Ca, y polimerización
por unión de radicales (Kirk y Farrelí, 1987; Tien, 1987; Higuchi, 1990;
Shimadae Higuchi, 1991;). En las Hg. 1.10 y 1.11 semuestranlos productos
resultantesde la oxidaciónmonovalentede dímeros(3-1 y (3-0-4por la LiP.
En la oxidacióndel dímero (3-1 (Hg. 1.10), tras la formaciónde un radical
intermediariosobreel sustrato(1), la uniónCa~C~ se rompehomolíticamente
para darun radical centradoen el carbonoy un aldehídoaromático(2). A
continuación,el radical puedereaccionarcon oxígeno(condicionesaerobias)
formándoseun radical centradoen el oxigeno (Hammel e: al., 1985). La
evolución de este radical da lugar a otro productode reacción(4) que ha
incorporadoun átomo de oxígeno. Bajo condicionesanaerobiasel radical
centradoen el carbonoes atacadopor el oxígenodel aguadandolos mismos
productos fmales obtenidos en condiciones aerobias a través de un
intermediario(3).
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Fig. 1.10Mecanismodedegradaciónde dímerosmodelo de lignina no fenólicosde
tipo I~-1 por laLII’: rupturaCa-Ce(Kurek, 1992,adaptadode Schoemaker,1990).
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2. Introducción

En el casode las estructuras(3-0-4 (Fig. 1.11), la rupturaCa~C~catalizada
por la LiP estágeneralmenteseguidapor la rupturade la unión éterentreel
fragmentode la cadenalateraly el segundoanillo aromático(2). Éstada lugar
a pequeñosfragmentosalifáticos solublesen agua(3) y estructurasfenólicas
(4).
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Fig. 1.11.Mecanismode degradaciónde dímerosmodelode lignina no fenólicos de
tipo ¡3-0-4 por la LiP: ruptura C~-C~ (derecha) y oxidación Ca (izquierda)
(Schoemakeraal., 1991).

u

1.2.1.2Manganesoperoxidasa

Como se describióanteriormente,la principal reaccióncatalizadapor la MnP
esla oxidacióndel Mn

2~ a Mn3~ por el 11202 (Glenne: aL, 1986). El Mn3~ es
un oxidantecon una vida mediamuy corta en mediosacuosos(Archibald y
Fridovich, 1982). Sin embargo,los hongosde podredumbreblancasecretan
metabolitos aromáticos(como el alcohol veratrílico y el anisaldehído)y
alifáticos al mismo tiempo que las enzimasligninolíticas, incluyendoácidos
dicarboxílicosque actúaneficientementecomo quelantesde ionesmetálicos
como el Mn3~ (Kirk y Farrelí, 1987; Kuan y Tien, 1993; Wariishi e: al.,
1992). Estosquelantes,entre los que se encuentranel oxalato,no compiten
con la enzimaporel Mn2~ debidoa quepresentanunaconstantede uniónmuy
bajaporél. Sinembargo,unenel Mn3~ facilitandosudisociaciónde la enzima
y lo estabilizanen soluciónacuosacon un potencialredoxelevado(0.9-1.2).
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Tras la estabilizacióndel Mn3~ producidopor la MnP, éstepuededifundir en
el medio de reacciónllegandoa zonasdondela enzimano puedeacceder.La
desventajaque presentael Mn3~ quelado como agente ligninolitico con
respectoa la LII’ es su bajo poderoxidanteen condicionesfisiológicas. La
parejaMnP/Mn oxida solamentelas unidadesfenólicasde la lignina que son
mmoritariasen la composiciónglobal deestepolímero,y esmcapazde oxidar
las unidadesno fenólicas. Sin embargo,se ha comprobadoque la MnP es
capazde llevar a cabounadespolimerizaciónde la lignina in vftro (Wariishi
e: al., 1991b), tal como sehabíademostradoparala LiP. Por otro lado,enun
estudio sobre la degradaciónde la lignina en condiciones naturales por
Pleuro:us pulmonarius, un hongo que no produce LiP, se ha podido

2-4-
comprobarcomo la adición de Mn estímulafuertementela mineralización
de la lignina (Camareroe: al., 1996).

El mecanismo de acción del Mn3~ sobre modelos fenólicos es vía
formaciónde un radical fenoxiloqueposteriormenteevolucionadandolugar a
una seriede productosde reacciónparecidosa los obtenidostras la oxidación
por la LII’. Se ha comprobadoque se producen rupturas Ca~C~ sobre
compuestosde tipo diaril propano(Wariishi e: al., 1989a), rupturasalquil-
fenil y oxidacionesCa.

Paraexplicaralgunosde los resultadosexpuestosanteriormente,algunos
autoreshan propuestoque ademásde poderoxidar compuestosfenólicos a
través de la acción del Mn3~, la MnP también puedeoxidar compuestos
aromáticosno fenólicos a través de ciertos intermediariosentre los que se
encuentranradicalesderivadosde tioles y lípidos insaturados.Enpresenciade
agentesreductores,como los tioles (GSH, DTT, DTE, etc...),el Mn~4- puede
conducira la oxidaciónde compuestosaromáticosno fenólicos (Wariishi e:
al., 1989b). El mecanismoseguido,a diferenciadel de la LiP, no implica la
formaciónde un radicalcatiónico.El Mn3~ producidopor la MnP oxida los
tioles a radicalestiilo y éstosa continuaciónpuedensustraerun electróndel
Ca de un compuestoaromáticono fenólico.

La degradaciónoxidativa de compuestosmodelo de lignina (fenólicosy
no fenólicos)y lignina sintéticatambiénseha observadoen reaccionesen las
se produce la peroxidaciónde lípidos insaturadosen presenciade Miii’ y
ausenciade 1h02 (Bao e: al., 1994). Pareceserque el mecanismocomienza
con la autoxidación de los lípidos insaturados, generándose los
hidroperóxidoscorrespondientes.La reducciónde éstospor partede la MnP
en presenciade Mn3~ daría lugar a radicalesperoxilo de los ácidosgrasos,
responsablesen última instanciade la oxidación de la lignina o compuestos
relacionados.Los radicalesde los lípidos formadospor mediaciónde la MnP
son relativamente estables, con una vida media de segundos, y
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u
suficientementepequeñoscomo parapoderentrarpor los poros de la madera
dondeenzimascomo la LiP no puedepenetrar.

1.2.3 CLONACIÓN DE GENES hp Y mnp

El conocimientode la genéticamolecularde los hongos de podredumbre
blanca, sobre todo de P. chrysosporium,ha avanzadoconsiderablemente

u
durantela pasadadécada.Se hanestablecidometodologíasparala producción
de cepasauxótrofas(Gold e: al., 1982), análisis de recombinantes(Alic y
GoId, 1985; Gaskell e: al., 1994), purificación de DNA y RNA (Raedery
Broda, 1988; Haylock y Broda, 1988) y transformación génica por
complementaciónauxótrofa (Alic e: al., 1989, 1990, 1991 y 1993) y por
resistenciaa drogas (antibióticos) (Randalíe: al., 1989 y 1991; Randalí y
Reddy,1992).

En 1987 Tien y Tu donarony secuenciaronporprimeravez el cDNA que u

codificabauna LiP (la isoenzimaH8 de P. chrysosporium),y dos añosmás
tarde Peasee: al. (1989) y Pribnow e: al. (1989) caracterizaronpor pnmera
vez el cDNA de una MnP (la isoenzimaMnPl del mismo hongo). Desde
entoncesse han donado las secuenciasde DNA genómico y cDNA de
diferentesisoenzimasLiP (H8, H2, 116 y 1110) y MnP (MnP1, MnP2 y MnP3)
de P. chrysosporium.Los geneshp seencuentranagrupadosen “clusters” en
el genoma de P. chrysosporium(Gaskelle: al., 1991), y las isoenzimasLiP y
Miii’ estáncodificadaspordos familias de genesestrechamenterelacionados,
que se puedenclasificaren subfamiliasatendiendoal númeroy posiciónde
los intrones(Gold y Alic, 1993;Alic e: al., 1997).

En otras especiesfúngicastambiénsehancaracterizadogeneshp y mnp

con las mismascaracterísticasque los de P. chrysosporium.Entre ellos se —
incluyen cuatro geneshp en T. versicolor (clones VLGI (Black y Reddy,
1991); LiPl2 (Jónssony Nyman, 1992); LiPGH (Jónssony Nyman, 1994); y
LiP7 (Johanssony Nyman,1995))y uno enB. adus:a(clon LPO-1 (Kimura e:
al., 1991)) y Phlebia radia:a (lpg3 (Saloheimoe: al., 1989)); un genmnp de
P. ostreatus(Asadae: al., 1995a)y unaperoxidasahipotéticade T. versicolor
(clon PGV (Jónsson e: al., 1994)) con característicasgeneralesintermedias
entreLiP y MnP. Ademásde los hongosde podredumbreblancaen los quese
han caracterizadosecuenciasde DNA y cDNA que codifican peroxidasas
ligninolíticas, hay muchos otros en cuyos cultivos se ha detectadoactividad
LiP y/o MnP. (Hatakka,1994;Peláeze:al., 1995).

El micelio vegetativode estoshongoses cenocitico,con pocosseptosy
varios núcleoshaploidesgenéticamentedistintos por célula. A partir de una u

basidiospora(esporasexual)uninucleadase forma un micelio homocariótico
que se fusiona con otro dando lugar a un micelio heterocariótico.En
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ocasiones las basidiosporas son ya binucleadas y dan micelios
heterocarióticos.Debido a estos hechosexiste la posibilidad de encontrar
variantesalélicasdel mismo gen, comose ha demostradoparaalgunosgenes
hp y mnpde P. chrysosporium(Gaskelle: al., 1991; Mayfield et al., 1994a;
Godfrey e:al., 1990).

La donaciónde los genesde estasperoxidasasno sólo ha permitido
caracterizar las secuenciascodificantes e intrones, sino que también ha
posibilitado la identificaciónde posiblessecuenciasreguladorasen la región
del promotor, que podrían estar implicadas en la regulación de la
transcripción de las isoenzimasLiP por limitación de nitrógeno(Li e: al.,
1994) y de las MnP por manganeso, choque térmico o estrés oxidativo
(Mayfield e: al., 1994a; Li et al., 1995).

Porotro lado,el conocimientode la secuenciade aminoácidosposibilitó a
su vez la elaboraciónde modelosmolecularesde estasproteínasenbasea la
estructuracristalográficade otrasperoxidasascomola CcP o la LiP (Du e: al.,
1992; Johnson e: al., 1994; Selvaggini e: al., 1995). Los modelos así
construidos demostraron ser bastanteacertadoscuandoposteriormenteestas
proteínassecristalizarony compararoncon los datosobtenidospor difracción
de rayos-X.

1.2.4 ASPECTOSESTRUCTURALES

Como se comentócon anterioridad,la función de las diferentesperoxidasas
estádeterminadapor los sustratosque son capacesde oxidar. Esta capacidad
dependeen último término de la estructura proteica, que determinael
potencial de reducción del hierro catalítico y los sitios de unión a los
sustratos.Buena parte de los aspectosestructuralesrelacionadoscon los
aspectosgeneralesdel ciclo catalíticohansido ya comentadosanteriormente.
En este apanado se abordan aspectos concretos de las peroxidasas
ligninolíticas y se relacionandeterminadascaracterísticasestructuralescon
propiedadescatalíticasespecíficasde la LiP y la MnP.

1.2.4.1Oxidacióndel Mn2~ por la MnP

Los primeros modelos tridimensionalesde la MnP de P. chrysosporium
construidosutilizando como molde la LiP incluían tres posibles sitios de
unión para el principal sustrato de esta enzima, el Mn2~ (Johnson e: al., 1994;
Selvaggini e: al., 1995). Posteriormente uno de éstos fue confirmado por

difracción de rayos-X de la enzima cristalizada (Sundaramoorthye: al.,
241994). En él (Fig. 1.12),el Mn aparecehexacoordinadopor los oxígenosde
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los carboxilatos pertenecientesa los aminoácidosE35, E39, y D179, un
oxígenodeuno de los propionatosdel hemo,y dos oxígenosde dos moléculas
de agua.El resultadoes unacoordinaciónoctaédricatípica de los complejos

2+de coordinacióndel Mn . De todoslos residuosqueligan el Mn2~ en la MnP
solamenteuno, equivalenteal E39, se encuentraconservadoen la LiP. En
otrasperoxidasas(ARP-CII> y CcP) no apareceningunode estosresiduosen
lasmismasposiciones.

o 00
•1

0179

F¡g. 1.12. Imagen estereoscópicadel sitio de unión a Mn2~ en la MnP de
Phanerochaetechrysosporium(SundaramoortbyaaL, 1994). Las esferaspequeñas
representanmoléculasdeaguay la esferagrandeel ion Mn2t

1.2.4.2 Dependenciadel pH
u

Comosucedecon otrasperoxidasas,la formacióndel Compuesto1 de la Lii’ y
la Miii’ (oxidaciónde la enzimapor el H

202) no se ve prácticamente afectada
en un amplio rango de pH (entre pH 3-8). Sin embargo, la reducción de
Compuesto1 aCompuestoII de la Lii’ presentaun pH óptimo cercanoapH 3
(Wariishi el aL, 199la). Un PH tan bajo sugiere la participación de
carboxilatos cuya desprotonación podría afectar a la unióndel sustratoo a la
transferencia de electrones (Poulosel aL, 1993). Sin embargo, si se tiene en
cuentaqueenotrasperoxidasas,como la CcPy la HIRP, el potencialredoxdel
Compuesto1 aumentaa medida que disminuye el pH, se podría pensarlo
mismo para la LiP. Según esto, un descensoen el PH seria un requisito
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imprescindible para alcanzar el potencial redox necesario para oxidar
sustratosno fenólicoscon un potencialredoxelevado.En cuantoala MnP, la
naturalezadel sitio de unión explicael p11 óptimoparala oxidacióndel Mn2~
(pH 5). Los tres aminoácidosácidos y el propionatointerno deben estar
disociadosparaqueseunael catión.

1.2.4.3Potencialde reducción

Actualmentese cree que la fuerza del enlaceentre el hierro y la histidina
proximal (Fe-Nc2),determinadapor la posiciónde la histidinaconrespectoal
hierro, es la causade los diferentespotencialesde reducciónde las distintas
peroxidasas(Bancie¡ aL, 1991).

A

F

0201 0201

B

p

Fig. 1.13. Imagen estereoscópicade los residuos del lado proximal del hemo,
algunosde los cualesparecendeterminarla diferenciaentreel potencialde reducción
de la Lii’ (A) y de la Cci’ (B). Las lineas discontinuasrepresentanpuentesde
hidrógeno.
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u
En la Lii’ y la MnP, la histidina proximal se encuentramás alejadadel

planodel hemoque en la CcP. El desplazamientoes debidoa la formaciónde
un fuertepuentede hidrógenoentre la cadenalateralde la S177y la cadena —

lateraldel D201, quearrastrala hélice F alejándoladel hemo (Fig. 1.13 A).
Este puentede hidrógenono existe en la CcP debido a que la sernaestá
sustituida por una alanina (Piontek e: al., 1993) (Fig. 1.13 B). El
desplazamiento de la hélice F provocaunamayordeficienciade electronesen

u
el hemoaumentandoel potencialde reducción.

1.2.4.4Papelde los carbohidratos u

Los estudiosestructuralesno se limitan a estudiarla parte proteica de las u
peroxidasas. También tratan de encontrarunaposible funciónparala porción
glucídica.Así, Pionteke: al. (1993) demostraron la existencia carbohidratos
próximosa la entradadel canalde accesoal hemo en la estructurade la LiP. u

Un resultado que abrió el camino para que Schoemakere: al. (1994)
propusieranqueestoscarbohidratospodríanjugarun papelcrucial enel ciclo
catalíticode la LiP, modulandola evolucióndel radicalcatiónicoformadotras
la oxidacióndel alcoholveratrílico.

1.2.5 ASPECTOSBIOTECNOLÓGICOS u

En los últimos años el uso de la biotecnologíase ha convenido en una
realidad dentro de la industria papelera.La capacidadque presentanlos
hongosde podredumbreblancapara degradarel polímerode lignina los ha
convenidoenherramientaspotencialesen las distintasfasesde la fabricación
de papel.Entreestasfasesse incluye la producciónde la pasta,que suponela
separaciónde las fibras vegetalesunidasentre si por la lignina; el refmado, u

quetieneporobjeto completarla separaciónde las fibrasy producirunapasta
homogénea(especialmenteimportante en las pastas mecánicas); y la

u
eliminacióndel colorde la pastaa travésde procedimientosde blanqueoque
suponensecuenciasde oxidacióny extracciónde la lignina alterada.El usode
hongoso enzimasfúngicascapacesde degradarla lignocelulosapuederebajar u

los costos de los reactivos y la energía utilizados en los procesosde
fabricaciónde papel,perosobretodo suponeuna posibilidadpara reducir la
polución del medio acuáticocausadapor estaindustria. En estesentidolos
efluentes del blanqueode la pasta de papel causan un fuerte impacto
ambientalcomoconsecuenciade la presenciade clorofenolesy cloroligninas,
cuyo contenidopodría reducirsecon la utilización de enzimasfúngicas en
lugar del C12 o el CíO2 usadosen los procesostradicionalesde blanqueo —
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Las posibles aplicaciones medioambientalesy comerciales de las
peroxidasas ligninolíticas han estadolimitadasdurantemucho tiempopor los
bajos niveles de producciónenzimáticaconseguidos.Inicialmente algunos u
grupos trataronde incrementarla producciónde LiP por P. chrysosporium
modificando las condicionesde cultivo (composicióndel medio, agitación, u

aireación, etc.), e incluso se desarrollaronmutantes con el crecimiento
alterado.Sin embargo,tras la donacióndel cDNA de la LiP, los trabajosse
orientaronhacia la sobreexpresiónde estasproteínasen sistemasheterólogos.
Escherichia coli fue el primer organismoutilizado (Maione e: al., 1987) y
diferentesgrupos lo han seguidoempleandopara expresarla LiP (Doyle y —

Smith, 1996)y la MnP (Whitwam e: al., 1995; Whitwam y Tien, 1996). No
obstante,E. cohi es incapazde procesarcorrectamenteproteínaseucariotas,y
la necesidadde un replegado ¡ti vi:ro representaun obstáculo para su
utilización anivel industrialporsuelevadocoste.Paraevitaresteproblemase
ha intentadoexpresarestasenzimasen organismoseucariotascon diferentes
resultados.Así, mientrasque el intento de expresiónde la LiP de P. radiata
en Trichodermareesei fue fallido (Saloheimoe: al., 1989), la lacasade P. u

radiaza y la MnP de P. chrysosporiumse consiguieronproducir, ambas
activas,en T. reesei (Saloheimoy Niku-Paavola,1991) y Aspergillusoryzae
(Stewarte: al., 1996)respectivamente.Por otro lado Mayfield e: al. (1994b)
prepararon un sistema de expresión homóloga para la MnP en 1’.
chrysosporium.Los resultadosmuestranque, si bien para un estudio de —

carácter cualitativo sobre peroxidasasligninoliticas puede ser mejor un
sistemade expresiónhomólogo,paraconseguirunaproduccióna granescala u

es imprescindibleel uso de otros organismos,como Aspergillusniger y A.
oryzae,concapacidadparasecretarvarios gramosde proteínaheterólogapor
litro de cultivo, u

Los diferentessistemasde expresiónno solo sonde utilidadparaexpresar
proteínasen gran cantidad,sino que también se puedenemplearpara la
realización de estudios de “ingeniería de proteínas”. Éstos consistenen
cambios puntuales en la secuencia nucleotídica, generalmente por
mutagénesisdirigida, que se reflejan en la secuencia de aminoácidos
produciendo alteracionesen la estructurade la proteína con objeto de
modificar las propiedadescatalíticas.Un ejemplo bastanteilustrativo es la
construcciónde un sitio de unión a manganesoen la CcP que permite a la

2+enzimamutanteoxidar el Mn con una eficacia cinco vecesmayor que la —CcPnativa(Yeunge: al., 1997).

a

u
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1.3OBJETODEL TRABAJO

Las peroxidasasligninoliticas, LiP y Miii’, desempeñanun papelcentralen la
degradaciónde la lignina por los hongos.Estaspeculiaresperoxidasasfueron
descritasporprimeravezen P. chrysosporium.La MnP de P. chrysosporium
secaracterizaporsuestrictadependenciade Mn2~. Teniendoencuentaque se
han descrito enzimasde tipo MnP en la mayoría de los basidiomicetos
ligninolíticos,se planteóla búsquedade unaenzimasimilar en cultivos de 1>.

2+
eryngii. Una vez detectadauna peroxidasaque actuabasobre Mn se
comprobó queno sepodía catalogarcomouna típica LiP o MnP (similar a las
descritasenP. chrysosporium).Con objeto de encontrar unaexplicacióna las
peculiarespropiedadescatalíticasque presentaesta nueva peroxidasase
procedió a su estudio a nivel molecular. Para ello hubo que plantearse
objetivos concretoscomo: i) la donacióndel gen que la codifica; u) la
obtenciónde un modelomolecularválido paraestablecerposiblesrelaciones
de estructura-función;iii) el estudiode la regulaciónde suexpresión;y iv) el
desarrollo de un sistema de expresión heterólogaque pueda servir de
herramientaenfuturosestudiosde mutagénesisdirigida.
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2.1 MICROORGANISMOS Y VECTORES

2.1.1 Hongos

Las cepasutilizadasenestetrabajoprocedende la colecciónde cultivos de hongos(IJFM)
del Centro de InvestigacionesBiológicas(CIB) del CSIC. Se mantuvierona 280C en agar
extractodc malta(2%) con resiembrasperiódicaso cubiertoscon parafinaa 150<?en medio
con acaricida(dialdrin 4 pg/inl) y cloranfenicol (50 pg/ml). Parala conservaciónde los
basidiomicetosse añadióun fungicida (benomio6 pg/ml) que restringeel crecimientode
contaminantesdetipo ascomiceto.

Tabla 2.1. Relacióndecepasfúngicasempleadas.

Familia IJFM Origen

Basidiomicetos
Pleurotuseryngii
Cor¿olopstsgallica
Fornesfomentarlas
¡-1eterobasidionannoswn
Pycnoporuscinnabarinas
Phanerochaetechrysosporium
Phlebiachrysocrea
Phtebiaradiata

Lentinaceae
Coriolaceac
Coriolaceae
Coriolaceae
Coriolaceae
Meruliaccae
Meruliaceae
Meruliaceae

Al 69
A241
A166
A102
A168
A547
A469
A588

Carpóforo(Madrid) (CBS 6 13.91)
Dr. O. Gómez(CIB-Madrid)
Carpóforo(Burguete,Navarra)
Carpóforo(Exeter,Inglaterra)
Carpóforo(Burguete,Navarra)
VKM-F1767. CBS48 1.73
Carpóforo(Futrono,Chile)
CBS 184.83

Ascomicetos
Emericellanidulans
(anamorfo:Aspergillusnidulans)
(biAl, metGl,argB2)

Trichocomaceac A729 Dr. MA. Peñalva(CIB. Madrid)

Deuteromicetos
Aspergillusníger A570 Dr. J.C. Duarte(INETI, Lisboa)

CBS: Ccntraalbureauvor Schimmelcultures;IJFM: colecciónde cultivos dehongosdel CIB
(procedentedel antiguoInstitutoJaimeFerránde Microbiología).

2.1.2Bacterias

Las cepasde Escherichiacoil utilizadasen estetrabajo secrecierona 370<? en placasde
agar-LB. con resiembrasperiódicasconservadasa40<?. Parael mantenimientode las cepas
de formaindefinida se crecieronen LB Ñuido, seañadióglicerol hastaunaconcentración
final del 20%y seguardarona -80~C.
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u

Tabla2.2.RelacióndecepasdeEscheríchía cotí utilizadas.
u

Aplicación y Genotipo Referencia

DH5ct • Mantenimientoy propagacióndeplásmidos

SupE44, AlacUl69 ($80 lacZAMl5) ksdRl7,
recAl, endAl, gyrA96, rhi-l, retAl

(Hanahan.1983)

XLl-Blue MRA. • Titulación y “screening”delibrerías genémicasen (Stratagene)
el bacteriófagoXEMBL3

• A(mcrA) 183, A(rncrCfi-hsdSMR-rnrr)173, endA 1,
supE44. thí- 1, RyrA96. recAí, kw

XLI -BlueMRA (P2) • Titulación y “screening”de librerías genómicasen (Stratagene)
el bacteriófagoXEMBLS

• XL 1 .BlueMRA conel bacteriófagoP2 lisógeno

L87 • Titulacióndelibreríasde cDNA en el bacteriófago (Amersham)
%gt10

• HsdR(rkmfl, trpR, meiD,supE,supF, tortA

NM5 14 • Titulación y “screening”de libreríasde cDNA en (Amersham)
el bacteriófago~gt10

• HsdR514 (rkmk), argfl, galE, galX, nrA,
lycB7*, (Hfl)

BL2 1 (DE3) • Huésped de expresión de genes donados en (Novagen)
plásinidos pET. Lisógena para el bacteriófago
XDE3 queporta el gen de la RNA polimerasaT7
bajoel controlde lacUVS

• F, ompT. hSdSR(ra~mRi, dcm.gal(DE3)

BL2I(DE3)pLysS • CepaBL2I(DE3) portadoradel plásmido pLyss (Novagen)
que codifica la lisozima T7. Esta enzima
disminuye la expresiónbasalde los genesque se
encuentranbajo el control del promotor Ti,
inhibiendoa la RNA polimerasaTi, sin afectarlos
nivelesdeexpresióninducida.

• F, ompT, hSdSB (rs~mBi, dcm, gal (DE3) pLysS,
Cmr.

Cepa

u

u

u

u

u

u

u

u

u

u

u
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2.1.3Vectores

pBluescript 5K (+1-) (pBSK) (Stratagene).Se utilizó para donar fragmentosde DNA
procedentesde reaccionesde PCR y para subclonar a partir de clones positivos de las
libreríasde DNA y cDNA.

pDm 238 (Roihaet al., 1981). Plásmidoderivadodel pBR322que incluyeun fragmentode
l2kb de Drosophila melanogasterque codifica el rRNA 285. Se utilizó como control
internoen hibridacionesde RNA.

pET2la y pET22b(Novagen).Vectoresde expresiónen célulashuéspedde E. coil que
contienenen su cromosomauna copia del gen de la RNA polimerasaTi bajo control del
promotor lacUV5 inducible por IPTG. Estos vectorespresentanun operador lactosa
asociadoal promotorTi y unasecuenciaquecodificael represorlac capazde reprimir los
promotoreslacUVS y Ti en ausenciade IPTG. Las proteínasexpresadasa partir de
pET2lase acumulanen el citoplasma.Sin embargo,pET22besportadorde una secuencia
señala la que sefusionala secuenciade la proteínaobjetode estudiode formaque, unavez
expresada,permitesudesplazamientoal periplasmadondequedaacumulada.

pMaI-c2 (New EnglandBiolabs). Vector de expresiónen E. colí quepermitefusionarel
gende la proteínaquesequiereexpresaral genmalE quecodificaunaproteínade unióna
maltosa(MBP). Estafusión tiene por objeto facilitar el procesode purificación (utilizando
columnasde maltosa)y, en cierta medida,estabilizarla proteínade interés.El gen de la
proteínaobjeto deestudiosefusionaal promotorlac induciblepor IVl’G.

paleAl (Fernández-Cañóny Peñalva,1995).Vectorde expresión,derivadodelpBluescript
SK+, portadordel promotory secuenciasreguladorasde la transcripcióndel gen alcA de
Emericella nidulatis (anaunorfo: Aspergillus nidulans) Este gen codifica la alcohol
deshidrogenasa,proteinainducible por una gran variedadde compuestosentrelos que se
encuentranla treoninao el etanol, y reprimible por glucosa (Lockington e: al., 1985).
palcA1 presentael terminador transcripcionaldel gen trpC de E. nidulans y, como
marcadorde selección,el gen argB que codifica la ornitina carbanioiltransferasaimplicada
en la biosíntesisde la arginina.Esteplásmidofue cedidoporel Dr. M.A. Peñalva(CIB).

