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La biotecnología microbiana utiliza diversas herramientas metodológicas para 

explorar y explotar la biodiversidad natural de los microorganismos y sus enormes 

capacidades metabólicas. Esta disciplina incluye en su área de estudio la aplicación de 

microorganismos para mejorar el medio ambiente, la identificación de microorganismos 

con potenciales metabólicos que puedan ser utilizados para aplicaciones industriales, y 

el uso de métodos moleculares para valorar la distribución natural de los 

microorganismos en el medio ambiente y las funciones ecológicas que ellos realizan. 

Los enzimas fueron descubiertos en la segunda mitad del siglo XIX y desde 

entonces han sido progresivamente utilizados en diversos procesos industriales. Son 

biocatalizadores extremadamente eficientes y altamente específicos. Con los avances en 

biotecnología en las últimas tres décadas, especialmente en las áreas de genética 

molecular e ingeniería de proteínas, los enzimas han encontrado campo de aplicación en 

muchos de los nuevos procesos industriales. En el siglo pasado ha habido una 

preocupación creciente por los efectos de la contaminación ambiental, y la presión 

pública ha influido tanto en la industria como en los gobiernos para su disminución. Los 

enzimas microbianos presentan aplicación industrial debido a su elevada eficiencia 

catalítica, a que su uso no daña el medio ambiente y a su alta rentabilidad económica 

(Cherry y Fidantsef, 2003). Por este motivo existe un renovado interés en sustituir los 

procesos productivos convencionales por procesos biotecnológicos en los que están 

involucrados microorganismos y enzimas microbianos tales como pectinasas (Alkorta 
�

��., 1998; Kashyap 
� ��., 2001), xilanasas (Beg 
� ��., 2001; Viikari 
� ��., 2001), 

celulasas (Bhat, 2000), mananasas (Montiel 
� ��., 2002), amilasas (Gupta 
� ���� 2003; 

Van der Maarel 
� ��., 2002), lacasas y ligninasas (Bajpai, 1999); los cuales no sólo 

proporcionan alternativas económicas viables, sino que además permiten el desarrollo 

de tecnologías respetuosas con el medio ambiente. 

�	�	���������������������
���

Las células vegetales están rodeadas por una estructura rígida, la "#$%&�'%()(#$,

que se asienta externamente sobre la membrana plasmática. La pared celular vegetal 
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proporciona la forma y el soporte a la planta, ayuda a regular procesos fisiológicos, 

incluyendo la respuesta de defensa, y actúa de barrera física a la invasión de patógenos. 

Está compuesta por una mezcla compleja de ����	������, ������� y ���
����, así 

como otras sustancias embebidas en ella, tales como ������, ���
���� y ciertos 

����
��
�� ��������� que varían de una planta a otra (Goodwin y Mercer, 1990; 

Showalter, 1993). 

La pared celular de las plantas superiores está formada por tres capas: lámina 

media, pared primaria y pared secundaria (Fig.1.1.1.). La ��������
���, primera capa 

que se deposita durante la división celular, está formada principalmente por 

polisacáridos pécticos y mantiene la unión entre las células adyacentes (Zarra y Revilla, 

1993; Heredia� 
�� ����� 1995). Una vez completada la división se deposita la ���
��

��������, formada fundamentalmente por celulosa. La pared primaria continua 

creciendo en área y espesor mientras las células hijas crecen en tamaño (McNeill 
����.,

1984). La ���
���
�������� comienza a depositarse hacia el final del crecimiento de la 

célula y continúa cuando éste ha parado. Consiste básicamente en tres capas de 

microfibrillas de celulosa con diferente orientación embebidas de lignina, que realiza un 

papel cementante. Contiene además otros polisacáridos tales como hemicelulosas. En 

conjunto, es una estructura más gruesa que la pared primaria, con una mayor rigidez y 

resistencia (Heredia�
�������1995; Smith, 1993). 
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�*+)$#������� Estructura de la pared celular.

Según la estructura de los componentes de la pared, se pueden distinguir dos 

fases: la ���
 ������������ y la ������.

La ,#-% .*'$/,*0$*(#$ es altamente cristalina y relativamente homogénea en 

composición química. Consiste en largas y estrechas microfibrillas de celulosa (Brett y 

Waldron, 1990). 

La �������� es el polisacárido más común encontrado en el reino vegetal. 

Consiste en un polímero no ramificado formado por moléculas de D-glucosa unidas por 

enlaces glucosídicos β(1→4) y su función principal es asegurar la rigidez de la pared 

celular vegetal. Las microfibrillas de celulosa forman una estructura paracristalina 

estabilizada por puentes de hidrógeno intra e intermoleculares, con cadenas orientadas 

de manera paralela y antiparalela (Tomme 
� ���� 1995). 

Adicionalmente se pueden encontrar otros polisacáridos microfibrilares en la 

pared celular. En la mayoría de los hongos se encuentra la �������, compuesta por 

cadenas largas y ramificadas de residuos N-acetil-glucosamina unidos por enlaces 

β(1→4) glucosídicos. Ciertas algas contienen microfibrillas compuestas de ������,

cadenas de manosa con uniones β(1→4); o  ������ β(1→3), cadenas de xilosa con 

uniones β(1→3) (Northcote, 1972; Preston, 1979). 

Pectina lámina media

Pared primaria

Lámina media

Membrana plasmática

Celulosa

Pectina

Hemicelulosa

Pectina lámina media

Pared primaria

Lámina media

Membrana plasmática

Celulosa

Pectina

Hemicelulosa
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La .#1$*2 es una fase amorfa de composición heterogénea formada de una gran 

variedad de polímeros, los cuales están unidos entre sí, así como a las microfibrillas, por 

diferentes tipos de enlaces (Brett y Waldron, 1990). 

Tradicionalmente los polisacáridos matriciales se han clasificado en ����
��

�!����� y 	
���
������, tomando como criterio el tipo de método utilizado para su 

extracción de la pared. Las hemicelulosas necesitan métodos de extracción fuertes: 

soluciones alcalinas como NaOH al 17,5% o KOH al 4-24%. Por el contrario, las 

pectinas se extraen con métodos relativamente suaves tales como tratamiento con agua 

caliente, agentes quelantes, como el EDTA, que extraen el Ca2+ de la pared, o ácidos 

diluidos (Zarra y Revilla, 1993; Varner y Liang, 1989). 

Las ��	
��������� son polisacáridos muy heterogéneos que constituyen los 

segundos por orden de abundancia en la pared celular vegetal. Son polisacáridos 

neutros, conteniendo habitualmente glucosa o xilosa, que presentan una cadena 

principal relativamente larga con ramificaciones cortas. 

Algunos polisacáridos representativos de las hemicelulosas encontradas en la 

pared celular son: xilanos, mananos, glucomananos, galactoglucomananos, xiloglucanos 

y calosa (Tabla 1.1.1.). 

Los ���
����
���� ����
��� son una mezcla compleja de polímeros ácidos y 

neutros, que se caracterizan por su capacidad para formar geles y actuar como 

sustancias cementantes en la lámina media y la pared primaria. La composición y 

estructura de los mismos se detalla en el apartado 1.2. 

Algunos polisacáridos pécticos de la pared celular son: galacturonano, 

ramnogalacturonano I, ramnogalacturonano II, galactano, arabinogalactano y arabinano 

(Tabla 1.1.1.) (Heredia 
� ��., 1995; Pérez 
� ��., 2000). 
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�#0(#������� Polisacáridos de la pared celular. 

!/(3.%$/-� Características principales 

Celulosa Cadenas lineales de glucosa β(1-4). 

Sustancias pécticas 

Galacturonanos Cadenas de galacturonato α(1→4) metilado en 
diferente proporción en los grupos carboxilos de 
los C-6. 

Ramnogalacturonano I Cadenas de galacturonano interrumpidas 
ocasionalmente por residuos de L-ramnosa 
α(1→2) que pueden enlazar cadenas laterales que 
contienen galactosa y arabinosa. 

Ramnogalacturonano II Similar en composición al rhamnogalacturonano I 
pero conteniendo azúcares poco comunes como la 
apiosa y la metilfucosa.  

Galactanos Cadenas de galactosa β(1→4). 

Arabinogalactanos  Como los galactanos pero con cadenas laterales de 
L-arabinosa unidas al C-3 de los residuos de la 
cadena principal. 

Arabinanos Cadenas de L-arabinosa α(1→5) con unidades  
α-L-arabinosa unidas al C-3 de los residuos de la 
cadena principal. 

Hemicelulosas 

Xilanos Cadenas de xilosa β(1→4) con cadenas laterales 
cortas de otros azúcares unidos al C-2 o al C-3 de 
los residuos de la cadena principal. 

Mananos Cadenas de manosa β(1→4) que pueden contener 
ramificaciones de α-galactosa enlazadas al C-6 de 
los residuos de manosa. 

Glucomananos Cadenas de manosa β(1→4) que contienen 
residuos de glucosa. La relación manosa:glucosa 
es de 3:1. 

Galactoglucomananos Como los glucomananos, pero con residuos  
α-galactosa simples unidos al C-6 de los residuos 
de manosa de la cadena principal. 

Xiloglucanos Cadenas de glucosa β(1→4) con cadenas laterales 
cortas de α-xilosa unidas al C-6 de los residuos de 
glucosa de la cadena principal. 

Calosa Polímero no ramificado de glucosa β(1→3). 
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La (*+4*4# es la sustancia más abundante en la matriz de la pared celular de las 

plantas leñosas. Es un polímero formado por restos fenilpropanoides, derivados de los 

alcoholes cumarílico, coniferílico y sinapílico, unidos entre sí por enlaces éter (C-O-C) 

o C-C. Debido al carácter hidrofóbico que posee desplaza el agua de las paredes 

celulares secundarias, aumentando la resistencia química y la rigidez de la pared. 

La hemicelulosa y los polisacáridos pécticos, así como la lignina, interactúan 

con las fibras de celulosa, creando una estructura rígida a lo largo de la pared celular 

vegetal. 

�	�	����
����

Las pectinas son mezclas complejas de polisacáridos que pueden llegar a 

constituir un tercio del peso seco de la pared celular de las dicotiledóneas y algunas 

plantas monocotiledóneas (Hoff y Castro, 1969; Jarvis� 
�� ���� 1988). Las mayores 

concentraciones de pectina se han encontrado en la lámina media, con una disminución 

gradual en su abundancia hacia la membrana plasmática (Darvill� 
�� ����� 1980). Las 

pectinas tienen función lubricante y cementante en la pared celular de las plantas 

superiores. También están involucradas en la textura y maduración de los frutos, en el 

crecimiento de los vegetales y en la interacción entre las plantas huésped y sus 

patógenos. 

�	�	�	������������������ !��! "�

La palabra pectina viene del nombre griego �
��� que significa solidificado o 

coagulado.� En 1790 Vauquelin descubrió la pectina como una sustancia soluble 

presente en los zumos de fruta, pero no fue hasta el 1824 cuando Braconnot, quien 

continuó el trabajo de Vauquelin, llamó a esta sustancia ácido péctico, ya que tenía 

propiedades gelificantes cuando se le añadía ácido a la solución. En 1924 Smolenski fue 

el primero en identificar al ácido poligalacturónico como componente de la pectina 

(www.herbstreith-fox.de/pdf/ehfnatur.pdf ). En 1944 el Comité para la Revisión de la 

Nomenclatura de Sustancias Pécticas estableció la definición para las pectinas (Kertesz 


� ��., 1944), pero desde entonces la terminología ha ido cambiando y se han ido 
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utilizando definiciones modificadas. Actualmente se consideran pectinas los 

polisacáridos ácidos complejos de naturaleza coloidal que contienen un esqueleto de 

residuos de ácido galacturónico. 

Atendiendo al tipo de modificación que sufre la cadena principal o esqueleto de 

la molécula, el término genérico pectina puede aplicarse a: ����
������, ���� �!����,

���� �
������ y �
����� (BeMiller, 1986). La protopectina es insoluble en agua, 

mientras las otras tres sustancias son totalmente o parcialmente solubles en agua (Serra 


� ��., 1992). 

La "$/1/"%'1*4# es una matriz de sustancia péctica que por hidrólisis da lugar a 

la pectina o al ácido pectínico. Protopectina es el término utilizado para describir las 

sustancias pécticas insolubles en agua encontradas en los tejidos vegetales y de las 

cuales se forman las sustancias pécticas solubles (Kilara, 1982). 

Los� 5'*&/-� "6'1*'/-� son galacturonanos que no contienen grupos metilos. 

También pueden denominarse ácido poligalacturónico. A las sales de los ácidos 

pécticos se les llama pectatos o "/(*+#(#'1)$/4#1/-�

Los 5'*&/-� "%'134*'/- son galacturonanos con cantidades variables de grupos 

metilos esterificados con los grupos carboxilos del C-6. A las sales de los ácidos 

pectínicos, se les llama pectinatos. Estas sustancias tienen la propiedad de formar geles 

con azúcares, con ácidos y, si el contenido de metilos es bajo, con otros componentes 

como sales de calcio (Kashyap 
����., 2001). 

La "%'1*4#� es una mezcla amplia de sustancias pécticas de diferente 

composición que contiene como componente principal ácido pectínico. La pectina en 

forma nativa se encuentra localizada en la pared celular y puede estar entrecruzada con 

otros polisacáridos estructurales y proteínas para formar protopectina insoluble. 

El componente más abundante de las pectinas es el ácido galacturónico, que 

forma el esqueleto principal de la molécula consistente en una cadena de residuos de 

ácido D-galacturónico unidos mediante enlaces α(1→4) (Fig. 1.2.1.). Estos residuos 

pueden estar parcialmente metilados, esterificados en el C-6 con alcohol metílico, 

siendo el grado de metilación variable según el origen de la pectina. La pectina también 
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contiene con frecuencia residuos de ramnosa, arabinosa y galactosa. Generalmente la 

ramnosa forma parte de la cadena principal, mientras que la arabinosa y la galactosa se 

encuentran en las cadenas laterales unidas a la cadena principal formando 

ramificaciones (Heredia 
������ 1995). 

Las pectinas son heteropolisacáridos complejos que contienen dos regiones 

definidas (De Vries 
� ��., 1983; Pérez 
� ��., 2000). La �
��"�� ���� o 

7/./+#(#'1)$/4#4/ consiste en un esqueleto de residuos de ácido D-galacturónico 

unidos mediante enlaces α(1→4), los cuales pueden estar acetilados en el C-2 o en el  

C-3, o metilados en el C-6. La �
��"� ����� o $#.4/+#(#'1)$/4#4/� � es un 

heteropolímero en el que los residuos de ácido D-galacturónico del esqueleto están 

interrumpidos por residuos de L-ramnosa unidos por enlaces α(1→2), a los cuales 

pueden unirse largas cadenas de arabinano y galactano mediante el C-4 (De Vries y 

Visser, 2001) (Fig. 1.2.2.). El $#.4/+#(#'1)$/4#4/� �� es un polisacárido de               

30 unidades que contiene un esqueleto de ácido galacturónico, sustituido por 4 cadenas 

laterales que contienen ramnosa, arabinosa y azúcares poco comunes como apiosa y 

metilfucosa (Pérez 
� ��., 2000). Se desconoce si el ramnogalacturonano II está unido 

covalentemente a la cadena principal de pectina (Fig. 1.2.2.). 

�*+)$#� ������ Estructura de la molécula de pectina. Se representa una cadena de ácido 
poligalacturónico parcialmente metilesterificado. 
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�*+)$#������� Estructura esquemática de la pectina. 

Las pectinas también se pueden clasificar según el proceso de extracción de la 

pared celular en tres tipos: �
������������
��
������, extraíbles con agua o soluciones 

salinas; �
������� �����
�� 
�� ��
����
�, extraíbles mediante soluciones de agentes 

quelantes de calcio, como el EDTA (ácido etilendiaminotetraacético), CDTA (ácido 

ciclohexanodiaminotetraacético) o hexametafosfato; y ����
������, extraíbles con 

soluciones alcalinas o ácidos diluidos calientes (Van Buren, 1991). La dificultad de la 

extracción de la protopectina puede ser debida a los puentes ácidos o básicos que anclan 

a la protopectina en la matriz de la pared. Una parte de las cadenas de protopectina están 

embebidas en la pared primaria y secundaria, el resto se encuentra en la lámina media. 

La pectina soluble en agua y la pectina soluble en quelantes derivan de la lámina media 

(Van Buren, 1991). 

Las "%'1*4#-� -/()0(%-� %4� #+)# están formadas básicamente por 

homogalacturonano. El ácido galacturónico está esterificado con alcohol metílico, 

siendo el grado de metilación variable según el origen de la pectina. 

Las "%'1*4#-� -/()0(%-� %4� #+%41%-� 8)%(#41%- tienen una composición similar 

pero pueden presentar un 2% de ramnosa, principalmente sustituyendo al ácido 

galacturónico en la cadena principal, y del 10 al 20% de otros azúcares en forma de 

cadenas laterales. 
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Las "$/1/"%'1*4#- presentan una estructura de la molécula similar pero con un 

alto contenido de azúcares neutros, principalmente galactosa y arabinosa. 

�	�	�	�� "#��#������$"�����

Dependiendo del origen de la pectina y del modo de extracción los grupos 

carboxilos de los residuos de ácido galacturónico presentan un grado variable de 

esterificación por metanol y pueden estar parcialmente o completamente neutralizados 

por iones sodio, potasio o amonio. En ciertas pectinas, adicionalmente, los grupos 

hidroxilos están parcialmente acetilados (Turquois 
����., 1999; Kashyap 
� ��., 2001). 

Un factor importante que caracteriza las cadenas de pectina es el grado de 

metilación (DE) que se define como el número de moles de metanol por 100 moles de 

ácido galacturónico. Según este criterio, las pectinas han sido clasificadas en dos 

grupos: las que presentan más de un 50% de metilación, pectinas altamente metiladas 

(HM); y las que contienen menos del 50% de metilación, pectinas de baja metilación 

(LM). La principal fuente de las pectinas de alta metilación es la piel de cítricos y la 

manzana. La pectina de baja metilación se obtiene comercialmente mediante 

desmetilación química de la pectina de alta metilación (Pilgrim 
� ��., 1991; Constenla y 

Lozano, 2003). 

Las pectinas probablemente se forman inicialmente con alto grado de metilación, 

pero éste disminuye después de que se insertan en la pared celular y lámina media. En 

general, las pectinas de los tejidos tienen un rango de metilación de entre 60 y 90%. El 

grado de metilación tiene un papel importante en la firmeza y cohesión de los tejidos 

vegetales. La reducción del grado de metilación tiene como consecuencia un aumento 

de la cohesión ya que la formación de grupos carboxilos libres aumenta la posibilidad 

de enlaces entre polímeros (Van Buren, 1991). 

Las pectinas tienen la capacidad de formar geles en determinadas condiciones, 

cambios físicos o químicos que disminuyen la solubilidad de las moléculas de pectina. 

El mecanismo de gelificación y las propiedades de los geles dependen entre otros 

factores de la temperatura, del pH y del grado de metilación. Las pectinas de elevada 

metilación forman geles en medios ácidos y en presencia de sacarosa, mientras que las 
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pectinas de baja metilación forman geles en presencia de elementos alcalinos y de calcio 

(Turquois 
� ��., 1999). 

�	�	%	���$"����#���"$����

La capacidad del calcio para formar complejos insolubles con pectinas se debe a 

la unión de dicho ión con los grupos carboxilos libres de cadenas distintas del polímero, 

formando como consecuencia una red tridimensional (BeMiller, 1986). Los enlaces de 

calcio implican otros grupos funcionales aparte de los grupos carboxilo. En este sentido, 

la interacción fuerte entre el calcio con los átomos de oxígeno de los grupos hidroxilo 

de la pectina han sido descritos por Rees 
� ��. (1982). 

Para la coagulación y gelificación de la pectina inducida por calcio ha sido 

propuesta una estructura llamada ��#�� �
� 	�
��, en la que los iones calcio 

interaccionan iónicamente por coordinación con oxígenos de dos cadenas adyacentes, 

originando un cruzamiento de cadenas (Rees 
� ��., 1982) (Fig. 1.2.3.). Los enlaces 

cruzados de calcio son más estables en presencia de otros enlaces cruzados vecinos 

cooperativos. La máxima estabilidad se alcanza cuando están presentes de 7 a 14 

enlaces cruzados consecutivos. El calcio no coagula las pectinas con grado de 

esterificación mayor del 60% y las concentraciones necesarias para coagular pectinas 

con bajo grado de metilación aumenta a medida que el peso molecular disminuye (Van 

Buren, 1991). 
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�*+)$#������� Representación esquemática del modelo ��#���
�	�
��
para la gelificación de pectina de bajo grado de esterificación. 

La formación de geles puede resultar también de la interacción entre las cadenas 

poliméricas a través de puentes de hidrógeno y/o interacciones hidrofóbicas, formando 

como resultado una red tridimensional (BeMiller, 1986). 

�	�	&	���$��"�����#��$"��������"��

Tradicionalmente las pectinas se utilizan en la industria alimentaria como 

agentes gelificantes y espesantes. Suelen ser componentes habituales de productos 

alimentarios como mermeladas, jaleas, productos lácteos y también en productos 

cosméticos como geles y pastas. Actualmente las pectinas también se utilizan como 

fibras nutricionales y para la producción de proteína unicelular (Kravtchenko 
�� ��.,

1992; Takur 
� ���� 1997; Alkorta�
������ 1998). Recientemente, se ha incrementado su 

utilización tanto como fuente de energía, como de materia prima para procesos 

industriales (Pérez 
� ��., 2000). 

Las pectinas se utilizan también en el sector farmacéutico como agentes 

detoxificantes, siendo conocidas por sus efectos antidiarréicos. La pectina en forma de 

carbohidrato coloidal actúa como lubricante en los intestinos al recubrir la mucosa con 

polisacáridos y promover el peristaltismo sin causar irritación, siendo adecuada como 

aditivo en la comida de bebés. La pectina reduce la toxicidad de algunos fármacos y 
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prolonga su actividad sin disminuir los efectos terapéuticos. Los microglóbulos de 

pectina gelatinizada pueden también utilizarse en quimioterapia de cánceres localizados 

como sistema de liberación intravascular de fármacos (Hoondal 
� ��., 2002). 

�	%	����
���'�'�

�	%	�	��" "��� (����"��)��*!(���"�����$"��+��"�����

Las pectinas son degradadas por enzimas pectinolíticos, pectinasas, los cuales 

presentan gran diversidad, debida en parte a la compleja naturaleza del sustrato 

degradado. Las plantas y los microorganismos son los principales productores de estos 

enzimas (Naidu y Panda, 1998). 

Las pectinasas se clasifican en tres tipos principales: 
������ �
�
��
��������
�

(pectinesterasas), 
������� �
�����
������
� (hidrolasas y liasas) (Fig. 1.3.1.) y 

����
�������� (Alkorta�
� �����1998; Kashyap 
� ��., 2001). 

�#0(#� ������ Clasificación de los enzimas pectinolíticos y su nombre de acuerdo con la 
Comisión de Enzimas (EC) (Recomendaciones de la IUPAC-IUB). 

�/.0$%�$%'/.%4&#&/�"/$��
� �/.0$%�'/.94� �9.%$/��
 �)-1$#1/ Modo &%�#''*:4

�������
�
���
���de sustratos�

Pectina metil esterasa Pectinesterasa 3.1.1.11 Pectina Endo 

������
	�
���
���de sustratos�

;*&$/(#-#-�

Endopoligalacturonasa Poligalacturonasa 3.2.1.15 Pectato Endo 

Exopoligalacturonasa 1 Poligalacturonasa 3.2.1.67 Pectato Exo (terminal)

Exopoligalacturonasa 2 Poligalacturonasa 3.2.1.82 Pectato Exo (penúltimo 
enlace)

Endopolimetilgalacturonasa Pectina hidrolasa Pectina Endo 

Exopolimetilgalacturonasa Pectina hidrolasa Pectina Exo 

� �*#-#-�

Endopoligalacturonato liasa Pectato liasa 4.2.2.2 Pectato Endo 

Exopoligalacturonato liasa Pectato liasa 4.2.2.9 Pectato Exo 

Endopolimetilgalacturonato liasa Pectina liasa 4.2.2.10 Pectina Endo 

Exopolimetilgalacturonato liasa Pectina liasa  Pectina Exo 



Análisis de sistemas pectinolíticos y caracterización de pectinasas bacterianas

- 16 -

Las "%'1*4%-1%$#-#-� (pectina pectilhidrolasa, 3.1.1.11)� (Tabla 1.3.1.), también 

conocidas como pectina metil esterasas, catalizan la desesterificación de los grupos 

metilo de la pectina dando lugar a ácido poligalacturónico o pectato (Kashyap 
� ��.,

2001). Su actividad se puede determinar midiendo la liberación de metanol. Son 

sintetizadas por hongos, bacterias, levaduras y plantas superiores (Alkorta�
�������1998). 

Las pectinesterasas de levaduras son activas a pH entre 3 y 5, y las bacterianas entre 7 y 

8. Estos enzimas se inactivan por calentamiento a 80ºC (Gerhartz, 1990). 

Los %42*.#-� &%-"/(*.%$*2#41%- o &%-"/(*.%$#-#- (Tabla 1.3.1.) se clasifican 

atendiendo a tres aspectos, que se refieren al modo de ataque al esqueleto de ácido 

poligalacturónico. Estos aspectos siguen los siguientes criterios: a) el mecanismo 

químico de ruptura de los enlaces: hidrólisis o transeliminación; b) la naturaleza del 

sustrato preferido: pectina o ácido poligalacturónico; c) el modo de corte del polímero: 

endo o exo (Alkorta�
�������1998; Kashyap 
����., 2001). 

Los enzimas despolimerizantes pueden romper los enlaces α(1-4) glucosídicos 

entre los monómeros de ácido galacturónico de las pectinas por hidrólisis (hidrolasas) o 

por transeliminación (liasas). 

Las��
������� rompen los enlaces entre los monómeros de ácido galacturónico 

por adición de agua. Son activas a pH ácido y pueden ser inhibidas por el ión calcio 

(Guevara� 
�� ����� 1997). Se pueden dividir en dos grupos principales atendiendo al 

sustrato que hidrolizan: 

Las ���������������� o �
�����	�������� degradan la pectina desmetilada, es 

decir, el ácido poligalacturónico o pectato. Pueden tener modo de acción endo o exo. 

Las endopoligalacturonasas (poli 1,4-α-D-galacturónido glucanohidrolasa, EC 3.2.1.15)�

están ampliamente distribuidas y producidas por una gran variedad de organismos como 

bacterias, hongos, levaduras, plantas superiores y nemátodos parásitos de plantas (Sakai 


� ���� 1993). Las exopoligalacturonasas (poli 1,4-α-D-galacturónido 

galacturonohidrolasa, EC 3.2.1.67; o poli 1,4-α-D-galacturónido 

digalacturonohidrolasa, EC 3.2.1.82) son producidas por hongos, algunas bacterias y 

plantas superiores (Sawada 
� ���� 2001). Generalmente las exopoligalacturonasas de 

hongos y plantas liberan ácido galacturónico, mientras que las bacterianas liberan ácido 



Introducción 

- 17 -

digalacturónico (Rombouts y Pilnik, 1980; Sakai 
� ��., 1993), aunque existe poca 

información sobre exopoligalacturonasas de bacterias Gram positivas (Sawada 
� ����

2001). 

Las ����
����������������� � �
������ 	�������� degradan el polímero 

metilado, la pectina. Aunque hay algunos artículos que describen este tipo de actividad 

catalítica, la existencia de estos enzimas parece ser cuestionada ya que es posible que 

preparaciones de poligalacturonasas contaminadas con pectinesterasas, hayan sido 

consideradas por error como preparaciones de polimetilgalacturonasas (Alkorta 
� ��.,

1998). Sin embargo, recientemente se han descrito algunas poligalacturonasas que 

degradan las zonas no esterificadas de la pectina, hecho que apuntaría a la existencia de 

auténticas pectina hidrolasas (Daas 
������ 1999). 

Las �
����, también llamadas transeliminasas, rompen los enlaces glucosídicos 

por β-eliminación. Según el sustrato sobre el que actúen sea pectina o ácido 

poligalacturónico se clasifican en polimetilgalacturonato liasas o poligalacturonato 

liasas, respectivamente. 

Las ����
��������������� ������� � �
������ ������ (polimetoxigalacturónido 

liasa, EC 4.2.2.10) fueron descubiertas por Albersheim en 1960 (Kozianowski� 
�� ��.,

1997). Todas las descritas hasta la fecha actúan de forma endo (Alkorta 
����., 1998). 

Son sintetizadas mayoritariamente por hongos, aunque también se han identificado en 

algunas bacterias, tales como ��$���� y ��
�������(Kozianowski 
� ���� 1997). 

Las ������������������������
����������� (poli 1,4-α-D-galacturónido liasa, 

EC 4.2.2.2; o poli 1,4-α-D-galacturónido exoliasa, EC 4.2.2.9) fueron descritas por 

primera vez por Starr y Moran (1962) en cultivos de ��$����� �������. Están 

ampliamente distribuidas entre los microorganismos patógenos de plantas y son el 

objeto de diferentes estudios debido a su posible papel como factores de virulencia 

(Barras�
����., 1994; Hugouvieux-Cotte-Pattat�
�������1996). También se han encontrado 

en numerosos microorganismos saprófitos, incluyendo los géneros ��������,

��
������, %���������, �������� y en algunas bacterias termófilas (Nasser 
�������

1990; Charnock 
� ���, 2001; Tamaru y Doi, 2001; Brühlmann y Keen, 1997; 

Kozianowski 
� ���� 1997). Estos enzimas actúan a pH alcalino, entre 8 y 10, pueden 
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tener modo de acción endo o exo, y requieren iones calcio para la actividad enzimática 

(Sakai 
� ��., 1993). 

Las "$/1/"%'1*4#-#- son enzimas que solubilizan la protopectina. Se clasifican 

en dos tipos (Sakai� 
�� ���� 1993). El tipo A degrada el ácido poligalacturónico de la 

protopectina mientras que el tipo B degrada las cadenas de polisacáridos que conectan 

el ácido poligalacturónico con otros constituyentes de la pared celular. En este tipo de 

enzimas se incluirían las hidrolasas y liasas que degradan el ramnogalacturonano 

(Suykerbuyk 
� ��., 1997; De Vries y Visser, 2001). 

�*+)$#� ������ Esquema de la acción enzimática de las pectinasas. PMGE: 
polimetilgalacturonato esterasa (pectinesterasa); PMGL: polimetilgalacturonato 
liasa (pectina liasa); PMG: polimetilgalacturonasa (pectina hidrolasa); PGL: 
poligalacturonato liasa (pectato liasa); PG: poligalacturonasa (pectato hidrolasa). 

!%'1*4#

<'*&/�
"/(*+#(#'1)$:4*'/

;*&$:(*-*-�$#4-%(*.*4#'*:4

!%'1*4#

<'*&/�
"/(*+#(#'1)$:4*'/

;*&$:(*-*-�$#4-%(*.*4#'*:4
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La base de datos CAZy (http://afmb.cnrs-mrs.fr/CAZY/index.html), creada por 

Bernard Henrissat, Pedro Coutinho y Mark Stam, describe las familias de enzimas que 

degradan, modifican o crean uniones glucosídicas, así como los módulos de unión a 

carbohidratos de los mismos. La clasificación se ha realizado atendiendo a homología 

en el plegamiento y estructura de los enzimas o de sus módulos catalíticos. 

Según esta base de datos, las pectinasas se pueden agrupar dentro de tres clases 

enzimáticas: ����	����� 
��
����� (CEs), ������������ �� ����������������� (GHs) y�

�������������������(PLs). En la primera de estas clases, las carbohidrato esterasas, se 

incluyen las pectina metil esterasas (EC 3.1.1.11) (CE8), pectina acetil esterasas (EC 

3.1.1.-) (CE12) y ramnogalacturonano acetilesterasas (EC 3.1.1.-) (CE12). Los dos 

últimos tipos son enzimas que liberan grupos acetilos de la pectina. Por su parte, en la 

clase enzimática glucosidasas y transglucosidasas se encuentran las poligalacturonasas, 

endopoligalacturonasas (EC 3.2.1.15) o exopoligalacturonasas (EC 3.2.1.67 y 3.2.1.82), 

que degradan homogalacturonanos; y también las ramnogalacturonasas (EC no 

definido), que degradan ramnogalacturonano. Todos estos enzimas pertenecen a la 

familia 28 de las glucosil hidrolasas 28 (GH28). En la tercera clase, polisacárido liasas, 

se encuentran las pectato liasas, endo o exopoligalacturonato liasas, y las pectina liasas. 

Las endopoligalacturonato liasas (EC 4.2.2.2) pertenecen a las familias polisacárido 

liasa PL1, PL2, PL3, PL9 y PL10; las exopoligalacturonato liasas (EC 4.2.2.9) a las 

familias PL1, PL2 y PL9; y las pectina liasas (EC 4.2.2.10) a la familia PL1. Las 

ramnogalacturonano liasas pertenecen a las familias PL4 y PL11. Las ramificaciones 

del ramnogalacturonano, compuestas de galactano, arabinano y arabinogalactano, son 

degradadas por numerosos enzimas, incluyendo galactanasas (GH53) y arabinanasas 

(GH43) (Brown 
������ 2001). 

�	%	�	�������"�"��#�$�,-�� �����������

El género �������� produce diferentes enzimas pectinolíticos, que se encuentran 

distribuidos entre todas las familias enzimáticas citadas anteriormente menos en las 

familias PL2 y PL4. Es de destacar que la mayoría de los enzimas identificados hasta el 

momento en este género son pectato liasas, únicamente uno de ellos es pectina liasa y 

otro tiene actividad hidrolasa. 
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Las liasas de la familia PL1 son las más numerosas y presentan pesos 

moleculares entre 30 y 50 kDa (Tabla 1.3.2.). A esta familia pertenece la única pectina 

liasa de �������� descrita hasta la fecha (Sakamoto 
�� ���� 1996). La familia PL3 

contiene pectato liasas de pequeño peso molecular, entre 20 y 25 kDa (Tabla 1.3.3.). La 

familia PL9 contiene dos pectato liasas que presentan un tamaño molecular superior a 

72 kDa (Tabla 1.3.4.). Por último, la familia PL10 contiene pectato liasas con peso 

molecular entre 35 y 140 kDa (Tabla 1.3.5.). La única hidrolasa del género ���������

identificada hasta la fecha es la poligalacturonasa Peh358, que pertenece a la familia 28 

de las glucosil hidrolasas (Tabla 1.3.6.). 

�#0(#������� Pectinasas de �������� pertenecientes a la familia Polisacárido Liasa 1. 

!$/1%34#� �$+#4*-./� �
� �%4�#4=� �%,%$%4'*#�

Pectato liasa �� ������	�
�
��� 4.2.2.2.   

Pectato liasa �� 	��������� 4.2.2.2.   

BH0698 �� 	���������C-125 n.d. AP001509

BH3819 �� 	���������C-125 n.d. AP001520

Pectato liasa �� ���	
�������� 4.2.2.9. AJ517194  

Pectato liasa �������� sp. KSM-P103 4.2.2.2. AB015044 Hatada 
� ����
1999

Pectato liasa �������� sp. KSM-P7 4.2.2.2. AB015043 Kobayashi 
�
���� 1999a

Pectato liasa �������� sp. AAI12 4.2.2.2.   

Pectato liasa �������� sp. I534 4.2.2.9.   

Pectato liasa Pel-34K �������� sp. P-2850 n.d. AB080666

Pectato liasa Pel-4A �������� sp. P-4-N 4.2.2.2. AB041769 Kobayashi 
�
���� 2000

Pectato liasa Pel-4B �������� sp. P-4-N 4.2.2.2. AB042100 Hatada 
� ����
2001

Pectato liasa Pl47 �������� sp. TS-47 4.2.2.2. AB045986 Nakaniwa 
� ����
2003

������������ n.d. AX601431

Pectina liasa �� �������� IFO 3134 4.2.2.10. D83791 Sakamoto 
� ����
1996

Pectato liasa �� �������� subsp. 
���������str.168 

4.2.2.2. D26349 Nasser 
� ����
1993

PelB �� �������� subsp. 
���������str.168 

n.d. Z99114  

n.d. No determinado 
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�#0(#������� Pectinasas de �������� pertenecientes a la familia Polisacárido Liasa 3. 

!$/1%34#� �$+#4*-./� �
� �%4�#4=� �%,%$%4'*#�

Pectato liasa Pel-15 �������������KSM-P15 4.2.2.2. AB011839 Hatada 
� ����
2000

Pectato liasa Pel-28K �acillus sp. P-2850 n.d. AB081830  
YvpA ����������� subsp. 

���������str.168 
n.d. AF017113 Kunst 
� ����

1997
n.d. No determinado 

�#0(#������� Pectinasas de �������� pertenecientes a la familia Polisacárido Liasa 9. 

!$/1%34#� �$+#4*-./� �
� �%4�#4=� �%,%$%4'*#�

PelX (BH0494) �� 	���������C-125� n.d. AP001508 Takami 
� ���� 1999

Pectato liasa H �������������KSM-P15� 4.2.2.2. AB028878 Ogawa 
� ���� 2000 

n.d. No determinado 

�#0(#������� Pectinasas de �������� pertenecientes a la familia Polisacárido Liasa 10. 

!$/1%34#� �$+#4*-./� �
� �%4�#4=� �%,%$%4'*#�

Pectato liasa (PelE) ���������	���� NTT33 4.2.2.2. AF303225 Zhai 
� ���� 2003 

Pectato liasa E �������������KSM-P15 4.2.2.2. AB028877 Sawada 
������ 2000 
Pectato liasa P358 �������������P-358 n.d. AB062880 Kobayashi 
� ����

2003
n.d. No determinado 

�#0(#������� Pectinasas de��������� pertenecientes a la familia Glucosil hidrolasa 28. 

!$/1%34#� �$+#4*-./� �
 �%4�#4=� �%,%$%4'*#�

Poligalacturonasa (Peh358) �������������P-358 n.d. AB062879 Sawada 
� ���� 2001 
n.d. No determinado 

�	&	����
�
�����'�'�

�	&	�	��$"��+��"�����

Las pectato liasas pertenecen a las familias PL1, PL2, PL3, PL9 y PL10 de la 

clase enzimática de las polisacárido liasas. Esta clasificación en familias refleja la 
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existencia de grupos de homología de secuencia entre las pectato liasas (Shevchik�
������

1997, 1999b). El alineamiento de secuencias de los enzimas de cada familia ha 

permitido identificar secuencias consenso para la mayoría de ellas. Se muestran a 

continuación alineamientos de secuencias de pectato liasas de las distintas familias. 