~EMBL3 (Stratagene).Bacteriófagoempleadocomo vector de reemplazaxnientoen la
construcciónde la librería de DNA genómicode P. etyngii. Puedeaceptarfragmentosde
DNA deentre9 y 23 kb conextremoscompatiblesBamHl(Sau3A,MboI, BglII, o BamHI)
trasla eliminaciónde un fragmentointernoBamHI-Baml-ll de 13.13kb.

kgtlO (Amersham).Bacteriófagoutilizado comovector de inserciónparala construcción
de libreríasde cDNA. Puedeaceptarinsertosde DNA de hasta7.6 kb en el único sitio
EcoRI quepresenta.
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2.2 MEDIOS Y SOLUCIONES

2.2.1 Medios de cultivo

Medio glucosa-tartrato amónico-extracto de levadura (Guillén et aL, 1990)
(composiciónpor litro).

Glucosa lOg
Tartratoamónico 2 g
KH2PO4 lg u
MgSO4 7H20 0.5 g
KCI 0.5g
Extractodelevadura 1 g
Elementostraza 1 ml

uSoluciónde elementostraza(composiciónpor litro).

Na2B4O7• 10H20 lOOmg
CuSO4~5H2O lOmg
FeSO4• 7H20 50 mg
MnSO4.4H20 lOmg
(NH4Mo7O~zc 4I-I~O 10 mg
ZnSO4~7H2O 7Omg

Autoclavara 1100<?, 30 miii.

Medio glucosa-peptona-extractode levadura (Kimura et al., 1990) (composiciónpor u

litro).

Glucosa 20 g —
Peptona(Bacto-peptona.Difco) 5 g
Extractodelevadura(Difco) 2 £
KH2PQ4 lg —

MgSO4~ 7H20 0.5 g

Ajustar a pH 5.5 conHCI. Autoclavara 1 10
0C, 30 miii.

Aunqueéstees el medio que se usó para la producciónde la peroxidasaMnPL de P. u

eryngii, serealizaronalgunasmodificacionesen su composicióncon objeto de estudiarla
influenciade diferentesfuentesde nitrógenosobrela producciónde estaenzima.

• Glucosa2%, peptona0.5%,extractode levadura0.2%
• Glucosa2%, “corn-steepliquor” (Cerestar)0.5%,extractodelevadura0.2%
• Glucosa2%, extractodelevadura0.7%
• Extractode malta2.7%
• Glucosa2%, peptona 0.7%
• Glucosa2%, tartratoamónico0.7%

Todos incluían KH
2PO4 0.1% y MgSO4~ 7H20 0.05%,y el pH final seajustóa 5.5.

u
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2. Materialesy métodos

Medio LB (Saxnbrooke: aL, 1989) (composiciónpor litro).

Triptona
Extractodelevadura
NaCí

Ajustara pH 7.0con NaOHSN. Autoclavara 1200<?.20 miii.

Medio NZY. Modificadoa partirdel descritoen Sanibrooke: al. (Sambrooka al., 1989)
(composiciónpor litro).

NZAnima (hidrolizadodecaseína)
NaCí
Extractodelevadura
MgSO4•7H20

lOg
Sg
Sg
2g

Ajustar a pH 7.5 con NaQESN. Autoclavara 120
0C,20 miii.

Medio M9. Modificado a partirdel descritoen Sanibrooke: al. (1989) (composición por
litro).

Soluciónde sales10 X 100ml
2m1

20 ml
100pl

MgSO
4•7H20 1 M

Glucosa20%
CI2Ca 1 M

Esterilizanporfiltración las solucionesde MgSO4 . 7H20 1 M, glucosay <?l2Ca 1 M.

Solucióndesales10 X (composiciónpor litro).

Na2HPO4 71120

KH2PO4
NaCí
NH4Cl

60 g
30 g
Sg

10 g

Ajustar a pH 7.4 y autoclavara 1 10
0C. 30 mm.

Medio mínimo deEmericella nidulans(composiciónpor litro).

Solución de sales SOX
Glucosa
Tartratoamónico

20 ml
IOg

0.92 g

Ajustar apH 6.8 conNaOH y autaclavara 1100<?.30 mm.

Soluciónde salesSO X (composiciónpor litro).

10 g
Sg

10 g
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KG
MgSO4~ 7 H20
KH2PO4
Elementostraza

Solucióndeelementostraza(composiciónpor litro).

Na2B4O7• 10H20
<?‘~SQ~. 5 H20
Fe2(SO43~2 H20
Na2Mo04~2 H20
ZnS04~7H20

26 g
26 g
76 g
50 ml

Por último, añadir al medio los requerimientos
(composiciónpor litro demedio).

D bioinia 100mgll
L met¡onina 14.9g/l
L arginina 53 g/l

especfficosde la cepabiAl, mezGl,argB2

lOml
Smi

lOml

Medio completode Emericellanidulans(composiciónpor litro).

SolucióndesalesS0X
Solucióndecasaminolcidos
Glucosa
Bactopeptona
Extracto delevadura

20m1
lOml
lOg

lg

Ajustar el pH a 6.8 conNaOH y autoclavara 1100(2,
dela solucióndevitanunas.

30min. AcondnuaciónafiadirlOml

Solucióndecasaminoácidos:150 g/l dehidrolizadodecaseína.

Soluciónde vitaminas (composiciónpor litro).

Tianiina-HCl
Biotina
Ácido nicotínico
D-pantotenatode calcio
Piridoxina-HO
Riboflavina
PABA

50 mg
lOmg

100mg
200mg
50mg

100mg
100mg

Esterilizar por filtracion.

2.2.2Soluciones

Soluciónde Denhardt 50 X Albúmina de suerobovino (fracción y, Sigma) 1%, Ficoil (tipo 400,
Pharmacia) 1%, Polivinilpirrolidona 1%.
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2. Matedalesy métodos

SoluciónHSE

TampónMOPS

TampónPBST

TampónSM

Solución55(2

TampónSTE

Hepes10 mM, pH 6.9, sacarosa0.5M, EDTA 20 mM, PH 8.0.

MOPS40 mM, acetatosódico10mM, EDTA 1 mM, pH 7.0.

Nací 144) mM, KH2PO4 1.5 mM, Na2HP04 12H208.1 mM, KO
2.7 mM. Tween200.05%.

Tris-HCI 50 mM, PH 7.5, NaO 100 mM, MgSO4 . 7H20 8 mM,
gelatina100mg/l.

NaC10.15 M, citratosódico15 mM, PH 7.0.

Tris-HO 10 mM pH 8.0, NaO10 mM, EDTA lmM pH 8.0.

TampónTAE

TampónTE

Tris-acetato40 mM, EDTA 1 mM, PH 8.0.

Tris-HO 10 mM, pH 8.0, EDTA lmM.

2.3 VALORACIONES ENZIMÁTICAS

Se llevaronacaboen un espectrofotómetroShixnazuUy- 160 a temperaturaambiente.Una
umdadde actividadenzimáticase definió comola cantidadde enzimaque transformalpmol
desustratoporminuto.

2.3.1 AAO (EC 1.1.3.7)

Sedeterminóen espectrofotómetrosiguiendola formacióndel veratraldehído(e310= 9 300
M’ cnt

1)resultantede la oxidacióndel alcoholveratrffico (3,4-dimetoxibencflico)5 mM en
tampónfosfato0.1 M, pH 6 (Guillén eral., 1992).

2.3.2Lacasa(EC 1.10.3.2)

Se valoró utilizando como sustratoABTS 5 mM en tampón acetato0.lM, PH 5. El
producto resultante de la oxidación, el radical catiónico del ABTS, se siguió
espectrofotométricamentea 436nm (e

436.. 29 300M’ cmt (Muñoze:al., 1997).

2.3.3LiP (EC 1.11.1.14)

Esta actividad enzimáticase investigó siguiendo la oxidación dependientede H2O~ del
alcohol veratrllico 2 mM, en tampón tartrato sódico 0.1 M, pH 3, segúnTien y Kirk,
(1984). La reacciónse inició por adición de H202 0.4 mM, y el blanco se preparó en
ausenciade H202.
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e
2.3.4MnP (EC 1.11.1.13)
Seemplearonmétodosde valoracióndirectose indirectos.

u

Oxidación del Mn2
El MnSO

4 fue oxidadodirectamentepor la MnP en una mezclade reaccióncompuestapor
MinSO4 0.1 mM y H202 0.1 mM en tartrato sódico0.1 M, PH 5. El productoformado,
Mn

3ttartrarto,esun complejoestablequepresentaun máximode absorcióna 238 nm (2238

= 6 500M’cm’). La reacciónseinició con la adicióndelH
202 y sesiguió el aumentolineal —

deabsorbanciaconel tiempoa238 nm. El blancosepreparósin MinSO4.

Oxidacióndel DMP dependientede Mn
2~

La valoraciónde laactividadMnP fue indirecta.La reacciónsellevó a cabobajo las mismas
condicionesdescritasen el apartadoanteriorcon la diferenciade que se incluyó un fenol,
DMP 0.1 mM, que esoxidado por el M~t (productode la oxidacióndel MnSO

4 por la u
MnP). En la reacciónse forma un dímerodenominadocerulignona(3,3‘,5,5 -tetrametoxi-
p,p’-difeniquinona),resultadode la oxidaciónde dos moléculasde DMP, cuya formación
fue seguidaa 469 nm. El e~ de la cerulignonase estimó por oxidación completade
diferentesconcentracionesdeDMP con lacasao MnP, obteniéndoseun valorde 55 000 W
1 -1 1 —1
cm paraconcentracionesdecerulignonaentreO y 5pM (s~s=27 500 M cm cuandose u

refirió a laconcentracióndeDMP).
Paracuantificarla oxidacióndebidaa la actividadperoxidasade la MnP se prepararon

los blancosrespectivos:actividadperoxidasaindependientede Mn~ y actividadlacasaen u
ausenciade H202.

2.3.5Peroxidasaindependientede Mn
2 e

La valoraciónde estaactividad se llevó a cabo utilizando como sustratosDMP (ver
apartadoanterior)y alcohol veratrílico. La oxidacióndel DMP 0.1 mM, se siguió por la
formaciónde cerulignona,y la oxidacióndel alcoholveratrffico 2 mM por la formaciónde
veratraldehído,en amboscasosen ausenciade MuSO

4. La reacciónse llevó a caboen —
presenciade H202 0.1 mM y EDTA 1 mM en tartrato sodico 0.1 M a pH 3. La
concentraciónde alcoholveratrifico y pH de la reacciónfueron aquellosutilizadosparala
estimacióndela actividadLiP, y todoslos blancossehicieronenausenciade H202. u

2.4 PRODUCCIÓN Y PURIFICACIÓN DE PEROXIDASAS a

2.4.1Preparación de inóculosy condicionesde cultivo

Como inóculo se utilizaron “pellets” procedentesde cultivos en agitaciónde 6 d~s en
medio glucosa-peptona-extractode levadura,homogeneizadosdurante20 segundosen un u
Omni-Mixer Sorvall, modelo 230.V-AC-50/60CY, a la velocidadmínima. El inóculo se
preparóenun 5%del volumenainocular ajustandola cantidadde micelio, en pesoseco,a
lmg/ml y se inocularon matracesde 1 litro que contenían200 ml del mismo medio. Los
cultivos seincubarona28~<?en un agitadororbital Gaillenkampa 180rpm.
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2.4.2Purificación

Despuésde 6 díasde incubación,momentoen el cualla actividadMnP presentósu pico de
maximaactividad, el líquido de cultivo seconcentró15 vecesy dializó frente a tartrato
sódico10 mM, pH 4.5 porultrafiltracióna travésde membranascon un tamañodeporode
5 kDa (filtros Minisette, Filtron), medianteel empleode una bombaperistáltica(modelo
7518-02,Masterflex). El liquido concentrado,aproximadamente75 mi, se cargó en un
cartucho-QdeBioradequilibradoen tartratosódico 10 mM, pH 4.5 y sesometióaun flujo
de 1 ml/mm medianteel empleo de un equipo “Econo System”de Biorad. Las proteínas
retenidasenel cartuchose eluyeroncon NaCí 1 M. Sevaloró la actividadMnP de todaslas
fraccioneseluidas mezclando aquellasque presentabanactividad, y se concentrarony
dializaronpor ultrafiltración utilizando membranascon un tamaño de poro de 3 kDa
(cartuchosMacrosepde Filtron). A continuaciónse cargaronmuestrasde 1 mi en una
columna(K 16/100,Phannacia)de SephacrylS-200HR equilibradaen tartratosódico 10
mM, pH 4.5, con un flujo de la fase móvil, fijado por gravedad,dc 0.8 ml/mm. Se
agruparonlas fraccionesqueconteníanactividadMnP y seconcentrarony dializaronfrente
a tartrato sódico 10 mM, pH 5. Se aplicaronmuestrasde aproximadamente1 ml a una
columna de intercambio aniónico Mono-Q (PharmaciaHR 5/5) equilibradaen tartrato
sódico 10 mM, pH 5.0. Las dos isoenzimasde la MnP seeluyeroncon un gradientelineal
de O a 0.25 M de NaCí en el mismo tampón, utilizando un flujo de 0.8 ml/mm durante20
mm y empleandoun equipo cromatográficoformado por un inyector Rheodyne7125,
bombaformadorade gradientede PhannaciaLKB 2249, detectorde longitud de onda
variable de PharmaciaLKB (WM. 2141) y los paquetesinformáticos “HPL<? manager
(versión1.00) y Nelson(versión5.5.5). Las fraccionesqueconteníanactividadMnP fueron
recogidas,concentradas,dializadasy conservadasa~200C.

2.5 CARACTERIZACIÓN FISICO-QUÍMICA DE PEROXIDASAS

2.5.1ValoracióndeProteínas

La concentracióndeproteínassedetenninósegúnel métododeBradford(1976)utilizando
el reactivoy el procedimientode Bio-Rad.Este se basaen el cambiode absorción,de 465
nm a 595 nni, queexperimentauna soluciónácidade “CoomassieBriuiant Blue 0-250” al
unirsea las proteínas.Las lecturasa595 nm setransformaronen pg/ml utilizandounarecta
patrónde albúminabovina,lineal entreO y 0.8 unidadesdeabsorbancia(0-22pg/nil).

01)595= O.0397c+0.0074(r = 0.99)

2.5.2Concentraciónde peróxidodehidrógeno

Lacantidadde H202 de una muestraproblemaseestimóutilizandoel métodocolorimétrico
descritoporPick y Keisari, (1980).Éste sebasaen la oxidacióndel rojo fenol, catalizada
porperoxidasa,que a PH básicopresentala máximadiferenciade absorcióna 610 nm con
respectoa suformareducida.

La reacciónsellevó a caboen tampónfosfato 100 mM, pH 6, rojo fenol 0.01%,con
2.5 U de peroxidasa(grado 1, Boheringer Mannheim S.A.) y el líquido problema.
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Transcurridos5 mm a temperaturaambienteseañadióNaOH(50pl deNaOH4 M porml
de reacción).El blanco de la reacción se realizó añadiendoNaOH a la solución de
peroxidasaantesde mezclarlos componentesde la reacción.La lectura a 610 nm se —

transformóenconcentraciónde 11=0=(pM) utilizando unarectapatrónelaboradacon H202
comercial(Perhydrol30% H202,Merck).

e

2.5.3 PAGE y determinaciónde la Mr

u
PAGE y SDS-PAGE se llevaron a cabo en gelesverticales de poliacrilamida de lnim de
espesor,empleandocubetas“Mini ProteanII” de Biorad segúnel método descrito por
Laemmli, (1970). Cadagel estabaformadopor unafase inferior (gelde separación)y una —

superior(geldeconcentración)con la siguientecomposición.
Gelde separación(acrilamida11.5%y bisacrilamida0.32%):2.5 ml deTris-HCl 1.5 M, pH
8.8, 4 ml de una solución de acrilamida29%-bisacrilanuida0.8%, 50 pl de persulfato
amónico10%, 5 pl deTEMED y aguahastaun volumenfinal de 10 ml.
Gel de concentración(acrilamida 1.9% y bisacrilamida0.05%): 2.5 ml de Tris-H<?l 0.5 M,
pH 6.8, 1.3 ml de la solución acrilainida 29%-bisacrilantida0.8%, 50 pl de persulfato
amónico,10 pl deTEMED y aguahastaun volumenfinal de 10 ml.

ParaPAGElas muestrasse diluyeron(1:4) en tampónde muestra,compuestoporTris-
HCl 62.5 mM, pH 6.8, azul de bromofenol 0.025% y glicerol 8.7%. El tampón de
electroforesissepreparómezclando3 g deTris-basecon 14.4 g de glicinaen aguahastaun
volumen final de 1 litro, Para SDS-PAGE los geles y el tampón de electroforesisse u

prepararoncon 51)5 0.1%,y las muestrassehirvieron 5 mm en tampónde muestracon
51)5 2% y g-mercaptoetanol5% antesdesercargadasen el gel.

El potencialaplicadoparacorrerlas muestrasfue de 25 V hastasuentradaen el gel de —

concentración,y de 100 a 125 V duranteelprocesode separación.
Finalizadala electroforesis,el gel se tiñó en una solución compuestapor: azul de

u
CoomassieR-2500.2%,metanol40% y ácidoacético10%. Porúltimo sedestifió con una
soluciónde metanol-ácidoacético-agua(30:10:60).

Parala determinacióndel pesomolecularmediante51)5-PAGE seutilizaron patrones —
de alto (45-200kDa) y bajo pesomolecular (14.4-97.4kDa) de Biorad. Otras técnicas
utilizadas para la determinacióndel peso molecularfueron espectrometríade masasen
MALDI-TOF y cromatografíade exclusiónmolecularen columnaSuperosa-12(Pharmacia) u
utilizando tartratosódico 10 mM, PH 5, NaCí 150 mM como fasemóvil y un flujo de 1
ml/mm.

2.5.4 Isoelectroenfoque

Serealizóen gelesde poliacrilamidaal 7% segúnel métododescritoporGrog eral. (1980).
Los geles,de 0.4 mm de espesor,estabancompuestospor 1.87 ml de una solución de
acrilamida29%-bisacrilarnida0.8%, 0.57 ml de anfolitos LKB de distintos rangosde pH, —
37.5pl depersulfatoamónico10%, 3.7 pl de TEMED y aguahastaun volumenfinal de 7.5
ml. El gradientedepH (de 2.5 a 5.5) seestablecióutilizandounamezclacompuestaporun
15% de anfolitos con un rangode pH 3.5-10y un 85% de anfolitos con un rangode pH
2.5-5.

Las muestrasse aplicaron sobre papelWhatman n
0 3 previamentecolocado en la

e
superficiedel gel. Los electrodosde platino se colocaronsobretiras depapelhumedecidas
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con NaOH 1 N en el cátodoy 1131>04 1 N en el ánodo,aplicándosea continuaciónuna
corrienteconstantede 7 mA y 5 W con un potencialmáximo de 1200 V durante3 h. El
gradientede PH formadoenel gel se midió con un pH-metroOrion modelo720, utilizando
el electrodode contactomodelo91655<?.El gel se lavó en una soluciónde metanol-ácido
acético-agua(30:10:60)paraevitar interferenciascon los anfolitos y posteriormentesetiñó
añadiendoa 50 ml deestasolución2 ml de la que conten~elazulde CoomassieR-250.

El cálculo del pI teórico,unavezconocidala secuenciaproteica,sellevó a caboconel
programa“Expasy-tools”.

2.5.5Contenido en carbohidratos y desglicosilación

El contenidoen carbohidratosde las enzimaspurificadasse determinópor el método de
Trevelyandy Harrison, (1952)basadoen la formaciónde derivadosde furfural apartir de
los azúcarestrasañadirácidosulfúrico.

El procedimientoconsistióen la adiciónde0.2 ml demuestraa 1 ml de reactivo(0.2 g
de antronaen 100 mide ácidosulfúrico 14 M). Se hirvió en bañodeaguadurante10 mm,
sedejó enfriar y a continuaciónse leyó la absorbanciaa 660 nm. Parael cálculo de la
concentraciónseempleóla siguienterectapatrón,lineal hastaunaconcentración1 mM de
glucosa.

= 0.0373c+ 0.0069(r = 0.99)

La reacciónde desglicosilaciónde las peroxidasasse llevó a cabocon la enzimaendo-¡3-N-
acetilglucosaniinidasaH (endo-H) de Boebringer, capaz de hidrolizar el enlace N-
glicosídico entre dos residuos de N-acetilglucosaminaunidos a una asparaginade la
proteína.

La reacciónserealizócon las proteínaspreviamentedesnaturalizadacon SDS 0.06%y
[3-mercaptoetanol0.1 mM a 1000<? durante5 min. La mezclade reacción,compuestapor
anda0.02% y 25 mU de endo-Hpor mg de proteínaa hidrolizaren acetato50 mM, pH
5.5, se incubó 16 h a 37Ó<?~ El resultadode la reacciónde desglicosilaciónsereveló por
SDS-PAGEcomparandocon laproteínaglicosilada.

2.5.6Análisisdeaminoácidos

La composiciónen aminoácidosdeunaproteínasedeterminócon un analizador“Biochrom
20” dePharmaciatrashidrolizar 20 pg de proteínaconHCl 6 N a 1 100Cdurante24 h.

2.5.7Determinaciónde la secuenciaN-terminal

Las secuenciasN-terminalse obtuvieronpor degradaciónde Edmanautomatizadade 5 pg
de proteína.Para ello se empleó un secuenciadorApplied Biosystems (modelo 494)
trabajandoenmodo liquido y un analizadorde feniltiohidantoina“on-line” (modelo 140(2),
ambosdePerkinElmer.
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2.5.8Hidrólisis con tripsina

Se resuspendieron200 pg deproteínadesgilcosiladaen acetatoamónico 0.4 M y Dli? 4 —
mM, incubándosela mezcla15 miii a 500<?. A continuaciónse añadióiodoacetanúdahasta
una concentraciónfinal 8 mM y seincubo a temperaturaambientedurante 15 mm. Por
último seañadióla tripsina (Difco) (10pg),previadiluciónde la mezclade reaccióncon2.3 —
volúmenesdeagua.La reacciónsemantuvoa 370<? durante16 h y separóporcongelación,
conservándosea~200Chastasu utilización. u

Con objeto de separarlos péptidosprocedentesde la hidrólisis con tripsina se llevó a
cabo una cromatografíaen columna (218 (Spherisorb5501)52,Hichrom). Para ello, se
empleóun gradientede acetonitrilo (0-70%)en ácidotrifluoroacético0.1% utilizando un
flujo de 1 m]/min. La elucióndelos péptidossesiguió a 214 nni.

2.5.9Inmunodetección

Ladeteccióninmunológicade la peroxidasaMnPL deP. eiyngii serealizópor la técnicade
“Westem-blotting”. Las proteínas, separadasen geles de poliacrilamida al 12%, se —
transfirierona membranasdenitrocelulosaempleandoel módulo“Mini Trans-Blot” de Bio-
Rad y, como tampón de transferencia, una solución compuestapor tampón de u
electroforesis,metanol,agua(10:20:70)y 51)5 0.1%.Las membranasse incubaron1 h con
lechedesnatada5% en tampónPBST.Seañadióel suerocon anticuerpospoliclonalesanti-
MnPL2 a unadilución 1:1000 y se incubo 2 h a 370(2~ Tras varios lavadoscon PBST se
incubo 2 h enPBST-leche5% y el segundoanticuerpo,anti-inmunoglobulinaO de conejo
ligada a peroxidasa,a una dilución 1:5000. Despuésde varios lavados,nuevamentecon
PBST,serevelóporquimioluminiscenciaconel kit “ECLY’~” deAmersham. u

2.6 AISLAMIENTO Y ANÁLISIS DE ÁCIDOS NUCLEICOS —

2.6.1 Aislamientodeácidosnucleicos u

DNA genónilco
La extracciónde DNA genómicose llevó a cabosiguiendoel método de Gonzáleze: al.
(1992). El micelio (200 mg), congeladoa ~80oC, sehomogeneizóen 2.5 ml de solución
HSEcon 51)5 1% y seincubo 15 miii a650(2. A continuaciónseañadieron2.5 mide Tris-
HCl 50 mM, pH 8.0, EDTA 20 mM y 5 ml de fenol. La mezclase homogeneizópor u

inversión y centrifugó durante10 min a 12000 x g. Se hicieron varias extraccionescon
fenol-cloroformo-alcoholisoanillico (25:24:1)y una última extraccióncon cloroformo. El
DNA de la faseacuosasedejóprecipitardurante1 h a temperaturaambientecon 500 pl de
acetatosódico3 M, PH 6.0 y 3 ml deisopropanol,seguidode unacentrifugaciónde 10 miii
a 12000x g. El precipitadoselavó conetanol70% y se disolvió en tampónTE. Tras dos u
incubacionesde 1 h a 370(2, primeramentecon 20 pg/ml deRNasay acontinuacióncon 20
pg/ml de proteinasaK, la solución se trató con 1 volumen de fenol y se realizó una
extraccióncon cloroformo. El DNA se precipitó con acetatosódico e isopropanoly u

finalmente,tras centrifugacióna 12000 x g durante10 mm, se lavó con etanol70% y se
disolvióen tampónTE.

e
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El DNA dedoblehebraobtenidose cuantificóespectrofotométricamente,considerando
queunaOD=~= 1 correspondeaaproximadamente50 pg/ml y en gelesdeagarosateñidos
con bromuro de etidio (Sanibrooke: al., 1989) comparandola fluorescenciadel DNA
problemacon lade una seriedeconcentracionesconocidasde un DNA patrón.

DNA plasmídicodeEseherichiaeoli
Para las extraccionesa pequeñaescala se empleó el Kit “Wizard minipreps DNA
PurificationSystem” dePromega,consistenteen una lisis alcalinaseguidapor un pasode
purificacióna travésde una resina.Cuandose necesitóprepararDNA plasmídicoa gran
escalase utilizó el kit “Nucleon Mal>” de Amershamque como en las preparacionesa
pequeñaescalautilizael métodode lisis alcalina.

RNA total
El RNA total se extrajo a partir de micelio de cultivos líquidos congeladoen nitrógeno
liquido y conservadoa ~800<?.El método de extracciónseguido fue “Ultraspec RNA
isolation System”de Biotecx, basadoen la utilización de una solución 14 M de salesde
guanidinay ureaque actúancomo agentesdesnaturalizantesconjuntamentecon fenol y
otros detergentes.La cuantificacióndel RNA se llevó a cabo espectrofotométricaniente
considerandoqueunaOD=~= 1 correspondea una concentraciónde 40 pg/ml (Sambrook
e: al., 1989). Tambiénse comprobóla calidaddel RNA obtenido visualizandolos RNA
ribosómicosengelesdeagarosaal 0.8% teñidoscon bromurode etidio.

mRNA
El RNA mensajeropoliadenilado(mRNA poliA’D se purificó a partir de RNA total por
cromatografíade afinidaden columnasde ollgo(dT)-celulosa(‘mRNA PurificationKit” de
Pharmacia-Biotech),siguiendolas indicacionesdel fabricante.Su cuantificaciónse realizó
espectrofotométricamentecomose indica en el apartadoanterior.