�#.*(*#�!��>

Contiene numerosas pectato liasas bacterianas, pectina liasas fúngicas y 

proteínas de plantas. Pertenecen a esta familia las pectato liasas PelA (Favey 
� ��.,

1992), PelB (Keen y Tamaki, 1986), PelC (Tamaki 
����., 1988), PelD (Van Gijsegem, 

1989) y PelE (Keen y Tamaki, 1986) de ��$������	������	
����Estas pectato liasas se 

han clasificado en dos subfamilias, PelADE y PelBC (Tardy 
�� ��., 1997). Ambas 

comparten tres secuencias consenso: vWiDH, AxDIKxxxxxVTxS y 

VxxRxPxxRxGxxHxxxN (Hinton 
�� ��., 1989; Barras 
� ��., 1994; Henrissat� 
�� ����

1995) (Fig. 1.4.1.). En la tercera de estas secuencias se encuentra el residuo de arginina 

(R218 en PelC madura, posición 240 en la figura) identificado como residuo catalítico 

abstrayente de protones (Yoder 
������ 1993; Scavetta 
� ���� 1999). La región vWiDH, 

altamente conservada podría estar involucrada en el plegamiento de la proteína y el 

transporte a la membrana (Brühlmann y Keen, 1997). 
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������� MMNKASGRSFTRSSKYLLATLIAG-MMASGVSAAELVSDKALESAPTVGWASQN-GFTTG 58
������� -MNNT--RVSFRSTKSLLAAIIATSMMTWSVNRATLQTTKATEAA-STGWATQ--GGTTG 54
������� -MKNT--RVRSIGTKSLLAAVVTAALMATSAY-----AAVETDAA-TTGWATQN-GGTTG 50
������	 -------------MKSLITPIAAGLLLAFSQY-----SLAA-DTG---GYTKTDGGDVSG 38
������
 -------------MKSLITPITAGLLLALSQP-----LLAATDTG---GYAATAGGNVTG 39

������� GAAATSDNIYIVTNISEFTSALS------AGAEAKIIQIKGTIDISGGTPYTDFADQKAR 112
������� GAKAASAKIYAVKNISEFKAALNG-----TDTDPKIIQVTGAIDISGGKAYTSFDDQKAR 109
������� GAKAA--KAVEVKNISDFKKALNG-----TDSSAKIIKVTGPIDISGGKAYTSFDDQKAR 103
������	 AVKKTASSMQDIVNIIEAAKVDANGKKVKGGAYPLVITYTGNEDSLINAAAANICGQWSK 98
������
 AVSKTATSMQDIVNIIDAARLDANGKKVKGGAYPLVITYTGNEDSLINAAAANICGQWSK 99

������� SQINIPANTTVIG---LGTDAKFINGSLIIDGTDGTNNVIIRNVYIQTPIDVEPHYEKGD 169  
������� SQISVPSNTTIIG---IGSNGKFTNGSLVIKG---VSNVILRNLYIETPVDVAPHYEEGD 163  
������� SQISIPSNTTIIG---VGSNGKFTNGSLVIKG---VKNVILRNLYIETPVDVAPHYESGD 157  
������	 DARGVEIKDFTKGLTIIGANGSSANFGIWIVN---SSDIVVRNMRIG--------YLPGG 147  
������
 DPRGVEIKEFTKGITIIGANGSSANFGIWIKK---SSDVVVQNMRIG--------YLPGG 148  

������� GWNAEWDAMNITNGAHHVWIDHVTISDGNFTDDMYTTKDGETYVQHDGALDIKRGSDYVT 229
������� GWNAEWDAAVIDN-STRVWVDHVTISDGSFTDDKYTTKNGEKYVQHDGALDIKKGSDYVT 222
������� GWNAEWDAAVIDN-STNVWVDHVTISDGSFTDDKYTTKDGEKYVQHDGALDIKKGSDYVT 216
������	 --AQDGDMFRIDN-SPNVWLDHNELFAANHECDG-TKDGD---TTFESAIDIKKGATYVT 200
������
 --AKDGDMIRVDD-SPNVWVDHNELFAANHECDG-TPDND---TTFESAVDIKGASNTVT 201

������� ISNSLIDQHDKTMLIGHNDTNSAQDKGKLHVTLFNNVFNRVTERAPRVRYGSIHSFNNVF 289
������� ISSSRFELHDKTILIGHSDSNGSQDSGKLRVTFHNNVFDRVTERTPRVRFGSIHAYNNVY 282
������� ISYSRFELHDKTILIGHSDSNGSQDSGKLRVTFHNNVFDRVTERAPRVRFGSIHAYNNVY 276
������	 ISYNYIHGVKKVGLSGFSSS----DTAERNITYHHNIYSDVNARLPLQRGGNVHAYNNLY 256
������
 VSYNYIHGVKKVGLDGSSSS----DTG-RNITYHHNYYNDVNARLPLQRGGLVHAYNNLY 256

������� KGDAKDPVYRYQYSFGIGTS----GSVLSEGNSFTIANLS----ASKACKVVKKFNGSIF 341
������� LGDVKNSVYPYLYSFGLGTS----GTILSESNSFTLSNLKSIDGKNPECSIVKQFNSKVF 338
������� LGDVKHSVYPYLYSFGLGTS----GSILSESNSFTLSNLKSIDGKNPECSIVKQFNSKVF 332
������	 TGITSSGLNVRQNGKALIENNWFENAVSPVTSRYDGSNFG--TWVLKGNNITKPADFATY 314
������
 TNITGSGLNVRQNGQALIENNWFEKAINPVTSRYDGKNFG--TWVLKGNNITKPADFSTY 314

������� SDNGSVLNGS-AVDLSGCGFSAYTSKIPYIYD---VQPMTTELAQSITDNAGSGKL---- 393
������� SDNGSLVNGSSTTKLDTCAVTAYKPTLPYKYS---AQTMTSSLASSINSNAGYGKL---- 391
������� SDKGSLVNGSTTTKLDTCGLTAYKPTLPYKYS---AQTMTSSLATSINNNAGYGKL---- 385
������	 NITWTPDTKE-YRNADTWTSTGTYPTVPYSYSPVSAQCVKDKLANYAGVGKNLATLASSA 373
������
 SITWTADTKP-YVNADSWTSTGTFPTVAYNYSPVSAQCVKDKLPGYAGVGKNLATLTSTA 373

������� -- 393  
������� -- 391  
������� -- 385  
������	 CK 375  
������
 CK 375  

�*+)$#� ������ Alineamiento de aminoácidos de diferentes pectato liasas 
pertenecientes a la Familia PL1. El alineamiento fue realizado mediante el 
programa CLUSTAL W. Los aminoácidos idénticos en al menos 4 secuencias 
están sombreados. Los aminoácidos conservados en al menos 4 secuencias están 
marcados en gris. Los bloques de residuos conservados en las pectato liasas de la 
familia PL1 han sido enmarcados con un recuadro. Las secuencias mostradas son: 
EchPelA, pectato liasa PelA de ��$����� �	������	
��; EchPelD, pectato liasa 
PelD de ��$����� �	������	
��; EchPelE, pectato liasa PelE de ��$�����
�	������	
��; EchPelB, pectato liasa PelB de ��$������	������	
��; y EchPelC, 
pectato liasa PelC de���$������	������	
����

�#.*(*#�!��>

Forman parte de ella pectato liasas periplásmicas como PelP o PelB de ��$�����

������a (Hinton 
� ��., 1989), PelY de &
���������
�����
������� (Manulis 
� ���,
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1988) y PelW de ��$����� �	������	
�� (Shevchik 
�� ��., 1999b) (Fig. 1.4.2.). Estos 

enzimas no presentan homología significativa con las pectato liasas de la familia PL1. 

�������� ---------MSIFTDLNTSR-KWQIDQWLSAVNSHIEKIQQYG---HSVVNPTPLLADGF 47   
��	����� MKK----FALSLLAGLVALQASAATPDRLTIVNQYVDNVLTKAGDQYHGQSPTPLLADGI 56   

�����
� MKKRALLLSMSVLAMLYIPAGQAAEIDRLTVVKQYVDNVLNKASDTYHGDKPSPLLADGV 60   

�������� EIKTQSPVVWQFPDGHDAPISNFASQQNWLRLLISMSVITETEKYRHLAFCQSEYFLNRF 107
��	����� DPRTGKQMEWIFPDGRHAVLSNFSAQQNLMRVLVGLSNLSGNPSYKQRAEAIVKYHFQHY 116

�����
� DPRTGQQMEWIFPDGRRAVLSNFSAQQNLMRVMSGLSELSGDPQYQKRAEDIVRYHFQNY 120

�������� VDENSGLFYWGGHRFINLDTLASEGPESKSMVHELKHHLPYYEFLHQVNPEKTRHFIQGF 167
��	����� QDE-SGLLIWGGHRFVDLKTLQPEGPSEKEMVHELKNAYPYYDLMFSVDKEATARFIRGF 175

�����
� QDN-SGLLYWGGHRFVDLKTLQPEGPSEKEKVHELKNAYPYYDLMFSVDSDATTRFIRGF 179

�������� WNAHVEDWSCLDLGRHGDYARQRDPDVFLHSRHDVVTPANWPELPLTKGLTFVNAGTDLI 227
��	����� WNAHVYDWKIMETSRHGKYGQKMG--ALWQSPFEQQ-----PPFFATKGLSFLNAGNDLI 228

�����
� WNAHVYDWRILETSRHGEYGKPMG--ALWESTFEQQ-----PPFFATKGLSFLNAGNDLI 232

�������� YAAFVYARHTGDAHAAAWGKHLYRQYVLARNPETGMPVYQFSSPLQRQPVPADDNQTQSW 287  
��	����� YSASLLYKYNKEDGALVWAKRLAQQYVLPRDKATGLGVYQFTQALKRD-ETTDDADTHSK 287  

�����
� YSASLLYKYQQDQGALVWAKRLADQYVLPRDAKTGLGVYQFTQALKRE-EPTDDADTHSK 291  

�������� FGDRAQRQFGPEFGAIAREANVLFR-DMRPLLIDNPLAMLDILRHQP--DAEILTWVIAG 344
��	����� YGDRAQRQFGPEFGPTALEGNMMLKGRTSTIYSENALMQLQLGKDLGAEGKELLTWTTDG 347

�����
� FGDRAQRQFGPEFGPTALEGNMMLKGRTSTLYSENALMQLQLGKDLGGQGDDLLKWTVDG 351

�������� LKNYYQYAYDVNSNSLRPMWNNGQDMTDYCFKRDGYYGKAGTVLKPFPLEGDYLLPLVRA 404
��	����� LKAFAKYAYNESDNTFRPMLANGKDLSNYVLPRDGYYGKKGTVIKPYPADNSFLLSYARA 407

�����
� LKAFAKYGYNEQDNTFRPMIANGQDLSNYTLPRDGYYGKKGSVLKPYKAGNEFLISYARA 411

�������� WLLSDDDDLHTLIVTMLSR-------------LEKQGIHQSASPFLLLAITELAHAKQSA 451
��	����� YTVLPDAELWRVARGIARAQGLGELGSAPGKDVKVDLATKNNDPYALFALLDLYQASKVK 467

�����
� YAVDNDPLLWKVARGIASDQGLGDIGSAPGKEMKVKLDTTNSDPYALFALLDLYNASQVA 471

�������� QWAEYAWQMAEILFKRYFHHGLFVRSEHHRYVRLDDPFPAILLTLIAACRNKWSEVPAVL 511
��	����� DYLSLAEKVGDNIISTRYKNGFFMADPNRQYADVDTIEPYALLALEAAVRNQPQSVAPFL 527

�����
� EYRSLAEKVADNIIKTRYIDGFFMASPDRQYADVDAIEPYALLALEASLRNKPQAVAPFL 531

�������� TQGGYIHGDYRIN-GESRVIYDTGIYLPRKINPLILFLQIHHY 553  
��	����� NGAGFTEGGYRMEDGSTRISTRDNEIFLLNVGETLKPNNKK-- 568  

�����
� NGAGFTE-----------VLT---------------------- 541 

�*+)$#� ������ Alineamiento de aminoácidos de diferentes pectato liasas 
pertenecientes a la Familia PL2. El alineamiento fue realizado mediante el programa 
CLUSTAL W. Los aminoácidos idénticos están sombreados y los conservados están 
marcados en gris. Las secuencias mostradas son: EchPelW, pectato liasa PelW de 
��$����� �	������	
��; EcaPelP, pectato liasa PelP de ��$����� �������; e�
YpsPelY, pectato liasa PelY de &
���������
�����
�������.

�#.*(*#�!��

A esta clase pertenecen las pectato liasas PelB y Pel-3 de ��$����� ��������

(Heikinheimo�
�������1995; Liu�
������ 1994)' las pectato liasas A, B, C y D de (�������

����� (González-Candelas y Kolattukudy, 1992; Guo 
�������1995b, a, 1996) y PelI de 

��$����� �	������	
�� (Shevchik� 
�� ���� 1997) (Fig. 1.4.3.). Estas pectato liasas 

contienen 4 regiones de residuos conservados (Shevchik 
� ��., 1997). 
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�������� --------MKFTAAFVAALVGT--------SSAAVTKTLPKSAGATSFPTAVPVKG---- 40
������	� --------MKASALIIAAVTG---------ASAAVTTVLPASAGVQSEPTAIPVRKG--- 40
������
� ---------------------M--------ACLGYTGGVPKPTDHISNSKVIEVKAG--- 28
�������� -----MHAPSIVTVLAALPAAM--------ACLGYTGGVPKATGSKSLSAPKTLKKG--- 44
������� LRERIAVLDAETRTFKDADTNSGLNYWYWVDVVSENQAQVVSNAVTTAPNAGPLRAA--- 115
�����	� GSEKIAELNSTDRTFTDLTANPKSDYWYWVDTVSSNNNVQKSNAAQTAP--APLRAAPLK 118
�������� GSEKIAELNSSDRTFTDLTANPQSDYWYWVDTVSGNNSVLKSNAASTAP--APLRAAPLK 118

�������� ---SYDGGMKRFEREPKVCKGQDE------TGEKDAMFILENGATLSNVIIGAS-QAEGV 90   
������	� --DKYNGGMKRFVRNPTTCKDQYE------TGEKDASFILEDGATLSNVIIDRS-SGEGV 91   
������
� --QVYDGKWAKYDRGSGACKGQNE------GGDKDAVFLLHEGATLKNVIIGKD-QSEGV 79   
�������� --EVFDAGWVRYDRG-VKCSGQAE------GGSKDAVFILEEGATLRNVIIGAN-QREGI 94   
������� KASSECKPGATFENRTVDCGGVTIGTSCPNDSDKQKPLIILKNATVKNLRISASGRADGI 175  
�����	� AASSECKAGAVIKDKTVDCGGITLGLSCTGDSDKQPPVITLENATIKNLRISEKGGSDGI 178  
�������� AASPECKAGAVIKDKTVDCGGITLGLSCSGDSDKQPPVITLENATIKNLRISEKGGSDGI 178  

�������� HCK-GTCTLNNVWWADVCEDAVTLKQTSGTSYINGGGAFHAS-------DKIIQFNGRGT 142
������	� HCK-GTCTLNNVWWADVCEDAATFKQKSGTSTINGGGAFSAQ-------DKVLQFNGRGT 143
������
� HCK-GHCTLEFVWFEDVCEDAISIAG-K-ESWIIGGGAYHAS-------DKVVQHNGCGT 129
�������� HCK-GSCNIEFAWFEDVCEDAISILG-SGTANIIGGGAYHAS-------DKVIQHNGCGH 145
������� HCDSGNCTIENVIWEDICEDAATNNG--KTMTIVGGIAHNAKDGYGGKPDKVLQHNSKNS 233
�����	� HCKSGNCRIENVIWEDVCEDAATNLG--KTMTIVGGVAHNTTNGPGGKPDKVLQQNAKNS 236
������� HCKSGNCRIENVIWEDICEDAATNLG--KTMTIVGGVAHNTTNGPGGKPDKVLQQNAKNS 236

�������� VHVKD---FYAEDYGKLSRSCGNCKD-NGGPRNVIVENSVAV-DGGVLCGINTNYGDTCK 197
������	� LNVND---FYVQDYGKLVRNCGNCEG-NGGPRNINIKGVVAK-NGGELCGVNHNYGDVCT 198
������
� VNIIN---FYVEDYGKLYRSCGNCS--KQCKRNVYIEGVTAK-NGGELAGINANYGDTAT 183  
�������� VNIVN---FYANDYGKVYRSCGNCKGNTNCKRSVHMEGTTAV-KGGELIGINTNYGDKAT 201  
������� TTVVKGNFTLTGEHGKLWRSCGDCSN-NGGPRFLTVTSATVNGTIDSIAGVNRNYGDVAT 292  
�����	� HTIVQGNFTLTGQHGKLWRSCGDCTN-NGGPRNLTIISATVNGTIDSIAGVNRNFGDVAE 295  
������� HTIVQGKFTLTGQHGKLWRSCGDCTN-NGGPRNLTIISATVNGTIDSIAGVNRNFGDVAE 295  

�������� VINSCQD-----KGKYCDRYEGN---SSGKEPTKIG-SGPDGKYCTVTGSTTSC- 242
������	� ITDSCQN-----KGKSCQAYTGN---DQKKEPPKFGPAGDNGKSCLVKSLRTNC- 244
������
� LKNVCAD-----AKQKCTMYNGC---AGGCEPKKIG-------ACPA-------- 215
�������� YSNNCY------PKTQCQGYKGCDKSKGECEPSKAA-------KC---------- 233
������� ISGLKIKNYKEGKPPVCEEFKGVV--KGQGSTEKYG-EKWDTTNCKVSRSGVSKL 344
�����	� IRDLRIKNYKAGNPKICEEFKGIE--KGKGKTEKYG-EFWDSKNCKVSRSNVKAL 347
�������� IRDLRIKGYKEGKPPVCEEFNGVE--KGKGKSDKYG-EFWDTKNCKVSRSNVKPL 347 

�*+)$#� ������ Alineamiento de aminoácidos de diferentes pectato liasas 
pertenecientes a la Familia PL3. El alineamiento fue realizado mediante el programa 
CLUSTAL W. Los aminoácidos idénticos en al menos 5 secuencias están 
sombreados. Los aminoácidos conservados en al menos 5 secuencias están marcados 
en gris. Los bloques de residuos conservados en las pectato liasas de la familia PL3 
han sido enmarcados con un recuadro. Las secuencias mostradas son: FsoPelA, 
pectato liasa PelA de (�������� �����; FsoPelB, pectato liasa PelB de (��������
�����; FsoPelC, pectato liasa PelC de (�������������; FsoPelD, pectato liasa PelD 
de (�������������; EchPelI, pectato liasa PelI de ��$������	������	
��; EcaPelB, 
pectato liasa PelB de ��$������������; y EcaPel-3, pectato liasa Pel-3 de ��$�����
�������.

�#.*(*#�!��

Pertenecen a esta clase PelL y PelX de ��$���� �	������	
�� (Lojkowska 
������

1995; Shevchik 
� ���� 1999a) (Fig. 1.4.4.). 
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������� ------------------------------------------------------------ 1    
������� MKYAASGLLSVALNSLLLLGSNQRFATQDVAPVWRGIAFGQSTDVNFATNVLPEKVGVND 60   

������� ------------------------------------------------------------ 1    
������� VTINGKKLTVNDKADLSAPITIESRGGKIANTHDGLTFFYTQLPANVNFTLQSDVTVEQF 120  

������� ------------------------------------------------------------ 1    
������� GPESDAKPNAQEGAGLLVRDILGVPRQEPLKEGYEEFPAASNMVMNAIMTQDKKSKTEVK 180  

������� ---------------------------------------------MKYLNCFISTG---- 11
������� MQLISRNGVTQPWGNTNAEITRTSYQEKINLEQTPTFRLKLERTNDGFITAYAPKGSDQW 240

������� -------------------LAAFFLVNSTSVLAADCSSDLTSG----------ISTKRIY 42
������� VSKTVKGADLVTHQDKDHYYVGFFASRNAKITISNASLTTSPANTKPSAPFKAETTAPLL 300

������� YVAPNGSSSNNGNSFNSPMSFTAAMAAANPGE------------------LILLKPGTYT 84   
������� QVASSSLSTSDTYPVQARVNYNGTVEVFQNGKSLGKPQRVRAGDDFSLTTRLTQQKSDFK 360  

������� IPYTQGKGNTITFNKS-----------------------GKEGS---------------- 105
������� LVYIPSEGEDKTAKETSFSVEKITLADARNLYVSPEGKAGNDGSKNAPLDIKTAINALPG 420

������� --PIYVAAANCGRAVFDFSFPDSQ---------WVQASYGFYVTGDYWYFKGIEVTRAGY 154
������� GGTLWLMDGDYSATVIPVSATQRKGMKTLMPVGKKAVFHGLQLNASYWKVKGIEITEKSF 480

������� QGAYVTGSHNTFENTAFHHNRNTGLEINNG--------GSYNTVINSDAYRNYDPKKNGS 206
������� R---IEGSHNQIERLLAHHCDNTGIQVSSSDNVGRPLWASHNLILNSESHSNQHPSKKD- 536

������� MADGFGPKQKQGQGNRFGGCRAWENSDDGFDLFDSPQKVVIENSWAFRNGINYWSDSSFA 266
������� -ADGFAVKMRVGEGNVIRGAFSHDNVDDGFDLFN-----KIED--GPNGAVMIENSISLN 588

������� GNGNGFKLGGNQAVGNHRITRSVAFGNVSKGFDQNNNAGGVTVINNTSYKNG-INYGFGS 325
������� NTSNGFKLGGEGQPVAHQVKNSIAIGNHMDGFSDNFNPGALQVSNNIALDNVRFNFIFRP 648

������� NVKSG--QKHYFRNNVSLSGSATVNNADAKSNSWDTG---PVASASDFVSLDTSLATISR 380
������� SPYYGYEKQGIFKNNVSLR-TQPGKYDDAVVGRLDASNYFIRIIERSTVRVRKSRRRITN 707

������� DNDGTLPETALFRLSTNSKLIN-AGTKESNISYSGSAPDLGAFERN 425
������� PSRCQRSSAGMKKAACNWVIFCRRSNRHKTQRHRNRYPSTPA---- 749 

�*+)$#� ������ Alineamiento de aminoácidos de diferentes pectato liasas 
pertenecientes a la Familia PL9. El alineamiento fue realizado mediante el 
programa CLUSTAL W. Los aminoácidos idénticos en las 2 secuencias están 
sombreados y los conservados están marcados en gris. Las secuencias mostradas 
son: EchPelL, pectato liasa PelL de ��$����� �	������	
��; y EchPelX, pectato 
liasa PelX de ��$������	������	
��.