2.6.2Electroforesisen gelesdeagarosa

Los fragmentosde DNA se separaronpor electroforesisen gelesde agarosaal 0.5-1%,
preparadosen tampónTAE a los que seañadióbromurode etidio hastaunaconcentración
final 1.2 pM. Los marcadoresdepesomolecularutilizadosfueronlos marcadoresVI y VII
de Boebnngery DNA del fago X digeridoconHindIII. En aquelloscasosque fue necesano
purificarDNA apartirdegelesdeagarosaseutilizó el kit “Geneclean”deRIO 101 Inc.

Las moléculasde RNA se separaronelectroforéticamenteen gelesdeagarosaal 1.2%,
preparadosconformaldehído6% en tampón 1 X MOPS.Las muestrasse prepararonen un
volumende 10 pl conaguao tampón TE al que seañadió12.5 pl de fonnamida,4 pl de
formaldehído33% y 2.5 pl de 10 X MOPS.Se calentaronío mm a 650<? y tras adicióndel
tampóndemuestrasecorrierona 30 voltios durante16 h en 1 X MOPS.

La composicióndeltampónde muestra,tantoparaDNA comoparaRNA, fue: glicerol
50%,EDTA 50 mM, azuldebromofenol0.1%y xilencianol0.1%.

2.6.3Análisis deDNA genómicoporel métododeSouthern

La transferenciade DNA de gelesdeagarosaa membranasdenitrocelulosaserealizó porla
técnicade Southemsegúnelprotocolodescritoen Sambrooketal. (1989).El gelseirradió
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s
con luz UV durante5 miii y se sumergió,conagitaciónsuave,entressoluciones.Solución1
(de desnaturalización)compuestapor NaCí 1.5 M y NaOH 0.5 N, en la que permaneció
durante30 miii; soluciónII (de neutralización)compuestaporNaCl 1.5 M y Tris-H<?l 1.0
M, pH 7.4 en la que seuncubó 30 miii; y por último 20 X SSCen el que se sumergió
durante15 mm. El DNA setransfirióporcapilaridadaunamembranade nitrocelulosa(BA 4
85, 0.45 pm de Schieicher& Schuell)y despuésde un aclaradocon4 X 55<2se secósobre
papelde filtro. Finalmenteel DNA sefijó a la membranacon 120.000pJ de energíaUV
medianteel empleode un “UN’ crosshnker”deStratalinker. 1

La membranaseprehibridódurante2 h a 420<2enunasolucióncompuestapor50% de
formaznida,5XSSC,solucióndeDenhart5X,Na2HPO4~12 H20 50 mM, pH 6.5y50
pg/ml de DNA de espermade salmónfragmentadoy desnaturalizado.Seguidamentese 4
hibridó durante 16 h a 420<? en la misma solución con la sonda correspondiente,
previamentemarcaday desnaturalizada.Por último, serealizaroncuatrolavados:2 de 15
mm en2 X 55<2,SDS0.1% atemperaturaambiente;1 de 15 minen0.2 X 55<?,SDS0.1%
a420<2; y el último dc 15 miii en0.2 X 55<2,SDS 0.1%a 580<2.

El reveladoserealizó por exposiciónde las membranasa peltulasautoradiogréficas 4
(Kodak X-OMAT-AR) o a pantallas de curopio (“Storage PhosphorScreen” de Molecular
Dynaniics).Las imágenesobtenidasenel equipoPhosphorimagerfueronprocesadasconel

programaImageQuantdeMolecularDynamics.

2.6.4AnálisisdemRNA 4
La transferenciadel RNA de gelesde agarosaa membranasdenitrocelulosaserealizó por
el método de Northem, descrito inicialmente por Alwine a al. (1977), siguiendo el 4
protocolode Sambrooke: aL (1989) con ligeras modificaciones.El RNA setransfiriópor
capilaridada nitrocelulosaen 20 X 58(2y sefijó en un ‘VV crosshnker”deStratahnkercon
120.000pJde energíaUy. Las membranasde nitrocelulosaseprebibridaron4 h a 420<2en 4
5 X SSC,formaunida50%, soluciónde Denhardt5 X, Na2HPO4~12 H2050 mM, pH 6.5 y
50 pghnilde DNA de espermade salmónfragmentadoy desnaturalizado.A continuación,la
membranasse transfirieron a una solución de hibridación compuestapor 5 X 85<?,
formamida50%, sulfatodedextrano10%, Na2HPO4~12H2O20 mM, pH 7.5 y 50 pg/ml de
DNA deespermade salmón.Se uncubóconlas sondaapropiadadurante16 h a420<?y los 4
lavados que se realizaron a continuación fueron los mismos que se describen en el apanado
2.6.3.

j
2.6.5 Marcaje de ácidosnucleicos
Parael marcajeradiactivode fragmentosde DNA seutilizó a

32P-dCrPy el kit “rediprime

DNA labelhngsystem”de Aniershani.

2.6.6Amplificación deácidosnudeicos por PCR

Estatécnicase utilizó paraamplificar fragmentosde DNA a partir de DNA genómicoo 4plasmídico.Lasreaccionesserealizaronenun termocicladorPerkunElmer(GeneAmp PCR
System2460)en un volumenfinal de 25-100pí quecontenía10-100ng deDNA molde;2.5
unidadesde Amplitaq (Perkin Elmer); los oligonucleótidos correspondientes,a una
concentración200-4600nM; dATP, dCTP, dGTP y dflP 250 PM; Mg<2l 2 mhtt y el

50 s
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tampónde reaccióncompuestoporTris-HCl 10 mM, pH 8.3, KCl 50 mM. Las condiciones
de cadareacción se determinaronen función de la estabilidadde apareamientode los
oligonucleótidosy del tamañodel fragmentoa amplificar.

2.6.7 Secuenciaciónautomática de DNA y análisisde lassecuencias

En el procesode secuenciaciónse siguió la estrategiade “primer walking” descritapor
Strausset al. (1986). Seutilizó la enzimaFS Amplitaq DNA polimerasaparallevar acabo
reaccionesde amplificaciónusandoterminadoresmarcados(kit “ABI PRISMTM~,) de Perkin
Elmer. <?omo cebadoresseemplearonoligonucleótidosuniversales“forward” y “reverse”
del bacteriófagoMl 3 y los correspondientesa secuenciasinternasde los fragmentosde
ADN queseestabansecuenciando.Los productosde reacciónsepasaronaun secuenciador
automático (ABI PRISM 377) de Perkin Elmer, y las secuencias se analizaron con el
paquete informático 0<20-Wisconsin (versión 1.1 usando la “interface” W2H). Los
programasBLAST y EXPASY (de los servidoresNCBI y SwistProthttp) seutilizaronpara
el análisis,alineamientoy comparacióndelas secuenciasde nucleótidosy aminoácidos.

La elaboracióndel dendrogramaque muestralas afinidadesentre las secuenciasde
aminoácidosde diferentesperoxidasasserealizóporel métodoUPOMA (“unweightedpair
group method with arithmetic mean”) a partir de una matriz de distanciasde Kimura,
obtenidatrasalineamientomúltiple por apareamientoprogresivode las secuencias.

2.6.8Preparación y transformación decélulascompetentesde Escheñchiacoil

Parala preparaciónde las célulascompetentesde E. coli se utilizó el método del RbCl
segúnHanahan,(1983),y su transformaciónsellevó a cabosiguiendoel métododescritoen
Sambrooke:al. (1989).

2.7CLONACIÓN, SECUENCIACIÓN Y MODELADO MOLECULAR

2.7.1Diseñode cebadoresy preparacióndesondasde DNA de la proteína MnPL

Para la preparaciónde sondasde DNA y cDNA de la proteína MnPL se utilizaron
respectivamentelas técnicasde PCRy RT-PCR.

Se sintetizarontresoligonucleótidosdegenerados(sintetizadorBeckman-oligolOOOM)
correspondientesa: i) la secuenciaquecodifica partedelextremoN-terminalde la proteína
madura(oligo Nt); y ii-iii) las secuenciasde nucleótidosreversasy complementariasque
codificanpartede dos de los péptidosobtenidostras hidrólisis con tripsina de la proteína
madura(oligos 5 y 14). En los extremos5’ de los oligonucleótidosse incluyerondianasde
restricción,BamHIeneloligo Nt y EcoRIen los oligos 5 y 14, paraunadonaciónposterior
en el plásmidopBSK.

PorPCRseamplificó un fragmentodeDNA de 1060pb. En cadareacción,de 100 pl
de volumen,seusaron100 ng de DNA genómicode P. eryngii como moldey los oligos,
como cebadores,a una concentración4 pM. Las condicionesde la reacciónfueron: 1) 1
ciclo de 2 mm a 940(2, 1 mm a 550<? y 2 miii a 720<?; u) 25 ciclos de 35 s a 940(2, 1 mm a
550(2 y 2 miii a 720(2; y iii) 1 ciclo de 10 miii a720(2.
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En paralelo se amplificó un fragmento de cDNA de 648 pb por RT-P(2R. Para la
obtenciónde la primerahebradeDNA seutilizaron0.5 pg deRNA total, el oligo-144 pM
como cebadory 1 unidadde transcriptasareversaAMV (Amersham)en un volumen de
reacciónde 20 pl, que ademásconteníaTris-H<?l lM, pH 8.8, ¡((211 M, Mg<?120.25 mM y
1 unidad de RNAsin (Promega).La mezclade reacción se incubo 45 mm a 420<? y a
continuaciónseempleócomo moldeparauna amplificaciónpor P<?Rutilizando los oligos e
Nt y 14 comocebadoresbajolas mismascondicionesdescritasanteriormente.

e
2.7.2Librería genómicadePleurotuseryngii

2.7.2.1Construcción

La metodologíaseguidapara la construcciónde la librería genómicafue la descritaen
“<?urrentProtocoisin MolecularBiology’ (Ausubeleral., 1987) y Sambrooka al. (1989).
El DNA empleadosepurificócomosedescribeen el apartado2.6.1.

Digestión parcial del DNA con Sau3A. En primer lugar se establecieronlas condiciones a
óptimasde digestiónparcialdel DNA de P. eryngii con Sau3A,con objeto de obtenerel
mayornúmeroposible de fragmentoscon un tamañocomprendidoentre9 y 23 kb. Para o
ello, se digirieron 50 pg de DNA con diferentesconcentracionesde Sau3A a 370<? en un
volumende 1 ml. CadaSmm setomaronalícuotasde40pl a lasque seañadió10 pl de una
solución compuestapor 10 mM Tris-HO, pH 7.5, glicerol 20%, SDS 0.1%, azul de
bromofenol0.1%.Las alícuotasse cargaronenun geldeagarosaal0.5% empleandocomo
marcadordepesomolecularDNA delbacteriófago2~ sin digerir y digeridoconHindIII.

Se realizaron digestionesa gran escala bajo las condiciones consideradascomo
óptimas:8.5 mU Sau3A/pgde DNA y un tiempo de reacciónde 25 mm. El DNA digerido
seextrajo una vezcon fenol-cloroformo,otraconcloroformoy se precipitóa ~20o<?con 1
volumen de NaCí SM y 3 volúmenesde etanol 100%. Despuésde un lavadocon etanol
70% seresuspendióentampónSil y se analizóen un gelde agarosaal 0.5%.

u
Fraccionamiento por tamaño en gradiente de sacarosa.El DNA parcialmente digerido
con Sau3A se fraccionó por diferenciasen tamaño empleandouna centrifugaciónen
gradientelinealde sacarosa.Paraello, el DNA seincubo5 mm a650<? y seaplicó a la parte
superiordel gradiente(10-40%)preparadoen el tubo de centrífugaen tampón Sil. Se
centrifugóa 200(2en un rotor SW-41 a 30000rpm (154000x g) durante22 h empleando
una ultracentrffugaBeckmanXL-90. Serecogieronfraccionesde750pl y seanalizaronen
un gel de agarosaal 0.5%. Aquellas que presentaronfragmentosde DNA comprendidos
entre9 y 23 kb sediluyeronconaguaparareducirla concentraciónde sacarosapordebajo
del 10% y el DNA se precipitócon 2 volúmenesdeetanol100% durante16 h a ~200<?.Se
resuspendióen tampónSil y sevolvió a precipitarcon 2 volúmenesde etanol100% a -

200<?, estavezdurante3 h. El DNA se resuspendióen tampónTE y se cuantificó en gel —
utilizandopatronesdeDNA deconcentraciónconocida.

Ligación de los fragmentosde DNA a los brazos del bacteriófagoXEMBL3 y
empaquetamientodel DNA recombinante.175 ng de DNA parcialmentedigerido con
Sau3Ay separadosen gradientede sacarosaseligaron a 1 pg de brazosdel bacteriófago
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%EMBL3 predigeridoscon BamHI (‘Lambda EMBL3¡BaniHI Vector¡(it” de Stratagene)
siguiendolas indicacionesdel proveedor.La mezclade ligación se empaquetóutilizando
extractosdeempaquetamiento“GigapackII Gold” de Stratagene.

2.7.2.2Titulación

El sistemaAEMBL3 sefundamentaen la selección“spi” (sensibilidadainhibición porP2).
Los fagosLambdaque contienengenesred y gam activosno puedencrecersobrecélulas
huésped con el fago P2 en lisogenia. Sin embargo, los que no contienen estos genes pueden
seguir la vía lítica en cepasque contienenP2 como profagotalescomo XLX -Blue MRA
(P2).Los genesredy gamseencuentranlocalizadosentrelas dosdianasBaml-ll en el DNA
de XEMBL3. Por tanto, las cepassalvajesde este fago no puedencrecersobrelas células
XLl-Blue MRA (P2). Cuando el fragmento flanqueadopor las dos dianasBa¿nHI es
reemplazadoporun fragmentode DNA externo,el ~EMBL3 recombinantepasaa serre«
/gam¾y puedecrecersobrecélulasconP2en lisogenia.Solamentelos fagosrecombinantes
podráncrecersobrelas célulasXLl-Blue MRA (P2).

Las células XLl-Blue MRA(P2) y XLl-Blue MRA se crecieron en medio LB que
incluía maltosa0.2% y MgSO4 10 mM durante4-6 h a 370<? con agitación, en un baño
termostatizadoJulabo SW-21<?, sin pasar de ODcoo = 1. Las células, precipitadaspor
centrifugación,seresuspendieronen MgSO4 10 mM hastaalcanzarunaOD~ = 0.5.

Sepreparóun bancodedilucionesdela libreríaentampónSM. Se infectaron300 pl de
célulascon 1 pl decadadilución y seincubarona 370(2 durante15 miii con agitaciónsuave.
Las células,resuspendidasen medioNZY conagarosaal 0.7% (wlv) a 480<?, seplaquearon
sobremedioNZY-agar (15 gIl) y se incubarona 370(2, Secontaronlas placasde lisis y se
obtuvo un título de 1 x lo

7 pfu/ml de librería. El título coincidióparalas dos cepas(con y
sin P2),lo queindicaqueel 100%de los fagosde la libreríaeranrecombinantes.

2.7.2.3Amplificación

Considerandoque el genoma haploide de Pleuron¿seryngii puedaser semejante,en
tamaño,al de Phanerochaerechrysosporium(aproximadamente44000 kb segúnRaedery
Broda, (1988), de las cualesalrededordel 20-30% correspondena DNA nútocondrialy
ribosomal)y queel tamañopromediode los fragmentosde DNA deP. eryngiipresentesen
los fagosrecombunanteses de 16 kb, podríamosconsiderarque un equivalentegenómico
estaríacontenidoen 2750 pfu. Teniendoen cuentaestaestimaciónseinfectaroncélulas
XL1-Blue MRA (P2) con aproximadamente204000pfu querepresentan~z74equivalentes
genómicos(númerosuficientede equivalentesparaconsiderarque todos los genesestán
representadosun númeroelevadode veces).Las célulasinfectadasseincubaroncomo se
indicó enel procesode titulación, impidiendoquelas placasde lisis superasenlos 2 mm de
diámetro.Las placassecubrieroncon tampónSM y semantuvieron16 h a 40<? con suave
balanceopara que los fagos difundieran en el tampón. Se recuperóla suspensiónde
bacteriófagos,añadiéndosea continuacióncloroformo hastauna concentraciónfinal del 5
%. Se incubo 15 miii a temperaturaambientey se centrifugó 10 miii a 2000 x g para
eliminar restoscelulares. El sobrenadantefue transferidoa un tubo al que se añadió
cloroformoa unaconcentraciónfinal del 0.3 %, almacenándosea 40(2 hastasu utilización.
Paraun almacenamientoprolongadola libreríaseconservóenDMSO 7 % a ~80oC.
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u

2.7.2.4“Screening”

Las célulasinfectadasconfagosrecombinantesseplaquearoncomose indicaen el apartado
2.7.2.2 obteniéndoselas correspondientesplacasde lisis. Los fagos recombinantesse
transfirieron amembranasde nitrocelulosa(ProtranBA 85) sobrelas que se fijó su DNA.

u
Paraello se emplearontres soluciones:dedesnaturalización,NaCí 1.5 M y NaOH 0.5 N, en
la que sesumergióla membranadurante2 miii; de neutralización,NaCí 0.5 M y Tris-HCl
0.5 M, pH 8.0 en la que se mantuvodurante5 mm; y porúltimo de aclarado,Tris-HCl 0.2
M, pH 7.5 y 2 X SSC,en la quesesumergiódurante30 s. Las membranassesecaronsobre
papelde filtro y el DNA sefijó en un “Uy crosslunker”de Stratalinkercon 120.000pI de
energíaUV. A continuaciónseprehibridarone hibridaroncomo se indica en el apartado
2.6.3 empleandola sondadeDNA de 1060pb. Las condicionesdelavadofueronlas que se
indicanenel apartado2.6.3.

Una vez identificadosy aisladoslos clonespositivos seprocedióa la preparaciónde a
pequeñascantidadesde su DNA por el método de lisado en placa “Plate lysatemethod”
descritoen Sambrooket al. (1989).

2.7.3LibreríadecDNA enriquecida
e

2.7.3.1 Construcción

La libreríade cDNA seconstruyóenel bacteriófago2~gt10 apartir de mRNA deP. eryngii
obtenidode micelio crecidoen medio glucosa-peptona-extractode levaduradurante5 días
a 280(2 con agitación(180rpm), coincidiendocon el momentode máximaproducciónde
mRNA de la peroxidasa MnPL (Fig. 3.14). A partir de 1.25 mg de RNA total, extraído
como se indica en el apartado2.6.1, se purificaron 18.7 pg de mRNA poliK (apanado
2.6.1) que se usaronpara sintetizarcDNA. Se utilizó oligo dT para la obtenciónde la —
primera hebrade cDNA como se indica en las instruccionesdel kit “cDNA synthesis
module” de Amersham. Al cDNA, con extremosromos, se le añadieronadaptadores
(“cDNA rapid adaptorligation module’ de Amersham)conextremoscohesivosEcoRI,que
fueronfosforiladosparapoderserligadosa los brazosdel fago ~gt10digeridosconEcoPJ
(“cDNA rapidcloning module->ugt10” de Amersham).La mezclade ligación se empaquetó
in vitro como sedescribeparala libreríade DNA.

2.7.3.2Titulación

La librería de cDNA se tituló en la cepaNMSl4 de E.coli utilizando la cepaL87 como
control. Los fagos2.gtlO parentalesproducenla proteínarepresoracl que favorecela ruta
lisogénicaencepassalvajesdeE. colí, incluyendola L87. En las cepasde E. cdique llevan
la mutaciónHít (lisogénicasde alta frecuencia),talescomo la NM5 14, los fagos XgtlO
parentalespasana sertotalmentelisogénicos.La insercióndel cDNA enel sitio EcoRI de
~gt10 tiene como resultado la producción de una proteína represoracl inactiva,
favoreciéndosedeestamanerael ciclo lítico de los fagosrecombinantes.
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La libreríade cDNA se tituló de igual formaque la libreríade DNA genómico(eneste
casoseutilizó el medioLB en lugardel NZY). El título obtenidofue de 6 x í04 pfu/ml de
librería en la cepaNM514 y de 2 x ío5 pfu/ml de librería en la cepaL87. El númerode
fagosrecombinantesrepresentóel 10% del total de fagosde la libreríacapacesde entraren
ciclo lítico en la cepaL87.

2.7.3.3“Screening”

El screeningse llevó a cabode forma análogaal realizadopara la librería de DNA. Las
membranasque se utilizaronfueron “Hybond-N” de Amershamy la sondaempleadafue la
decDNA de 648 pb.

2.7.4Modeladomolecularde la proteínaMnPL

El modeladomolecularde la proteínaMnPL, basadoen homologíade secuencia,se realizó
con el programaProMod.Parael refinamientodel modeloseutilizó el programa<?HARMm
del servidorde modeladoSwistProten Ginebra(Peitsch, 1996).El modeladose basóen el
alineamientode la secuenciade aminoácidosde la proteínaMnPL de P. eryngii con las
secuenciasdecuatroperoxidasasfúngicasdeestructuraconocidaporcristalografíaderayos
X: LiP-H8 (Pionteke: al., 1993; Poulos a al., 1993) con las clavesde accesoiLGA y
lLLP en BrookhavenPDB, LiP-H2 con la clave 1QPA y MnP1 (Sundaramoorthye: al.,
1994)con la clave 1MnP, de P. chrysosporium;y ARP-(2IP (Petersenet al., 1994),con la
clave 1ARP, de Coprinus.La estructurasecundariase determunócon el programaDSSP
(Kabschy Sander,1983).El modeladode la cavidaddel grupo hemoy del sido de unión a

2+Mn se optimizó con un refinamiento adicional por dinámica molecular utilizando el
programa X-Plor ver. 3.1. Otros programas empleados para la comparación y
representaciónde los modelosmolecularesfueron: Frodo, RasMol, Swiss-PdbViewery
WebLabViewerPro.

2.8 REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL

Para los estudios de regulación a nivel transcripcionaldel gen mnpl se realizaron
hibridacionesRNA-DNA por la técnicade Northern-blot. <?omo sondasse emplearonel
fragmentode cDNA de 648 pb del genmnpl y el fragmentoEcoRI de 12 kb quecontienela
unidadtranscripcionaldel rRNA 285 de D. melanogaster(controlde la cantidadde RNA).
En todaslas membranasseincluyó unareferenciainternaconsistenteen RNA total extraído
de micelio deP. eryngii cultivado en medio glucosa-peptona-extractode levaduradurante
cmcodías (Fig. 3.14). La cantidadde mRNA que codifica la proteína MnPL se cuantificó
en valoresrelativosrespectoadichareferencia.

2.8.1 Efecto de la fuente de nitrógeno y Mn2

El RNA utilizado en estos estudiosse extrajo de micelio de P. eryngii que se había
cultivado en los medios glucosa-peptona-extractode levadura (productor de actividad
peroxidasa)y glucosa-tartratoamónico-extractode levadura (no productorde actividad
peroxidasa),a 280<?conagitación(180rpm). El efectode la peptona(5 gIl) y del Mn2~(100
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u
pM) también se comprobó directamentesobre micelio de P. eryngll resuspendidoen
tartratosódico20 mM, pH 5, queposteriormentefue incubadoa 280(2, 180 rpm. El micelio
empleadoprocedíade cultivos líquidosdeseisd~sen el medioglucosa-peptona-extractode
levadura.

2.8.2Efecto del estrésoxidativo —

P. eryngii se cultivó en medio glucosa-tartrato amónico-extractode levadura, y
posteriormentese lavó y resuspendióen tartratosódico20 mM, pH 5.0. El 11202 (500pM)
seanadiódirectamentey el restode las especiesactivasde oxígenosegeneraronsiguiendo
el esquemaque se muestraen la Fig. 3.1, que incluye el micelio así como enzimas —
ligninolíticas (lacasay peroxidasa)producidasporel hongo.Parala generacióndel OH~, el
hongo tiene queproducirpreviamentelas otrasdosespeciesreducidasde02 (0=y 11202).
El 0< segeneraporactivacióndel02 mediantela adiciónde unaquinona(menadiona),que u
una vez reducidapor el micelio a la hidroquinonacorrespondiente(menadiohidroquinona)
es capaz de autoxidarsea pH 5. Las enzimas ligninolíticas producidaspor P. eryngii
tambiénparticipanen la oxidaciónde la menadiohidroquinona.La otraespeciereducidade u
02 necesariaparala producciónde 0H~, el 11202, seproducea travésde la dismutacióndel
0< y de la reducciónmonovalentede éstepor la menadiohidroquinona.De estaforma se u
mantieneun sistemacíclico de oxidación-reducciónde quinonascapazde generar0j y
11202de formacontinuadaa expensasde equivalentesde reduccióndel micelio. El OH~ es
finalmentegeneradomediantela reduccióndel 11202por el 0< en una reaccióncatalizada —
por Fe3~(reacciónde HaberWeiss).Portanto, paraestudiarel efectomediadoporel 0H~
sobrela transcripcióndel gen mnpl, el micelio se incubo en presenciade menadiona(500
pM) y Fe3~(100pM) en tartratosódico20 mM, pH 5. —

u

2.9 EXPRESIÓNHETERÓLOGA

2.9.1Expresiónen Esehericiuiacoil u

2.9.1.1Vectoresde expresión
u

Se utilizaron dos sistemasde expresióndiferentes:el sistemapET (vectorespET2la y
pET22b)y el vectorpMal-c2(las propiedadesdecadavectorestándescritasenel apanado

u
2.1.3. El cDNA correspondientea la peroxidasaMnPL2 madurase amplificó por P<?Ry se
clonó en los diferentesvectoresde expresión.Los cebadoresutilizados se indican en la
Tabla 2.3. El fragmentoNdeI-EcoRIque se clonó en el plásmidopEflía portabaen el
extremo5’ unasecuenciacodificantepara6 histidinasunidasala de la proteínamadurapor
la secuenciade aminoácidosIEUR (reconocibleporel FactorXa). La cola de histidinas
permitela purificaciónde laproteínapor cromatografíade afinidad en columnasde níquel
(“Ni-NTA SpinKit” de Qiagen),y la posteriorincubaciónconel factorXalibera la proteína
sin dicha cola. El fragmentoEcoPJ-XhoIseclonó en el plásmidopET22bdetrásde una
secuenciaquepermite el trasladode la proteínaal periplasma,facilitando de estemodo el —
procesode purificación. El fragmentoEcoRI-XbaI se clonó en el plísmido pMal-c2 a
continuaciónde la secuenciaque codifica parauna proteínade unión a maltosa,quedando

uambassecuenciasseparadasporla secuenciade aminoácidosLEOR.
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Tabla2.3. Cebadoresutilizadosparala amplificacióndel cDNA de la proteínaMnPL2 y posterior
inserciónendiferentesvectoresdeexpresión.

Vector
• Secuencía de aminoácidos (Extremos N y C-tenninal de la proteína madura)
• Cebadores para PCR (secuencia de nucleétidos en dirección 5 —*3‘*)

pET2la • Extremo N-terminal: MHMHHHH IEGR ATCDDG

Miel
• 5 tGGGA~rrCCATATGCATCATCATCATCATCATATCGAAGGTCGTGCAACT

TCiCGACGACGG-3 -

• ExtremoC-terminal: PVPGS
EcoPJ

• 5t&A~TACGATccACiCi(JACGGG-3

pET22b • Extremo N-terminal: JEOR ATCDDGRT
EcoRl

• 5 -GOAArrCGATCGAAGOTCGTGCAAcTTGCGACGACGC*ACGCACC-3 -

• ExtremoC-terminal: PVPGSIEGR
XhoI

• 5 -.TArrCTCGAGACGACCrrCGATCGATCCAGCGACGGG-3-

pMaI-c2 • Extremo N-Éermina]: IEGR ATCDDGRT
LooR]

• 5 tGGAArrCATCGAGGGAAGGGCAACTTGCGACGACGGACGCACC-3

• Extremoc-terminal:PVPC3S
Xbal

• 5 ~GCTCTAGACTMTACGATCCAGGGACGGG-3-

Las secuenciasde nucleótidoscorrespondena los extremosN-tnnninaly (2-tenninalde la proteína
madura.Las dianas que reconocenlas endononucleasasde restricción aparecensubrayadasy
flanqueadasen dirección 5’ por un número determinadode basescon objeto de aumentarla
frecuenciadecorte.
*Las secuenciasdenucleátidos(2-terminalsonreversasy complementariasdela hebracodificante.
LEOR secuenciade procesamientoproteolíticoreconocidaporel FactorXa.
HHHHH secuenciade 5 histidinas que permite purificar la proteína a través de una
columnadeníquel.

2.9.1.2Produccióndela peroxidasarecombinante

Con las construccionesrealizadasen los plásmidospET2la y pET22b se transformaron
células BL2l(DE3) y BL2l(DE3)pLysS, y con la construcciónrealizadaen el plásmido
pMal-c2 setransformaroncélulasDH5a(apartado2.6.8).
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Las células transformadasseincubaronen dos mediosdiferentes(LB y M9) con 50

pg/ml de ampidilina en agitación (180 rpm) a 28~370C hastallegar a una Ol)~oo = 0.9. A
continuaciónseañadióel inductor(IPTO aunaconcentraciónfinal 5 mM) manteniéndoseel u
procesode incubaciónbajo las mismascondiciones.Con objeto decomprobarel momento
de máxima expresiónse tomaronmuestrasde 500 pl cada2 h. Tras centrifugaciónse
resuspendieronen 50 pl de tampón de muestra (apartado2.5.3) con SDS 2% y [3- a
mercaptoetanol5%. Las diferentes muestras recogidas se analizaron en geles de
poliacrilanúda,y por inmunolocalizaciónde la proteína recombinantecon anticuerpos —
policlonalesanti-MnPL2.

La peroxidasarecombinanteseexpresóa gran escala(200 mI) bajo las condiciones
descritas como óptimas (medio M9 a 280C). Debido a su acumulacióncomo proteína
inactiva,tanto en fonnasolublecomoformandocuerposde inclusiónen el citoplasmadeE.
colí, sesiguieronlos protocolode solubilizacióny replegamientodescritosparala MnP de
P. chrysosporiwnpor Doyle y Smith (1996) y Whitwam y Tien, (1996) con objeto de u
conseguirunaperoxidasacatalíticanienteactiva.

u2.9.2 Expresiónen Emericellr¿nidulaus

2.9.2.1 Vector de expresión

El cDNA correspondientea la peroxidasaMnPL2 seclonó en el sitio BamHI-EcoRIdel
plásmidopalcAl dandolugaral plásmidopALMP2. El cDNA sepreparóporPCR con dos —
oligonucícótidossintéticoscorrespondientesa los extremosN-terminal y (2-terminalde la
secuencia de la proteína completa (incluyendo el péptido señal) que portaban,
respectivamenteen susextremosSt dianasparalas endonucleasasde restricciónRamHly a
EcoRI.

u
N-terminal(BamHI): 5 -cpegatcccccATGTC’1TI?CAAGA(2G(2-3-
(2-terminal(EcoRl): 5 tpe~ttcnAmATCCA(3(aGA<J(i(J(a~3

u

2.9.2.2Preparacióny transfonnacióndeprotoplastosdeEmericellanidulans

Paralapreparacióndeprotoplastosde E. nidulanssesiguióbásicamenteel métododescrito
porTilburn et al. (1983).El micelio, recogidopor filtración apartirde cultivos crecidosen
medio mínimo con los requerimientosespecfficos(biotina, metioninay arginina), a 250(2 —
durante 36 h y 180 rpm en un agitador orbital, se lavó con MgSO

4 600 mM y se
resuspendió(lg de pesohúmedo¡20mí) en MgSO4 1.2 M frío, tamponadoa pH 5.8 con —
tampónfosfato 10 mM. Se añadieron20 mg de Novozima234 (InterSpexProducts,mc)
porcadagramodepesohúmedode micelio, y despuésde 5 mm de incubaciónen hielo se
añadióalbúminade suerobovino (24 mg/g de pesohúmedo de micelio). La mezclase u
incubé en un baño con agitacióna 300(2 durante110 miii a 130 rpm. La formaciónde
protoplastossesiguió al microscopio.Los protoplastossesepararonde los restoscelulares
porcentrifugacióna4600x g durante10 mm a40(2 (rotorHB4, Sorvall)despuésde añadir u
un volumenigual de unasolucióncompuestapor sorbitol600 mM, Tris-HCl 100 mM, pH
7.5. Los protoplastosformaron una fina capaa la mitad del tubo, y los restoscelulares
quedaronprecipitadosenel fondo.La bandade protoplastosseresuspendióen 1 volumen
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de sorbitol 1 M, Tris-H(2l 10 mM, pH 7.5, se centrifugó de nuevo y los protoplastos
precipitadosseresuspendieronen 1 ml deestasolución.

El procedimientode transformaciónfue, en líneasgenerales,el descritopor Tilburn e:
al. (1983). Los protoplastosse lavarondos vecescon sorbitol 1 M, Tris-HCl 10 mM, PH
7.5, CaCl2 10 mM y seresuspendieronen un volumende 200 pl deestasolución.El DNA
transformante(1-2 pg) se añadió a la solución de protoplastos,sin sobrepasar1/10 del
volumen,conjuntamentecon 50 pl de unasoluciónde polietilenglicol(PEG) compuestapor
PEO60% (peso/volumen),CaCl2 10 mM, Tris-H(2l 10 mM, pH 7.5. Despuésde 20 mm en
hielo se añadió 1 ml de la soluciónde PEG y se dejó 5 mm a temperaturaambiente.Los
protoplastossecentrifugaron,selavaroncon sorbitol 1 M, Tris-HCl 10 mM, PH 7.5, CaCl2
10 mM y seplaquearonen el medio apropiado(selectivoy no selectivo,con agaral 1%)
resuspendidosen un volumende 2m1de agarblando(mediocon agaral 0.4%). Sedejaron
crecerenestufaa 370(2~ El medio selectivoconsistióen medio mínimo deE. nidulanscon 1
mg/l de D-biotina y 74.5 mg/l de L-metionina, estabilizadoosmóticamentecon sacarosa1
M. Seempleómediono selectivo,cuyacomposiciónesla del medio selectivomas530 mg/l
de L-arginina,paraestimarla viabilidad de los protoplastos.

Paracomprobarla integracióndel DNA problemaen el genomade E. nidulans, se
realizaronuna serie de reaccionesde PCR a partir de micelio crecido en condiciones
selectivas.Lapreparacióndelas muestrasfue comosedescribeen Wang e:al. (1993).

2.9.2.3Producción y purificación de la peroxidasarecombinante

Los transformantespositivos de E. nidulansque incluían el gen de la peroxidasade P.
eryngii en su genomase crecierona partir de una suspensiónde conidios (5 x 106
conidios/mide medio)durante24 h, a 280(2 y 180 rpm en diferentesmediosde cultivo
(completo,mínimo y mínimo con “corn steepliquor” 2.5%) con 30 gIl de glucosa.A
continuación,el micelio (filtrado y lavado) se transfirió a un medio de inducción cuya
composiciónera la misma que la del medio de crecimientoal que se le habíasustituidola
frente decarbonopor glucosa0.05%,treonina100 mM y se le habíaañadido500 mg/l de
hemina(Sigma).

El procesode purificación fue el descritoparala peroxidasaproducidaporP. e¡yngii
(apartado2.4.2)al que seincorporóun pasoadicional.Las muestrasprocedentesdeMono-
Q que presentabanactividad MnP se agruparon,concentrarony equilibraron frente a
tartrato 10 mM, PH 5.0, NaCí 0.5 M, MnCl2 1 mM, CaCl2 1 mM. Se cargaronen una
columnade Con A Sepharosa(Pharmacia)equilibradaen el mismotampóny sesometieron
aun flujo de lmVmin empleandoun equipo“Econo System”de Biorad. Las glicoproteínas
unidas al soporte se eluyeron con a.D-metilglucósido0.2 M preparadoen el mismo
tampón, y las muestrascon actividad MnP se agruparon,concentraron,dializaron y se
conservarona~20o(2.
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3.1 CARACTERIZACIóN DE LA PEROXIDASA MnPL DE Pleurotus

eryngll

3.1.1 Producción:Influenciadela fuentede nitrógenoy efectodel Mn2~

La frentede nitrógenoresultédecisivaparadetectaractividadperoxidasaen
P. eryngii (F¡g. 3.1). Todos los ensayosrealizadosutilizando medios con
tartratoamónicocomofuentede nitrógenoresultaronfallidos, a pesarde que
las condicionesfrieron similares a las empleadaspara el estudio de las
peroxidasasligninolíticas de 1>. chrysosporium.Sin embargo,cuando el
nitrógeno inorgánicose sustituyópor peptona,no solo se detectéactividad
peroxidasa(estimadapor la oxidación de Mn2~ a Mn3~) sino que los niveles
aumentarona medidaquese incrementabala concentraciónde peptonaen el

1000

800

a-c
2

800

400

200

O

Tiempo de incubacián (días)

Fig. 3.1. Actividad peroxidasaen cultivos agitadosde Pleurotus eryng¡¡ con
diferentesfuentesdenitrógeno.Medios ensayados:glucosa(2%)-tartratoamónico
(0.7%) (-u-), glucosa(2%)-”corn steepliquor” (0.5%)-extractode levadura(0.2%)
(-y-), extractode malta(2.7%) (-o-), glucosa(2%)-extractode levadura(0.7%) (-A-),

glucosa(2%)-peptona(0.7%) (-L -) y glucosa(2%)-peptona(0.5%)-extracto de
levadura(0.2%)(-o-). Laactividadseestimópor la fonnaciándeMit-tartratoa pH
5 (MnP). El gráfico interior muestrala máximaactividadobtenidaen función de la
concentraciónde peptonaen el medioglucosa-peptona-extractode levadura.

0 2 4 6 8 10 12 14 18

63
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medio, llegándosea alcanzar 3000 UII. Con otras fuentes de nitrógeno
orgánico,como el extracto de malta o el “com steepliquor”, no se detecté
actividado éstaapenassuperélas 100 U/l, como en el casodel extractode
levadura.Los mayoresnivelesde actividadsealcanzaronal añadiresteúltimo
compuesto,utilizado a menudocomo fuentede vitaminas,al medio glucosa-
peptona.

Tambiénse estudió la influenciade diferentesconcentracionesde Mn24
sobrelas actividadesenzimáticasen cultivos de P. eryngii en medio glucosa-
peptona-extractode levadura(Fig. 3.2). El Mn24 afectépositivamentea los
nivelesde AAO, aunquesolamentea muy altasconcentraciones,y no afectéa
los nivelesde lacasa.Porotro lado, los nivelesmáselevadosde peroxidasase
obtuvieronen ausenciade Mn2~. Una concentración5 xM de estecatión flie
suficienteparaproduciruna disminuciónde la actividadde aproximadamente
el 90%,y no sedetectéactividadcuandosuconcentraciónfue25 j.tM.

1000

800

ca‘ocao
0

a:e
2

600

400

200

o
01 10 100

Concentracián de Mn2~ QsM)

8

6

o

½

2

Fig. 3.2. Efecto de la concentraciónde Mn2~ sobre las máximas actividades
peroxidasa,AAO, y lacasaproducidasporPleurotuseryngi¡en cultivos agitados
enmedioglucosa-peptona-extractode levadura.La actividadperoxidasase estimó
porla formacióndel complejoMn3~-tartratoapH 5 (MnP).
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3. Resultados

3.1.2 Purificación

En las Hg. 33 y 3.4 se muestran los diferentes pasos del proceso de
purificación de la peroxidasaproducidapor P. eryngii en medio glucosa-
peptona-extractode levadura. En los distintos pasos de purificación la
peroxidasasesiguió por la absorbanciaquepresentael grupo hemoa 410 ¡un
y por su actividadsobreMn2t formandoel complejo Mn3-tartrato.El líquido
de cultivo ultrafiltrado se pasópor un cartucho-Qde intercambioiónico. La
peroxidasay la lacasano seunieronal gel a pH 4.5, mientrasque la AAO y la
mayorpartedel pigmentoquedaronretenidos.Las fraccionesno retenidasse
pasaronporuna columnade SephacrylS-200y la actividadcoincidió conun
pico de proteínadespuésdel pico de lacasa.La purificación se completópor
cromatografíade intercambioiónico en columna Mono-Q de las fracciones
conactividadprocedentesde Sephacryl.Trasesteúltimo pasode purificación
sedetectarondospicosconactividadperoxidasay unarelaciónA

4io/A280 muy
elevada. Las proteínas correspondientesa cada uno de los picos se
denominaronMnPL1 y MnPL2, y se comprobóque cadauna de ellas daba
una única bandatras electroforesisen condicionesdesnaturalizantes(SDS-
PAGE) (Fig. 3.5). Sucoeficientede extinciónmolara 406nmfue 150 000 kV
1 cm

1. Al fmal del procesode purificaciónse obtuvo un rendimientoglobal
del 56% y un factor de purificación de 27 y 24 para las proteínasMnPL1 y
MnPL2 respectivamente.

3.1.3 Caracterizaciónfisico-quimica

La masamolecularrelativa de las dos proteínasfue de 43 kDa cuandose
calculópor SDS-PAGE(Fig. 3.5 A) y de 37 kDa cuandoel cálculose realizó
por MALDI-TOF (Tabla 3.1 A). Por isoelectroenfoqueanalítico se pudo
comprobarque diferíanen el pI, 3.70para MnPL1 y 3.65para MnPL2 (Fig.
3.5 B). Estapequeñadiferenciafue suficienteparasu separaciónen columna
Mono-Q. Cuandose determinóel contenidoen azúcaresresultó que las dos
eranglicoproteínasconun 5% (MnPL1) y un7% (MnPL2) de carbohidratos.

La composiciónen aminoácidos(% molar) de las dos proteínas(MnPL1,
MnPL2) fue similar (11.7, 11.8D+N; 5.4, 5.4 T; 7.0, 6.8 5; 8.8, 9.0E+Q; 9.8,
9.7 P; 9.7, 10.4G; 13.5, 13.4 A; 5.3, 5.0 V; 1.2, 1.1 M; 4.5, 4.3 1; 7.1, 7.0 L;
0.0, 0.0 Y; 6.7, 6.8 F; 2.7, 2.7 K; 2.1, 2.2 H; 2.5, 2.7 R). Se secuencióel
extremoN-terminaly sepudo comprobarquediferíantan solo en 2 de los 17
aminoácidosidentificados (Tabla 3.1 A). Debido a estas características
consideramosque las proteínasMnPL1 y MnIPL2 podrían ser isoenzinias
codificadas por dos genes diferentes, como se había descrito para las
peroxidasasde otroshongosligninolíticos.
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Fig. 3.3. Purificaciónde la peroxidasapresenteencultivos líquidosdePleurotus
eryngii.A. Cromatografiaen cartucho-Q.B. CroniatografiaenSephacrylS-200.Los
perfiles correspondena las actividadesperoxidasa(estimadacomo Mn3~-tartrato,
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Fig. 3.4. Purificaciónde la peroxidasapresenteen cultivos líquidosdePleurotus
eryngii. CromatografiaenMono-Q y separaciónde las proteínasMnPLl y MnPL2.
Se muestranlos perfiles correspondientesa las actividadesperoxidasasobreMn2~
(MnP estimadapor la formaciónde Mn’ttartrato, -u-) e independientede Mn2~ (xS)
sobreDMP (-u-) y sobrealcoholveratrílico (-E-), junto con las absorbanciasa 280
nm (—) y 410 nm(—) y el gradientede NaC1(——).

3.1.4 Propiedadescatalíticas

Cuandose analizaronlas propiedadescatalíticas,se comprobóque las dos
proteínasoxidabanel Mn2~ en presenciade H

202 (pH óptimo 5), y además
tenían actividad peroxidasaindependientede Mn

2~ (pH óptimo 3) sobre
alcohol veratrílico, hidroquinonassustituidas(metoxihidroquinona),DMP, y
otrossustratosfenólicos.Las constantescinéticassepresentanen la Tabla3.1
B, donde se puede observar la mayor afinidad por el Mn2~ y la
metoxihidroquinona.
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TABLA 3.1. Propiedadesfisicoquímicas(A) y constantescinéticasdel estado
estacionario(B) de lasdasproteínasconactividadperoxidasa,MnPL1 y MnPL2,
purificadasapartirdecultivos líquidasdePleurotuseryngii.

MnPL1 MnPL2

A) Propiedadesfisicoquñuicas

— VolumendeeluciónenMono-Q(mi) 14.9
— Rendimiento(U/l) 187
— M~ porMALDI-TOF 37
- Al, porSDS-PAGE 43
— pI 3.70
- RelaciónA41dA~
— SecuenciaN-termunal

B) Km (uM) y V», (enparéntesis,U/mgY
-H2Q

Oxidación mediada por Mn
-DMP
Oxidación independiente” de Mn
-DMP
- alcoholveratrilico
— metoxihidwqumont

4.5
ATCADGRTrANAACCVL

6
20(158)

9 (32)

200(25)
3500(18)

16.5
375
37
43
3.65
4.5

ATCDDORThQ4AACCL

9
19(165)

9(34)

300(24)
3000(18)
19(26)

a Valoresmediosde las constantesaparentes
b LasreaccionesindependientesdeMii sellevaronacaboapH 3 y el restode las

reaccionesapH5
HeinflingetaL, 1998b
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3.2 CLONACION Y SECU?ENCIADEL GEN mnpl

3.2.1 Elaboraciónde sondashomólogasde DNA —

La estrategiaseguidapara la construcciónde una sondahomóloga fue la
representadaen la Fig. 3.6. La proteínaMnPL1 purificada, procedentede
columna Mono-Q, se hidrolizó con tripsina y los productosde hidrólisis se epurificaron por cromatografíade fasereversa.Se seleccionarondos picos,
correspondientesa los péptidosdenominadospep-5y pep-14,y se secuenció
su extremoN-tenninalasícomo el de la proteínapurificada.A partir de estas
secuencias se sintetizaron oligonucleótidos degenerados:Nt (secuencia
directa correspondientea una porcióndel extremoN-terminal de la proteína
madura)y 5 y 14 (correspondientesa la secuenciareversay complementaria
de parte del extremoN-terminal de los dos péptidos internos) incluyendo
dianasde restricciónparalas enzimasEcoRI (oligo Nt) y BamHI (oligos 5 y
14) en 51 Utilizando estos oligonucleótidos como cebadoresy DNA
genómicode P. eryngii como molde se amplificó por PCR un fragmentode
aproximadamente1 kb, tanto de la amplificaciónconlos oligos Nt y 14 como
con Nt y 5. El primero de ellos se clonó en pBluescript SK (+1-) y se

e
secuenció(1060pb). La secuenciarevelóuna identidadelevadacongenesde
otras peroxidasasligninolíticas (incluyendoMnP de Y. ostreatus,MnP y LiP
de T. versicolor y LiP de Y. chrysosporium),sugiriendoque el fragmento
debíacorresponderal gende la peroxidasade Y. eryngii.

De forma análogaseamplificó un fragmentode cDNA de 648 pb por RT- a

PCR. Para ello, se utilizaron los oligonucleótidosNt y 14, y RNA total
extraído de micelio de Y. eryngii en el momento de máxima actividad

3+ —peroxidasa(estimadacomo Mn -tartrato).Este fragmentose clonó también
en pBluescriptSK (+1-) y se comprobóque la secuenciacorrespondíacon la
obtenidaparael fragmentode 1060pb sin la porcióndebidaa los intrones.

3.2.2 “Screening”de las libreríasgenómicasy de cDNA

Se construyó una librería de DNA genómico de Y. eryngii en el fago
XEMBL3 tal como sedescribeenel apartado2.7.2. En el primer “screening” —
de la librería se plaquearonaproximadamente5 equivalentesgenómicosde Y.
eryngii, =l4000pfu,y seutilizó la sondade DNA de 1060pb. El resultadode
este “screening” fue la detección de 5 fagos recombinantes, no
independientes,que dieronhibridaciónpositiva con la sondade DNA (Fig.

e
3.6). Con cadauno de ellos se realizó un pasoadicional de “screening” a
partir del cual se aislaronfagos recombinantesindependientes.El númerode
fagos recombinantespositivos del primer “screening’ coincidió con el de
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Cromatografía en Mono-O
Cromatografla en C18 tras

hidrólisis con tripsina de la MnPL1

Secuencias Nt
MnPLI: TANAACCVL --->

pep-5: QSPLQGEI --c-->
pep-14: DNKGEAQSP -e->

“Screening” de la librería de DNA

Cebadores para PCR
5’ -cgggatcccGCNAAYGCNGCNTGYTGYGT—3’<Nt)
5’ -ggaattcATYTCNCCYTGNARNGGNSWYTG—3’<5)
5’ -ggaattcGGNSWYTGNGCYTCNGCYTTRTTRTC-3’(14)

Amplificación por PCR

NtIl4 Nt/5 Nt 5 14

Sonda de 1060 pb
<cionadalsecuenciada)

Fig. 3.6. Estrategiadedonacióndel genmnpl de Pleurotus eryngii.

MnPL2

MnPLI
pep-14
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Fig. 3.7. A. Digestión con Sail del DNA de los fagos recombinantesFí y F2
procedentesde la libreríagenómicadePleurotuseryngll que, unavez secuenciados,
se comprobóque codificabanlas proteínasMnPLl y MnPL2 respectivamente.B.
Análisispor el métodode Southem.La hibridaciónserealizó utilizandola sondade
DNA correspondienteal genquecodifica la proteínaMnPL1: (a)marcadoresde peso U

molecular(DNA del fago X digeridoconHindIII), (b) DNA de Fí y (c) DNA de F2.
u

equivalentesgenómicosplaqueados,sugiriendo la presenciade una única
copia del gen en el genoma de P. eryngi¡. El DNA de estos fagos
(denominadosFi a F5) se digirió con SalT y tras electroforesisde los —
fragmentosde restriccióny transferenciaa unamembranade nitrocelulosase
hibridó conla sondadeDNA parala MnPL1. En todoslos casossedetectóun o
fragmentodealrededorde4 kb quedabahibridaciónpositiva(Fig. 3.7). Estos
fragmentosse subclonaronenpBluescriptSK (+1-) y secuenciaron(clonesDl
aD5).

Por otro lado, se utilizó una librería de cDNA construida en el
bacteriófagoXgtlO a partir de mRNA extraídoen el momentode máxima
producciónde tránscritospara la proteínaMnPL (apartado2.7.3). En el
primer “screening” se plaquearonalrededorde 1500 pfu y se seleccionaron
tresfagos recombinantesquedieronhibridaciónpositivacon el fragmentode
648 pb. Con cadauno de ellos se realizó un pasoadicionalde “screening”,
comprobándoseque las placasde lisis volvían a hibridar con la sonda, se
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aislaron fagos recombinantesindependientesy se purificó su DNA. Los
fragmentoscorrespondienteal cDNA de la proteína MnPL (1.2 kb) se
subclonaronenpBluescriptSK (+1-) y secuenciaron(clonesCl a C3).

3.2.3MnPL1 y MnPL2 procedendedosalelosdel gen mnpl

La secuenciaciónde los subclonesde DNA y cDNA permitió identificar dos
secuenciasde DNA y sus correspondientescDNAs. Estos presentaronuna
única faseabiertade lectura (ORF) completacon capacidadparacodificar las
proteínas MnPL1 y MnPL2, identificadas por la diferencia en dos
aminoácidosdel extremo N-terminal (MnPL1/MnPL2: A4/D4 y V16/116)
(Tabla 3.1). El hechode que los clonesde DNA y cDNA de las proteínas
MnPL1 y MnPL2 diesenhibridaciónpositivacon la sondaconstruidapara la
proteínaMnPLl sugirió un gradode identidadmuy elevado.Posteriormente,
las dos secuenciasde DNA genómico (4016 nucleótidos) revelaron una
identidad del 99%. Este hecho,junto con el idéntico patrónde bandastras
digestióncon SalT del DNA de los fagos recombinantesFi y F2 (portadores
de las secuenciasde DNA correspondientesa las proteínasMnPL1 y MnPL2)
e hibridacióncon la sonda de 1060 pb (Fig. 3.7), sugirieronque las dos
proteínaspurificadasde cultivos líquidosde la cepadicariótica de P. eryngii
no eranel productode genesdiferentes,sino que estabancodificadospor dos
alelos (mnpll y mnpl2) del mismo genmnpl. Las secuenciasde DNA y cDNA
se depositaronen GeneBanK~con los números de accesoAF007221 y
AF007223parael alelo mnpll , y AF007222y AF007224parael alelo mnp¡2.