�#.*(*#�!�� 

La familia PL10 de pectato liasas, recientemente definida, contiene entre otros 

enzimas PelA de ������������ ���)
��
 (Bekri 
� ���� 1999), PelE de ���������

������	�����NTT33 (Zhai 
������ 2003), PelE de �������������KSM-P15 (Sawada 
� ��.,

2000) y Pel10A de %
��������#������� (Charnock 
� ���� 2002) (Fig. 1.4.5.). 
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������������� ----------MKRIALLIPLFASNLLIPATVASAAVIGMNEAASALTPSRVSSLPDTQRA 50   
�	����
������ ------------------------------------------------------------ 1    
������������
 ------------------------------------------------------------ 1    
��	���������� MRTLHFLPVSRFFMTSLLAVTAISQVAPAWAACSYKVTNNWGSGFTAEINVTNDTGQAVS 60   

������������� AWQEYLARSEAQLS--R-DK--ASLAAELAP---------G--QPLPPPP--AEGKGADT 92   
�	����
������ ------------------------------------------------------------ 1    
������������
 ----------------------------------------------------------MK 2    
��	���������� NWSVSWQESGATVTNAWNATLSGSNPYTAASLGWNGTLAPGASASFGFQANGSAGAPGVN 120  

������������� MPLDKPAAWYTSKAARHVADVIVSFQTPAGGWGKNQPRDG-------------------- 132  
�	����
������ --MSKFAIFGLCAGFFVMLTSTAAAEEATVSNETIIKQAN-------------------- 38
������������
 RTLSRYVSAILAFTVVLSAVGLLLPPVSPVSADGDGTTAS-------------------- 42
��	���������� GTLCGTATSSVSSVSSTPVSSSSSVRSSSSSSSVQSSQALSTLTLQEVQAGFCRVDGIAN 180

������������� ---------------------------------ALRLPGQHYTGEN-------------- 145
�	����
������ ----------------------------------HLLTWQMDHGG--------------- 49
������������
 --------------------------------IEQILRNQRPDGG--------------- 55
��	���������� ESTNGGFTGTGYANTDNALGAAIVWAVAASTSSRYKLTVRFANGGSASRDGSLLINGGSN 240

������������� ------------------------------VAKVKSGSNDLDAARD-------------- 161  
�	����
������ ------------WS--------------KDMPQMYTRDWNGRE----------------- 66   
������������
 ------------WR----------------------KDYSVTS----------------- 64   
��	���������� GNYTLSLPATGAWTTWQTVTVEVDLVQGNNLVQLTSRTADGLANIDYLRVEGASTTAGSC 300  

������������� ----------------------------------------------RDWHY--------- 166
�	����
������ -------------------------AK-------------------SVWTS--------- 73
������������
 ----------------------------------------------GEWAK--------- 69
��	���������� SGNTGSSVSSVRSSSSVASSSSSSQATGRMLTLDGNPAANWLNNARTKWSASRADVVLSY 360

������������� -----------------------VG-TIDNDATVTEIRFLAQVVSQLAPEEAAPYRDAAL 202
�	����
������ ---N-----------------GQELGTIDNDATVSEIRVVAEAYQLTK---DERFKASVH 110
������������
 ----------------------S---TIDNKATYTEIRRLAAEYTKTR---DSRYSDAAV 101
��	���������� QQNNGGWPKNLDYNSVGNGGGGNESGTIDNGATITEMVFLAEVYKSGG---NTKYRDAVR 417

������������� KGIEYLLASQFPNGGWPQVWPLEGG-------YHDAITYNDDALVHVAELLSDIAAGRDG 255
�	����
������ NGIDFLYKLQYPSGGFRQVYPQRGSDPSSSVWYSNYVTFNDHAMVNVLRLLEDARQGKAP 170
������������
 RGIHFLLNMQYANGGWPQIYQGTG--------YHRHITYNDNAMINVMMLLDDVANRRGD 153
��	���������� KAANFLVNSQYSTGALPQFYPLKGG-------YSDHATFNDNGMAYALTVLDFAANKRAP 470

������������� FG--FVPPAIRTRALEATNAAIHCIVETQVVQDGKRLGWGQQHDALTLRPTSARNFEPAA 313
�	����
������ FEGDLFNDSQRKQMAASIEGGLDYILQAQIVANGKKTAWGQQHDPVTLQPQQGRAYEHPS 230
������������
 FA--FVNTSLADQSRAAVTRGVDCILRTQVVAGGRLTAWGQQHDSVSLAPAGARSYEVPS 211
��	���������� FDTDVFSDSDRTRFKTAVTKGTDYILKAQWKQNGVLTVWCAQHGALDYQPKKARAYELES 530

������������� LSSTESARILLFLMEIEAPSDAVKQAIRGGVAWLNTSV--IRDRAWVKSDQGYQLVTEQG 371
�	����
������ IATDESVGIVQWLEDQPNQSAAVQEAIAAARAWMDEAR--VADTRYERRVEPHFFYEP-- 286
������������
 LTASESTGIVRFLKTRP-QTSQIRASIQAAEAWFQTVK--ITGIRVVKTNDDVIVVEDPS 268
��	���������� LSGSESVGVLAFLMTQP-QTAEIERAVRAGVAWFNSPRTYLEGYTYDSSLAATNPIVPR- 588

������������� -AKPLWSRFYSLDGNKPVFGDRDKTIHDDVMGISQERRTGYAWYTTSPQKALSAFTKWEK 430
�	����
������ -GAEIWYRFYQIGTNRPIFSGRDGVIHHDIMNVEQERRYGYAWAG-------TWPQKLR- 337
������������
 VTTPIWARFYEIGTNRPIFVGRDGIVKYRLSEIEQERRTGYSWYG-------NWPASLF- 320
��	���������� AGSKMWYRFYDLNTNRGFFSDRDGSKFYDITQMSLERRTGYSWGGNYGTSIINFAQKVGY 648

������������� RS 432  
�	����
������ -- 337  
������������
 -- 320
��	���������� L- 649 

�*+)$#������� Alineamiento de aminoácidos de diferentes pectato liasas pertenecientes a 
la Familia PL10. El alineamiento fue realizado mediante el programa CLUSTAL W. Los 
aminoácidos idénticos en al menos 3 secuencias están sombreados y los aminoácidos 
conservados en al menos 3 secuencias están marcados en gris. Las secuencias mostradas 
son: AirPelA, pectato liasa PelA de ���������������)
��
; BalPelE, pectato liasa PelE de 
��������� ������	���� NTT33; BspKSM-P15PelE, pectato liasa PelE de ��������� sp. 
KSM-P15; y CjaPel10A, pectato liasa Pel10A de %
��������#�������.
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�	&	�	��" "��� (����"��)��*!(���"��

Las pectato liasas son los enzimas que degradan el ácido poligalacturónico 

(poligalacturonato o pectato) por el mecanismo de transeliminación. Aunque presentan 

como sustrato típico el ácido poligalacturónico, pueden también degradar pectinas de 

bajo grado de metilación. La especificidad de sustrato de estos enzimas es: ácido 

poligalacturónico como sustrato preferido, menor actividad específica sobre pectinas de 

baja metilación y actividad decreciente sobre pectinas a medida que su grado de 

metilación aumenta. De esta forma, las pectato liasas típicas no tienen actividad 

significativa sobre pectinas altamente metiladas. A este modelo de especificidad de 

sustrato se ajustan, entre otras, las pectato liasas de ��$���� �	������	
�� que 

pertenecen a la subfamilia PelADE de la familia PL1 (Tardy 
� ���, 1997). Sin embargo, 

la influencia del grado de metilación del sustrato en la actividad enzimática es diferente 

en otras pectato liasas. De esta forma, las pectato liasas B y C de ��$���� �	������	
��,

pertenecientes a la subfamilia PelBC de la familia PL1, muestran la máxima actividad 

específica sobre pectinas del 7 y 22% de metilación, respectivamente (Tardy 
�� ���,

1997) (Fig. 1.4.6.). 

A medida que se han caracterizado nuevas pectato liasas se han observado 

patrones de especificidad de sustrato distintos a los descritos. Algunos enzimas de la 

familia PL3 muestran máxima actividad específica sobre pectinas de elevada 

metilación. De esta forma, la pectato liasa PelB de ��$���� ������� muestra máxima 

actividad sobre pectina del 68% de metilación y no presenta actividad significativa 

sobre ácido poligalacturónico (Heikinheimo 
������ 1995). Similarmente,�PelI de ��$�����

�	������	
�� presenta máxima actividad sobre pectina con grado de metilación entre el 

22 y el 45%, mostrando baja actividad sobre ácido poligalacturónico (Shevchik 
� ����

1997). 

La actividad baja sobre ácido poligalacturónico y elevada sobre pectina 

altamente metilada podría indicar que se trata de pectina liasas. Estas enzimas presentan 

máxima actividad específica sobre pectinas de elevada metilación y no degradan el 

ácido poligalacturónico. Sin embargo, una diferencia clara entre los dos tipos de 

enzimas, pectato liasas y pectina liasas, es el requerimiento de calcio para la actividad 

enzimática. Las pectato liasas muestran un absoluto requerimiento de calcio, no 
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presentando actividad enzimática en ausencia de este ión (Sakai 
� ���� 1993). Por el 

contrario, las pectina liasas no necesitan calcio para degradar sus sustratos 

(Heikinheimo 
� ���� 1995). 

�*+)$#� ������ Efecto del grado de metilación de la pectina en la 
actividad pectato liasa. Actividades de las pectato liasas PelA, PelB, 
PelC, PelD y PelE de ��$������	������	
���(Modificado de Tardy 
��
�����1997).

Las pectato liasas presentan pH óptimo de actividad en la zona alcalina, en 

concreto entre pH 8 y 10. En cuanto a la influencia de la temperatura en la actividad, la 

mayoría de ellas son enzimas mesófilos, sin embargo se han caracterizado varias pectato 

liasas de bacterias termófilas e hipertermófilas como *	
�����
�����
�� �������� y 

*	
���������������(Kozianowski 
� ��., 1997; Kluskens 
� ��., 2003). Uno de estos 

enzimas, PelA de *	
������ ��������, es extremadamente termófilo, presentado 

como temperatura óptima 90ºC y manteniendo más del 50% de la actividad inicial tras  

2 horas de incubación a 95ºC (Kluskens 
� ��., 2003). 

En cuanto al modo de acción enzimática, las pectato liasas pueden presentar 

actividad tipo endo, degradando enlaces al azar en las cadenas de ácido 

poligalacturónico, o tipo exo, liberando de forma progresiva azúcares desde los 

extremos de las cadenas. De esta forma, las endopectato liasas generan como productos 

de degradación del ácido poligalacturónico una mezcla de oligogalacturonatos 

%1*(#'*:4�?@A

�'1*B*&#&

%1*(#'*:4�?@A

�'1*B*&#&
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(Shevchik 
� ��., 1997; Tamaru y Doi, 2001), mientras que las exopectato liasas 

producen ácido digalacturónico insaturado como único producto de degradación 

(Shevchik 
����., 1999a, b). Sin embargo, la pectato liasa A de *	
����� ��������,

recientemente caracterizada, muestra un modo de acción exo distinto, al liberar ácido 

trigalacturónico insaturado como único producto inicial de degradación del ácido 

poligalacturónico (Kluskens 
����., 2003). 

�	&	%	���� !��! "������"�������"�"$(�����

La primera pectato liasa en la que se determinó la estructura tridimensional fue 

PelC de ��$����� �	������	
�� (Yoder 
� ���� 1993). El análisis de la estructura del 

enzima reveló un nuevo tipo de plegamiento proteico que se identificó a partir de la 

pectato liasa: hélice β paralela hacia la derecha. Este nuevo tipo de plegamiento fue 

observado posteriormente en otros enzimas de las familias PL1, tal como la pectato 

liasa de ����������������� (Pickersgill 
����., 1994), PL9, como la pectato liasa Pel9A de 

��$����� �	������	
�� (Jenkins 
�� ���� 2004), y también en la pectato liasa Pel-15 de 

�������� sp. KSM-P15 (Akita 
� ��., 2001), enzima este último de la familia PL3. 

El plegamiento en hélice β paralela hacia la derecha se ha encontrado también en 

otros enzimas y en proteínas que unen polisacáridos, como la poligalacturonasa de 

��$������������ (Pickersgill 
� ���� 1998), la endopoligalacturonasa II de ���
��������

���
� (Van Santen 
� ���� 1999), la ramnogalacturonasa A de ���
�������� ����
����

(Petersen 
������ 1997) y la condroitinasa B de (�������
�����	
������� (Huang 
� ����

1999). 

La estructura consiste en 3 láminas β paralelas (PB1, PB2 y PB3) conectadas por 

regiones de giro (“loops” o lazos T1, T2 y T3) que se pliegan hacia la derecha para 

formar un cilindro que se denomina hélice β paralela. El cilindro contiene de 7 a 9 

vueltas, y cada vuelta contiene un segmento de cada una de las 3 láminas β y de las       

3 regiones de giro que las conectan (Hurlbert y Preston, 2002) (Fig. 1.4.7.). En general, 

las diferencias entre la estructura de la hélice β de distintos enzimas radica en la 

longitud de las regiones de giro que conectan los tramos de lámina β. En el caso de   

Pel-15 de �������� sp. KSM-P15 hay algunas otras diferencias notables con PelC de 
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��$����� �	������	
��, como son la ausencia de una hélice α como extensión amino 

terminal a la hélice β paralela, la ausencia de la escalera de asparaginas típica de PelC, y 

la presencia de un enlace disulfuro en el interior de la hélice β entre los residuos Cys67 y 

Cys71 de Pel-15 (Akita 
� ��., 2001). 

�*+)$#��������a)�Diagrama esquemático de la estructura de Pel-15. Las 
flechas representan las láminas β. La lámina β 1 (PB1) es de color gris, 
PB2 es de color marrón púrpura y PB3 es de color agua. La esfera 
amarilla representa el ión calcio de función estructural en Pel-15.        
b) Sitio de unión a calcio de Pel-15 formado por Asp80, Val81 y Lys103 y 
tres moléculas de agua (Extraída de Akita 
������ 2001). 

El ión calcio es esencial para la actividad catalítica de las pectato liasas (Fig. 

1.4.8.). La cristalización de estos enzimas en presencia de calcio a diferentes pH ha 

permitido identificar los aminoácidos que actúan como ligandos de este ión (Pickersgill 


� ��., 1994). La cristalización de un mutante inactivo de PelC de ��$������	������	
��

ha permitido localizar hasta cuatro iones Ca2+ entre enzima y sustrato (Scavetta 
������

1999). La principal función de este ión en las pectato liasas es la neutralización de las 

cargas del sustrato (ácido poligalacturónico), aunque también desempeña un papel 

importante en la estabilidad estructural de los enzimas (Akita 
� ��., 2001). 

a ba b
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�*+)$#� ������ Regiones con el residuo de arginina abstrayente de 
protones y con el resto de aminoácidos potencialmente involucrados en 
la catálisis en a) Pel-15 y b) PelC. La esfera amarilla representa el ión 
calcio de importancia catalítica (Extraída de Akita 
������ 2001). 

El mecanismo de ruptura de enlaces catalizado por las liasas es la 

transeliminación o -eliminación. Dicho mecanismo supone la ruptura del enlace 

glucosídico, sin adición de agua, por formación de un doble enlace entre los carbonos 4 

y 5 del extremo no reductor del producto de ruptura generado (Fig. 1.4.9.). Se ha 

propuesto que en las pectato liasas dicho mecanismo requiere tres grupos: un 

aminoácido básico, que actuaría como abstrayente de protones del C-5; un segundo 

aminoácido que actuaría como donador de protones al oxígeno del enlace glucosídico 

en el C-4; y un tercer grupo (que podría ser un aminoácido con carga positiva o un ión 

calcio) que neutralizaría la carga negativa del ácido galacturónico adyacente al enlace a 

romper (Fig. 1.4.9.) (Henrissat 
� ���� 1995; Herron 
� ��., 2000). Estudios 

cristalográficos y de mutagénesis dirigida han identificado un residuo de arginina, 

invariable en todas las pectato liasas, como el abstrayente de protones catalítico (Gerlt 


�� ���� 1991; Gerlt y Gassman, 1992, 1993; Scavetta 
�� ��., 1999). Dicho aminoácido 

correspondería a R218 en PelC de ��$������	������	
�� y a R132 en Pel-15 de ��������

sp. KSM-P15. Sin embargo, los otros dos grupos implicados en la catálisis no han sido 

identificados invariablemente en todas las pectato liasas, proponiéndose en algunos 

casos al solvente acuoso como donador de protones alternativo al segundo aminoácido 

(Charnock 
� ��., 2002). 

�

a ba b
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�*+)$#������� Esquema de la rotura del ácido poligalacturónico mediante 
el mecanismo de β-eliminación. Las pectato liasas necesitan tres grupos 
para el mecanismo catalítico: P+, neutraliza la carga del grupo 
carboxílico; B, base que abstrae el protón del C-5; y A, que está envuelto 
en la transferencia del protón final al oxígeno glucosídico, dando lugar a 
un doble enlace entre el C-4 y C-5.�

La última pectato liasa cristalizada en la que se ha observado plegamiento en 

hélice β paralela hacia la derecha ha sido PelL o Pel9A de ��$���� �	������	
�� 3937, 

perteneciente a la familia PL9. La estructura en hélice β de dicho enzima muestra un 

cilindro formado por 10 vueltas (fig. 1.4.10). Pel9A presenta la geometría del sitio 

activo y el mecanismo de acción muy parecidos a los de PelC de ��$������	������	
��,

pero el aminoácido catalítico es una lisina en lugar de arginina (Jenkins 
� ���� 2004). 
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�*+)$#� ����� � Estructura tridimensional de Pel9A de ��$�����
�	������	
��. Las flechas representan las láminas β. La lámina β 1 (PB1) 
es de color amarillo, PB2 es de color verde y PB3 es de color rojo. La 
esfera azul representa el ión calcio envuelto por los aminoácidos Asp209

(vuelta 5), Asp233 (vuelta 6) y Asp237 (vuelta 6). También se muestra el 
posible residuo catalítico Lys273 (vuelta 7). Una segunda esfera azul 
representa el ión sodio que estabiliza el C-terminal (Extraída de Jenkins 
��
���� 2004)

Recientemente ha sido obtenida la estructura cristalina de la pectato liasa A de 

%
��������#�������, enzima perteneciente a la familia PL10 (Charnock 
� ��., 2002). El 

enzima, de forma diferente a las pectato liasas de las otras familias, no presenta el 

plegamiento� ��� �élice paralela y en su lugar muestra una estructura en �élice en 

����	 
���	���� � � �3 (Fig. 1.4.11.). Sin embargo, dicho enzima comparte con el resto 

de las pectato liasas el mecanismo catalítico común de -eliminación, seguramente 

como consecuencia de evolución convergente. 
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�*+)$#� ������� Estructura tridimensional del dominio catalítico de 
Pel10 de %
��������#������� (Extraída de Charnock 
������ 2002). 

Los enzimas degradadores de polisacáridos, como celulasas y xilanasas, 

presentan con frecuencia una estructura modular, compuesta por varios módulos 

funcionalmente independientes. Adicionalmente al módulo catalítico, estos enzimas 

contienen módulos no catalíticos, siendo los más comunes de éstos los módulos de 

unión a carbohidratos (CBM), que median la unión de los enzimas a celulosas u otros 

sustratos facilitando la acción enzimática. Aunque este tipo de módulos son muy 

frecuentes en celulasas, xilanasas y otras hidrolasas, sólo recientemente han sido 

descritos en enzimas degradadores de pectina, en concreto, en dos enzimas, la pectato 

liasa Pel10A y la ramnogalacturonano liasa Rgl11A de ��
������ �
�������(Brown 


� ��., 2001; McKie 
� ��., 2001). La presencia de dominios de unión a celulosa en 

pectinasas podrían facilitar el acceso de estos enzimas a las paredes celulares vegetales, 

en las que celulosa, pectina y otros polímeros se encuentran íntimamente relacionados. 

�	.	������������'������'����
���'�'�

Las pectinasas figuran entre los enzimas de aplicación industrial más antiguas. 

La primera aplicación comercial de estos enzimas data de 1930, fecha en que Kertesz y 

Mehliz (Gerhartz, 1990) observaron que las pectinasas se podían utilizar en la 
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fabricación de zumos de frutas. Desde entontes su uso ha ido en aumento, siendo una 

práctica habitual en la actualidad la utilización de pectinasas en la industria alimentaria 

de zumos (Gerhartz, 1990). Las pectinasas constituyen actualmente un importante 

sector en el campo de enzimas industriales, donde en 1995 supusieron un volumen de 

ventas de alrededor de 75 millones de dólares (Kashyap 
� ���� 2001) (Tabla 1.5.1.). 

Desde el punto de vista de su aplicación, las pectinasas pueden clasificarse 

principalmente en dos grandes tipos: �
��������� ������ y �
��������� ���������. Los 

microorganismos más importantes como productores de pectinasas se presentan en la 

tabla 1.5.2. 

�	.	�	�������"�"��/��#"��

Son los enzimas pécticos utilizados en la industria de zumos de fruta y en la 

fabricación de vinos. Son mayoritariamente poligalacturonasas de origen fúngico, 

especialmente de ���
�����������
�.

�	.	�	�	�� �#!������#��0!����

La pectina se encuentra como componente estructural de la fruta y de la verdura. 

En la fruta verde la pectina ayuda a mantener la dureza de la misma ya que en este 

estado permanece insoluble. Durante el proceso de maduración la pectina es degradada 

por pectinasas endógenas de la planta haciendo que la fruta se ablande. 