3.2.4Descripciónde la secoenciade nucleátidosdel genmnpl

La secuenciacompletade nucleótidosdel alelo mnpl2 (más larga que la del
alelo mnpll) y las secuenciasde las regiones5’ y 3’ no codificantesse
presentanen la Fig. 3.8. Esta incluye un total de 4016 nucleótidoscon un
contenidoG+C del 49%. La región 5’ no codificante, de 844 nt, incluye
elementosde uniónpara factoresgenerales,que ayudana la RNA polinierasa
U a encontrarel sitio de inicio de la transcripción,y posibleselementosde
regulación.Estaregiónpromotoraincluye unacajaTATAAA (posición-61 a
—56), doselementosCCAAT invertidosparaunióndel factorCTF (posiciones
-109 a -105 y -342 a -338) y una posibleseñalde unión para el factor SPI
(posición-368 a -363). Tambiénse identificaronsecuenciasparaproteínasde
eucariotasimplicadasen la regulaciónpor nitrógeno(AP2) (posición -199 a -

192) y carbono (CreA) (posiciones-137 a -142 y -388 a -383), ademásde
otrasde respuestaa metales(MRE) (posición-537 a -531)y a estrés,entrelos
queseencuentranunelementode choquetérmico(USE) (posición-352 a -
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—844 TOGA —841
—781
—721

CCTGTATAAACAATCGGTGAATCGCTTTATCAAGGTCTGATAACCGAAGGCATCAAACAT
GCCGAATTCATATCCAACTTCCGAAGGCTGCTTGGCGTCTCGCCCGTTACCGTACAGCTG
GAATGCGTTGACATCGTGTTACAAAGGTCGAATCACAGCTCGCGTATTAGAGCTACTGCG
ATCTTTGAAGGCGTACGCACTATCCTCGGAGCTTGGCCCCATTT#~X~~X1ATGATAT

LmJ
GGTGCCGAACTTTGCGCCATTGCTGACGACTACTAGTATTCTCAGAGTCGAACCTGGCTG

CTc~GOGCAATGAGAGGTCAGCGACCCAGACCCCGTTGAATCTTGAGAGGTAAGG

AAAGAAGATGGCCACCCTCGGATAATGGACATCCTCGATTGTGCAATCGCAATTCGTGCA

TTTGTGCATTGTCTACATGGCGAACTGCTAA CGGG GAATTCTGATAf~~~T

TTGTTGTf~~!!!~~TGATCAGGGTTTGTTAGCATCTTTGCCCGTAGCACTGG

LLJL2I~J
GACCCGTCGCGTCGGTCGCGCTCTCGGTCAAATGTATCGCATGGATCCCGCTCGACCTTT

AGGATGAGGTGGGAATACACGGCCTTTCCTTGCAGGTTAT CTATGGCAAA

CCTCTTCGTCGCGTCCACACACCAAAGCAATGGACCCt~~9r GACATTTCATGGAAA

CGAGGGATGG¶4K~T9T CGAGTCATCGATATACTGACTCTTTACTGTGCGTTTTTTCGf
ICTFI L

¡~~jGGTCGCCTACTAACTTTCTTTCTTCCCCAAGATCCAGTCTTACAACCCACTGCA
región rica en C/T

ATGTCTTTCAAGACGCTCTCCGCTCTCGCGCTTGCGCTCGGCGCCGCTGTCCAGTTCGCG

t4 5 F K TI SALA LA L G A AV QF A

AoTGgtggqcttcqtctctgaccacaatgtcgaggcaaccctgCtqactggtattttagC

Intrón 1
TGCTGTGCCTCTCGTCCAGAAACGCGCAACTTGCGACGACGGACGCACCACCGCAAATGC

A V P L V O 1< R tA T C D O G R T T A N A

TGCATGTTGCATTCTGTTCCCCATCCTCGATGACATCCAAGAAAACCTCTTCGACGGTGC
AOCI L F P II ODIO E NL F DG A

CoAGwGTGGAGAAGAcgtgttatacccattgtcctaatgcagaacqgctattaattcacg

O O G E Intrón u
cgcgtaCacagGTGCACGAGTCCCTTCGTTTGACTTTCCACGATGCAATCGGTTTCTCTC

y H SL L T D A 1 G F S P

CTAoTTlAsGgtaaggtaacgatcaccactcgtgttgtctaatttctaacccatgcaCaa

SA

T L G Intrón III

caQCGGAGGAGGAGCTGACGGTTCCATCATCGCGTTCGACACCATTGAGACTAATTTCCC

G G GAD G sil A FO TI E T NF P
CGCCAATGCTGCCATCGATGAAATCGTCAGTGCTCAGAAGCCATTCGTGGCTAAACACAA

A N A GIDE IV SA OK 2 F VA K H N
CATCTcCcCCGGCcACtTgtaagcagttcaagcCaaaggttaaagtqaCccttacaaatc
ISA G DF Intrón IV

aattctaqCATTCAATTTGCTGGCGCCGTTGGAGTCTCCAACTGCCCTGGTGGTGTCAGG
TOrA G A VG VS lEO 2 G GV Li

ATTCCTTTCTTCTTGGGTCGCCCGGATGCCGTGGCCGCCTCCCCGGACCACCTCGTGCCA

12FF L GR 2DA VA A SP O HL VP

GAGocTTTTGgtacgtttggatatggtaaaattatcaaCgagaactqaqqgtgtgggctC

Intrón ti
gca tagATTCTGTTGACTCCATTCTTGCCAGAATGGGTGACGCAGGCTTCAGTCCCGTCG

5V D SIL A a MG DA Gr SP VE

AoGTTGTTTGGCTccTsGCTTcgtgagtgcatggagatatgtaagtaccaccatcgatct

VV W 1 LAS Intrón VI

aa tÉ tqttgcc tagGCACTCCATTGCCGCTGCCGACAAGGTTGACCCATCGgtaaqtOga
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gctgcattggcaagtttgttgtgaaggctaatacctgataattgtctagATTCCTGGgta 1020

Intrón VII 1 P G 183

agagcgaacatccactgacgcggcatgctactgacttcatgtcagAACGCeATTCGATTC 1080

Intrón VIII T P®D 5 188

AACCCCCGGAGTTTTTGATTCTCAATTCTTCATCGAAACGCAACTTAAAGGCAGACTCTT 1140

T p G V F D 5 Q F F 1 E T O L 1< G R L F 208
CCCAGGgtaagcqattccatttcttctcaccacgatatgacccatcatgtttgtgtttag 1200

P G Intrón IX 210

CACTGCTGACAACAAGGGAGAAGCCCAATCTCCATTGCAAGGAGAGATCAGGCTTCAGTC1260

T A O N K G E A O S P 1 0 a E 1 P L 0 5 230

CGATCAcTTGgtgagaccattgtagttcattattctatCagtaatactgacaaatatcda 1320

®HL Intrón X 233

ctggatagTTGGCTAGAGgtacqattcttccttgcagccttgttaatgctcaccgflctcc 1380

L A R D Intrón XI 237

CaaagACCCCCAGACTGCCTGCGAATGGCAGTCCATGGTTAgtgagtaaaatattCCCtt 1440

PO TACE WQ 5 MVN 249

tcatactttataacatagagactgactacatcqccctactaccagACAACcAACCGAAGA 1500

Intrón XII N 0 2 1< 1 254
TTCAGAACCGTTTCGCTGCTACCATGTCGAAGATGGCTCTTCTTGGCCAAGACAAGACCA1560

O N Li F A A T M S K M A L L G O O 1< T K 274
AATTGATTGACTGTTCCGATGTTATCCCCACCCCTCCTGCCCTTGTCGGAGCGGCCCACT1620

1 1 0 C 5 0 V 1 p T 2 P A 1 V G A A H L 294

TACCGGCGGGATTTTCTCTTAGCGATGTAGAGCAAGCGgtaCgtgCaCatgtttCCCtgg 1680

PA G F SL 5 DV E O A 306

ataaatgaggggtctcaccatctgtgatcagTGCGCCGCGACGCCTTTCCCTGCTCTTAC 1740

Intrón XIII C A A T 2 y p A 1 T 316

TGCTGAcCCAGgtgaatacatgcggtgttaacattttatcaccgggccatttgaactgac 1800

A O 2 G Intrón XIV 320

tgatatctotcttcagGCCCAGTAACCTCCGTCCCTCCCGTgtaagttttcagtcaccca 1860

2 V T S V 2 2 V 328

gtatgttatggcgcgctcattgtctacgtctcctacagcCCTGGATCGTAAATGCTTCGA 1920

IntrónXV 2 G 5 ter 331

TACCTGAATATGCTCGTTCTGCTGCTATGAACTTCCAATTTTTGCCATTGGGTCTGTATT 1980
CGATTCTAGATGTTTGTGATATCAACTGTGTATAAATGATCTTTT TAT TTTTTT 2040

señal—pA
CTc~GAGTATGTTCGGGTGTCTACGACCATTGCCCAACGCTCTTGACTAAAATCTTCTC2100

sitio—pA
ATGGCAGTTGTGAATTTACCGGGGCTCTTCGTCCAGTATCGTGACACTGTTTTGAGGGTC2160

CGAGAATCTACAATTTAAATTACACCTTCTCAACTATTCTTGTTCTTCACCAGTAAGTAA2220
TCGAATAGATGTACATAAGGAGAATGGAGATGCACTTCCGCTCCCAATACGTATGGAGGA2280
ACGGAAAGCCGGCAGCTAGTAATAGACGGTATGCATTTATGCTACAAAGGGACGGTGTGT2340

GATTGGATTATCCAACAAAAGGTCGATAATTTGCCAAGCTTCGTCTTGAGTAACCTTGGA 2400
AAATCGTGCTTCCTTCATTCCTGCTGCTTTCCAAAGGCGAGCGAGTTCAGCGTGTCTAGC 2460
TCGAAACTGCCCCTCCGGTTGGTCATCCAGCGGCCACATCGAAGTCACGCCAACCGTTTT 2520
CCTTGCCCAATCCTCACCAGCAAGGGCCTTGAAGGTACCTTCGTAGGTGGCGATTGGTTG 2580
GATTCGGTTGTCTCCGATATTCTGCAAGTAGATAATACCATCCACGCGTCTCTTAGGGCA 2640
TCTAAATCATTCATGGTTAGTACATCGCGTGAATTGCTCTCGAGTTGAATGCCTAGCTTA 2700
CTTAGCATGAACTTCGGCAATCTGAATTTGGTCCATACTTTGCAGCTCAGGTGTGTCGAT 2760
AAAGATGATCTCGCTCTCCCGTGTGAGTAGCTCGTAAGGGATAGCCTCGACCTCTACTGT2820
ATTTGGTTCCAATGTCAGTTTATTTGGGTCAGAGGGCGGCATAGGCCTCCCAGTAGCTGA2880

GTTGATAAACTGAAAATACATGATAAACAACTCAGTAAAGGCCGGACTACCCGTTGAATA2940
GTAATCACCGTGGACCGCCCGGATCCTGACGCTCCCAAAAGTCTATCGAGTATTTTTAGC3000
TGGCTTTAGAAGCGCATTGGTGTTCAGAACGTACGCTATTACGCGAACCTAGC~CATT3060

GAGATATATTATTGAGGTTTACATAAAAGTATTGCATAAAGCGCACGCACCGAATTATAC3120
ATCCGATCGATTATGCGCCAGGCGTCTGCGTAGTCGCCATAAAATCGGTCGA 3172
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e

Tabla 3.2. Secuenciasconsensode unión para factores generalesde transcripción y
proteínas reguladoras.

Factorde transcripción

CTF
SP1

<+)
<+)

Secuencia5 ‘-~3 -

CCAAT
GGGCGG

Referencia

DynanyTjian (1985)
DynanyTjian (1985)

Elemento regulador

APi <-4-) TGASTMA LiyJaiswai,(1992)
AP2 (4) CCCMNSSS Dhawale(1993)
cYeA (—) SYGGRG Kulmburg eral. (1993)

HSE (+> C--GAA--flC--G Dynany Tjian (1985)
MRE (+) TGCDCNC Labbéerat(1991)

(+) activador, (—) represor
D=A,GoT;M=AoC;N Go R =A o G; 5 = Co G; Y =C oT

Fig. 3.8. (páginas anteriores)Secuenciade DNA correspondienteal genmupí de
Pleurotus eryngii (alelo mnpl2) y secuenciaproteicadeducida.Para facilitar la
posterior descripción del modelo moleculary la comparacióncon otras peroxidasas
descritas en la literatura, la numeraciónde los aminoácidosseinicia en el primer
residuode la proteínamadura(asterisco).Las secuenciasde inicio y fmalizaciónde
intrones, así como las secuenciasinternasde ramificación estánen cursiva. En la
región promotora aparecen recuadradas secuencias que unen factores de
transcripcióngeneralesy reguladores.En la región Y no codificante aparecen
recuadradasla señal y el sitio de poliadenilación.La secuenciadeducidapara la
MnPL2, (con unpéptidoseñalde 30 aminoácidos)presentadosposiblessitios de N-
y 0-glicosilación (doble subrayado),seis aminoácidoscaracterísticosde los lados
distal y proximal del hemo (cfrculos) y tres implicados en la unión a
(recuadrados). Las secuenciasconfirmadasporsecuenciacióndelextremoN-terniinal
de laproteínamaduray péptidos5 y 14 estánsubrayadas(estasdos últimas aparecen
solapadas). Los 60 aminoácidos que aparecen invariablemente después de
alineamiento múltiple de todaslas peroxidasasfúngicasexaminadassemuestranen
negrita.
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344) y un elementode respuestaantioxidante(APi) (posición -615 a -609).
Las secuenciasconsensoparaestoselementossepuedenveren la Tabla3.2.
Hay que mencionarque la secuenciaAPi difiere en un nucleótido de la
secuenciaconsensomásfrecuente.Entre la cajaTATAAA y el extremoY del
promotor hay una región rica en basespirimidínicas (66%), tal como se ha
visto en promotoresde genesque se expresanfuertementeen levaduras
(Dobsona al., 1982). La región 3’ no codificante,de 1261 nt, incluye una
posible señal de poliadenilación (5‘-AAATATA-3’) (Fernández-Larreay
Stahl, 1996) en la posición 2027-2033con respectoal codon de iniciación,
que no correspondeexactamentea la secuenciaAATAAA descrita para
eucariotas(Ballance, 1986). El sitio de poliadenilaciónse identificó en la
posición2044.

El gen mnpl estáconstituidopor 1911 nucleótidosy presentaunaregión
codificante de 1086 nt con un contenidoG+C del 53% y 15 intrones que
varíanen tamaño(47-65 nt). Algunos de ellos estánseparadospor exones
muycortos,como sucedeconlos intronesVII-VIII y X-XI, separadostan solo
por 8 y 10 nucleótidosrespectivamente.Las secuenciasdinucleotídicasen los
extremosde los intrones siguenla reglaGT----AG (Ballance, 1986) (Tabla
3.3). En la mayoríade los intronesse observansecuenciasde procesamiento
típicas de hongos filamentosos(Johanssony Nyman, 1996), aunque las
secuenciasconsensopara los sitios de procesamiento5’ (GTRNDN), y Y
(HAG), y sitio interno de ramificación (NNMTNAB) de los intrones son
ligeramentedistintas.Estasdiferenciasafectana 7 de las 15 secuenciasdel
extremode procesamiento5’ y solamentea unadel extremo3’ y a otra del
sitio internode ramificación(Tabla3.3).

Se evaluóel uso preferentede codonespara los distintos aminoácidos
comprobándosecierta selectividadpara algunos codonessinónimos. Así, la
histidina estásiemprecodificadapor el triplete CAC, la fenilalanina en el
83% de los casospor flC, la sernaen el 44% por TCC, la treoninaen el
42%por ACC y enel 37% por ACT, y la leucinaen el 34% por C’lT y enel
31% porCTC.

3.2.5 Descripción de la secuenciade aminoácidos

A partir de la secuenciacodificante se predijo una secuenciade 361
aminoácidospara las dos variantesalélicasde la proteínaMnPL. Treinta y
nueveaminoácidoscoincidieroncon las secuenciaspreviamenteobtenidaspor
secuenciacióndel extremoN-terminalde la proteínamaduray de los péptidos
procedentesde la hidrólisis con tripsina (Fig. 3.8). Además, se pudo
comprobarque los péptidos5 (comienzaen G216) y 14 (comienzaen L207)
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solapaban,explicandolos resultadosde PCR obtenidoscuandose construyó
la sondade DNA (Fig. 3.6).

Se dedujo la existenciade un péptidoseñalde 30 aminoácidoscuandose
comprobóqueel inicio de la secuenciapredichaparala proteínano coincidía
con el inicio de la secuencia de la proteína madura, conocida por
secuenciaciónde su extremo N-terminal. El péptido señal presentauna
secuenciaK-R, típica de procesamientoproteolíticoen el sitio de inicio de la
secuenciade la proteínamadura.

Tabla 3.3. Secuenciasde procesamientode intrones del gen mnpl (incluidas las dos
variantesal¿licas)y secuenciaconsensopropuesta.En negrita los residuosque vaitn con
respectoa la secuenciaconsensodeterminadapor Ballance (1991) para los hongos
filamentosos.

Intrón Procesamiento
Y

Distancia
(pb)

Sitio de
ramificación

Distancia
(pb)

Procesamiento
Y

1 OTSGSC 5 CTCTSAC 34 TAS
II STSTTA 9 TCCTAAT 30 CAS

III GTAASG 20 STCTAAT 17 CAO

IV STAASC 24 CCCTTAC 10 TAO

* CCATTAC
y OTACOT 26 AACTGAG 14 TAS

VI GTSAST 28 ATCTAAT 8 TAO

VII OTAAOT 28 OSCTAAT 14 TAS
VIII OTAAGA 9 CACTOAC 23 CAS
IX OTAASC 11 TTCTCAC 27 TAS

X OTOASA 28 TACTOAC 14 TAS
XI OTACCA 22 TGCTCAC 9 AAS
XII STOAOT 32 SACTOAC 16 CAO
XIII STACST 27 STCTCAC 10 CAS

XIV OTSAAT 36 AACTSAC 13 CAS
XV STAAST 26 CSCTCAT 15 CAS

consenso STRNDN 5-36 NNMTNAB 8-34 HAS

*Secuenciade ramificaciónde la variantemnpl¡ en el intrón IV
B=C,GoT;D=A,GoT;H=A,CoT;M=AoC;N=A,C,GoT;R=AoG

Ademásde los clonesde cDNA que codifican las dosvariantesalélicasde la
proteínaMnPL, tambiénse aisló y secuencióun cDNA que codificaba273
aminoácidos,resultantesde un procesamientoalternativoen el extremo5’ del
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intrón XII del alelomnpll. Dicho extremose desplazócuatronucleótidosen
dirección5’ y la secuenciade procesamientoGTGAGT fue sustituidapor la
secuenciaGTTAGT que, aunque no coincide en un nucleótido con la
secuenciaconsensodeterminadapara el gen mnpl, coincidecon la descrita
para hongosfilamentososGTDHSY. La secuenciade aminoácidospredicha
desdela posición 248 en que empiezaa variar con respectoa la proteína
MnPL1 seríarL’NRRFRTVSLLPCRRSLFLAKTRPN,pero no se identificó
el productoresultanteen los cultivos de Y. eryngii.

En la secuenciade aminoácidosse puedeobservarun único sitio de N-
glicosilación(NXS/T) localizadoen la posición de la N96. El contenidoen
carbohidratosunidosa estaasparaginarepresentaalrededordel 3% de la masa
molecular de la proteína MnPL, estimado por SDS-PAGE despuésde
tratamientoconendo-H.De igual forma se localizan42 residuosde Sil’ que
puedenser susceptiblesde 0-glicosilación. La composiciónen aminoácidos
obtenidapor hidrólisisácidaconcuerdaentérminosgeneralesconla deducida
de la secuenciadela proteína.Además,seconfirmala ausenciade tirosina.

La M~ deducidaa partir de la secuencia,34 553 parala MnPL1 y 34 581
para la MnPL2, se aproxima a la obtenidapor MALDI-TOF despuésde
deducirel contenidoen carbohidratostotales(ver Tabla3.1). Finalmente,el
pI teórico de las proteínasMnPL1 y MnPL2 (4.44 y 4.41 respectivamente)fue
mayor que el obtenido por isoelectroenfoque(flg. 3.5). Este podríaestar
afectado por los carbohidratosunidos a la proteína, aunque con mayor
probabilidad la diferencia sea debida a que el plegamiento afecta a la
exposiciónde los residuoscargados.

3.2.6Comparacióndelos alelosmnpll y mnpl2

Tras secuenciarvarios clones de DNA y cDNA se pudo determinarcon
precisión la secuenciade los dos alelos del gen mnpl. Las secuenciasde
aminoácidosy de nucleótidosdel gen y de las regiones5’ y 3’ no codificantes
se comparanen la Fig. 3.9. Ésta presentala totalidadde la secuenciamnpl2
(la de mayorlongitud) y las diferenciasobservadasen la secuenciamnpll.

Conuna únicaexcepción,las diferenciassonde un nucleótido,e incluyen
32 sustituciones,una delecióny una inserción.Aproximadamenteel 70% de
las sustitucionescorrespondena cambios de A por G o de T por C,
probablementecausadosdurante la replicación del DNA por las formas
tautoméricasde estasbases(formaenólicade T y G y forma imino de A y C).
El hechode que la variaciónen las regionesflanqueantes(1%), intrones(1%)
y exones (0.5%) sea muy parecida confirma que las dos secuencias
correspondena alelos del mismo gen. Las diferenciasmás significativasse
describena continuación:
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—844 TCGA
—837

CCTCTATAAACAAT ~3TGAATCGCTTTATCAAGCTCTCATAACCGAAGCCATCAAACAT

GCCCAATTCATATCCAACTTCCGAAGGCTGCTTGCCGTCTCCCCCGTTACCGTACACCTC

CAATCCGTTGACATCGTGTTACAAAGGTCGAATCACAGCTCGC~~~TTAGAGCTACTGCG

ATCTTTGAACGCCTAGI~fACTATI~fCGCAGCTTCGCCCCATTTGTGAGTGAGATGATAT

GGTCCCCAACTTTGCGCCATTGCTGACCACTACTACTATTCTCAGACTCGAACCTCCCTC

c~GACCGCAATGAGAGGTCAGCGAcI~¡CCAGM¿fCCTTCAATCTTGAGACCTAACC

AAAGAAGATGCCCACCCTCGCATAATCCACATCCTCCATTCTGCAATCGCPÉJTTCCTGCA

TTTCTGCATTCTCTACATGCCGAAC1~99T~AAGCCGGCGAAGAATTCTGATAGCCGCCCCT

TTGTTGTTGAAATTTTCAATTGGCAT~~A~GGTTTGTTAGCATCTTTGCCCGTAGCACTGC
GACCCCTCGCCTCGGTCGCGCTCTCGCTCAAATGTATCGCATGGATCCCGCTCGACCTTT
ACCATGAGGTCCGAATAf~CCGCCTTTCCTTGCAGGTTATCCCCATGCCTCTATCGCAAA

CCTCTTCGTCCCGTCCACACACCAAACCAATGCACCC TCTCCCCTCACATT TCATGCAAA
CGAGGGATGGTATTGGTCGAGTCATCGATATACTGACTCTTTACTCTCCCTTTTTTCCGT
ATAAAj~fTfGCCTA7ACTTTCTTTCTTCCCCAACATCCACTCTTACAACCCACTCCA

ATCTCTTTCAACACCCTqt~CpCTCTCGCGCTTGCGCTCGGCCCCGCTCTCCACTTCCCG

14SF 1< T LSA LA LA L CA AV OF A
AGTGgtgggcttcgtctctgaccacaatgtcqaggcaaccctgctgactggtattttaqC
SA
TGCTCTGCCTCTCGTCCAGAAACGCGCAACTTGcW~ACCCACCCACCACCGCAAATGC

A VP LV 01< RA T CI~¡~ GR T TANA

TGCATCTTC TT TGTTCCCCATCCTCCATGACATCCAAGAAAACCTCTTCCACGCTGC
GTT

A CCI E PI L D DI QE NL F DG A
y

CCACTGTGCAGAAGAGgtgttatacccattgtcctaatqcaqaacqgctattaattcacq
OC GE E

cgcqÉacacagGTGCACCAGTCCCTTCCTTTCACTTTCCACGATGCAATCGGTTTCTCTC
V HES L RL T PH DA 1 GP SP

CTACTTTACCgtaaqqtaacgatcaccactcgtgttgtctaatttctaacccatgcacaa
T L C

cagCGGAGGAGGAGCTGACGCTTCCATCATCCCCTTCCACACCATTCAGACTAATTTCCC
CC G A DG SIl AP D T TE T NF?

CGCCAATCCTGGCATCCATGAAATCGTCAGTGCTCAGAAGCCATTCGTGGCTAAACACAA
ANA GIDE IV SAQ 1< PP VA KM N

CATCTCCGCCGGCGACTTqtaagcaqttcaagccaaaggttaaagtgac ~d]t tacaaatc
c tacaa

ISA G DF
aaÉÉCtaqCATTCAATTTGCTGGCGCCCTTGGAGTCTCCAACTGCCCTCCTCGTCTCACG

10 FAGA VG VS NC PC GV E
ATTCCTTTCTTCTTGCGTCCCCCCGATGCCGTGGCCGCCTCCCCGCACCACCTCCTCCCA
IP PP LCR? DA VA A SP D HL VP
CAGCCTTTTCgtacgtttggatatggtaaaattatcaacgagaactqaqqgtqtgggctc
E PP D
gcatagATTCTCTTGACTCCATTCTTCCCAGAATCGT ACGCAGGCTTCACTCCCCTCC

5V D SIL A Li A CF SP VE

AGGTTCTTTGGCtCCTCCCtTCgtgagtgcatgqagatatgtaaqtaccaccatcgatct
VV W L LAS

~

H SI A A A D KV D PS

—841
—834
—781
—774

mnpl2
¡nnpll
n2npl 2
n2npll
mnpl 2
rnnpll
ninpl2
ninpl 1
ninpl2
ninpll
mnpl 2
mnpll
mnpl 2
nuipll
mnpl 2
znnpll
mnpl 2
mnpll
mnpl 2/1
mnpl 2/1
mnpl 2
mnpll
mnpl 2/1
mnpl 2/1
mnpl 2

—1 mnpll

—221
—714
—661
—654
—601
—594
—541
—534
—481
—480
—421
—421
—361
—361
—301
—241
—181
—181
—121

—61
—1

60 mnpl2
60 mnpll

—11 MnPL2/1
120 mnpl2/1

—9 MnPL2/1
180 mnpl2
180 mnpll

12 MnPL2
12 MnPL1

240 mnpl2
240 mnpll

32 MnPL2
32

300 rnnpl2/1
37 MnPL2/1

360 ninpl2/1
54 MnPL2/1

420 mnpl2/1
57 MnPL2/1

480 mnpl2/1
76 MnPL2/1

540 rnnpl2/1
96 MnPL2/1

600 ninpl2
600 mnpll
102 MnPL2/1
660 mnpl2/1
119 MnPL2/1
720 mnpl2/1
139 MnPL2/1
780 mnpl2/1
143 MnPL2/1
840 mnpl2
840 mnpil
161
161
900 mnpl2/1
168 MnPL2/1
960 ¡nnpl2
960 mnpll
180 MnPL2/1
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@gcattqgcaagtttgttgl4~jaaggctaaÉacctgataaÉtqtctagATTcCTCGgta 1020 mnpl2[~J 1020 mnpll
1 P G 183 MnPL2/1

1080 mnpl2~
1080 mnpll

~Y P F 0 5 188 MnPL2/1
AACCCCCCGAGTTTTTCATTCTCAATTCTTCATCCAAACGCAACTTAAACCCACACTCTT1140 mnpl2/1

P C V F 0 5 0 F F 1 E T O L 1< C 208MnPL2/1
1200 mnpl2~
1200 mnpll

P C 210 MnPL2/1
CACTGCTCACAACAAGCGAGAACCCCAII4tÑ~CATTCCAACCACAGATCACGCTTCAGTC1260 mnpl2

1260 ninpll
T A O N 1< G E A 0 5 P L O G E 1 Li L 0 5 23OMnPL2/1

CCATCACTTCqtgagaccattgtagttcattattctatcaqtaatactgacaaatatcca 1320 mnpl2/1
O H L 233 MnPL2/1

ctggatagTTGCCTACAGgtacgattcttccttqcagccttqttaatqctcaccgcctcc 1380 mnpl2/1
L A R D 237 MnPL2/1

CaaagACCCCCAGACTCCCTGCCAATCGCAGTCCATCCTTAgtgagtaaaatattCCCtt 1440 mnpl2/1
P O T A C E W 0 5 14 V N 249 MnPL2/1

tcatactttataacataqagactgactacatcgccctactaccagACAACcAACCGAAGA 1500 mnpl2/1
N O P 1< 1 254 MnPL2/1

TTCAGAACCGTTTCGCTGCTACCATGTCGAAGATGGCTCTTCTTGGCCA3~GAC~GACCA1560 mnpl2/1
O N Li FA A T 14 5 1< ¡<A L L G O D 1< T 1< 274MnPL2/1

AATTGATTGACTGTTCCGATGTTATCCCCACCCCTCCTCCCCTTGTCCCACCCGCCCACT1620 mnpl2/1
L 1 D C 5 D V 1 P T P P A L V C A A H L 294 MnPL2/1