En el procesado de frutas para obtener zumos, la adición de pectinasas, así como 

de mezclas enzimáticas de estos enzimas conjuntamente con hemicelulasas y celulasas, 

mejora la extracción del zumo, color, aroma y sabor, suplementando la acción de los 

enzimas endógenos de la fruta. De esta forma se reduce el tiempo necesario para la 

filtración y la clarificación del zumo, así como se aumenta el rendimiento en la 

extracción de éste (Cheetham, 1985). Las principales aplicaciones de las pectinasas en 

el procesado de frutas y verduras son: 


(#$*,*'#'*:4�&%�(/-�2)./-� La clarificación consiste en la separación del zumo 

de los fragmentos vegetales y partículas insolubles de piel y semillas en suspensión. Las 

pectinasas rompen la pectina contenida en estas partículas, de modo que disminuye la 
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viscosidad y la floculación de las micelas, mejorando su separación del zumo por 

sedimentación o filtración. En el caso de zumos espumosos claros (manzana, uva) la 

aplicación de pectinasas produce una mejora en la clarificación, mientras que en el caso 

de zumos turbios (cítricos, tomates, néctares) la adición de pectinasas estabiliza la 

turbidez del zumo (Kashyap 
� ��., 2001). 

�C1$#''*:4� &%� 2)./-� La disminución en la viscosidad de las pulpas por el 

tratamiento con pectinasas aumenta simultáneamente el rendimiento en la extracción de 

zumo. Este hecho tiene especial relevancia en algunas frutas tales como bayas y 

manzanas, cuyas pulpas son con frecuencia viscosas y semisólidas tras el prensado, y de 

difícil extracción de su parte soluble. 

!$/&)''*:4�&%�'/4'%41$#&/-� Los zumos de fruta concentrados son importantes 

comercialmente debido a que tienen un período de conservación más largo y a que 

presentan costes de almacenamiento y transporte disminuidos. La despolimerización de 

la pectina evita la gelificación de los zumos durante su concentración o almacenaje. 

!$/&)'1/-�)4*'%()(#$%-��Los productos unicelulares son aquellos formados por 

maceración de sustancias vegetales, es decir, transformación de los tejidos vegetales en 

suspensiones de células intactas por hidrólisis selectiva de los polisacáridos de la lámina 

media (Kashyap 
�� ���� 2001). Las mezclas enzimáticas de pectinasas, celulasas y 

hemicelulasas se aplican con dicha finalidad (Kashyap 
� ��., 2001). Se originan 

productos que se pueden utilizar como base material de zumos de pulpa y néctares, 

como comidas de bebés, como ingredientes de productos lácteos tales como pudines y 

yogures, y para preparar protoplastos para aplicaciones biotecnológicas. 

�	.	�	�	�� �#!������#��1�����

De modo similar a la aplicación de pectinasas en la producción de zumos, la 

utilización de estos enzimas reduce los costes y mejora el proceso de vinificación. La 

adición de pectinasas puede realizarse en la etapa de prensado de las uvas, facilitando 

dicho proceso y la extracción del mosto, o sobre el vino, para facilitar su clarificación. 

Este proceso puede realizarse por la adición combinada de pectinasas, hemicelulasas y 

proteinasas, como alternativa a la clarificación natural, que puede durar varios meses y 
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requiere dióxido de azufre. Las pectinasas también pueden potenciar la liberación de 

antocianinas, de importancia en los vinos tintos. 

�	.	�	�������"�"��"$�"$��"��

Desde hace unos años las pectinasas alcalinas se han introducido en diversos 

procesos industriales, como el textil, principalmente en el enriado de lino y en el 

procesado de fibras de plantas. Los enzimas que se utilizan en estos sectores proceden 

mayoritariamente de bacterias (Hoondal 
� ���� 2002), destacando entre ellos las 

producidas por ���������(Kashyap 
����., 2001). Con el aumento del conocimiento de los 

mecanismos de degradación microbiana de la pectina, las pectinasas alcalinas se están 

abriendo camino en otros procesos biotecnológicos, como la purificación de virus de 

plantas (Salazar y Jayasinghe, 1999), y la fabricación de papel (Reid y Ricard, 2000, 

Viikari 
� ���� 2001), aunque en la mayoría de los mismos todavía no han sido 

comercializadas. 

�	.	�	�	�
�2��$�

�4$*#&/�&%(�(*4/� La obtención de fibras de lino para la industria textil requiere 

el procesamiento de la materia prima, tallos y hojas de lino, denominado enriado. Este 

proceso consiste en la liberación de las fibras de celulosa a partir de los tejidos vegetales 

mediante la eliminación de las sustancias cementantes, como pectinas y hemicelulosas. 

Dicha eliminación se debe a la degradación selectiva de estos compuestos por la 

microflora autóctona de los campos o estanques en donde se realiza el proceso. 

El enriado es uno de los factores limitantes de la obtención de fibras de lino, por 

lo que está siendo objeto de numerosos estudios para mejorar su eficiencia y 

rendimiento (Henriksson 
� ���� 1997). El enriado húmedo consiste en sumergir la 

materia prima vegetal en tanques de agua templada, donde tiene lugar la degradación de 

la pectina por microflora anaeróbica, mientras que el enriado seco tiene lugar en el 

suelo, en la superficie de los campos. En estos procesos, sobre todo en el enriado seco, 

existe el riesgo de dañar las fibras por la actividad celulolítica de la flora microbiana. 

Una alternativa a estos procesos tradicionales es el enriado con agentes químicos, que 
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origina unos buenos resultados aunque con elevado consumo de energía e impacto 

ambiental (Kashyap 
�� ���� 2001). El enriado enzimático constituye una de las 

alternativas más prometedoras al proceso. Los estudios realizados hasta la fecha 

muestran que unos de los enzimas claves para el enriado enzimático son las pectato 

liasas con acción endo (Kobayashi 
� ��., 1988; Brühlmann 
� ����� 1994), aunque se 

desconoce cuales son las características enzimáticas y las condiciones ambientales 

necesarias para obtener una elevada eficiencia en el proceso. No obstante, existen en el 

mercado preparaciones de pectinasas comercializadas con este objeto (Flaxzyme, Novo 

Nordisk). La evaluación de diferentes pectinasas está siendo estudiada actualmente por 

numerosos grupos de investigación para optimizar el enriado enzimático. 

Procesos similares al enriado del lino se realizan con otras fibras textiles como 

cáñamo y yute. La liberación de las fibras de celulosa mediante la eliminación de gomas 

y otras sustancias cementantes “degumming” puede ser mejorada con el uso de 

pectinasas. 

�%'$)&#&/� &%(� #(+/&:4�� Es el proceso consistente en la eliminación de 

sustancias hidrófobas, ceras entre otras, de la superficie de las fibras para obtener 

buenas propiedades de humectabilidad que permitan el blanqueado y la tinción posterior 

de hilos y tejidos. Las pectinasas están siendo estudiadas en este campo para eliminar 

las pectinas que actúan como pegamento entre las sustancias que recubren las fibras y la 

celulosa. 

�	.	�	�	��� "��"�$��"�������

�$#1#.*%41/� &%� #+)#-� $%-*&)#(%-� "6'1*'#-. Un método alternativo para la 

depuración de las aguas residuales de la industria de productos cítricos es el uso de 

pectinasas bacterianas. El pretratamiento de estas aguas con pectinasas alcalinas y 

microorganismos pectinolíticos alcalófilos facilita la eliminación de las sustancias 

pécticas y la descomposición del agua residual por tratamiento con fangos activados 

(Tanabe 
� ��., 1987, 1988; Horikoshi, 1990). 

!$/&)''*:4�&%�"#"%(�D#"/46-. Las pectinasas alcalinas producidas por ��������

sp. y ��$������������, debido a su fuerte actividad de maceración, se utilizan para el 
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enriado de fibras de Mitsumata en la fabricación de papel japonés (Tanabe 
� ���� 1987; 

Horikoshi, 1999). Las sábanas de papel preparadas con esta pulpa son muy uniformes y 

suaves al tacto (Kashyap 
����., 2001). 

�#0$*'#'*:4� &%� "#"%(. Los polisacáridos solubilizados a partir de la materia 

prima durante el proceso de fabricación del papel pueden interferir en dicho proceso. 

Entre estos polisacáridos puede estar presente el ácido poligalacturónico, que acompleja 

los polímeros catiónicos utilizados en las etapas finales de fabricación para retener las 

partículas de finos. La degradación por pectinasas del ácido poligalacturónico a 

oligómeros, de menor capacidad de unión a los polímeros catiónicos, disminuye la 

demanda catiónica del proceso (Reid y Ricard, 2000). 

�C1$#''*:4�&%� #'%*1%. Los aceites de semilla de colza (%����), coco, girasol, 

palma, grano y olivas son tradicionalmente producidos por extracción con disolventes 

orgánicos. Los enzimas degradadores de la pared celular, incluyendo las pectinasas, 

pueden ser utilizados en la extracción de aceite vegetal en un proceso acuoso por 

licuación de los componentes estructurales de la pared celular de las semillas 

oleaginosas (Kashyap 
������ 2001). 

�%$.%41#'*:4�&%(�'#,6�E�&%(�16. Las pectinasas juegan un papel importante en el 

procesamiento y producción del café y del té. En la fermentación del café se utilizan 

microorganismos pectinolíticos, para liberar la cubierta mucilaginosa del grano del café. 

El tratamiento enzimático también acelera la fermentación del té, aunque la dosis de 

enzima debe ser ajustada cuidadosamente para evitar daño en la hojas. 

�&*1*B/-� &%� "*%4-/-�� A principios de los años 80 comenzó una intensa 

investigación sobre la utilización de enzimas para aumentar la digestibilidad y el poder 

nutritivo de piensos ricos en fibras vegetales para la alimentación de cerdos y aves. Los 

primeros éxitos comerciales se obtuvieron con la adición de β-glucanasas a piensos 

basados en cebada, aunque las xilanasas fueron los enzimas que mostraron mayor 

eficiencia. Habitualmente, las preparaciones enzimáticas para el forraje son cócteles 

multienzimáticos que contienen conjuntamente con glucanasas y xilanasas, pectinasas, 

proteinasas y amilasas. La adición de enzimas libera nutrientes tanto por hidrólisis de 

las fibras no degradables como por liberación de nutrientes retenidos por estas fibras, 
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incrementa su absorción y produce aumento de peso en los animales (Hoondal 
� ����

2002). 

!)$*,*'#'*:4� &%� B*$)-� &%� "(#41#-. En los casos de virus de plantas que están 

restringidos al floema, ciertos enzimas, como las pectinasas alcalinas y las celulasas 

pueden ser utilizados para liberar los virus del tejido y proceder a su purificación 

(Salazar y Jayasinghe, 1999). 

�#0(#������� Pectinasas comerciales 

�*-1$*0)*&/$� �/'#(*2#'*:4� �/.0$%�

C. H. Boehringer Sohn Ingelheim, Alemania Panzym 

A. G. Ciba-Geigy Bazel, Suiza Ultrazyme 

Grinsteelvaeket Aarthus, Dinamarca Pectolase 

Kikkoman Shoyu, Co. Tokio, Japón Sclase 

A. G. Schweizerische Ferment Suiza Pectinex 

Societe Prapidase S.A. Seclin, Francia Rapidase, Clarizyme 

Wallerstein, Co Des Plaines, USA Klerzyme 

Novo Nordisk Dinamarca Flaxzyme 

GmbH. Rohm Darmstadt, Alemania Pectinol, Rohament 

�#0(#������� Microorganismos productores de pectinasas microbianas. 

!$/&)'1/$%-� �*"/�&%�
"%'1*4#-#�

";� �F�?G
A �%,%$%4'*#-�

!%'1*4#-#-�5'*&#-� � � � �
���
�����������
� CH4 Endo-pectinasa

Exo-pectinasas
4,5-6,0 
3,5-5,0 

 Acuna-Arguelles 

� ��., 1995 

�
������������
��
����� Endo-PG 4,5-4,7 50 Borin 
� ���� 1996 

+��
������������� Endo-PG 3,5 55 Channe y 
Shewale, 1995 

,	�������������� Endo-PG 4,8 50 Marcus 
� ��.,
1986

-������������ PG 5,0 40 Al-Obaidi 
� ��.,
1987

%����������
�	
������	����������

PG 5,5-7,0 30-40 Rijssel 
� ��.,
1993
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!%'1*4#-#-�#('#(*4#-� � � � �
�������� sp. NT-33 PG 10,5 75 Cao 
� ��., 1992 

�������������� �� PG 8,4-9,4 45 Nagel y Vaughn, 
1961

����������������� PATE 8,0-8,5 60 Dave y Vaughn, 
1971

�������� No P-4-N PG 10,0-10,5 65 Horikoshi, 1990 

���������
��
���	
���	�����

PATE 9,0 70 Karbassi y 
Vaughn, 1980 

�������� sp. DT 7 PNL 8,0 60 Kashyap 
� ��.,
2000

�������������KSM-P15� PL 10,5 50-55 Kobayashi 
� ����
1999b

���������sp.�MG-cp-2 PG 10,0 60 Kapoor 
� ����
2000, 2001 

���������sp.�TS 47 PL 8,0 70 Takao 
� �����
2000, 2001 

������������	
�������� PL 11,0 69 Singh 
� ���� 1999

������������������ PL 8,5 60-65 Chesson y 
Codner, 1978 

��
������ �������
�
��� .�����
��

PL 8,0 30-40 Magro 
� ��.,
1994

�������� sp. PL 10,25 70 Brühlmann 
� ��.,
1994

�
������������������
CECT 22941 

PNL 8,0 50 Alana 
� ��., 1990 

/���	�����
���
�����

PATE 9,5 25-30 Nasumo y Starr, 
1967

PG. Poligalacturonasa; PL. Pectato liasa; PATE. Pectato transelimanasa; PNL. Pectina liasa 

�

�	3	����������������4�5�'��������������

El género �������� está constituido por bacilos aeróbicos, esporulados y gram 

positivos (Claus y Berkeley, 1986). La mayor parte de sus especies son saprofitas del 

suelo, del agua o de las plantas, y solamente unas pocas tienen importancia en patología 

infecciosa humana, por lo que la mayoría de sus especies se consideran GRAS 

(generalmente reconocido como seguro). Es un género relativamente fácil de manipular 

mediante la tecnología del ADN recombinante y uno de los miembros del género, 

��������� ��������, es tras ���	
���	��� ��� una de las bacterias genéticamente mejor 

caracterizada en la actualidad. 
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El género ��������, tal como está definido en el Bergey’s Manual of Systematic 

Bacteriology (Claus y Berkeley, 1986), incluye una diversidad de especies de gran 

variabilidad fisiológica y divergencia en cuanto a contenido G+C (del 32 al 69%), 

indicando que se trata de un grupo heterogéneo de microorganismos. El análisis de las 

secuencias del ARNr 16S ha revelado la existencia de cinco grupos filogenéticamente 

diferentes dentro del género �������� (Ash 
����., 1991) a los que posteriormente se han 

añadido grupos adicionales. Este hecho ha propiciado la división del género �������� en 

varios nuevos géneros. Para el género correspondiente al grupo 1 de homología ARNr 

16S, que contiene a �����������������, se ha mantenido el término ����������mientras que 

para los otros grupos de homología se han definido los géneros ��
���������� (grupo 3, 

que incluye a ��
����������� ����� �), ��
������������ ��
���������������

����������������� 0������������ .���������������� +������������ �� 1�������������

(Stackebrandt y Swiderski, 2002)�

Sin embargo, aunque la división taxonómica es un hecho, los miembros del 

antiguo género �������� mantienen una serie de características comunes, que permiten 

que frecuentemente se siga utilizando el término �������� en sentido amplio para 

englobar a todos los nuevos grupos taxonómicos. Entre estas características comunes 

figuran la gran capacidad de secretar proteínas y metabolitos, la sencillez de su cultivo y 

la facilidad de manipulación genética. Estos hechos convierten a �������� en uno de los 

grupos microbianos preferidos para la producción industrial por fermentación. Los 

productos que actualmente se comercializan incluyen enzimas, antibióticos, 

insecticidas, nucleótidos, nucleósidos y aminoácidos. 

Entre los enzimas que secretan estos microorganismos figura un gran número de 

proteasas, celulasas, amilasas y otros enzimas hidrolíticos. En general, se pueden 

obtener niveles de expresión y secreción de productos génicos individuales a niveles 

muy altos. La producción de enzimas en procesos de fermentación por cepas 

seleccionadas de �������� puede llegar a unos 20 gramos por litro de material secretado 

en relativamente poco tiempo, con un coste en fuentes de carbono y nitrógeno realmente 

bajo. Esto muestra la capacidad de estas cepas para producir grandes cantidades de 

enzimas a precios competitivos (Ferrari 
� ���� 1993; Schallmey et al., 2004). 
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Históricamente ������������	
������� y �����������������
����
�� han sido las 

especies más utilizadas para la producción por fermentación. El mayor inconveniente 

que presentan es que son bastante recalcitrantes a la manipulación genética, lo que las 

hace difíciles de modificar para la producción de proteínas recombinantes, sean éstas de 

origen heterólogo u homólogo. El mayor conocimiento genético de otros miembros del 

género, como ��������� ��������, los conocimientos sobre regulación de la expresión 

génica en este microorganismo, así como de los mecanismos implicados en la secreción 

de proteínas y de su fisiología en condiciones de fermentación, hacen que ���������

�������� sea un candidato ideal para la producción industrial de enzimas (Simonen y 

Palva, 1993; Bron 
� ��., 1999). 

Los estudios de la genética molecular de ����������������� han generado un buen 

conocimiento de la regulación de la expresión génica, así como de los mecanismos 

implicados en la secreción proteica. Estos conocimientos permiten el uso de ���������

�������� para la expresión y secreción de elevados volúmenes de enzimas homólogos 

modificados y productos génicos heterólogos (Ferrari 
� ���� 1993). 

Desde que Ehrlich (1977) descubrió que ����������������� podía ser transformado 

eficientemente con plásmidos de +���	�����������
�� y que la información genética 

codificada en ellos podía ser eficientemente expresada en ��������� ��������, dichos 

plásmidos se han utilizado como vectores de clonación en este microorganismo huésped 

(Ehrlich, 1978; Gryczan y Dubnau, 1978). A partir de este hecho, se han construido 

vectores lanzadera ���	
���	��� ��� - ��������� ��������, que facilitan la realización de 

construcciones genéticas en esta última especie. 

Los plásmidos de +���	������� se han clasificado en varias clases (Tabla 

1.6.1.). Los plásmidos de la clase II y III pueden transferirse entre especies de 

+���	��������pero no con otros géneros (Gotz 
� ���� 1983). Por el contrario, muchos 

de los plásmidos de la clase I pueden replicar en una amplia variedad de bacterias gram 

positivas, incluyendo varias especies de +���	�������, +��
������� y ��������. Los 

plásmidos de esta clase son de pequeño tamaño (entre 1 y 5 kb), alto número de copia 

(10-50 copias por célula), y contienen marcadores de resistencia a antibióticos. Entre 

ellos figuran los plásmidos pC194 y pUB110, que se encuentran entre los más 

frecuentemente utilizados como vectores de clonación en �����������������.
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�#0(#������� Plásmidos de +���	�������.

�#.*(*# !(5-.*&/ �G�&%�'/"*# �#.#H/�?=0A �%4/1*"/�


(#-%��

pT181 pT181 22 4,4 Tcr

pT127 50 4,4 Tcr

pC221 22 4,6 Cmr

pC223  4,6 Cmr

pUB112  4,1 Cmr

pS194 22 4,4 Smr

pCW7  4,2 Cmr

pC194 pC194 15 2,9 Cmr

pUB110 10 4,5 Kmr Blr

pOX6  3,2 Cdr

pSN2 pSN2 50 1,3  

 pTCS1  1,3  

 pE12 10 2,2 Emr

pIM13 10 2,1 Emr

pE5  2,1 Emr

pT48  2,1 Emr

pNE131  2.1 Emr

pE194 pE194 55 3,7 Emr


(#-%����E����� � � �

IIα pI524 5 31,8 PcrCdrPbrHgrOmrAsarAsirSbrBin+

IIα pI258 5 28,2 Asar EmrBin-

IIβ pII147 5 32,6 PcrCdrPbrHgrOmrBin-AsarBihs

IIα pI9789  19,7 CdrPbrHgrOmrAsarAsirSbr

III pG01  52 GmrTprTra+EbrQar

En cuanto a la expresión génica en �����������������, se han caracterizado un gran 

número de promotores fuertes de esta especie o de otros microorganismos que originan 

buenos niveles de expresión de proteínas tanto homólogas como heterólogas. Entre los 

promotores de ��������� �������� que se han utilizado con éxito para expresar proteínas 

heterólogas figuran el de la proteína de pared MWP (Yamagata 
����., 1989) y el de la 
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levansucrasa SacB, este último inducible por sacarosa (Wong, 1989), que ha permitido 

la secreción de estafiloquinasa con fines clínicos como anticoagulante (Ye 
����., 1999). 