TACCCCCCCGATTTTCTCTTAGCCATCTAGACCAACCCgtacgtqcacatgtttcccÉgg 1680 mnpl2/1
P A G F 5 L 5 0 V E O A 306 P4nPL2/1

ataaatqaggggtCtCaCCatCtgtg2tCagTCCGCCCCGACCCCTTTCCCTGCTCTTAC 1740 mnpl2/1
C A A T P F P A L T 316MnPL2/1

TCCTGACCCAGgtgaatacatgcggtqttaacattttatcaccqgqccatttgaactgac 1800 mnpl2/1
A D P G 320 MnPL2/1

tgatatCtCtCttCagCCCCAGTAACCTCCCTCCCTCCCGTgtaagttttcagtcaccca 1860 mnpl2/1
P V T 5 y p P V 328 MnPL2/1

gtatgttatggcgcgctcattgtctacgtctcctacagCCCTCCATCGTAAATGCTTCCA 1920 mnpl2/1
1’ C 5 ter 331 MnPL2/1

TACCTCAATATGCTCGTTCTGCTCCTATGAACTTCCAATTTTTGCCATTGGGTCTGTATT1980 mnpl2/1
CCATTCTACATGTTTGTGATATCAACTCTGTATAAATCATCTTTTGAAATATACTTTTTT 2040 mnpl2/1
CT~~GTATCTTCCCGTCTCTACGACCATTGCCCAACGCTCTTGACTAAAATCTTCTC 2100 mnpl2

2100 mnpll
ATGGCACTTGTGAATTTACCGCGGCTCTTCGTCCAGTATCGTCACACTGTTTTGACGGTC2160 mnpl2/1
CCAGAATCTACAATTTAAATTACACCTTCTCAACTATTCTTGTTCTTCACCAGTAAGTAA2220 mnpl2/1

2280 rnnpl2
T

9~ATAGATGTACATAAGGACAATGGACATCCACTTCCGCTCCCAATACdtJ~TCGAGGA
2280 mnpll

ACGGAAACCCGCCAGCTAGTAATAGACGGTATGCATTTATCCTACAAAGCCACCGTCTGT2340 mnpl2/1
CATTGGATTATCCAACAAAAGCTCGATAATTTGCCAACCTTCGTCTTGACTAACCTTCGA2400 mnpl2/1
AAATCGTGCTTCCTTCATTCCTGCTCCTTTCCAAAGCCGAGCGAGTTCACCCTGTCTACC2460 ninpl2/1
TCCAAACTGCCCCTCCGGTTGCTCATCCACCGCCCACATCGAAGTCACCCCAACCCTTTT2520 mnpl2/1

2580 mnpl2CCTTCCCCAATCCTCACCAGCAACCGCCTTGAAGCTACCTTCGTAGGTCGCGA1ffGTTG
2580 mnpl1
2640 mnpl2

GATQGGTTGTCTCCGATATTCTCCAAGTAGATAATACCATCCACGCGTCTCTTAGCCCA
2640 mnpll

TCTAAATCATTCATCCTTACTACATCCCCTGAATTGCTCTCGAGTTGAATGCCTACCTTA2700 mnpl2/1
CTTAGCATGAACTTCGGCAATCTGAATTTGGTCCATACTTTGCAGCTCAGCTGTGTCGAT2760 ¡nnpl2/1

2820 mnpl2
AAAGATGATCTCGCTCTCCCCTGTCAGTAGCTCGTAAGCCATAGCCTCGAcflTc9CTCT

2820 mnpl1
~frTTCCTTCCAATGTCAGTTTATTTCCCTCAGAGGGCCGCATAGGCCTCCCAGTAGCTGA 2880 mnpl2

2880 mnpll
GTTGATAAACTCAAAATACATCATAAACAACTCAGTAAACCCCCGACTACCCCTTCAATA2940 mnpl2/1
GTAATCACCCTGGACCGCCCGGATCCTGACGCTCCCAAAAGTCTATCGAGTATTTTTAGC3000 mnpl2/1
TCGCTTTAGAAGCGCATTCGTCTTCAGAACGTACCCTATTACGCGAACCTACCAAACATT3060 mnnpl2/1
CACATATATTATTCAGCTTTACATAAAACTATTGCATAAAGCGCACGCACCCAATTATAC3120 mnpl2/1
ATCCGATCCATTATGCCCCACGCCTCTCCCTAGTCCCCATAAAATCCCTCGA 3172 mnpl2/1
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u

a) Una deleciónde 7 nucícótidos(posición-539 a -533) queafectaa cinco
nucleótidos de un posible MRE. Esta deleciónsugiere que el alelo —
mnpl2podríaestarreguladopormetales,aunquehastaahorano se han
obtenidoevidenciasqueconfirmenestaposibilidad. e

b)Tres sustitucionesde un nucleótido (posiciones156, 191 y 816) que
provocan un cambio en tres aminoácidosde la proteína madura

U
(MnPL2—>MnPL1: A4D, V161 y S153G). La sustitución de los dos
primerosaminoácidosfue útil para la identificaciónde los productos
codificadospor los dos alelos ya que se encuentranen el extremoN- U

terminalde la proteínamadura.
c) La sustituciónde un nucleótido en la posición 2046 de la región no U

codificante, que probablementetambién afectó a la transcripción,ya
quepodríaserla causadeun desplazamientode 30 nucleótidosdel sitio
de poliadenilaciónen el mRNA (de la posición2044 en el alelo mnpl2
a la posición2074 enmnpll).

9

3.2.7 Secuenciasrelacionadasen otros hongosligninolíticos
e

Parallevar a cabo estabúsquedaseutilizó la técnicade “Southernblot”. El
DNA de diferenteshongos,digerido parcialmentecon EcoRIy con HindIII,
se hibridó con la sondade DNA de 1060pb. Los resultadospresentadosen la
Fig. 3.10 muestranhibridaciónpositiva con el DNA de F. fomentarius,C.
gallica, P. radiata y H. annosum(dos bandasde hibridacióntras digestión U

conEcoRI).Las bandasde hibridaciónfueronde baja intensidadconel DNA
de Y. cinnabarinusy A. niger, y no se detectóseñalalgunaconel DNA deP.
chrysosporiumy P. chrysocrea. u

U

Fig. 3.9 (en la páginaanterior) Comparaciónde los alelos nmmpil y mnpl2. Para
facilitar la comparaciónse muestranlas secuenciasde nucleótidosy aminoácidos
correspondientesal alelo mnpl2 (que presentauna secuenciade nucleátidosmás U

largaque la del alelo mnpll) y solamenteaquellosnucleótidoso tripletes (región
codificante)y aminoácidosdel alelomnpll quedifierende mnpl2. las filas marcadas
como mnpll/2 o MnPL1/2 presentan idéntica secuencia de nucleátidos y —
aminoácidos,respectivamente,en ambosalelos.Las delecionesseindican con rayas
y las secuenciasobtenidaspor secuenciaciónde los extremosN-terminal aparecen
subrayadas.Las diferenciasmás importantesestánindicadascon cajasy círculos (en
negrita), e incluyen: una deleción de siete nucícótidosque afecta al MRE, tres
sustitucionesde un nucleótido que provocan un cambio en tres aminoácidos,y el
cambioen un nucícótidoqueprobablementehacevariarel sitio depoliadenilación.

u
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madera(Barrasaet al., 1992). Las diferenciasentre los genesque codifican
peroxidasascapacesde oxidar Mn2~ en Y. chrysosporiumy Y. eryngii ya

ehabíansido apuntadascon anterioridad(Sarkaret al., 1997) por la falta de
hibridacióndel DNA de P. chrysosporiumconsondasespecíficasparael gen
mnpsl de Y. eryngii y un gen mnp de Y. ostreatussimilar al descrito por e

Asadaa al. (1995a).
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3.3 MODELADO MOLECULAR DE LA PEROXIDASADE Pleurotus
eryngii

Las propiedadescatalíticasde una enzimaestánrelacionadascon aspectos
específicos de su estructura molecular. Con objeto de encontrar una
explicacióna las propiedadescatalíticasde la peroxidasaMnPL de P. eryngii,
se construyeronmodelos molecularespara las variantes alélicas MnPL1 y
MnPL2 sin péptido señal. Estos modelos se realizaronpor homología de
secuencia,utilizando como molde los modelos cristalográficos de las
peroxidasasLiP-H8, LiiP-H2 y MnP1 de Y. chrysosporiumy ARP-CIP de
Coprinus. Todas ellas presentanuna identidad de aminoácidoscon la
peroxidasaMnPL deY. eryngii de 49-60%.

3.3.1 Descripcióndel modelo

En las Fig. 3.11 y 312 se puedever una representaciónesquemáticade la
estructuramolecularde la peroxidasaMnPL de Y. eryngii, asícomo algunos
detallesde la regiónquerodeaal grupohemo(MnPL1 y MnPL2 no presentan
diferenciassignificativasa la hora de describirel modelo).El modelorefmado
presentauna buena geometría, con unas desviacionesmedias (nns) en
distanciasy ángulosde enlacede 0.016ky 1.600 respectivamente,e incluye
los siguienteselementos:

a) Docehélicespredominantementea (conporcionesde estructura~ en
las hélicesA y F) denominadas,siguiendola nomenclaturade la CcP
(Finzel e: al., 1984), como hélices A (A12-N27), B (E36-G51), B’a
(S64-A67), BI (D69-E72), C (181-H95), D (A99-N1 13), E (V145-
MSS), F (P159-1171),G (S195-E200),U (E229-R236), 1 (A241-
M247) y J (E251-A266);cuatroláminas¡3 de dosaminoácidos(F123-
L124, E217-A218, R227-L228 e 1276-D277); y 3 hélices ~ muy
cortas,defmidas por los aminoácidosP76-N78, S279-V281 y L300-
D302.

b) Cuatro puentes disulfuro (C3:C15, C14:C278, C34:C114 y
C242:C307).

c) La cavidad del hemo, que incluye un grupo hemo de tipo b y los
residuosdel lado distal (R43, F46, H47, implicadosen la reaccióncon
el 11202)y del ladoproximal (11169,F186y D231;el Nsde la histidina
actúa como quinto ligando del Fe3~) conservadosen todas las
peroxidasasfúngicas, con la única excepción de la ARP-CJP de
Coprinusquepresentauna leucinaen la posiciónocupadapor la F186
de la peroxidasaMnPL de Y. eryngii.
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d) Dos sitios de unióna Ca2~,en los queparticipanlos oxígenosdel D48,
G60, D62 y S64 (Ca2~ distal que une las hélicesB y B’

8), y S170,
D187,T189, V192 y D194 (Ca

2+ proximal queune la héliceF al lazo
queseencuentraentrelashélicesF y G).

F¡g. 3.11. Representaciónesquemáticadelmodelo molecularde la peroxidasaMnPL
de Pleurotus eryngii (variantealélicaMnPL1). En el modelo se muestrala posición de
doce hélices predominantementea (cilindros), cuatro láminas de dos aminoácidos
(flechas),el grupo hemo,el Mn2~ y los extremosC y N terminal(esteúltimo detrásde la
héliceA).
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3. Resultados

e) Un sitio de unión a Mn2~ en el que están implicados los oxígenos
carboxílicosde tres residuosácidos(E36, E40, Dl 75) y el propionatodel
anillo C del grupo hemo(propionatointerno),que permitela fijación del

2+
Mn en la vecindaddel hemoy la transferenciade electronesal anillo de
porfirinadel compuesto¡ o al Fe4~del compuestoII.

Fig. 3.12. Detallede la cavidaddel grupohemoy sitio de unión a Mn2~ del modelo
molecularde la peroxidasaMnPL de Pleurotuseryngii (variantealélicaMnPL1). Se
muestrala posiciónde los aminoácidosrelevantes,las hélices y los puentesde hidrógeno
en el entornodel grupohemo(el Mn2~ aparecerepresentadocomouna esferade vander
Waals).
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u
3.3.2 Superposiciónde la peroxidasaMnPL con otras peroxidasasde
hongos

Todas las peroxidasasde las clases1 y U compartenla mismatopografía
helicoidaly plegamientoterciario. Basándonosenestehecho,sesuperpusoel —
modelomolecularconstruidoparala peroxidasaMnPL1 de P. eryngii con los
modeloscristalográficosde la LiP y MnP de Y. chrysosporium,y conel de la e
ARP-CIP de Coprinus, obteniéndoselas siguientesdistanciasmedias entre
sus Ca: 1.24 A con la LiP-H8 (329 residuoscomputados),1.47 A con la
ARP-CIP (328 residuos),1.48 A con la LiP-H2 de Y. chrysosporium(327 —
residuos)y 1.49 A con la MnP1 de Y. chrysosporium(324 residuos).Este
resultadoindica una elevadaafmidadestructuralcon la LiP-HS, teniendoen
cuentaque la distanciamedia entrelas isoenzimasH2 y 118 esde 1.1 A. Las
diferenciasmássignificativasen la arquitecturaglobal de los modelos(Hg.

U3.13)se describenacontinuación:

a) Una largacola en la regiónC-terminal(flecha superiorderecha)de la
Mnl>1 de Y. chrysosporium(la cola de la peroxidasaMnPL es 17 y 3
residuosmáscortaquelas de la MnP1 y LiP-HS respectivamente).

b) Un lazo de 7 residuos (flecha inferior derecha)en la MnP1 de Y.
chysosporium(L228-T234),que no apareceen las otras peroxidasas
comparadas. —

c) Un lazo internoen la zonade F301 (flecha interior) de la LiP-H8 de Y.
chrysosporium,que es máscorto en la MnP1 de Y. chrysosporiumy
estáausenteenla peroxidasaMnPL de Y. eryngii.

d) Un tercerlazo de 6 residuos(flechasuperiorizquierda)enla LiP-H8 de
U

P. chrysosporium(E57-F62),quees másreducidoen la MnP1 de este
hongoy estáausenteen la peroxidasaMnPL deY. eryngii (estaregión
presentafactoresB elevadosentodaslas peroxidasasfúngicas,al igual U

que las que conectanlas hélices E y F, y la cola C-terminal de la
peroxidasaMnPL, e incluye cierta con formación helicoidal en las

U
peroxidasasARP-CIPy LiPH8).

U

e
F¡g. 3.13. (pagina siguiente) Imagen estereoscópicade la superposición del
modelo de cintas de la peroxidasa MnPL de Pleurotus eryngii (variantealélica
MnPL1) (color rojo) con los de las peroxidasasMnP1 y LiP-H8 de Phanerochaete U

chrysosporiumyARP-CIP de Copñnus(colornegro).
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3.4 REGULACIÓN TRANSCRIPCIONAL DEL GEN mnpl

Tras la identificaciónen la región5’ no codificantedel genmnpl de unaserie
de elementosquepodríanestarimplicadosen la regulaciónde su expresión,
incluyendoun AP2, un MRE (ausenteen el alelo mnpll), un HSE, un APi y
dos CreA, y conociendo el efecto que tienen determinadoscompuestos

2+(incluyendo Mn y peptona)sobre los niveles de actividad peroxidasa,sellevaronacaboestudiosderegulacióna nivel transcripcionaldel genmnpl.

3.4.1 Influencia de la peptona

En los estudiosde regulaciónde la transcripcióndel genmnplporpeptonase
utilizó RNA de Y. eryngii crecido en glucosa-tartratoamónico-extractode
levaduray glucosa-peptona-extractode levadura(condicionesproductorasy U

no productorasde actividadperoxidasarespectivamente).En la Hg. 3.14 se
puede observarun aumento de transcritosdel gen mnpl en presenciade
peptona,conun máximodespuésde cinco díasde incubación,comparadocon
el mantenimientode niveles basalesen el medio con tartrato amónico. En

U
estosexperimentossepusode manifiestocierta inestabilidaddel mRNA de la
peroxidasaMnPL, ya que los nivelesmáximosdisminuyeronun 80% en tan
solo dos días(disminuciónque se reflejaen la curva de incrementodiario de —

la actividad peroxidasa).Estos datos contrastancon la estabilidadde la
actividaden el líquido de cultivo, que se mantieneporencimade las 600 u/l —
durantecuatrodías.Sinembargo,a partir del día nuevepredominael proceso
degradativoy la actividadperoxidasadesciende.

Cuandola adiciónde peptonase realizó sobremicelio lavadocrecidoen
medioproductorde la peroxidasasedetectóun ligero descensode los niveles
de mRNA iniciales, comparadocon la drásticadesapariciónobservadaen el —

control sin peptona(Fig. 3.15). En el micelio incubadoen presenciade esta
frente de nitrógeno se determinóun contenidoen trAnscritos a los treinta
minutos equivalente al 65% del inicial, mientras que en el control (sin
peptona)pasóa serdel 3% en el mismo tiempode incubación.Los nivelesde
mRNA a los 60 y 120 mm de incubaciónno se muestranen la Fig. 3.15 ya
que fueron independientesde la presenciao ausenciade peptona.Aunque la
peptona no fue capaz de mantener los niveles iniciales de mRNA, los
resultadosobtenidosparecenindicarqueo bien influye en la síntesiso en la
estabilidadde los trAnscritos.
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u

Control

o is 30

Peptona

o 15 30

Fig. 3.15.Efectodela peptonasobrela transcripcióndelgenmupí en micelio de
Pleurotus eryngii en el que estaba inducida la síntesis de mensajeros.A.
Hibridación, con las sondasde cDNA del gen rnnpl y DNA ribosómico de
Drosophila melanogaster,de muestrasde RNA total procedentede micelio de
Pleurotuseryngi¡ crecido en medio glucosa-peptona-extractode levaduradurante
seisdías, lavadoy resuspendidoen tartratosódico20 mM, pH 5 con o sin peptona(5
g/l), e incubadoa 280C y 180 rpm durante30 miii. B. Cuantificaciónde los niveles
de mRNA de la peroxidasaMnPL, respectoal rRNA, enpresencia(-u-) o ausencia
(-A-) depeptona.

Posteriormentese fraccionó la peptonapor cromatografíade exclusión
molecularen SephadexGis (Fig. 3.16A), y secultivó P. eryngiíen medio
glucosa-tartratoamónico-extractode levaduraal que se añadió cadauna de
las fraccionesa una concentraciónequivalentea 5 g/í de peptona.En los
medios preparadoscon las fraccionesde bajo peso molecularse detectó
actividadperoxidasaúnicamenteen los primerosdíasde cultivo. Los mayores
nivelesde actividad se detectaronen el medio preparadocon la fracciónde
alto pesomoleculara tiempos de incubaciónmáslargos (Fig. 3.16 B). Esta
fracción pareceser la responsabledel efecto provocadopor la peptonasobre
la actividadperoxidasadeP. eryngii. Cuandoseañadieroncasaminoácidosen
lugar depeptonano seprodujoprácticamenteningúnefecto.
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Fig. 3.16. A. Fraccionamientode la peptonaen SephadexG15. B. Actividad
peroxidasa(estimadacomoMin3+.tartrato,MnP) tras la adición de las diferentes
fracciones(y casanuinoécidos)al medio glucosa-tartratoamónico-extractode
levadura.Comocontrolseempleómediosin suplementar.
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U
Considerandoestos resultadosconjuntamentepodríamosdeducirque la

inducción de la actividadperoxidasapor la peptonaes debida a péptidos,
como sucedeen Bjerkanderasp. (Mestera al., 1996), y no a aminoácidos. U

Los péptidos de las fracciones de bajo peso molecular provocaríanla
inducción de la transcripcióndel gen mnpl a tiempos cortos, pero por su
caráctermmoritario el efecto aparecelimitado en el tiempo. La fracción
mayoritariade alto pesomolecularnecesitadavariosdíasde incubaciónpara

U
ser hidrolizada por el hongo, dando lugar a péptidos pequeñosque
provocaríanun aumentosignificativo y establede la actividadperoxidasaen
el mediode cultivo.

3.4.2 Efectodel Mn2~ U

El efectoproducidoporel Mn2~ sobrelos nivelesde mRNA de la peroxidasa
MIIPL se investigóen cultivos líquidos de Y. eryngii, con peptonao tartrato U

amónico como fuentes de nitrógeno. En presenciade 25 pM Mn2~ no se
detectóen ningún casoactividad MnP en el liquido de cultivo, ni mRNA U

procedentede la transcripcióndel genmnplenel micelio.
2+Al igual queenel casoanteriorseestudióel efecto del Mii sobremicelio

U
de Y. eryngii lavado crecidoen condicionesproductorasy no productorasde

2+
peroxidasa.El Mn no presentóefecto alguno cuando se añadió sobre
micelio crecido en condicionesno productoras(Hg. 3.17 A). Sin embargo, U

cuando la adición se llevó a cabo sobre micelio crecido en condiciones
productoras,los nivelesde partidade mRNA de la peroxidasaMnPL no solo U

no descendieronsino que aumentaronligeramenteen los quince primeros
minutos (Fig. 3.17 B y 3.17C). Este resultadoes difícil de explicar, puesto
que no se había detectadoactividad MnP cuando la peptona y el Mn2~ U

formabanpartedel medio de cultivo (Fig. 3.2). Los resultadosobtenidosa los
60 y 120 min de incubación no se muestranya que, al igual que en los
estudiosrealizadosconla peptona,sonindependientesde la adicióndel Mn2~.

3.4.3Respuestaal estrésoxidativo

Se estudió la respuestamediadapor diferentesespeciesactivas de oxígeno U

sobrela transcripcióndel genmnpl. La adiciónde 11202 (500 pM) al micelio
produjoun aumentode los nivelesde mRNA de la peroxidasaMnPL con un U

máximo a los 60 mm de incubación, comparadocon el ligero aumento
experimentadoa los 30 min por el control sin 11202 (Fig. 3.18). Despuésde
dos horas los nivelesdisminuyeronun 33% respectoal máximo observado. —

Previamentela concentraciónde H
202 habíadescendidoa 70 pM en 15 mm y

prácticamentedesaparecidoa los 30 mm. U
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Control
0 15 30 60 120

Control
0 15 30

0 15 30

0 15 30 60

Fig. 3.17. Efecto del Mn2~ sobre la transcripción del ge. ¡nnp¡ en PkwoIus
eryng¡L Hibridación de muestras de RNA total obtenidas,a diferentestiempos,de
micelio de Pleurotuseryngii incubadoen tartrato20 mM, pH 5, con o sin Mn2~ El
micelio procedede cultivos en medioglucosa-tartratoamónico-extractodc levadura
(A) y glucosa-peptona-extractode levadura de levadura (B) (condiciones no
productoras y productoras de la peroxidasa MnPL respectivamente). C.
Cuantificaciónde los nivelesde mRNA de la peroxidasaMnPL, respectoal rRNA,
enpresencia(-u-) o ausencia(-A-) de Mn2~ enel caso(B). Comosondasseutilizaron
el cDNA del genmnpl y el DNA ribosómicodeDrosophflamelanogaster.
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U

H202
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Fig. 3.18. Efecto del H202 sobre la transcripcióndel genmnpl. A. Hibridaciónde
muestrasde RNA total procedentede micelio de Pleurotus eryngii incubadoen
presenciao ausenciade H202 (500 »M). Como sondaseutilizó DNA ribosómicode
Drosophila ¡nelanogastery cDNA del genmnpl. B. Cuantificaciónde los nivelesde
mRNA de la peroxidasaMnPL respectoal rRNA en presencia(-u-) o ausencia(-A-)

de H202. En línea discontinuase muestranlas variacionesen la concentraciónde
H202.El efectode otrasespeciesactivasde oxigenosemuestraen la Fig. 3.19.
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autoxidaciónde la correspondientesemiquinonaen el “redox-cycling” de la
menadiona(el 02 formado puedetenerun efecto por si mismo o dismutar
dando11202). El radicalhidroxilo (0H~) segeneróal añadirFe3~a la reacción
anterior,que fue reducidopor el 02 dando lugar al reactivo de Fenton(en
presenciadel 11202 formadotambiéna partir del 029 (verel apartado2.8.2).
El resultadose muestraen la Fig. 3.19. La inducciónde la transcripcióndel
genmnpl por el O11~ (en presenciade menadionay Fe3~) se detectóa los 15
mm, momentoen el cual la acumulaciónde rnRNA de la peroxidasaMnPL
fue máxima.Aunqueel contenidoen trAnscritosseredujo levementetras una
hora de incubación,los niveles se mantuvieronelevadostras dos horas de
incubación(comoera de esperarpor el caráctercíclico del sistemautilizado,
que garantiza la producción continuada del OH.). El funcionamientodel
sistemaproductordel 0H• se vio confirmadopor la falta de acumulaciónde
11202 extracelular, que rápidamente reaccionacon el Fe2~ formado tras
reacciónentre ~ y 02 paradarlugaral 0H~ (verFig. 2.1).

Los controlesrealizadosdieronlos siguientesresultados(Fig. 3.19) i) en
ausenciade menadionay Fe3~no se produjo un aumentosignificativo del
mRNAde la peroxidasaMnPL, aunquesedetectóunapequeñaproducciónde
11202 por parte del micelio, con niveles en tomo a 5 pM; u) el Fe3~ (sin
menadiona)no tuvo efectocomo inductordel genmnpl; peroiii) enpresencia
de menadionay ausenciade Fe3~(sistemaproductorde Of y 11202) se indujo
la producciónde mRNA de la MnPL, con unaacumulaciónmáxima a los 60
minde incubación,quepudoserdebidaa la menadiona,al 0< producidoo al
11202procedentede la dismutación02 quealcanzaun equilibrio producción-
consumosobre 50 pM. Segúnestos resultadospodríaparecerpoco claro el
efecto asociadoal OH•, puestoqueel control conmenadionatambiéninduce
la transcripcióndel genmnpl. Sin embargo,si tenemosen cuentaotros datos
obtenidosen la incubacióndel micelio con menadionay Fe~, como son la
ausenciade 11202extracelulary la transcripcióndel genmnpl en tan solo 15
mm (senecesitóunahoraen presenciade menadiona),podemosconcluirque
en estecasoes probablementeel 0H~ (la especiereducidade oxígenomás
reactiva)el responsablede la induccióndel genmnpl.
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Fig. 3.19. Influencia de especiesactivas de oxígenosobre la transcripcióndel gen
mnpl Hibridación de muestrasde RNA total procedentede micelio de Pleurotuseryngii
utilizando como sondas cDNA del gen mnpl y DNA ribosómico de Drosoph¡la
melanogaster.A. Controlnegativo.B. Sistemageneradorde 0ff. C. Sistemageneradorde
02 y H

202. D. Control negativo (efectodel Fe
3fl. E. Cuantificaciónde los nivelesde

mRNA de la peroxidasaMnPL respectoal rRNA en los casosA (-á-), B (-e-), y C (-U-).

En líneadiscontinuasemuestranlas variacionesen la concentraciónde H
202 extracelular

encadaunode los casos.El efectodel H202semuestraenla figura 3.18.
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3.5EXPRESIÓN HETERÓLOGA

Se probaron diferentes sistemas de expresión heterólogacon objeto de
producir una proteína MnPL2 recombinante (MnPL2*) con las mismas
propiedadesfisicoquímicasy catalíticasque la proteínanativaproducidapor
Y. eryngii.

3.5.1 Expresión en Escherichiacoli

En los experimentosde expresiónenE. coli seutilizaronlos vectorespET2la,
pET22by pMal-c2. Se crearondiferentesfusionesentreel promotor,rllac de
los vectorespET o lac del pMal-c2, y la porción de cDNA correspondientea
la protemamadura(sin secuenciaseñal) de la variante MnPL2. El cDNA
utilizado en estas construccionesse preparópor PCR usando diferentes
oligonucícótidos(verTabla2.3).