En cuanto a promotores de otras especies que son funcionales en ��������� ��������

�������
���	�	�������������
��	� 	��	�	�
�������������������
����
�� (Palva 
� ����

1981), con el que se han obtenido niveles de producción de amilasa de hasta 3 g/l (Palva 


�� ���� 1982), de trehalosa fosforilasa de ��������� ��
���	
���	���� de hasta 2 g/l   

(250 veces la producción de la cepa original) (Inoue 
� ���� 2002), y se han logrado 

excelentes resultados de producción de varias proteínas humanas (Van Leen� 
�� ��.,

1991). También merecen destacar el promotor del fago SPO2, que ha permitido la 

expresión de proteínas vegetales (Overbeeke 
�� ���� 1990) y el promotor 0��22 del 

plásmido pUB110 (Zyprian y Matzura, 1986) con el que se ha clonado de forma 

homóloga la propia lipasa A de ��������� ��������, obteniéndose niveles de secreción   

100 veces superiores a los de la cepa original�(Dartois 
� ���� 1994). 

Uno de los problemas más frecuentes de utilizar ����������������� como huésped 

para la expresión de enzimas es el elevado nivel de proteasas secretado por este 

microorganismo. Este hecho hace difícil diferenciar en ocasiones si resultados negativos 

en cuanto a producción se deben a la proteólisis o a la incompatibilidad de la proteína 

heteróloga con el sistema de producción y secreción de ��������. La clonación y 

caracterización de los genes codificadores de varias proteasas extracelulares ha 

permitido la construcción de una serie de cepas huéspedes proteasa deficientes en los 

que se han disrupcionado hasta 7 genes de proteasas (Kawamura y Doi, 1984; Wu 
� ��.,

1991; Wong, 1995). La utilización de estas cepas posibilita la obtención de niveles 

elevados de expresión de enzimas bacterianos (Lin 
� ��., 1997) y de eucariotas (Wu 
��

��., 1993; McGrath 
� ��., 1997). 

El conocimiento detallado del secretoma de ��������� �������� ha permitido la 

identificación de los distintos componentes de su maquinaria de secreción y de los 

posibles factores limitantes de la secreción proteica, tales como peptidasas señal o 

chaperonas (Tjalsma 
� ��., 2000). Estos conocimientos han dado lugar a estudios que 

indican que la expresión aumentada de algunos de estos componentes puede determinar 

incrementos importantes en la secreción proteica (Wu 
� ��., 1998; Vitikainen 
� ��.,

2001). Por todo ello, la utilización de ����������������� como microorganismo huésped 

para la producción y secreción de proteínas heterólogas es un importante objeto actual 
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de estudio, con amplias perspectivas de evaluación, optimización y mejora de la 

producción de enzimas. 
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�	6	��78�
���'�

El grupo de investigación en el que se ha realizado el presente trabajo tiene 

como objetivo la identificación y caracterización de enzimas microbianos con 

actividades relacionadas con la degradación de polímeros vegetales. Los trabajos 

previamente realizados por el grupo han permitido aislar y seleccionar, a partir de 

muestras naturales, una amplia colección de microorganismos con elevado poder 

degradador, que producen sistemas enzimáticos complejos para la despolimerización de 

polisacáridos y lípidos (Blanco y Pastor, 1993; López 
� ��., 1998; Ruiz 
� ��., 2002, 

2003). Muchos de estos enzimas, xilanasas, celulasas y lipasas, han sido caracterizados 

genéticamente y bioquímicamente, y también evaluados en procesos industriales, 

mostrando algunos de ellos potencial aplicación industrial (Blanco 
� ��., 1995; Pastor 
��

���, 2001; García 
� ��., 2002). Varias cepas microbianas de la colección del grupo son 

potentes degradadoras de pectina, pero a pesar del gran interés de los aspectos 

moleculares de las pectinasas y de sus importantes aplicaciones biotecnológicas, este 

tipo de enzimas no ha sido estudiado hasta el momento por el grupo de investigación. El 

objetivo central del presente trabajo es la identificación y caracterización de pectinasas a 

partir de las cepas microbianas aisladas por el grupo de investigación. La identificación 

de nuevas pectinasas posibilitará la realización de estudios posteriores para evaluar la 

aplicación industrial de las mismas. Los objetivos concretos del trabajo son: 

1. Análisis de los sistemas degradadores de pectina de las cepas bacterianas 

��
�����������sp. BP-23 y �������� sp. BP-7.  

2. Clonación, purificación y caracterización de pectinasas a partir de las cepas 

analizadas. 

3. Producción y secreción de pectinasas recombinantes en cepas huésped de 

�����������������.



���������������� �� ������		��		��





Materiales y métodos 

- 51 -

�	�5�
������'�9�5:
���'�

�	�	�5����������'5�'�
���4���'�

Los microorganismos utilizados en el presente trabajo han sido los siguientes: 

3��
���������� sp. BP-23 (Blanco y Pastor, 1993) y �������� sp. BP-7 (López 
�

��., 1998). Aislados a partir de suelo de arrozal del Delta del Ebro (lugar rico en materia 

vegetal en descomposición y por tanto adecuado para aislar microorganismos 

degradadores de carbohidratos) mediante un cultivo de enriquecimiento en paja de 

arroz. Las dos cepas muestran sistemas complejos de enzimas para la degradación de 

carbohidratos, algunos de los cuales, han sido clonados y caracterizados (Blanco 
� ����

1995, 1998, 1999; Pastor 
� ��., 2001; Gallardo 
����., 2003; Sánchez 
�����, 2003). 

Las cepas de ���	
���	��� ��� utilizadas en los experimentos de clonación y 

expresión de pectinasas se describen a continuación en la tabla 2.1.1. 

�#0(#��������Cepas de ���	
���	������.


%"#� �%4/1*"/� �%,%$%4'*#�

���	
���	������ 5K F- rk
- mk

- ���4��	���	���
�����5 Godessart 
� ���� 1988 
���	
���	������ HB101 ����66�	��78�rb

- mb
- �
��9:����3

;6 ���7����&;����<7����478� ��3
9 ���3;

Sambrook 
� ���� 1989 

���	
���	������ XL1-
Blue 

�
��;�
���;�����=:��	�3;�	��,;>�
����66��
��;���� [F′����
���2q5∆-;9 Tn;8�(Tetr)] 

Bullock 
� ��., 1987 

���	
���	������ DH5α ����66�∆���?;:=�
(φ@8����5∆-;9) 	��,;>A��

���

+B
�
��;�
���;�����=:��	�3;��
��;

Hanahan, 1983 

���	
���	������
BL21(DE3) 

	��S ��� (λ�I��857 ���1 +am7 ���5
���UV5-T7 gene;

Studier y Moffatt, 1986

Las cepas de ��������� �������� utilizadas como huésped en los experimentos de 

clonación se describen en la tabla 2.1.2. 
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�#0(#������� Cepas de �����������������.


%"#� �%4/1*"/� �%,%$%4'*#�

����������������� 168 Enzimas degradadores de 
carbohidratos 

CECT 461 

����������������� MW15� 	������,7�����;@�∆����C�
∆
��+;87�∆���*����+,1�∆ ���
CmR

Wolf 
� ��., 1995 

����������������� MB216 +����
��@����3;9��	����
��6�
	��,�	��-�

Lampen 
� al., 1986

����������������� 497 Enzimas degradadores de 
carbohidratos�

CECT 497 

�	�	� 5����'� ��� ��
���;� ��
�7��
���'� 9� �
��'�

''
�����'�

�	�	�	�5�#����#���!$��1��

El medio de cultivo utilizado para la selección, cultivo y mantenimiento de 

��
���������� sp. BP-23, �������� sp. BP-7, �������� ��������� 168, �������� ���������

MW15, �������� �������� MB216 y �������� �������� 497 fue: 


#(&/�4)1$*1*B/ (Scharlau-Microbiology). La composición del medio por litro 

es: 1 g de extracto de carne, 2 g de extracto de levadura, 5 g de peptona y 5 g de NaCl. 

El pH se ajustó a 6,8. 

Cuando los experimentos lo requirieron, los medios fueron suplementados con 

diferentes carbohidratos: ácido poligalacturónico (Sigma), pectina de limón (Sigma), 

glucosa (Panreac) y paja de arroz. Todos ellos se añadieron a una concentración del 1%. 

Para la selección, cultivo y mantenimiento de las cepas de ���	
���	������ y los 

clones transformantes de ���	
���	�������y ����������������� se utilizó: 

�� (Luria Broth, Sambrook�
������ 1989). Su composición por litro es: 10 g de 

bactotriptona (Scharlau-Microbiology), 5 g de extracto de levadura (Scharlau-

Microbiology) y 10 g de NaCl (Panreac). El pH se ajustó a 7,5. 
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En ocasiones para la selección y cultivo de los transformantes de �������� se 

usaron: 

!%4#--#E��$/17��I (Contente y Dubnau, 1979). La composición del medio es 

la siguiente: extracto de levadura al 0,15%, extracto de carne (Merck) al 0,15%, peptona 

(Scharlau-Microbiology) al 0,5%, dextrosa (Panreac) al 0,1%, NaCl al 0,35%, K2HPO4

(Merck) al 0,368% y KH2PO4 (Merck) al 0,132%. 

���(Chang y Cohen, 1979). El medio se compone de las siguientes soluciones 

estériles: 500 ml de succinato sódico (Fluka) 1 M pH 7,3; 375 ml conteniendo 5 g de 

extracto de levadura, 3,5 g de K2HPO4, 1,5 g de KH2PO4, 5 g de glucosa y 8 g de agar; 

20 ml de MgCl2 (Merck) 1 M; 100 ml de casaminoácidos (Difco) al 5% esterilizados 

por filtración; y 5 ml de seroalbúmina bovina (BSA) (Sigma) al 2% esterilizados por 

filtración. Una vez estériles las soluciones se mezclaron a una temperatura de 55ºC 

aproximadamente. Este medio se utilizó para la regeneración de los protoplastos de 

�������� ��������.

Todos los medios fueron preparados con H2O destilada. El pH fue ajustado con 

NaOH (Panreac) o HCl (Panreac). En ocasiones, estos medios se solidificaron mediante 

la adición de agar para bacteriología (Scharlau-Microbiology) a una concentración final 

de 1,5%. 

�	�	�	�����)��������

Para la selección y mantenimiento de los transformantes de ���	
���	��� ��� y 

��������� ��������, los medios de cultivos fueron suplementados con diferentes 

antibióticos, para lo cual se prepararon soluciones concentradas de los antibióticos 

según las indicaciones citadas en la bibliografía (Sambrook 
� ��., 1989): 

J�."*'*(*4#: Se preparó una solución concentrada de ampicilina (Sigma)       

100 mg/ml en H2O bidestilada a la que se fue añadiendo NaOH hasta la completa 

disolución de ésta. Se esterilizó por filtración. La concentración final de uso fue de    

50-100 µg/ml.  
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J
(/$#4,%4*'/(: Se preparó una solución concentrada de cloranfenicol (Sigma) 

100 mg/ml en etanol absoluto (Merck). La concentración final de uso fue de 50 µg/ml. 

JK#4#.*'*4#: Se preparó una solución concentrada de monosulfato de 

kanamicina (Sigma) 25 mg/ml en H2O bidestilada. Se esterilizó por filtración. La 

concentración final de uso fue de 25 µg/ml para los transformantes de �������� ��������

cultivados en LB, 125 µg/ml para los transformantes de ����������������� cultivados en 

DM3 y 50 µg/ml para los transformantes de �� ��� con el vector de expresión pET28a 

cultivados en LB. 

J�%1$#'*'(*4#: Se preparó una solución concentrada de tetraciclina (Sigma)   

12,5 mg/ml en etanol al 50%. Se esterilizó por filtración. La concentración final de uso 

fue de 15 µg/ml. 

�	�	%	��� "���!��"���"��

Para la selección de cepas de ���	
���	��� ��� XL1-Blue recombinantes 

mediante el sistema de α-complemetación (Sambrook 
� ���� 1989), los medios de 

cultivo se suplementaron con IJ+#( (5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido) 

e �!�� (isopropil-β-tiogalactopiranósido). 

-IJ+#(: Se preparó una solución concentrada de X-gal (Roche) 200 mg/ml en 

dimetilformamida (Prolabo). La concentración final de uso fue de 40 µg/ml. 

-�!��: Se preparó una solución concentrada de IPTG (Roche) 20 mg/ml en 

H2O bidestilada. Se esterilizó por filtración. La concentración final de uso fue de       

100 µg/ml. Para la inducción de la expresión de proteínas se utilizó IPTG a 

concentración de 1 mM. 
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�	%	�5:
���'�5����7��������'�

�	%	�	����� �$�0"�����

Los medios de cultivo, las soluciones y el material de vidrio y de plástico 

utilizados se esterilizaron por calor húmedo y presión en el autoclave a 121ºC y             

1 atmósfera durante 20 min. 

Las soluciones termolábiles se esterilizaron por filtración a través de filtros de 

celulosa estériles de 0,22 µm de diámetro de poro (MF-Millipore). 

�	%	�	�5"������������#����� �� ,"�������

Las cepas utilizadas se mantuvieron viables mediante resiembras en placa. 

Las cepas de �������� y ��
����������, así como los clones derivados, se 

guardaban a 4ºC resembrándolas cada 15 días en placas de agar nutritivo o agar LB 

(cuando fue necesario suplementados ambos medios con los antibióticos adecuados), 

que se incubaban a 30ºC durante 16-24 h. 

Las cepas de ���	
���	��� ���� y los clones derivados se guardaban a 4ºC, 

resembrándolas aproximadamente cada mes en placas de agar LB (suplementado con 

los antibióticos adecuados cuando fue necesario), que se incubaban a 37ºC durante 16-

24 h. 

Las cepas también se guardaron congeladas a –80ºC en glicerol (Panreac) al 

15%. 

�	%	%	��!$��1�������#���$(*!�#��#����� �� ,"�������

La siembra de microorganismos en medio líquido se realizó a partir de inóculos 

con cultivos líquidos de toda la noche. Estos inóculos se diluyeron en matraces 

erlenmeyers con medio fresco a diluciones 1:50 o 1:100. Los cultivos se incubaron a 

una temperatura de 30ºC en el caso de las cepas de ��
���������� y ��������, a 37ºC en 
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el caso de ���	
���	��� ���, y se mantuvieron en agitación a 200 r.p.m. (incubador-

agitador CertomatR, B. Braun) toda la noche. 

La estimación del crecimiento se hizo mediante la lectura de la densidad óptica a 

600 nm en espectrofotómetro Shimadzu UV-265FW o Spectophotometer Du

Beckman Coulter. 

�	&	�5������������������

�	&	�	��$/���#���!��$�0"#���

Los plásmidos vectores utilizados en este trabajo (Tabla 2.4.1.), los vectores 

lanzadera construidos (Tabla 2.4.2.) y los plásmidos recombinantes con los genes objeto 

de estudio (Tabla 2.4.3.) se muestran a continuación. 

�#0(#������� Vectores de clonación. 

!(5-.*&/� 
#$#'1%$3-1*'#-� �%,%$%4'*#�

pBR322 Vector de clonación, Apr, Tcr Bolivar 
� ��., 1977 

pUC19 Vector de clonación, Apr, ���5� ���2 Yanisch-Perron 
� ��., 1985 

pJF118HE Vector de clonación Fürste 
������ 1986

pET28a Vector de expresión Studier y Moffatt, 1986 

pC194 Vector de clonación, Cmr
Horimouchi y Weisblum, 1982

pUB110 Vector de clonación, Kanr, neor
McKenzie 
� ��., 1986 

pUB111 Vector de clonación, Kanr, neor Presente trabajo 

�#0(#������� Vectores lanzadera. 

!(5-.*&/� 
#$#'1%$3-1*'#-� �%,%$%4'*#�

pMS1 pUC19-pUB110-P-��7, Apr, Kanr Presente trabajo 

pMS-R pUC19-pUB111-����, Apr, Kanr Presente trabajo 

pMS-RA pUC19-pUB111-����-P-���, Apr, Kanr Presente trabajo 

pMS-RS pUC19-pUB111-����- P-��7, Apr, Kanr Presente trabajo 

pN5 pUC19-pC194, Apr, Cmr Pastor 
� ��., 1999 
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�#0(#������� Plásmidos recombinantes. 

!(5-.*&/-� 
#$#'1%$3-1*'#-� �%,%$%4'*#�

pP22 pBR322-�
��, Apr Presente trabajo 

pJYvpA pJF118HE-����, Apr Presente trabajo 

pET28a-P22 pET28a-�
��, Kanr Presente trabajo 

pET28a-YvpA pET28a-����, Kanr Presente trabajo 

pMS1-P22 pMS1-�
��, Apr, Kanr Presente trabajo 

pMS-R-P22 pMS-R-�
��, Apr, Kanr Presente trabajo 

pMS-RA-P22 pMS-RA-�
��, Apr, Kanr Presente trabajo 

pN5-P22 pMS-RA-�
��, Apr, Cmr Presente trabajo 

�	&	�	��)��������#�������$"��(#����

La obtención de ADN plasmídico se realizó de diferentes maneras: 

�	&	�	�	�5���� ��" "�����#�������$"��(#����

El siguiente método (Martínez y de la Cruz, 1988) se utilizó para analizar 

rápidamente gran cantidad de plásmidos recombinantes. Las células cultivadas toda la 

noche se recogieron por centrifugación a 3.000 ×g durante 10 min a 4ºC, se 

resuspendieron en 200 µl de solución I y se dejaron incubar durante 5 min en hielo. 

Cuando el ADN plasmídico procedía de transformantes de ��������, la solución I se 

suplementó con lisozima (Merck) a una concentración final de 2 mg/ml, incubándose 

las células en esta solución durante 10 min a 37ºC. Transcurrido este tiempo se añadió 

400 µl de solución II, se mezcló suavemente por inversión y se incubó durante 5 min a 

4ºC. A continuación se adicionó 300 µl de solución III, se agitó cuidadosamente por 

inversión y se dejó a 4ºC durante 5 min (Tabla 2.4.4.). 

Al sobrenadante obtenido tras centrifugar durante 15 min a 4ºC, se le añadió  

500 ml de isopropanol y se dejó incubar durante 5 min a temperatura ambiente. Se 

centrifugó 5 min y el pellet de ADN, una vez seco, se resuspendió en 200 µl de TE y 

200 µl de LiCl 5 M (Merck), y se dejó durante 5 min a –20ºC. 
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A continuación se centrifugó durante 5 min y se recogió el sobrenadante. El 

ADN se precipitó añadiendo dos volúmenes de etanol absoluto frío y 1/10 de volumen 

de solución III, y dejándolo durante una hora a –20ºC. A continuación el ADN se 

recogió mediante centrifugación, se lavó con etanol al 70% frío, se secó mediante 

centrifugación al vacío y se resuspendió en un volumen adecuado en H2O. 

�#0(#������� Composición de las soluciones utilizadas en la minipreparación. 

�/()'*:4���(Solución de resuspensión)> -Tris HCl 25 mM pH 8 

-Glucosa 50 mM 

-EDTA 10 mM�

-Conservar a 4ºC 

�/()'*:4����(Solución de lisis)> -NaOH 0,2 N 

-SDS (Merck) al 1% 

�/()'*:4����> -Acetato sódico (Merck) 3 M pH 4,8 

��> -Tris HCl 10 mM pH 8,0 

-EDTA 1mM 

En algunas ocasiones se utilizó el método modificado descrito por Birnboim 

(1983). 

�	&	�	�	����$"�������#��������#�"������$!��"������ ��"$���

Con el objetivo de obtener ADN plasmídico en grandes cantidades se siguió el 

protocolo Qiagen-tip 100 MidiPrep (Qiagen). Dicho protocolo es una modificación del 

proceso de lisis alcalina, seguida de la unión del plásmido a la resina de intercambio 

aniónico de Qiagen en condiciones de baja concentración de sal y pH ácido. Para 

utilizar dicho método se siguieron las especificaciones de la casa comercial. 

�	&	%	��)��������#������� �����������

Con el fin de obtener ADN cromosómico, se utilizó el método descrito por 

Marmur (1961) con unas pequeñas modificaciones. 
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A partir de un cultivo de 500 ml, se recogieron las células por centrifugación y 

se resuspendieron en 100 ml de NaCl 1 M, dejándolas en agitación durante una hora a 

4ºC. Seguidamente, se recogieron las células por centrifugación y se resuspendieron en 

100 ml de TES frío (Tabla 2.4.5.). Se volvieron a centrifugar las células, 

resuspendiéndolas en 50 ml de TE frío al que se le añadió 0,002% de lisozima diluida 

en TE (Tabla 2.4.4.) y se dejaron lisar las células durante una hora a 37ºC. Transcurrido 

este tiempo se añadió 5 ml de sarcosil (Sigma) al 10% y 0,5 mg/ml de proteinasa K 

(Merck) y se dejó en agitación en un baño a 65ºC durante 10 min. Se dejó enfriar hasta 

temperatura ambiente. 