De todas las construcciones realizadas, solamente las fusiones
T7lac(p)::mnpl2m(cdna)establecidasen el vectorpET2la fueronviables.El
resto experimentósiempre delecionesde uno o varios nucleótidoscon el
consiguientecambio en la fase de lectura. El fragmento mnpl2m(cdna)
correspondea la secuenciacodificante de la proteínamadura(sin péptido
señal)e incluye en su extremo5’ unasecuenciacodificantepara6 histidinas
seguidade la secuenciaIEGR (reconocibleporel FactorXa). Con la inclusión
de esta secuenciase pretendió facilitar el proceso de purificación de la
proteínarecombinantepor cromatografíade afmidaden columnasde níquel.
El plásmidoobtenidotras ligar el fragmentornnpl2(cdna)en los sitios NdeI-
EcoRI del vectorpET2la se denominópEMP2M (Fig. 3.20 A). Dos tipos de
cepasde E. coli se transformaroncon este plásmido, pero únicamentela
BL21(DE3)pLysSexpresóla proteínaMnPL2* cuandose cultivó en medio9
a 280C. Los nivelesde expresiónfueronmuy bajosy la proteínase acumuló
inactivaenel citoplasmaen fonnasolubley comocuerposde inclusión (Fig.
3.21). La protemaMnPL2* sólo pudo ser detectadacon anticuerposanti-
MnPL2, y cuandose comparósu Mr con la de la proteínanativa producida
porY. eryngiino parecióestarglicosilada(Fig. 3.20 B y 3.21).En la Fig. 3.20
B se observanbandasinespecíficasdebidasa reaccióncruzadadel suerocon
proteínas de E. coli. Estas bandas desaparecieroncuando el suero fue
inmunoadsorbidoconun extractode célulasBL21(DE3)pLysS(Fig. 3.21).

Unavez producidala MnPL2* se intentósu renauralizaciónconobjeto de
obtener una peroxidasacatalíticamenteactiva, y para ello se utilizó el
protocolobasadoen los de Doyle y Smith (1996) y Whitwam y Tien (1996).
El resultadosiguió siendounaperoxidasasin actividadcatalíticadebidoa que
la proteína MnPL2* es producida siempre en pequeñascantidades e
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MnPL2 MnPL2*

C+ C- S 1 R
kDa

106.0 —
80.0 —

495—

32.5—

27.5—

18.5 —

Fig. 3.21. “Western-blot” de la proteínaMnPL2* producidapor Eseherichia
coil BL2X(DE3)pLysS en diferentes pasos del procesode renaturalización
comparadacon la proteína nativa de Pleurotuseryngii. Se muestrala reaccióntras
SDS-PAGE con anticuerpos policlonales imnunoadsorbidos,de la peroxidasa
MnPL2 nativa (C+); extractode célulasde E. coil transformadascon el plásmido
pEMP2M no inducidascon IPTG (C-); proteína MnPL2* en la fracción soluble
intracelular(5), en formade cuerposde inclusión (1), y renaturalizada(R).

3.5.2 Expresión en Emericellanidulans

Debido a la bajaeficaciade los sistemasde expresiónen E. coNse optópor
cambiar a un sistema cucariota, eligiéndoseEmericella nidulans (forma
conidial: Aspergillus nidulans) por las ventajasque suponetrabajarcon un
organismomodelo en el que se han llevado a cabo numerososestudiosde
genéticaformal y molecular, y en el que se esperaun procesamientoy
secreciónadecuadosde la proteínarecombinante.

3.5.2.1 Cepas con una fusión transcripcional capaz de expresar
transcritos mnpl2

Se utilizó el promotor del gen alcA [alcA(p)], incluido en el vectorpalcAl,
para dirigir la expresiónde la variante alélica mnpl2. El gen alcA, que
codifica la alcohol deshidrogenasa,estácontroladopor represiónpor glucosa
a travésdel represortranscripcionalCreA,y es inducidovia AIcR.

Paraconstruirla fusiónalcA(jp)::mnpl2(cdna),el fragmentoRamHI-EcoPJ
de 1099 pb correspondientea la región codificante mnpl2 completa,
incluyendo la secuenciaseñal, se fusionó con alcA(p) y el terminador

e
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3.5.2.2 Expresión de la peroxidasa MnPL2* por Emericelk¿ nidulans
MPR2

Una vez seleccionadala cepa, se procedió a la expresiónde la proteína
MnPL2* y paraello seensayarondiferentesmediosde cultivo. Enningunode
los medios sin hemo se detectaronniveles apreciablesde MnPL2*, y la
proteínarecombinanteextracelularfue obtenidaen medio completocon 500
mg/ml de hemo (Fig. 3.23). La actividad MnP asociadaal micelio fue
despreciable,lo que indica el correctoprocesamientodel péptido señal de la
MnIPL2* por parte de E. n¡dulans (dicho péptido es el correspondientea la
peroxidasaMnPL2 nativade Y. eryng¡¡). El pico de máximaproducción,en
tomo a las 43 horas despuésde la inducción, fue de corta duracióny los
nivelesrepresentarontan solo el 5% de la actividad producidanormalmente
porP. eryng¡i.

60

50

40

D
30

c
2

20

10

o

Tiempo de incubación <horas)

Fig. 3.23. Producciónde la proteínaMnPL2* por Emericella nidulans MPR2.
Los mediosutilizadosfrieron: medio completocon hemo (—u—) y sin hemo (--u--);
medio mínimo con hemo (—á—) y sin hemo (--A--). Como control se incluyó
Emnericellanidulans biAl, metGl, argB2 sin transformaren medio completo con
hemo(—e—). La actividadperoxidasase estimópor la formaciónde Mn3~-tartrato
(MnP).
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a
3.5.2.3Purificación de la peroxidasa recombinante

La purificaciónde la proteínaMnPL2* se realizó a partir de cultivos de E. —

nidulansMPR2 crecidosen mediocompleto y transferidosposteriormentea
mediode inducción(mediocompletocontreonina100mM, glucosaal 0.05% U

y hemo 500 mg/l). El protocolode purificación fue inicialmenteel descrito
para la proteínaMnPL producidapor Y. eryngii (ver apartado3.1.2). La
comparaciónde los perfiles procedentesde la cromatografíade intercambio
iónico en Mono-Q de las peroxidasasMnPL2 y MnPL2* revelóque las dos
presentanel mismo tiempode retención(Fig. 3.24 A). Además,cuandose —

analizó la purezade la proteínarecombinanteasí obteniday su contenidoen
carbohidratos,medianteelectroforesisen geles de poliacrilamida, se pudo
comprobarque el gradode glicosilaciónera el mismo queel de la proteína
nativa (Fig. 3.24 B). Sin embargo,estepasono fue suficientepara obtener

u
una proteína MnPL2* pura, debido a la existencia de una proteína
contaminantecon propiedadesfisicoquímicas muy parecidasa las de la
MnJ3L2,pero que no parecíaestarglicosilada.Por estemotivo, comoúltimo
pasode purificaciónde la proteínaMnPL2* serealizó unacromatografíade
afmidadpara glicoproteinas(usandoCon A Sepharosa).El análisisposterior

U
por SDS-PAGEde la fraccióncon actividadMill> revelóuna únicabandade
proteínacorrespondientea la MnPL2* pura (Fig. 3.24 C). Las propiedades
catalíticasde la peroxidasaMnPL2* fueronlasmismasde la formanativa. u

U

U

U

Fig. 3.24. (páginasiguiente)Purificación de MnPLt producida por Emericella —
nidulans MPR2. A. Perfil Mono-Q de la proteína MnPL2* (línea discontinua),
comparadoconel perfil obtenidoparalas proteínasMnPLl y MnPL2 en Pleurotus
eryngii (líneacontinua).El gradientede NaCíse muestracomo una línea punteada. U

B. SDS-PAGEtras cromatografíaen Mono-Q, mostrandolas proteínasMnPL2 y
MnPL2* en su forma glicosilada(G) y tras desglicosilacióncon Endo-H (1)). C.
SDS-PAGE de la proteína MnPL2* glicosilada despuésdel último paso de
purificaciónen ConA Sepharosa.(M) marcadoresdepesomolecular.

u
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En el presentetrabajo se procedió a la caracterizaciónmolecular de las
peroxidasasligninolíticas de Pleurotus eryngii. Este es un basidiomicetode
podredumbreblancaestudiadoen nuestro laboratoriopor su capacidadpara
degradarselectivamentela lignina de las gramíneas,sin apenasalterar las
fibrasde celulosa(Kúhnet al., 1992; Martíneza al., 1994).Estacapacidades
importantepara su posibleaplicaciónen la industria papelerasustituyendoa
procedimientosquímicos de eliminación de la lignina potencialmente
contaminantesya que, como mostraronCamareroa al. (1998a),las fibrasde
celulosadebenmantenerunaseriede propiedadesparapoderserutilizadasen
la fabricacióndepapel.

Las peroxidasasproducidaspor Y. eryngii en cultivo líquido (variantes
alélicas MnPL1 y MnPL2) fueron purificadasy sus propiedadescatalíticas
estudiadas.A partir de la secuenciaN-terminalde la proteínaMnPLl y de las
correspondientesa dos péptidos internos de la misma se diseñaron
oligonucleótidosquefueronutilizadoscomocebadoresenreaccionesde PCR.
Los fragmentosobtenidosse utilizaron como sondasen el “screening” de
libreríasgenómicasy de cDNA, lo quepermitió donarlos dos alelos (mnpll
y mnpl2)del genmnpl; en la búsquedade secuenciasrelacionadasconel gen
mnpl en otros hongos ligninolíticos (apartado4.3.3); y en los estudiosde
expresióndel genmnpl en respuestaa diferentesestímulos(peptona,Mn2~ y
especiesactivasde oxígeno)(apanados4.1 y 4.5). La estructuradel genmnpl
se comparó con las correspondientesa otras peroxidasas ligninolíticas
(apanado4.3.1), y lo mismo se hizo con la secuenciade aminoácidos
deducidaa partir de la secuenciade cDNA (apanado4.3.2).

Por otro lado, en base a la estructuraprimaria de la proteína y su
estructura secundariadeducida de la secuencia,se elaboró un modelo
tridimensionalpara la proteínaMnPL utilizando como modelo la estructura
cristalográficade otrasperoxidasas(apanado4.4). El modeladose hizo con
objeto de poderexplicar las propiedadescatalíticasde estaperoxidasa,como
ya habíanhecho otros autorescon la MnP y la LiP antes de que fueran
cristalizadas(Du e: al., 1992;Hoifréne: al., 1993;Johnsone: al., 1994).

Por último, se estableció un sistema de expresión heteróloga en
Emericella nidulans pan la peroxidasaMnPL (apanado4.5). De estaforma,
tras realizar modificaciones puntualespor mutagénesisdirigida sobre la
secuenciade aminoácidos,se podráexpresarla proteínamutaday vercomo
afectandichasmutacionesasuspropiedadescatalíticas.
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4.1 INFLUENCIA DE LA FUENTE DE NITRÓGENOY DEL Mn2~

La búsquedade peroxidasasen Y. eryngii se inició utilizando los mediosde
cultivo descritospara la producciónde las otras enzimasimplicadas en la
degradaciónde la lignina por este hongo (lacasay AAO) (Guillén e: al.,
1992). Cuandose analizaronlas condicionesóptimas para la producciónde
peroxidasaMnPL en cultivos líquidos de Y. eryngii, se pudo comprobarque
erandiferentesde las descritasparaPhanerochae:echrysosporium,capazde
producirperoxidasascuandosecultiva enmediosconamoniocomofuentede
nitrógeno(Kuwaharae: al., 1984). La producciónde MnP y LiP en cultivos
de Y. chrysosporiumtrasagotarsela fuente de nitrógenoo carbonolimitante
(Holzbaur y Tien, 1988; Stewart e: al., 1992), también contrastacon las
condicionesdefmidas para Y. eryngii, que produce la peroxidasaMnPL
durantesu crecimiento(enel medio glucosa-peptona-extractode levadurael
carbonoeslimitante conrespectoal nitrógeno,y no seagotahastael día diez,
cuatrodíasdespuésdel pico de máximaactividadperoxidasa).

La estimulaciónde las peroxidasasligninolíticasporpeptonaen un medio
rico en nitrógenose ha descrito tambiénpara Bjerkanderasp. (Kaal e: al.,
1993). La peptonaestácompuestaprincipalmentepor péptidosde diferentes
tamaños,y se ha sugeridoque algunos de ellos podríaninducir eventosdel
metabolismo secundario, tales como la secreción de peroxidasas
ligninoliticas, al presentarsemejanzascon los liberadosdurantela autólisis
del micelio (Kaal e: al., 1993). Enel presentetrabajose fraccionóla peptona,
y las fraccionesobtenidasse utilizaron como potencialesinductoresde la
actividadperoxidasaenY. eryngii. De estaforma secomprobóque la adición
al medio de las fraccionesde bajo pesomolecularprovocabala apariciónde
la actividadperoxidasaen un cono periodode tiempo, mientrasque las de
alto pesomolecularnecesitabanprobablementeserhidrolizadaspara ejercer
un efecto inductorsobrela actividadperoxidasaMnPL (que semanifestabaa
largoplazo). Cuandoseprofundizóa nivel molecularsepudo comprobarque
el efecto de la peptona sobre la peroxidasaMnPL se produce a nivel
transcripcional.Su adición a micelio de Y. eryngii aislado, o a cultivos
completos,provocó un mantenimientoo incluso aumentode los niveles de
mRNA de estaproteína.

Por otro lado, la falta de actividad peroxidasa en presencia de
24

concentracionesde Mn superiores a 25 pM también contrastacon los
resultados obtenidos en Y. chrysosporiumy otros hongos ligninolíticos
(Hatakka, 1994; Bonnarme y Jeffries, 1990; Périé y Gold, 1991).
Phanerochae:echrysosporiumproducetres isoenzimasMnP a nivelesbasales

2+
en ausenciade Mn . Dos de ellas se inducen al aliadir Mn2~ al medio de
cultivo, queactúacontrolandola expresióna nivel de transcripción(Gettemy ~

OIBLIOTtCA
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2+

e: al., 1998). Sin embargo,es difícil establecerel efecto del Mn en la
expresión de la peroxidasaMnPL en cultivos líquidos de Y. eryngii. Su
presenciaenel mediode cultivo anulael efectoinductorde la peptonay no se
detectaactividadperoxidasa.Por otro lado, cuandose analizanlos nivelesde

2+mRNA se compruebaqueel Mn no induce la transcripcióndel genmnpl en —
2+

ausenciade peptona.Con estos resultadosse podría concluir que el Mn
repnmela síntesisde la proteínaMnPL en los cultivos líquidosdeY. eryngii. U
Sin embargo,el efectoquepresentasobreel genmnpl cuandopreviamentese
ha inducidosu transcripciónconpeptona,pareceindicarqueel Mn2~ también
puedeparticiparde formapositivaen la regulaciónde la transcripciónde este —

gen. Con estosdatosse puedepostularque la transcripcióndel genmnpl está

reguladamedianteun mecanismoque combinarepresióny activaciónde una —
2-4-forma jerarquizada, de manera que el Mn produce diferentes efectos

dependiendodel estadoenel quese encuentrela transcripciónenel momento
de la adición.Este tipo de regulacióndifiere de lo descritopor otros autores

2+
paraY. chrysosporium,dondeno se habíaencontradoque el Mn repnmala
expresiónde la LiP ni de la MnP. —

U

U

U

U

U
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4.2 CARACTERÍSTICAS DE LAS PEROXIDASAS DE Pleurotus
eryngii

Las peroxidasasproducidas por cultivos líquidos de P. eryngii fueron
inicialmentedescritascomo manganesoperoxidasas(MnP) por su actividad
sobre el Mn24 (Martínez et aL 1996). Sin embargo,el hecho de que las
proteínasMnPL1 y MnPL2 presentasentanto actividad peroxidasasobre
Mn24 como actividad mediada por Mn24 sobre fenoles, y actividad
independientedeMn24 sobreDMP e hidroquinonassustituidasasícomosobre
alcohol veratrílico (sustratotípico de la LiP), puso de manifiesto que eran
diferentesde las típicasperoxidasasproducidaspor el resto de los hongos
ligninolíticos (Shimadae Higuchi, 1991; Kirk y Farrelí, 1987). Teniendoen
cuentaestosdatosse propusoun ciclo catalítico para la peroxidasaMnPL
(Fig. 4.1) queincluye característicasde tipo LiP y de tipo MnP (Fig. 1.6 A y
B). Este nuevo tipo de peroxidasano sólo lo produceP. eryngii. Se han
identificado enzimas con propiedadescatalíticas similares en Pleurotus

pulmonarius(Camareroet al., 1996) y Pleurotus ostreatus(Sarkar et aL,
1997),siendoestaúltima diferentede la peroxidasaestudiadaporAsadaet al.
(1995a), así como en Bjerkanderaadusta (Heinfling et aL, 1998ay b) y
Bjerkanderasp. (Mestery Field, 1998).

Fe34[P]

MnPL
AH

ROH

AH A

c-I c-II
[Fe4t=O p•4] [Fe44=OPl

Mn2~Mn3~

A AH

Fig. 4.1. Esquemadel ciclo catalítico propuesto para la peroxidasaMnPL
producida por Pleurotus eryngll. AH: compuestosaromáticosfenólicos o no
fenólicos. Paracomparacióncon LiP y MnP de Phanerochaetechrysosporiumver
Fig. 1.6.

ROOH
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e
Las constantescinéticas del estado estacionariode las dos variantes

alélicasde la peroxidasaMnPL para diferentessustratosfueron similares.
Ambasmostraronuna afmidadelevadapor el 1h02 (conuna Km aparentede U

6-9 pM). Entre los diferentessustratosreductoresde la enzima,la mayor
2+

afmidadfue por el Mn y las hidroquinonassustituidas,convaloresde Km U

aparentealrededorde 20 pM (hidroquinona, metoxihidroquinonay 2,6-
dimetoxihidroquinonaprocedende la degradaciónde los tres tipos de e
unidades que componen la lignina (Higuchi, 1985)), mientras que la
oxidación eficiente del alcohol veratrilico requiere una concentraciónde
sustratoen el rango milimolar. Recientementese ha publicado una amplia U

comparaciónde los diferentessustratosreductoresde estaperoxidasade Y.
eryngii entre los que se incluyen hidroquinonas, fenoles sustituidos, —

colorantes,otros compuestosaromáticosy Mn2~(Heinfling e:al., 1998b).
Convienecomentarque no seha detectadounaLiP típica en los cultivos

de las diferentesespeciesdeYleuroms,y tampocohibridaciónde su DNA con —
sondasdel gen ¡po que codifica una LiP de Y. chrysosporium(Huoponene:
al., 1990; Varela,1998).Estosdatossugierenque las peroxidasaspolivalentes —
descritasenestetrabajo,quecompartenpropiedadescatalíticasde MnP y LiP
y ademásoxidaneficientementesustratosfenólicos(quela MnP esincapazde
oxidaren ausenciade Mn~4- y con los que la LiP se inactiva rápidamente)
(Harveyy Palmer,1990)podríanjugarun imponantepapelen la degradación
de la ligninaporY. eryngii. U

U

U

a

e

U

U

a
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4.3 COMPARACIÓN CON OTRAS PEROXIDASAS FÚNGICAS

Las secuenciasde nucleótidosdel gen mnpl (alelos mnpll y mnpl2) y sus
correspondientesregionespromotorasse describencon detalleen el apanado
3.2 y Fig. 3.8 y 3.9. El conocimientode la secuenciade nucleótidosy de la
secuenciade aminoácidosquecodificapermitió llevar a cabocomparaciones
con otras peroxidasas fúngicas. Con esto se pretendió contribuir al
establecimientode las relacionesexistentesentreestegrupode enzimas.

4.3.1Estructuragénicade las peroxidasasfúngicas

La Fig. 4.2 A muestraunarepresentaciónesquemáticaen la que secomparan
el tamaño y la disposiciónde los intrones y exonesen varios genesque
codifican peroxidasasfúngicas. En ella se incluyen tres isoenzimasMiii> y
tres LiP de Y. chrysosporium(se han aislado varios genesque codifican
proteínasdel tipo LiP-H8); la peroxidasaMnPL de Y. eryngii y la MnP de Y.
ostrea:us;la MnP2 y dos isoenzimasLiP de Trametesversicolor; la ARP-CIP
de Coprinus;y tres peroxidasasde T. versicolor (PGV, POVil y LiPGII) que
aúnestánsin aislar(las referenciasbibliográficascorrespondientesseindican
en la Fig. 4.3). Una característicadel gen mnpl digna de mención es su
elevadonúmerode intrones,un total de 15, que esel mismo encontradoenun
genmnpde Y. osfreaws(Asadae: al., 1995a)peromuchomáselevadoqueel
encontradoen otras peroxidasas.Parapoderoptimizarel alineamientode los
15 genesse establecieronhastaseishuecosen las secuenciasde entre3 y 33
nucleótidos (Fig. 4.2 B). En el alineamiento, el gen arp-cip aparece
desplazadodebido a queunaporciónde la regióncodificantecorrespondiente
alpéptidoseñalde las peroxidasasligninolíticases,en estecaso,unapartede
la proteínamadura.Tras situar los huecos,probablementecorrespondientesa
delecioneso inserciones,las diferentessecuenciascodificantesmuestranun
buenalineamientode los tripletes que codifican residuoscaracterísticos.La
coincidenciade la posiciónde las histidinasdistal y proximal semuestraen la
Fig. 4.2 B. Cuandosecomparóla posiciónde los intrones,los genesquedaron
organizadosen varios grupos,en los que dicha posición era relativamente
constante.Solamenteunode los intrones(el intrón XV de Y. eryngii) presenta
la mismaposiciónen tres de los grupos.Los 15 intronesencontradosen los
genesmnplde Y. eryngii y mnpde Y. onrea:uspresentanaproximadamentela
misma posición (aunquese detectandiferenciasen los intrones 1 y ffl), y
cuando se comparancon el gen pgv de T. versicolor se encuentrauna
coincidenciadel 74% enla posiciónde los intrones.
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4.3.2 Comparación de secuenciasde varias peroxidasasfúngicas
Se compararonun total de 23 peroxidasasfúngicasenbasea las secuenciasde a
aminoácidosde las proteínasmaduras(referenciasen la Fig. 4.3). Algunasno
estabanincluidasenla anteriorcomparacióndegenesdebidoa quesolamente U

estándisponibleslas secuenciasde cDNA.
En cuantoa tamaño,la proteínaMnPL de Y. eryngii es la peroxidasamás

u
pequeña(331 aminoácidos),seguidade las peroxidasasMnP2 deY. ostreatus
(332 aminoácidos),LiP de Phlebiaradiata (337 aminoácidos),la mayoríade
las peroxidasasde T. versicolor (338-342 aminoácidos), ARP-CIP de a
Coprinus (343 aminoácidos), Lii> de Y. chrysosporium (343-344

aminoácidos),LiP12 de T. versicolor (346 aminoácidos),Lii> de B. adusta
(349 aminoácidos),MnP de Y. chrysosporium(357-358aminoácidos)y MnP
deYoria (sinonimo:Ceriporiopsis)subvermispora(364aminoácidos).

La peroxidasaMnPL de Y. eryngii presenta la mayor identidad de —
secuencia(74%) con la peroxidasaPS1, producidapor el mismo hongobajo
condicionesde fermentaciónen estadosólido (Camareroe: al. 1998b), pero
estevalor es muy inferior al encontradoentre las tres isoenzimasMiii> de Y.
chrysosporium(83-84% de identidad)(Tabla 4.1). Cuandose comparacon

U
las peroxidasasproducidaspor otros hongos,la peroxidasaMnPL muestrala
identidad más alta con las peroxidasasPGV (69%), MnP2 (67%), PGVII
(66%) y LiP7 (62%) de T. versicolory con la MnP de Y. onrea¿’us(69%).Es —
interesantemencionarque la identidad de la peroxidasaMnPL con las
isoenzimasMnP deY. chrysosporium(MnP1-MnP3)esdel 55%, inferior a la
encontradaconla LiP del mismo hongo (60% y 58%conlas isoenzimasH2 y
RS respectivamente)y con la Lii> deB. adusta(58%).

e

U

Hg. 4.2. Comparación de los genesde 15 peroxidasas fúngicas. Se muestranlas
secuenciascompletas,incluyendo intrones y exones(A); y el alineamientode las —
secuenciascodificantes,marcandola posiciónde los intronesy “huecos”en el DNA
(B). Los intronesaparecenen negroy los “huecos” en gris. La separaciónentrelas
líneas verticalescorrespondea 200 nt. Abreviaturaspara las diferentesespecies
fúngicas:CC, Coprinuscinereus;PC, Phanerochaetechrysosporium;PE, Pleurotus
eryngii; PO, Pleurozusostreatus;y TV, Trametesversicolor.Las referenciasde los
genesse incluyenen la Fig.4.3. U

U
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Durante el alineamiento múltiple de las 23 peroxidasasfúngicas se
observóquehabíaun total de 60 aminoácidosde la peroxidasaMnPL de Y.
eryngii invariables en todas las peroxidasasexaminadas (Fig. 3.8). Es
interesantemencionarque los residuosde alaninay valina de las posiciones
correspondientesa la A4 y V16 de la proteínaMnPL1 de Y. eryngii están
presentesen las secuenciasde otras peroxidasas,pero no se hanencontrado
aspartatoni isoleucina en ninguna peroxidasafúngica en las posiciones
correspondientesal D4 o la 116 de la proteína MnPL2. Durante la
comparaciónde secuencias,tambiénse observóque la peroxidasaMni>L de
Y. eryngii incluye los residuos Vi 18 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,estátodavíapordeterminar.El resultadofmal de la comparación
múltiple se muestraen el dendrogramade la Fig. 4.3, basadoen distanciasde
Kimura entre sus secuencias.El agrupamientoobtenido sugiere que la
peroxidasaARP-CIP de Coprinus no estárelacionadacon las peroxidasas
ligninolíticas,y que éstasse puedencatalogaren tres gruposprincipales:a)
MnP de Y. chrysosporiumy Y. subvermispora;b) peroxidasasde Y. eryngii,
Y. ostreabesy T. versicolor; y c) LiP de Y. chrysosporium,Y. radia:a y B.
adusta.Estos resultadosconcuerdancon una comparaciónanteriorde varias
de estasproteínas(Baunsgaarde:al., 1993). El último grupoobtenidoincluye
cuatroproteínasLiP-H8 agrupadasconjuntamenteconel productodel genhp-
glg6, que probablementecorrespondaa otra isoenzimaH8. Estegrupose

Fig. 4.3. Comparaciónde las secuenciascodificadaspor los genesde la Fig. 4.2 y
cDNA de MnP de Podo (sinónimo: Ceriporiopsis) subvermispora, y LiP de
Bjerkanderaadusta y Phlebia radiaza. Abreviaturaspara las diferentesespecies
fúngicas:BA, B. adusta;CC, Coprinuscinereus;PC, Phanerochaetechrysosporium;
PB, Pleurozus eryngii; PO, Pleurozus ostreatus; PR, P. radiata; PS, P.
subvermispora;y TV, Trametesversicolor. Referenciasy número de accesoa
“GenBank”: PC¡MnP1 (Godfreyet al., 1990), M60672; PCIMnP2 (Mayfield ezal.,
1994a),L29039;PCIMnP3 (Alic ezal., 1997),U70998;PS/MnP(Loboset al., 1998),
U60413; PE/MnPL (esta tesis), A.F007224; PE/PSl (Camareroa al. 1998b);
PO¡MnP (Asadae: al., 1995a), U21878; TV/MnP2 (Johanssony Nyman, 1996),
Z30668;TV/PGV (Jónssonet al., 1994),X77154;TV/PGVII (sin publicar), Z54279;
TV/LiPUII (Jónssony Nyman, 1994),X75655; TV/LiP12 (Jónssony Nyman, 1992),
M64993; TV/LiP7 (Johanssony Nyman, 1995), Z30667; PcYLiP-H8a -gen 1g2-
(Ritch y Gold, 1992), M92644; PQLiP-H8b —gen lipob (Walther er al., 1988),
M37701; PQLiP-H8c (Smith e: al., 1988), M27401; PC/LiP-H8d —gen lipíl-
(Brown e:al., 1988), M24082;PC/LiP-GLG6(Naidue: al., 1990),M77508;PVLiP-
HiO —gen lipó- (Zhange: al., 1991), M63496; PCYLiP-H2 (sin publicar), X15599;
PR/LiP (Saloheimoe: aL, 1989), 126290;BA/LiP (Kimura e: al., 1991), 444058;
CC/ARP-CIP(Baunsgaardet al., 1993),X70789.
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U

encuentraunido al grupo c, dato que revelauna mayorafinidad entre las
U

peroxidasasde Pleurotus y Trametescon la Lii> que con la MnP de P.
chrysosporium. Finalmente es interesante mencionar que, aunque las
proteínasPGV y PGVII englobadasen el grupob aún no se hanaislado,pgv U

ha sido descrito como un nuevo gen con característicasde tipo h¡~ y mnp
(Jónssone:aL, 1994).