A la solución se le añadió 14 ml de NaClO4 (Merck) 5 M y 35 ml de cloroformo 

(Merck):alcohol isoamílico (Prolabo) (24:1) y se mantuvo en agitación durante 30 min. 

A continuación se centrifugó durante 20 min con el objeto de separar la fase acuosa de 

la orgánica. Se volvió a repetir la extracción pero esta vez solo con cloroformo. 

A esta segunda fase acuosa se le añadieron 2 volúmenes de etanol absoluto frío, 

recogiendo el ADN precipitado con una varilla de vidrio. Seguidamente se resuspendió 

el ADN en 15 ml de SSC 0,1X y se le añadió 0,85 ml SSC 20X para llevarlo a una 

concentración final de SSC 1X. Una vez resuspendido, se añadió RNAsa A (Tabla 

2.4.10.) a una concentración final de 25 µg/ml y se incubó durante 30 min a 37ºC. 

Luego se trató con fenol (Fluka) y se centrifugó para separar la fase acuosa de la 

orgánica. Este paso se repitió tres veces para eliminar el máximo de proteínas. A 

continuación, se repitió la extracción con fenol:cloroformo (2:1) y por último, solo con 

cloroformo. 

El ADN se precipitó añadiendo 1/10 de volumen de solución III (Tabla 2.4.4.) y 

un volumen de isopropanol manteniéndolo durante 2 h a –20ºC. A continuación se 

centrifugó para recoger el ADN, el cual se lavó con etanol al 70%, se secó y se 

resuspendió en un volumen adecuado de TE. 
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�#0(#������� Composición de las soluciones. 

�#.":4����>� -NaCl 0,15 M 

-EDTA 0,01 mM 

-Ajustar a pH 8,0�

��
�� I� -NaCl 3 M 

-Citrato sódico 0,3 M 

-Ajustar el pH a 7,0�

En algunas ocasiones, con el objeto de obtener ADN cromosómico de una 

manera más rápida, se usó con unas pequeñas modificaciones el método descrito por 

Dubnau y Davidoff-Abeson (1971). 

�	&	&	����$�+��"�����#�������� �����

�

Con el objetivo de sintetizar ADN in vitro, se utilizó el método de PCR 

(Reacción en Cadena de la Polimerasa) (Sambrook 
�� ��., 1989). Las reacciones de 

amplificación se realizaron con dos tipos de polimerasas termoestables: ���

(Stratagene), de alta fidelidad que genera extremos romos; o *�� (Invitrogen), menos 

exacta que ��� y que genera extremos protuberantes, siguiendo en ambos casos las 

recomendaciones de la casa comercial (Tabla 2.4.6.). La reacciones se realizaron en un 

termociclador GeneAMP PCR System 2400 (Perkin Elmer). 

El ADN molde consistía en ADN purificado y disuelto en H2O bidestilada, pero 

en ocasiones la reacción de amplificación se realizaba sobre una suspensión de células 

en H2O bidestilada. 
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�#0(#������� Mezclas de las reacciones de amplificación. 

%2'(#-�&%�$%#''*:4>�

-1 µl Taq Polimerasa -1 µl Pfu Polimerasa 

-5 µl Tampón de amplificación 10X -5 µl Tampón de amplificación 10X 

-2,5 µl MgCl2 50 mM -4 µl dNTPs (2,5 mM cada uno) 

-4 µl dNTPs (2,5 mM cada uno) -X µl de ADN molde 

-X µl de ADN molde -12 pmoles de cebador 

-12 pmoles de cebador (GIBCO BRL 

Custom Primers) 

-H2O bidestilada hasta 50 µl

-H2O bidestilada hasta 50 µl

El programa de amplificación habitualmente utilizado fue el que se muestra en la 

Tabla 2.4.7. La temperatura óptima se escogió en función de la temperatura de 

hibridación de los dos cebadores. 

�#0(#������� Reacción de amplificación. 

�%#''*:4�&%�#."(*,*'#'*:4�

x 1 ciclo: 94ºC durante 5 min 

Temperatura de hibridación (ºC) durante 40 s 

 72ºC durante 4 min 

x 30 ciclos: 94ºC durante 30 s 

 Temperatura de hibridación (ºC) durante 40 s 

 72ºC durante 4 min 

x 1 hold: 72ºC durante 4 min 

 4ºC    ∞

�	&	.	��$��� �+� ��������,�$���#��"," ��"�

�	&	.	�	����"  �$$��#��$"��$��� �+� �����

Las preparaciones de ADN plasmídico y cromosómico se analizaron en geles de 

agarosa (Low EEO, Roche) en tampón TBE 1X a una concentración de agarosa entre 

0,8% y 2% según el tamaño de los fragmentos que se querían analizar. A las muestras 
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se les añadió tampón de carga 6X�(Sambroock�
�������1989). Después se llevó a cabo la 

electroforesis en una cubeta horizontal Bio-Rad Mini-Sub®Cell GT aplicando un voltaje 

de 100 voltios con una fuente de alimentación de Bio-Rad, PAC300 (Tabla 2.4.8.). 

�#0(#������� Soluciones utilizadas en el análisis electroforético. 

�#.":4�&%�'#$+#��I> -Azul de bromofenol al 0,3% (Bio-Rad) 

-Xilencianol al 0,3% (Bio-Rad) 

-Glicerol al 72% 

�#.":4������ I> -Tris 0,9 M 

-Ácido bórico 0,9 M (Sigma) 

-EDTA 0,02 M 

-pH 8,3 

�	&	.	�	�
�������#������

Para visualizar los fragmentos de ADN en los geles de agarosa se utilizó una 

solución de bromuro de etidio (Sigma) 0,75 µg/ml en H2O destilada durante 15 min, 

observándose posteriormente mediante iluminación con luz ultravioleta. 

�	&	.	%	�5" �"#� ���#���������$��!$" �

Como marcador de tamaño molecular se utilizó la mezcla de fragmentos 

resultantes de la digestión del ADN del bacteriófago lambda con 0���III (Promega), 

que cubre un rango entre 23 y 0,5 kb. Cuando los fragmentos de ADN a valorar fueron 

más pequeños se utilizó como marcador la mezcla de fragmentos procedentes de la 

digestión de ADN del fago φX174 con 0�
III (Promega), que cubre un rango entre 1,35 

y 0,072 kb, o la mezcla de fragmentos procedentes de la digestión de pMLX con 

��147I y ���I (Biotools), que cubre un rango entre 1,0 y 0,08 kb. 

El tamaño de los fragmentos de ADN de las muestras se dedujo mediante 

comparación de su movilidad con la de los marcadores mediante el programa SEQAID. 
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�	&	3	����$"�������#��+ ",�������#������

�	&	3	�	��$��� ��$!�����

La purificación de fragmentos de ADN para su clonación o uso como sonda se 

realizó mediante electroelución (Sambrook� 
�� ���� 1989). Los fragmentos de ADN se 

separaron mediante electroforesis en geles de agarosa en tampón TAE 1X (Tabla 

2.4.9.). Los geles se tiñeron con bromuro de etidio y las bandas de interés se localizaron 

mediante una lámpara de luz ultravioleta de longitud de onda larga (Lámpara Black-

Ray, λ: 366 nm) o en ImageMaster (Pharmacia Biotech). Con un bisturí se cortó la 

porción de agarosa que contenía el fragmento de ADN que se quería purificar, se 

introdujo en una bolsa de diálisis (Sigma) que contenía 2 ml de TAE 1X y se sumergió 

en una cubeta de electroforesis con el mismo tampón. Se sometió a electroforesis 

durante una hora a 100 voltios y a continuación se realizaron dos pulsos de 30 s cada 

uno, invirtiendo la polaridad. Se recogió el tampón conteniendo el ADN del interior de 

la bolsa, se fenolizó, se precipitó y recogió el ADN tal como se explica en el apartado 

2.4.2.1.

�

�#0(#� ������ Composición de la solución 
empleada en la electroelución. 

�#.":4������I> -Tris acetato 0,04 M 

-EDTA 0,001 M 

-pH 8,0 

�	&	3	�	��! �+��"����� /��#"�#��+ ",�������#������

En ocasiones se utilizaron los Kits comerciales Qiaex II (Qiagen) y Wizard

PCR Preps (Promega) para purificar fragmentos de ADN.  

El Kit Qiaex II se utilizó como método rápido, alternativo a la electroelución, 

para separar fragmentos de ADN separados en geles de agarosa. Consiste en la unión 

del ADN a las partículas de silicagel en presencia de una elevada concentración de sales 

y una posterior elución mediante disminución de la fuerza iónica. 
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El Kit Wizard PCR Preps se usó para purificar productos de amplificación por 

PCR. En este kit el ADN es retenido específicamente por una resina de intercambio 

iónico y eluido posteriormente al disminuir la fuerza iónica. 

Los kits se utilizaron siguiendo las especificaciones de las casas comerciales 

correspondientes. 

�	&	6	�
 "�"����������0��/������

�	&	6	�	���,�������������0��"��#�� ��� �������

Las digestiones con enzimas de restricción se realizaron siguiendo las 

instrucciones del suministrador (Roche y Promega). Los tampones utilizados fueron los 

suministrados con los enzimas. 

Cuando se realizaron digestiones con dos enzimas de restricción se intentó 

escoger el tampón más adecuado para ambos, o bien se llevaron a cabo las dos 

digestiones de manera secuencial, con un paso intermedio de precipitación del ADN con 

el fin de cambiar las condiciones de la digestión. 

�	&	6	�	�
 "�"���������������"�

La eliminación de ARN presente en las preparaciones de ADN cromosómico se 

realizó mediante un tratamiento con RNAsa A (Roche) a una concentración final de    

50 µl/ml durante 30 min a 37ºC (Tabla 2.4.10.). 

Con el fin de facilitar la visualización de fragmentos de ADN en geles de 

agarosa, en ocasiones se trató con RNAsa antes de cargar las muestras en los geles. 
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�#0(#������ � Tratamiento de la RNAsa. 

���-#> -RNAsa A bovina 0,001% 

-Tris HCl 0,01 M pH 7,5  

-NaCl 0,015 M 

-Se trata durante 15 min a 100ºC 

�	&	6	%	�
 "�"�����������+��+"�"�"�"$�"$��"�

Con el objeto de evitar la religación de los plásmidos linearizados con enzimas 

de restricción, se realizaron tratamientos de desfosforilación de los extremos 5’ de las 

cadenas de ADN. 

El ADN plasmídico digerido y purificado se incubó durante una hora a 37ºC con 

fosfatasa alcalina (Roche), según las instrucciones de la casa comercial. La reacción se 

paró mediante una incubación a 65ºC durante 10 min. A continuación, el ADN se 

fenolizó, precipitó y resuspendió en un volumen adecuado de H2O bidestilada. 

�	&	<	�=�) �#"�����'�!�>� ��

�	&	<	�	�5" �"?��#��+ ",�������#������

Los fragmentos de ADN que se utilizaron como sonda se marcaron mediante 

primado al azar "random primer". El ADN a marcar se desnaturalizó calentando durante 

10 min a 100ºC y, seguidamente, se enfrío bruscamente en hielo seco con etanol, para 

evitar su renaturalización. 

Al ADN se le añadió 2 µl de una mezcla de cebadores hexanucleótidos, 2 µl de 

una mezcla de mononucleótidos (0,1 mM de cada nucleótido y 0,035 mM de 

digoxigenina-dUTP), 1 µl (2 unidades) de fragmento Klenow de ADN polimerasa I 

(Roche) y H2O bidestilada estéril hasta llegar a un volumen final de 20 µl. La reacción 

de marcaje se incubó durante toda la noche a 37ºC y se paró añadiendo EDTA a una 

concentración final de 0,02 M, pH 8,0. 
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El ADN se precipitó con 1/10 de volumen de solución de LiCl 4 M y                  

3 volúmenes de etanol absoluto frío, manteniéndolo a -70ºC durante una hora. 

Posteriormente se recogió por centrifugación durante 15 min y se lavó con etanol al 

70%. Se secó mediante centrifugación al vacío y se resuspendió en 20 µl de tampón TE. 

�	&	<	�	�
 "��+� ����"���>�) �#"�����#������

El ADN digerido se separó en geles de agarosa que a continuación fueron 

teñidos con bromuro de etidio, fotografiados y sumergidos en una solución de NaOH 

250 mM durante 15 min. Después, se equilibraron los geles, las membranas de nylon 

(Roche), los papeles de filtro y las esponjas en tampón de transferencia (Tabla 2.4.11.). 

Las transferencias a las membranas de nylon se realizaron en un equipo de Mini-Protean 

II (Bio-Rad), aplicándose un voltaje de 60 voltios durante una hora. A continuación, las 

membranas se secaron durante 30 min a temperatura ambiente y el ADN se fijó a las 

mismas mediante la aplicación de luz ultravioleta durante 1,5 min por cada cara. 

Las membranas se prehibridaron en solución de hibridación (Tabla 2.4.11.) a 

60ºC durante 3 h para bloquearlas. Después se eliminó dicha solución y se añadió 

solución de hibridación fresca atemperada a 60ºC con la sonda marcada, desnaturalizada 

previamente por tratamiento a 100ºC durante 5 min y enfriamiento rápido en hielo seco 

con etanol, y se incubó la hibridación toda la noche a 60ºC. 

Una vez realizada la incubación se realizaron una serie de lavados para eliminar 

el exceso de sonda. Se hicieron dos lavados de 5 min a temperatura ambiente con una 

solución de SSC 2X (Tabla 2.4.5.) conteniendo SDS al 0,1% y dos lavados de 15 min a 

la temperatura de hibridación con una solución de SSC 0,1X, SDS al 0,1% atemperados 

a 60ºC. 
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�#0(#�������� Soluciones utilizadas en la transferencia e hibridación. 
�

�#.":4�&%�1$#4-,%$%4'*#> -Tris 40 mM pH 8,3  

-Ácido bórico 40 mM 

-EDTA 1 mM�

�/()'*:4�&%�7*0$*&#'*:4>� -SSC 5X (Tabla 2.4.5.)�

-Agente bloqueante al 5% (Roche) 

-Laurilsarcosinato sódico al 0,1% (Sigma) 

-SDS al 0,02%�

�	&	<	%	�����������#�������" �"#��

Para detectar el ADN marcado se realizó detección inmunológica con 

digoxigenina mediante el Kit comercial de Roche. Las membranas de hibridación se 

lavaron durante un minuto con tampón 1. Seguidamente se incubaron durante 30 min en 

tampón 2 y se volvieron a lavar en tampón 1 durante un minuto. A continuación, se 

incubaron con una solución de anti-digoxigenina (1/5.000 en tampón 1) durante 30 min, 

se realizaron dos lavados con tampón 1 durante 15 min con el fin de eliminar el exceso 

de anticuerpos, y se equilibraron con tampón 3. El revelado se realizó con solución 

cromática hasta la aparición de las bandas, momento en el que se paró la reacción con 

tampón 4. Se eliminó el exceso de tampón y se dejó secar (Tabla 2.4.12.). 
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�#0(#���������Composición de la soluciones de revelado de la hibridación. 

�#.":4��>� -Tris HCl 100 mM pH 7,5 

-NaCl 150 mM�

�#.":4��>� -Agente de bloqueo al 0,5% en tampón 1�

�#.":4��>� -Tris HCl 100 mM pH 9,5 

-NaCl 150 mM 

JMgCl2 50 mM�

�#.":4��>� -Tris HCl 10 mM pH 8,0 

-EDTA 1 mM�

�/()'*:4�'$/.51*'#> -45 µl de NBT (Nitroblue tetrazolium chloride, Roche) 

75 mg/ml en dimetilformamida al 70% 

-35 µl de BCIP (5-bromo-3-cloro-4-indolil fosfato, 

Roche) 50 mg/ml en dimetilformamida 

-10 ml de tampón 3�

�	&	@	���,"�����#����$-�!$"��#������

Para la ligación de moléculas de ADN se utilizó la ligasa del bacteriófago T4 

(Biolabs), siguiendo las instrucciones de la casa comercial. 

Las proporciones entre el ADN vector y el ADN inserto fueron 1:3 si las 

ligaciones eran entre extremos cohesivos, o 1:6 si la ligaciones eran entre extremos 

romos. Las ligaciones entre extremos cohesivos se incubaron a 15ºC durante 16 h, 

mientras que las ligaciones entre extremos romos se realizaron a 4ºC. Las reacciones de 

ligación se pararon mediante incubación a 65ºC durante 10 min. 

�	&	�A	�'��!����"�����#������

Con el fin de obtener la secuencia de los genes y fragmentos de ADN a estudiar 

se utilizó el método de Sanger 
� ��. (1977) basado en la síntesis y terminación con 

dideoxinucleótidos. En todos los casos se secuenciaron las dos cadenas 

complementarias del ADN analizado. 
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Se utilizó el kit de fluorescencia de secuenciación automática "ABI PRISM dye-

terminator-cycle sequencing ready reaction mix" versión 2.0 (Amersham Biosciences) 

en un secuenciador de ADN Perkin Elmer 377. El kit contiene la polimerasa 

termoestable, los dideoxinucleótidos marcados con rodamina y el tampón adecuado. La 

composición de la mezcla de reacción esta descrita en la tabla 2.4.13. 

�#0(#�������� Mezcla de la reacción de secuenciación. 

%2'(#�&%�(#�$%#''*:4�&%�-%')%4'*#'*:4>�

-4 µl de mezcla de reactivos de secuenciación 

-0,2 µg/µl de ADN 

-3,2 pmoles de cebador "forward o backward" 

-H2O hasta enrasar a un volumen final de 10 µl

�#0(#�������� Reacción de secuenciación 

�%#''*:4�&%�-%')%4'*#'*:4�

x 1 ciclo: 94ºC durante 1 min 

x 25 ciclos: 96ºC durante 30 s 

 Temperatura de hibridación (ºC) durante 15 s 

 60ºC durante 4 min 

x 1 hold: 4ºC durante ∞

Acabada la reacción de secuenciación (tabla 2.4.14.) se hizo un pulso en la 

centrífuga y se precipitó el ADN añadiendo 64 µl de etanol al 95% y llevando la mezcla 

a un volumen final de 100 µl. Se mezcló y se dejó precipitando durante 15 min a 

temperatura ambiente. Se centrifugó durante 20 min, el pellet obtenido se lavó dos 

veces con etanol al 70% y se secó en una centrífuga de vacío. La secuencia del ADN fue 

determinada en el servicio de secuenciación de los Servicios Científico-Técnicos de la 

Universitat de Barcelona. 
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�	&	��	���/$�������+� �/�����#�����!����"��

La identificación de las pautas abiertas de lectura de los fragmentos de ADN 

secuenciados se realizó con el servidor Expasy (http://www.expasy.org). 

Con el fin de realizar el análisis de homología de las secuencias de nucleótidos 

obtenidos y de las secuencias de aminoácidos de las proteínas deducidas, se utilizaron 

los siguientes programas: 

-Blast: http://www.expasy.org/cgi-bin/BLAST.pl?VIRT13433 (Altschul 
�� ����

1997) 

-Fasta3: http://www.ebi.ac.uk/fasta33 (Pearson, 1990). 

Para la realización de alineamientos múltiples de secuencias se usó el programa 

ClustalW Multalign (http://www2.ebi.ac.uk/clustalw) (Higgins 
� ���� 1994). 

Para la determinación de regiones consenso se utilizó la base de datos PROSITE 

(http://www.expasy.org/prosite). Los dominios estructurales de proteínas se analizaron 

con Prodom (http://prodes.toulouse.inra.fr/prodom/current/html/home.php) (Servant 
��

���� 2002) o Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.html) (Bateman 
��

���� 2004). 

Los parámetros físico químicos de las secuencias de aminoácidos deducidas se 

analizaron mediante ProtParam tool (http://us.expasy.org/tools/protparam.html) (Kyte y 

Doolittle, 1982) y la confirmación de las posibles secuencias señal en las proteínas 

clonadas se realizó mediante el programa SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/ 

SignalP) (Nielsen 
� ���� 1997). 

El modelo tridimensional de las proteínas clonadas se obtuvo a través de la 

aplicación SWISS-MODEL (http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html) 

(Schwede 
������ 2003). 
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Con el objetivo de transformar de forma rutinaria ���	
���	������ se utilizó el 

método descrito por Cohen 
����. (1972). Para ello se sembró un cultivo de LB fresco, 

suplementado con los antibióticos necesarios, con un inóculo 1/100 de un cultivo de    

16 h de la cepa de ���	
���	��� ��� a transformar. El cultivo se incubó a 37ºC en 

agitación hasta que llegó a la fase exponencial temprana de crecimiento (A600 de 

aproximadamente 0,3). Se recogió a continuación 10 ml del cultivo y se mantuvo a 0ºC 

durante 10 min. Se recogieron las células por centrifugación durante 5 min a 4ºC, se 

resuspendieron en la mitad del volumen inicial de una solución de CaCl2 50 mM 

previamente enfriado en hielo y se mantuvieron a 0ºC durante 20 min. Transcurrido este 

tiempo, las células se volvieron a recoger por centrifugación durante 3 min a 0ºC y se 

resuspendieron en 1/15 del volumen inicial de una solución de CaCl2 50 mM 

previamente enfriado en hielo, manteniéndolas a 0ºC en un periodo de tiempo que 

osciló entre 1 y 24 h. 