Tabla 4.1. Porcentajede identidady semejanza(ente paréntesis)de las peroxidasas U

madurasMnPL2 de Pleurotuseryngiiy MnPl de Phanerochaetechrysosporiumcon otras
peroxidasastúngicas.Lasabreviaturasy referenciasaparecenen la Fig. 4.3.

U

U
PE/MnPL2 PC/MnP1

PC/MnP1 54.5 (72.4) 100 U

PC/MnP2 54.8(70.6) 84.3 (90.8)
PC/MnP3 54.8 (7 1.2) 83.5 (89.6) U

PSIMnP 48.9(67.2) 71.3 (79.2)
PE/MnPL2 100 54.5 (72.4) —
PEIPS1 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¡PGVJI 66.2 (76.4) 53.0 (70.4)
TV/LiPGII 57.4 (73.6) 49.1 (68.7)
TV/LiPl2 55.3 (72.1) 47.8 (68.0) 0

TV/LiP7 62.0 (76.6) 46.6(68.1)
PC/LiP-H8a 57.6(73.9) 46.0(66.8)
PC¡LIP-H8b 58.0(73.7) 47.5 (68.2) U

PC¡LiP-H8c 58.6(73.7) 48.8 (69.0)
PC/LiP-H8d 59.5 (73.1) 48.8 (69.0) U

PC¡LiP-GLG6 59.5 (74.0) 50.4(68.8)
PC¡LiP-H10 57.7 (72.2) 48.4 (67.7)
PC/Lii>-H2 60.1 (72.8) 49.0 (66.7) U

PRILiP 55.8 (73.2) 47.6 (66.8)
BA/LiP 58.5 (73.7) 43.7 (62.8) U

CC/ARP-CIi> 49.2(66.0) 42.9 (68.1

)

U
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4. Discusión

4.3.3 Búsquedade secuenciasrelacionadascon el genmupí en otros
hongosligninolíticos

Utilizando como sondaun fragmento de DNA correspondienteal gen que
codifica estasperoxidasasse pudo llevar a cabounabúsquedade secuencias
relacionadasen otros hongos ligninolíticos. Como resultadose detectaron
secuenciassimilares en h’eterobasidion annosurn, Fornes fornentarius,
Coriolopsisgalhica y Y. radiata. La falta de hibridación con el DNA de Y.
chrysosporiurnconfirma la diferenciaexistenteentre las peroxidasasde este
hongo y las de Y. eryngii. Además,es probableque la hibridación con el
DNA de Y. radia:a seacon un gen distinto al descritopor Saloheimoe: al.
(1989), ya que este gen es bastante parecido a los genes hp de Y.
chrysosporiurn,como se observacuandose comparanlas proteínasmaduras
resultantes(F¡g. 4.3).
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4.4 ANÁLISIS DE UN MODELO MOLECULAR

eLas comparacionesde estructuragénicay de secuenciaproteica descritasen
estetrabajopuedencontribuir a establecerlas relacionesevolutivasentre las
peroxidasas fúngicas. Sin embargo, sus propiedades catalíticas están U

relacionadascon aspectos específicos de la arquitectura molecular. Los
modelosde homologíapara la LiP de Y. chrysosporiurny Y. radiata (Du e:

al., 1992; Hoffrén e: al., 1993), asícomo para la MnP de Y. chrysosporiurn
(Johnsone: al., 1994)anticiparonvaliosainformaciónsobrela arquitecturade
estasenzimasy la disposiciónespacialde algunosaminoácidosimponantes e
antesde que fueran cristalizadas.Debido a estehecho,en estetrabajo se
planteóobtenerunaexplicacióna las peculiarespropiedadescatalíticasde la —

peroxidasaMnPLenbaseal análisisde un modelomolecularde estaproteína.
Estemodelo se encuentradescritoen detalle en el apanado3.3 y Fig. 3.11 y
3.12 y a continuación se discuten algunos aspectosrelacionadoscon la
actividadcatalítica.

4.4.1 Centroactivo.

U

El bolsillo entrelas hélicesB y F esde gran importanciaen las peroxidasas,
ya que ahí es donde se encuentrael hemo ancladopor la histidinaproximal,
diferentes puentes de hidrógeno e interacciones hidrofóbicas. Las —

2+
interaccionescon el Mn y un puente de hidrógeno que va desde el
propionatoexternoa un residuode lisina (MnPL-K176),quecorrespondea la
Kl 80 en la peroxidasaMnP1 de Y. chrysosporiurn,parecenimplicadosen el
anclajedel hemoen la peroxidasade Y. eryngii. Los aminoácidosde los lados
distal y proximal del hemo participanen la coordinacióndel hierro y en el
ciclo catalítico (Poulos e: al., 1993; Banci, 1997). En el modelo de la
peroxidasaMnPL de Y. eryngii existeunaredde puentesde hidrógenoen el —

lado distal. En dicha red estañanimplicados los aminoácidosH47, N78 y
E72, que deberíancontribuira la capacidadde la histidinadistal paraaceptar
un protóndel H202 durantela formacióndel compuesto1 (Fig. 3.12).Porotro
lado, un fuertepuentede hidrógenoentrelas hélicesF y G de la peroxidasa
Mni>L de P. eryngii, en el que estaríanparticipandola 5170 y el D194, aleja
la histidina proximal de la superficie del hemo, lo que puede aumentarsu
potencialde reduccióntal comosugierenPionteke:al. (1993).En la Fig. 4.4
se puedever una superposiciónde las cadenaslateralesde los residuosdel

2+
bolsillo del hemo y los residuosde unión a Mn , asícomo del extremoC-
terminal de la cadenaprincipalde las peroxidasasMnPL de Y. eryngii y LiP- U

H8 y Mni>1 de 1’. chrysosporium.Se observanalgunasdiferenciasen los
residuosdel lado proximal, incluyendo el desplazamientodel aspartatoy la —
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U

por los oxígenos carboxílicos de los residuos E35, E39, D179 y del
propionatointerno del hemo, y por dos oxígenosde dos moléculasde agua.
Este sitio de unión a Mn2~ se postulóen modelosteóricos (Johnsone: al., U

1994), y despuésfue confirmado por mutagénesisdirigida (Kusters-van
Somerene: al., 1995; Sundaramoorthye: al., 1997). La Fig. 4.4 muestraque
los mismosresiduos(MnPL E36, MO y D175) ocupanposicionessimilares
en la peroxidasaMnPL de Y. eryngii. La Lii> de Y. chrysosporiurn(y la
peroxidasaARP-CIP de Coprinus) presentaresiduos diferentes en estas U

posiciones,y comoresultadono hay unióna Mn2~ (Fig. 4.4). El modelopara
la peroxidasaMnPL de Y. eryngii mostróel oxígeno del residuoA174 (que
aparecerotado cercade 9O~ con respectoal de la A178 de la MnP1 de Y.
chrysosporiurn)a 2.97A del Mn2~, y en unaposiciónespacialcompatiblecon U

una coordinaciónoctaédricadel Mn~ junto con los oxígenosde los cuatro
carboxilatos,queen el modeloestána 2.65-2.81 A del Mn2~ (Fig. 3.12). Esto
sugiereque un carbonilo de la cadenaprincipal podríaser el quinto ligando
del Mn2~ en la peroxidasaMnPL de Y. eryngii, en lugar de una de las
moléculasde agua mencionadasanteriormente.Por otro lado se ha sugerido —

2+
que la R177 contribuye a la oxidación del Mn por la MnP de Y.
chrysosporiurnal desplazarla largacola C-terminal, alejándoladel sitio de
unióna estesustrato(Sundaramoorthye: al., 1994)(Fig. 4.4), mientrasqueen U

la Lii> la colaestácercadel hemodebido a la presenciade la A180 (Poulose:
al., 1993; Pionteke: al., 1993). Sinembargo,la oxidacióndel Mn2~ por parte
de la peroxidasaMIIPL de Y. eryngii eseficientea pesarde la presenciade un
residuopequeñoen estaposición(A173), probablementeporque la cola C-
terminal de estaperoxidasaes más corta (Fig. 4.4). Otra diferenciaes la
ausenciadel puentede hidrógenoencontradoentre la R177 y el E35 de la
MnP de Y. chrysosporium.Se ha descritoqueestaunión es importantepara U

orientar el residuo de glutamato y reducir el “exceso” de carga negativa
alrededordel sitio deunióna Mn2~ (Sundaramoorthye:al., 1994).

4.4.3 Oxidaciónde otros sustratos

Del análisis de superficie de los modelos molecularesde la MnP de Y.
chrysosporiumy la peroxidasaMnPL de Y. eryngii se puedededucirque el
accesodel Mn2~ esatravésde un pequeñocanalsituadodirectamentesobreel
propionatointerno del hemo,que incluye los tres residuosácidos implicados
ensu unión.Estees distinto del accesoa travésdel canalprincipal, tal y como
se sugirió inicialmente(Harris e: al., 1991),que implicabauna interacciónen
la posición Qe (3-meso) del hemo. En la Fig. 4.5 se presentauna U

comparaciónde los residuos que se encuentranen la aberturadel canal
principalde accesoal hemode cuatroperoxidasasfúngicas.Si observamossu
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U

Si tenemosen cuentael tamañode los sustratosque puedeoxidarcada
una de estasperoxidasas,pareceque el tamañodel canal no es un factor
determinantea la horade explicarsuspropiedadescatalíticas.En la Lii> de Y.
chrysosporiumse ha postuladoun sitio de unión al alcohol veratrílico en el
canalprincipalde accesoal hemoque implicaría la formaciónde puentesde
hidrógeno con los residuosH82 y Q222 (Poulos e: al., 1993). Un sitio de
uniónde compuestosaromáticosenY. eryngii deberíapresentaranalogíascon
el sitio de unión de la HRi> y poder acomodaruna variedad de sustratos
aromáticos(Banci e: aL, 1993; Gajhedee: al., 1997; Henriksene: al., 1998).
Despuésde examinarlos aminoácidosqueseencuentranenel canalprincipal
de accesoal hemo(Fig. 4.5),pareceserque la existenciade un entornoapolar
podría ser un requerimientopara la unión de sustratosaromáticos a la U

peroxidasaMnPL deY. eryngii y peroxidasasrelacionadas.Estepodríaincluir
residuos aromáticos como la F148 en la isoenzima LiP-H8 de Y.
chrysosporiumy la F142en la peroxidasaMnPL de Y. eryngii, queocupanla
mismaposiciónque la F142en la HRP (un residuoimplicado en la uniónde
sustratos aromáticos) (Gajhede e: al., 1997; Veitch e: aL, 1995). Es
interesantemencionarque estafenilalanina estáausenteen la MnP de Y.
chrysosporium,quepresentados residuospolares(Q145 y N81) ocupandolas
posiciones de la F142 y A79 de la peroxidasa MIIPL. Este hecho
probablementeimpide la oxidación directa de sustratosaromáticospor la
Mni> de Y. chrysosporium.

La oxidación por parte de la LiP del alcohol veratrílico y sustratos
aromáticosrelacionadospodría producirseen contactodirecto con el hemo
(ruta A en la parte superiorde la Fig. 4.6) o por transferenciaelectrónicade
largo rango,como se ha comprobadopara la oxidacióndel citocromoe por la
Cci>. Schoemalcere: al. (1994) propusieronunaposible ruta de transferencia
electrónicaen la LiP. Esta se inicia en la H82, implicada en la unión al
alcohol veratrílico,y discurrea travésde P83 y N84, residuoque fmahnente
se encuentraunidoporunpuentede hidrógenoa la histidinadistal (H47) (ruta
B en la parte superiorde la Fig. 4.6). Recientementese ha observadola
hidroxilacióndel W171 en cristalesde LiP (Blodig et al., 1998). Este hecho
ha permitido sugerirotra transferenciaelectrónicade largo rangodesdeeste
residuo aromáticosuperficial hastael hemo,en estecasohastala M172 (ruta a

C en la parte superior de la Fig. 4.6). El W171 se encuentra junto a un
segundopotencial sitio de unión para sustratos aromáticos en la LiP (Du e: a

al., 1992)que incluye tres residuosaromáticos.Cuando se compara la región
que rodeael grupo hemo en las peroxidasasde Y. chrysosporiumse puede
comprobarque las dos rutas citadasno existenen la MnP, ya que la S78y la
S168ocupanlas posicionesde la H82 y el W171. Sinembargo,el W164 enel
modelo molecular de la peroxidasaMnPL de Y. eryngii ocupa la misma a
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posiciónque el Wl 71 en el modelode la isoenzimaLiP-H8 (parteinferior de
la Fig. 4.6). Con estos datos se puede postular una transferencia electrónica
desdeesteresiduode la superficie de la peroxidasaMniPL, que podríaestar
implicada en la oxidación de colorantesde alto pesomoleculary de otros
sustratosaromáticosqueno puedeninteraccionardirectamentecon el hemo.
Estehechoconstituyeotracaracterísticade tipo Lii> de la peroxidasaMnPL
deP. eryngii, quecomosabemostambiénoxidael Mn2~.

4
hE2 PC/L¡P-HS

H47(

A

Ml72

r
Hl 76 c

W1 71

P76

PE/MnPL
H47<

LIBE

Fig. 4.6. Rutasde transferenciaelectrónicapropuestasparala oxidaciónde sustratos
por la LiP de Phanerochaetechrysospor¡um(A, bordedel hemo;B, H82—*H47; y C,
W171—>M172), y posición del hemo y los correspondientesaminoácidosen el
modelo molecularde la peroxidasaMnPL de Pleurotuseryngii.

Mr

Hl 69
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4.5 RESPUESTA AL ESTRÉS OXIDATIVO

En la región 5’ no codificante del gen mnpl se identificaron una serie de
elementospotencialmenteimplicadosen la regulaciónde suexpresión.Varios
de estoselementoshabían sido ya identificados en genesde peroxidasas
producidas por otros hongos ligninolíticos: genes rnnp y hp de Y.
chrysosporium (Godfrey et al., 1990; Mayfleld e: al., 1994a; Alic e: al.,

U
1997),genesmnp de P. ostreatus(Asadaet al., 1995a)y genesmnp y hp de
T. versicolor (Johanssony Nyman, 1996). El interés suscitado por la
presenciade estosposibleselementosreguladoressecentróprincipalmenteen
aquellosque pudieranmediaren la respuestaobservadafrente a la peptona
(AP2) y al Mn2~ (MRE), resultadosya discutidosanteriormente,y a las
especiesactivasde oxígeno(APi y/o HSE).

El interésenel estudiodel efectode las especiesactivasde oxígenosobre
la transcripcióndel gen mnpl se debeal carácteroxidativo del procesode —
degradaciónde lignina por los basidiomicetosde podredumbreblanca(Kirk y
Farrelí, 1987), que necesitala presenciade H

202 y en el que se ha sugerido
que participael OH~ (Joseleaue: al., 1994). Se consideraque estasespecies
podríanser importantesen el comienzode la de la lignina en los materiales
lignocelulósicos,cuandola acciónde las enzimassevería imposibilitadapor
impedimentosestéricosdebido al pequeñotamañode los poros entre las
microfibrillas de celulosa(Flournoy et al., 1993). Estasespecies,a su vez, a
podríanparticiparen la regulaciónde la expresiónde lasperoxidasas,queuna
vez producidascontinuaríanconel procesode degradaciónya iniciado.

Ninguno de los potencialeselementosreguladoresdel gen mnpl que
mediaríanen la respuestafrente a las especiesactivasde oxígenose ajustanal
100% a las secuenciasconsensodescritasen la bibliografía (Tabla 3.2). El
elementoAi>1 difiere en un nucleótido de la secuenciaTGASTMA (Li y
Jaiswal,1992)y el elementoRSEtampocoseajustaa la secuenciaC--GAA--
TTC--G propuestapor Dynan and Tjian, (1985), al igual que sucedeen el
resto de los genesde peroxidasasde otroshongosligninolíticos. Sinembargo,
se ha demostradoqueestosgenesseactivanrespondiendoal estrésoxidativo,
como sucedeconel genmnplde Y. chrysosporium(Li e: al., 1995). En el gen
mnplde Y. eryngii el RSE coincidetan solo encinco de los ochonucleótidos a

establecidospara la secuenciaconsenso.Sin embargo,si se consideranlos
nucleótidos que rodean esta secuencia, se comprueba que hay trece
nucleótidos (TTGAAAAATTCAA) que conforman una secuencia
palindrómicaque se asemejabastanteal tipo de secuenciaque representaun
RSE. Esteelementotambiénpodríarespondera cambiosde temperatura.Sin
embargo,las verdaderasproteínasde choquetérmicopresentanuna serie de
característicasentrelas que seencuentrala presenciade un grannúmerode
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HSE en su promotor, como sucedeen los genesmnpl de Y. chrysosporiumn.
En el genmnpl de Y. eryngii la presenciade un único posible HSE parece
indicarqueno setratarealmentede un elementode choquetérmico.No se ha
encontradoHSE engeneshp de Y. chrysosporium(Asadae: al., 1988; Smith
e: al., 1988; Walther e: al., 1988) aunquesi en geneshp de T. versicolor
(Johanssony Nyman, 1996).

La adiciónde H202 al micelio de Y. eryngii indujo la transcripcióndel gen
mnpl, observándoseunaacumulaciónmáxima de mRNA a los 60 minutos de
incubación,cantidadequivalenteal 18% de la máxima obtenidaen cultivos
líquidos con peptona.A partir de ese momento los niveles disminuyeron,
probablementedebidoa la acciónde las catalasaspresentesenel micelio que
provocaronla prácticadesaparicióndel H202 en 30 min. Li e: al. (1995) y
Gettemy e: al. (1997) observaronel mismo efecto del 11202 sobre la
transcripcióndel genmnpde Y. chrysosporium.La diferenciacon estetrabajo
seencuentraen las condicionesde cultivo previasa la induccióncon H202, ya
que en Y. chrysosporiumsolamentese indujo la transcripcióndel gen mnp

cuandose había cultivado el micelio en un medio con nitrógeno mineral
limitado.

Hasta ahora no se había estudiadoel efecto del OH• y 02 sobre la
transcripciónde las peroxidasasligninoliticas. En estetrabajo se demuestra
porprimeravezqueel OH• actúacomo inductor,y queescapazde dispararla
síntesisdel mRNA de la proteínaMnPL másrápidamentequeel H202. Así, si
con la adición de H202 500 pM se consiguieronlos mayoresniveles de
mRNA despuésde 60 mm de incubación, cuando se empleó el sistema
generadorde OH• mostradoen la l~’ig. 2.1 tan solo fueronnecesarios15 mm
parallegara nivelesmáximosde mRNA. Seintentótambiénanalizarel efecto
del 02, pero se pudo comprobarque no era posibleproducirestaespeciede
forma aislada,ya que pordismutaciónproducíaH202, conuna concentración
constanteen tomo a 50 pM. i>or tanto, el efecto observado sobre la
transcripcióndel genmnpl pudoserprovocadotanto porel H202 comopor el
Of (o incluso por la menadiona).Sin embargo,si se comparala curva de
mRNA conla obtenidacuandoseañadióunacantidadfija de H202 al micelio,
se compruebaque sonsimilares.Estopareceindicarque el efecto observado
con el sistemageneradorde 02 es mayoritariamentedebido al H202. Esto
sugiere que elevadas concentracionesde H202 (500 pM) añadidas
puntualmenteprovocanel mismo efecto inductor sobre la transcripcióndel
gen mnpl que bajas concentraciones(50 pM) mantenidasconstantesen el
medio extracelular.
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4.6 EXPRESIÓNHETERÓLOGA

Se intentaron desarrollardos sistemas de expresión para la peroxidasa —
MnPL*. La expresiónheterólogaen Eseherichiacohi ya habíasido utilizada
para expresarla Lii> y MnP de Y. chrysosporium(Doyle y Smith, 1996; a

Whitwam et al., 1995; Whitwam y Tien, 1996). Sin embargo,un sistemade
expresiónbasadoenel hongoascomicetoEmericellanidulans(más conocido
porel nombresu forma conidial,Aspergillusnidulans)no se habíautilizado
hasta ahora con peroxidasasligninolíticas, aunque se habían utilizado
Trichodermareesei (Saloheimoy Niku-i>aavola, 1991) y Aspergillusoryzae
(Stewarte: aL, 1996)conresultadosparcialmentesatisfactorios.

La expresiónen E. cohi presentóvarios inconvenientes.Se produjeron
nivelesbajosde enzimainactivaque se acumulóintracelularmenteen forma
solubley en cuerposde inclusión.Doyle y Smith, (1996) y Whitwam y Tien,
(1996) handescritorenaturalizaciónde Lii> y MnP a partir de cultivos de E.

cohi. Sin embargo,el procesopareceproblemáticoy, en el casode la LII’,
requirió manteneruna porción de péptido señalque pareceparticiparen el —

plegamiento.ConanterioridadSmithetah (1990)habíanexpresadola HRPen
E. cdi utilizandoun gensintético.La cantidadde proteínaobtenidafue muy

a
elevadapero también se acumuló inactiva.Tras el procesode replegadoel
rendimientototal de la enzimaactivapurificadafuetan solo del 2-3%, ya que
el restoprecipitó por interaccionesintermoleculares.Los nivelesde proteína
MniPL2* obtenidosenestetrabajofueronmuy inferioresa los de Mni>, LiP y
HRi> descritospor estosautores.Debido a estehecho,y al rendimientotan
bajo del procesode renaturalización,no se consiguióproducirunaperoxidasa
recombinanteconactividadcatalítica.

La expresión de proteínasheterólogasen especiesde Aspergillus y
Emericella ha dado generalmentebuenosresultadosdebido a que el DNA
extrañose integrade maneraestableen el genomay, con la secuenciaseñal a

apropiada,la proteínase procesay secretacorrectamente(Kersten e: ah.,
1995; Andersene: al., 1992). Cuandose utilizó E. niduhanscomohuéspedde
expresiónparala proteínaMnPL2, los resultadosfueronmuy diferentesa los
obtenidos con E. cohi. La enzima recombinante se secretó al medio
extracelulary presentóactividadcatalíticasobrelos diferentessustratosque
oxida la enzima nativa producida por Y. eryngii (datos no mostrados).
Ademásno parecióestarhiperglicosilada,comose pudo verpor sumovilidad —
relativaen SDS-PAGE.Si bien para la expresiónse utilizó un promotory un
terminadortranscripcionaldeE. niduhans,la secuenciaseñalcorrespondióa la
original del gen mnpl de Y. eryngii. i>or tanto la secreciónde la proteína
recombinantefue dependientedel péptidoseñalquecodifica dichasecuencia,
demostrandoque funciona tanto en P. eryngii como en E. nidulans. El a

130

a



4. Discusión

desarrollo de este sistema, capaz de expresar la peroxidasa MnPL
recombinanteactiva con unaspropiedadescatalíticasidénticasa la enzima
nativa producidapor P. eryngii, facilitará extraordinariamentelos estudios
posterioresde relación estructura-función.De hecho,ya se estánllevando a
caboexperimentosde mutagénesisdirigida sobreel genrnnpl con objeto de
verificar experimentalmentela implicación de determinadosaminoácidos
sobrelaspropiedadescatalíticasdeestenuevotipo deperoxidasa.
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1El hongo Pleurotus eryngii produce un nuevo tipo de peroxidasaque
compartepropiedadescatalíticasde la Lii> y la Miii’ producidaspor otros
basidiomicetosy, además,escapazde oxidarcompuestos(como fenolesy
colorantes)que estasdosenzimasno soncapacesde oxidardirectamente.
En el presentetrabajo se describe el nuevo ciclo catalítico de esta
peroxidasaligninolítica.

2 La donacióndel genque codifica estaperoxidasareveló la presenciade
dos alelos,mnphl y mnpl2, enel micelio dicarióticodeY. eryngii. Aunque
se han aislado alelos de genes que codifican otras peroxidasas
ligninolíticas, en el presentetrabajo se purifican y caracterizanpor
primeraveztanto los aleloscomo las proteínascorrespondientes.

3 Los alelos del genmnpl codificanproteínasque difieren entan solo tres
aminoácidos.Al analizarlas diferenciasenla regiónpromotoraseobservó
quesólo el alelo mnpl2 contieneun potencialMRE, lo queparecesugerir
quesólo estealeloestaríareguladopormetales.

4 La búsquedade secuenciasrelacionadascon el genmnpl ha conducidoa
su detecciónen otros hongosligninoliticos en los que hastaahorano se
habíandetectadoperoxidasasligninolíticas.

5 El genmnplpresentaun númeromuy elevadode intrones,15, solamente
comparablecon los descritosen genesde Yleuro:us ostrea:us (mnp) y

Trametesversicohor(pgv).

6 La secuenciade aminoácidosde la peroxidasaMnPL presentamayor
identidadcon la Lii’ de Phanerochaetechrysosporiurnquecon las típicas
MnP de P. chrysosporium.También existen identidadeselevadascon
otras peroxidasasde Trametesy Yheuro:us (incluyendouna peroxidasa
producidaporP. eryngiial crecersobresustratoslignocelulósicos).
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5. Conclusiones

e

7 El análisis del modelo molecularconstruidopara estanuevaperoxidasa
presentala mayor afinidad estructuralcon la Lii’. Sin embargo,en su
estructurano solo incluye los residuospotencialmenteimplicados en la e
oxidaciónde sustratosaromáticos(típicos de la Lii’), sino que además

2
tambiénpresentaun sitio de unióna Mii + (típico de la MnP). —

8 La expresiónde la peroxidasaMnPLestáreguladaa nivel de transcripción
2+génicapor peptona,Mn y especiesactivas de oxigeno. Entre éstas

últimas,el radicalhidroxilo, que es la especiemásreactiva,esel que más
rápidamenteinducela transcripción.

U

9 El sistemade expresiónheterólogadesarrolladoparala peroxidasaMnPL
en Emericella niduhans permitirá generar proteínas mutantes por e
mutagénesisdirigida pan poder completar los estudios de relación
estructura-funciónde la nuevaperoxidasadescritaen el presentetrabajo.
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