Una vez obtenidas las células competentes, se procedió a transformarlas con 

ADN. Se mezcló 100 µl de la suspensión de células competentes con el ADN a 

transformar (5 ng/µl) y se mantuvo en hielo durante una hora. A continuación, las 

células fueron sometidas a un choque térmico a 42ºC durante 10 min, tras el cual se 

pusieron en hielo. A continuación se añadió 1 ml de LB (apartado 2.2.1.) y se incubó a 

37ºC en agitación durante una hora, con el fin de permitir la expresión de los 

marcadores de resistencia a antibióticos de los vectores utilizados. Las células 

transformadas se sembraron en placas de agar LB suplementadas con los antibióticos 

adecuados para la selección de los transformantes y se incubaron a 37ºC toda la noche. 
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�	.	�	�
 "��+� �"�����#�������������������

En la mayoría de las ocasiones el método utilizado para transformar ���������

�������� fue el de transformación de protoplastos, descrito por Chang y Cohen (1979). 

Se inoculó un cultivo de Penassay Broth (apartado 2.2.1.), suplementado con los 

antibióticos necesarios, con un inóculo 1/50 de un cultivo nocturno de la cepa de 

��������� �������� a transformar. El cultivo se incubó a 37ºC en agitación hasta que 

alcanzó la fase exponencial temprana de crecimiento (A600 de aproximadamente 0,5). 

Una vez alcanzada dicha fase, se recogieron por centrifugación las células de 50 ml del 

cultivo y se resuspendieron en 1/10 del volumen inicial de SMMP adicionado con 

lisozima 2 mg/ml (Tabla 2.5.1.). La suspensión se incubó a 37ºC en agitación vertical 

(agitador orbital de tubos AN-2, SBS) muy suave durante un tiempo comprendido entre 

3 y 4 h, transcurrido el cual se pudo observar la formación de protoplastos en el 

microscopio. A continuación, los protoplastos se centrifugaron durante 15 min a      

2.600 ×g y se resuspendieron suavemente en 5 ml de SMMP. Se volvió a lavar en dicho 

tampón y los protoplastos se resuspendieron en 1/10 del volumen original de SMMP. 

Se mezcló 0,5 ml de protoplastos con 1,5 ml de Polietilenglicol 6.000 (Merck) al 

40% en SMM2X, 50 µl de TE, 50 µl de SMM 2X y el ADN a transformar (entre 1 pg y 

5 µg de ADN plamídico en 50 µl de TE). Después de mantener 5 min a temperatura 

ambiente, se añadió 5 ml de SMMP a la mezcla para diluir el PEG, y los protoplastos 

fueron recogidos por centrifugación durante 10 min a 2.600 ×g a 4ºC. Los protoplastos 

se resuspendieron en 1 ml de SMMP y se incubaron durante 1,5 h a 30ºC en agitación 

suave para permitir la expresión fenotípica de los marcadores de resistencia. 

A continuación, los protoplastos transformados se plaquearon en placas de agar 

DM3 (apartado 2.2.1.) suplementadas con los antibióticos adecuados para la selección 

de los transformantes y se incubaron a 30ºC durante 2 o 3 días para que regeneraran la 

pared y crecieran los clones transformantes. 
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�#0(#������� Composición de las soluciones para la transformación de ��������.

�#.":4�����I> -Sacarosa (AnalaR, BDH) 1 M 

-Ácido maléico (Panreac) 0,04 M 

-MgCl2 0,04 M 

-Ajustar a pH 6,5 

�!> Mezcla de volúmenes iguales de Pennasay Broth 4X 

y SMM 2X 

�/()'*:4�!��> -PEG 6.000 (Polietilenglicol 6.000, Merck) 40 g 

-SMM 2X 50 ml 

-Enrasar a 100 ml con H2O bidestilada 

En otras ocasiones para transformar ��������� �������� se utilizó el método 

modificado descrito por Anagnostopoulos y Spizizen (Hoch 
� ���� 1991) por presentar 

mayor rapidez aunque menor rendimiento. Se basa en que el estado crítico para que las 

células sean transformables es el principio de la fase estacionaria y está asociado con la 

esporulación. 

�	3	����B��������������
����'�

�	3	�	��$��"��������1���� ���#���2� ������

Con el fin de sobreexpresar las proteínas de interés para su posterior 

purificación, éstas se clonaron en el vector de expresión pET28a (Novagen) (Studier y 

Moffatt, 1986). Dicho vector, derivado del plásmido pBR322, contiene el promotor del 

bacteriófago T7, que proporciona un alto nivel de transcripción. Para la expresión de los 

genes clonados en pET28a se requieren huéspedes, tales como ���	
���	��� ���

BL21(D3), que contienen el gen de la ARN polimerasa específica del promotor T7. La 

expresión de la polimerasa específica está controlada por el sistema de inducción-

represión del promotor ���, por lo que la expresión de los genes clonados tiene lugar 

únicamente tras inducir con IPTG, evitando problemas de toxicidad a las células 

huésped. Simultáneamente, el vector pET28a permite la clonación de los genes de 

interés como proteínas de fusión con colas de histidinas, hecho que facilita la posterior 

purificación de las proteínas mediante cromatografía de adsorción a columnas de níquel. 
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Las cepas de ���	
���	������ BL21(D3) transformantes con los genes de interés 

se cultivaron en 1 litro de medio LB a 37ºC en agitación hasta alcanzar una A600 entre 

0,5 y 0,6. Se añadió IPTG a una concentración final de 1 mM y se incubó durante 2,5 h. 

A continuación las células se recogieron por centrifugación a 11.000 ×g durante 10 min 

a 4ºC, se resuspendieron en 20 ml de tampón de lisis (apartado 2.6.2.) y se rompieron 

mediante French Press, tal y como se describe en el apartado 2.7. El extracto celular se 

volvió a centrifugar a 16.000 ×g durante 30 min a 4ºC para eliminar los restos de 

membranas y las células enteras, recogiendo el sobrenadante. 

�	3	�	��! �+��"������� �� ��"��, "+�"�#��"+���#"#�

Con el objetivo de purificar las proteínas con cola de histidina, se utilizó la 

cromatografía de afinidad a NTA-Ni (Ácido nitrilotriacético-níquel, Qiagen), que se 

basa en la selectividad y afinidad de matrices cromatográficas que contienen níquel por 

biomoléculas que presentan 6 residuos de histidina consecutivos. 

Al trabajar con proteínas solubles, la purificación se realizó bajo condiciones 

nativas. Estas condiciones permiten una alta unión inespecífica con la resina NTA-Ni. 

Para reducirla se añadió una baja concentración de imidazol (10-20 mM) en el tampón 

de lisis y de lavado. 

A 5 ml de extracto celular en tampón de lisis se añadió 250 µl de resina agarosa 

níquel y se dejó 2 h en agitación vertical a 4ºC. Transcurrido este tiempo se centrifugó 

la mezcla durante 10 min a 4ºC y se eliminó el sobrenadante (L0). La resina, con la 

proteína adsorbida, se lavó con tampón de lisis, centrifugando durante 1 min a 4ºC. A 

continuación se realizaron 9 lavados adicionales con tampón de lavado conteniendo    

20 mM de imidazol. Finalizada esta serie de lavados, se hicieron dos lavados más, uno 

con tampón de lavado 50 mM de imidazol y el otro con tampón de lavado 200 mM de 

imidazol. Para eluir la proteína se lavó con tampón de elución 250 mM de imidazol. La 

elución se repitió 3 veces. Por último, las eluciones se congelaron hasta que se 

utilizaron. 
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�#0(#������� Composición de las soluciones de purificación. 

�#.":4�&%�(*-*-> -NaH2PO4 50 mM 

-NaCl 300 mM 

-Imidazol (Merck) 10 mM 

-Ajustar el pH a 8,0 

�#.":4�&%�(#B#&/> -NaH2PO4 50 mM 

-NaCl 300 mM 

-Imidazol 20 mM, 50 mM o 200 mM 

-Ajustar el pH a 8,0 

�#.":4�&%�%()'*:4> -NaH2PO4 50 mM 

-NaCl 300 mM 

-Imidazol 250 mM 

-Ajustar el pH a 8,0 

�	3	%	��$����"�����#����$"��#��>����#��"�

Para la eliminación de la cola de histidina se utilizó el kit de corte de trombina 

“Thrombin Cleavage Capture Kit” de Novagen, basado en la utilización de trombina, 

endoproteasa que actúa como factor de coagulación de la sangre convirtiendo el 

fibrinógeno en fibrina. La trombina humana es una de las proteasas más activas y 

específicas que se conocen, cortando en la secuencia LeuValProArg↓GlySer de las 

proteínas de fusión. La trombina que se utiliza en el kit está biotinilada, es decir, unida 

covalentemente a biotina, para una fácil liberación del enzima, una vez finalizada la 

reacción de corte, mediante estreptavidina inmovilizada. 

La proteína de fusión se incubó con trombina a 20ºC durante 16 h en una mezcla 

de reacción cuya composición se detalla en la tabla 2.6.2. 

�#0(#������� Reacción de eliminación de la cola de histidina. 

%2'(#�&%�$%#''*:4>�

-500 µl de tampón trombina 10X 

-1 mg de la proteína de interés 

-2 µl de trombina biotinilada 

-H2O hasta enrasar a un volumen final de 5 ml 
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Después de la reacción de corte, la trombina biotinilida se eliminó por unión con 

agarosa estreptavidina en una proporción de 16 µl de resina por unidad de enzima. La 

mezcla se incubó durante 30 min en agitación vertical a temperatura ambiente. 

Transcurrido este tiempo la mezcla se filtró, obteniéndose en el filtrado la proteína de 

interés sin la cola de histidinas y libre de trombina. 

�	6	�B��������5���
�������
���'�7��
������'�

Con el fin de separar las células de los medios de cultivo, tras el crecimiento 

bacteriano en medios líquidos las células se recogieron por centrifugación durante 10 o 

20 min a 4ºC. 

El sobrenadante obtenido, conteniendo las proteínas secretadas al medio, se 

dializó frente a H2O bidestilada durante toda la noche cuando el experimento lo 

requirió. En ocasiones el sobrenadante dializado se concentró mediante centrifugación a 

5.000 ×g en unidades de ultrafiltración Centricon–10 (Amicon) con un tamaño de 

exclusión molecular de 10.000 Da. 

La fracción intracelular se obtuvo resuspendiendo el pellet de células, recogidas 

por centrifugación, en 2 ml de tampón Tris HCl 100 mM pH 7,0 y lisando las células. 

Cuando el volumen de suspensión celular fue pequeño, las células se lisaron por 

sonicación mediante la aplicación de 4 pulsos de 2 min, a una frecuencia de                

0,9 segundos y 90 vatios de potencia (sonicador Labsonic 1510, B. Braun). Cuando el 

volumen de la suspensión celular fue grande, las células se rompieron por presión 

mediante French Press (French Pressure Cell Press, SLM AMINCO), por la que se 

pasaron 3 veces seguidas a 1.000 PSIG. 

Los lisados obtenidos se centrifugaron para eliminar los restos de membrana y 

las células enteras. Los sobrenadantes que lo requirieron fueron dializados frente a H2O

bidestilada toda la noche. 

Las soluciones de proteínas fueron manipuladas a 4ºC y mantenidas a -20ºC. 
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�	<	� ����������� ��� ��� ������
������� ���

���
�����

La determinación de la concentración de proteína se realizó mediante el ensayo 

Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), basado en el método de Bradford (1976). La 

valoración se hizo respecto a una recta patrón hecha con seroalbúmina bovina (BSA) en 

un rango de concentración entre 0,1 y 1 mg/ml. 

�	@	���
��5���������������������'�5��������'�

�	@	�	��$��� �+� ��������,�$���#����$�"� �$"��#"�����'�'�

Las proteínas se analizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida 

desnaturalizantes (SDS-PAGE) según�Laemmli (1970). 

�#0(#������� Composición de los geles de poliacrilamida. 

�%(�&%�-%"#$#'*:4> ��@ ��@

-Solución de acrilamida-bisacrilamida 2,4 ml 2,6 ml

-Tampón de separación 1,56 ml 1,56 ml

-H2O bidestilada 2,0 ml 1,8 ml

-TEMED (N,N,N',N'-Tetrametiletilendiamina, Bio-Rad) 5 µl 5 µl

-APS al 10% (Persulfato amónico, Bio-Rad) 30 µl 30 µl

�%(�&%�%."#8)%1#.*%41/> �@

-Solución de acrilamida-bisacrilamida 0,42 ml

-Tampón de empaquetamiento 0,625 ml

-H2O bidestilada 1,4 ml

-TEMED 5 µl

-APS al 10% 17,5 µl

Las muestras fueron adicionadas con tampón de carga 3X, se incubaron a 100ºC 

durante 5 min, y se dejaron en hielo hasta que fueron cargadas en los geles. 
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La electroforesis se llevó a cabo a 75 voltios a través del gel de 

empaquetamiento y a 100 voltios una vez que las muestras pasaron al gel de separación 

(Tablas 2.9.1. y 2.9.2.). 

�#0(#������� Composición de las soluciones utilizadas en el análisis de proteínas. 

�/()'*:4�&%�#'$*(#.*&#J0*-#'$*(#.*&#> -30 g de acrilamida (Bio-Rad) 

-0,8 g de bisacrilamida (Bio-Rad) 

-Enrasar a 100 ml con H2O bidestilada 

-Filtrar y guardar a 4ºC protegido de la luz 

�#.":4�&%�-%"#$#'*:4>� -Tris HCl 1,5 M pH 8,8 

-SDS (Merck) al 0,4%�

�#.":4�&%�%."#8)%1#.*%41/>� -Tris HCl 0,5 M pH 6,8 

-SDS al 0,4%�

�#.":4�&%�%(%'1$/,/$%-*-�� I>� -Tris 0,25 M 

-Glicina 1,92 M 

-SDS al 1%�

�#.":4�&%�'#$+#��I>� -Glicerol al 15% 

-β-mercaptoetanol al 7,5% (Sigma) 

-SDS al 3,45% 

-Tris HCl 0,0937 M pH 6,8 

-Azul de bromofenol (Bio-Rad) al 0,15%�

�	@	�	�	�
�������#��� ���(�"�������0!$�7 �$$"����#������"�����

Una vez realizada la electroforesis los geles se tiñeron durante una hora con 

Azul Brillante de Coomassie (Tabla 2.9.3.) y posteriormente se destiñeron con una 

solución de ácido acético al 10%. 

�#0(#������� Composición de la solución de tinción. 

�/()'*:4�&%��2)(��$*((#41%�&%�
//.#--*%>�

-Azul Brillante de Coomassie R-250 (Sigma) al 0,05% 

-Ácido acético al 10% (Panreac) 

-Isopropanol al 25% (Prolabo) 
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Para determinar el peso molecular de las proteínas, éstas se compararon con un 

marcador de pesos moleculares de amplio rango, que abarcaba entre 200 kDa y 6,5 kDa 

(Bio-Rad, Broad Range Molecular Weight) (Tabla 2.9.4.), el cual se incluyó en los 

geles. 

�#0(#� ������ Peso molecular de las 
proteínas marcadoras. 

!$/1%34#-� �#�

Miosina 200.000 

β-galactosidasa 116.250 

Fosforilasa b   97.400 

Seroalbúmina bovina   66.200 

Ovoalbúmina   45.000 

Anhidrasa carbónica   31.000 

Inhibidor de la tripsina   21.500 

Lisozima   14.400 

Aprotinina     6.500 

�	@	�	�	�4���, "�"�

Concluida la electroforesis los geles fueron tratados con Tritón X-100 (Sigma) al 

2,5% durante 30 min para renaturalizar las proteínas y lavados con tampón 100 mM al 

pH adecuado, conteniendo CaCl2 1,5-3 mM, durante 30 min más. Después los geles 

fueron cubiertos con geles de agarosa al 1%, que contenían ácido poligalacturónico o 

pectina del 89% de esterificación al 0,1% en el tampón anterior, y se incubaron durante 

30-60 min a 45ºC. A continuación, los geles de agarosa se tiñeron con Rojo de Rutenio 

(Sigma) al 0,05% durante 15 min y se lavaron con H2O destilada hasta que las bandas 

de degradación del ácido poligalacturónico o pectina se hicieron visibles (Ried y 

Collmer, 1985, 1986). 
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�	@	�	�����$��� ���+�*!��

El punto isoeléctrico de las proteínas fue determinado en un aparato 

PhastSystem (Pharmacia Biotech) utilizando geles PhastGel IEF (Pharmacia Biotech) 

de un rango de pH entre 3 y 9. 

�	@	�	�	�
�������#��� ���(�"�������0!$�7 �$$"����#������"�����

Después de la separación de proteínas según su punto isoeléctrico, los geles se 

tiñeron con Azul Brillante de Coomassie utilizando un método modificado para geles de 

isoelectroenfoque (Blanco�
� ���� 1996). 

Primero, se fijaron las proteínas sumergiendo los geles durante 15 min en ácido 

tricloroacético (Merck) al 20%. Después se lavó durante 5 min con solución de lavado, 

tiñéndose a continuación en solución de tinción. Por último, los geles se lavaron hasta 

desteñir el fondo con solución de lavado (Tabla 2.9.5.). 

�#0(#������� Composición de las soluciones. 

�/()'*:4�&%�(#B#&/> -Metanol (Panreac) al 30% 

-Ácido acético al 10% 

-60% de H2O

�/()'*:4�&%�1*4'*:4> -Azul Brillante de Coomassie R-250 al 0,02% en solución 
de lavado. Se filtró antes de mezclar con el siguiente 
compuesto. 

-CuSO4 al 0,1% 

El punto isoeléctrico de las proteínas se estimó comparando con un marcador de 

punto isoeléctrico (Pharmacia, Broad pI kit, pH 3,5-9,3) (Tabla 2.9.6.) que se incluyó en 

los geles. 
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�#0(#� ������ Punto isoeléctrico de las 
proteínas marcadoras. 

!$/1%34#-� "��

Tripsinógeno 9,30 

Lectina 8,65 

Lectina 8,45 

Lectina 8,15 

Mioglobina de caballo 7,35 

Mioglobina de caballo 6,85 

Anhidrasa carbónica humana B 6,55 

Anhidrasa carbónica bovina B 5,85 

β-lactoglobulina A 5,20 

Inhibidor de la tripsina 4,55 

Amiloglucosidasa 3,50 

�	@	�	�	�4���, "�"�

Una vez finalizada la electroforesis los geles fueron cubiertos con geles de 

agarosa al 1%, que estaban suplementados con ácido poligalacturónico o pectina del 

89% de esterificación al 0,1% en tampón 100 mM al pH adecuado, conteniendo CaCl2

1,5-3 mM. Los geles de agarosa se incubaron durante 15 min a 45ºC, se tiñeron con 

Rojo de Rutenio al 0,05% durante 10 min y se lavaron con H2O destilada hasta que las 

bandas de degradación del ácido poligalacturónico o pectina se hicieron visibles.  

�	�A	� ��
������� 9� ����������� ��� ��
�������'�

��4�5C
���'�

�	�A	�	�����������#��"���1�#"#�����0��/���"������$"�"�

La detección de la actividad pectinasa se realizó cultivando las cepas en placas 

de agar LB suplementado con ácido poligalacturónico a una concentración final del 1% 

y el antibiótico adecuado cuando fue necesario. Los cultivos se incubaron durante dos o 

tres días a 30ºC o 37ºC y, a continuación, las placas se cubrieron con HCl 1 N. Las 
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colonias productoras de pectinasa fueron detectadas por la aparición de halos turbios 

alrededor de éstas debido a la degradación del sustrato. 

�	�A	�	��"$� "�����#��"���1�#"#�>�# �$"�"�

La actividad hidrolítica sobre polisacáridos se midió valorando la formación de 

azúcares reductores mediante el método de Nelson-Somogyi (Spiro, 1966). 

Las mezclas de reacción contenían la muestra a valorar (20-50 µl), el sustrato a 

ensayar al 0,2-0,5% y tampón 50 mM al pH adecuado, en un volumen final de reacción 

de 0,1 ml. 

Las mezclas de reacción se incubaron durante una hora a una temperatura 

determinada, parando seguidamente la reacción mediante adición de 0,15 ml de H2O

bidestilada y 0,25 ml de reactivo alcalino de cobre. A continuación se incubó a 100ºC 

durante 10 min. Tras la incubación, las muestras se enfriaron en un baño con H2O a 

temperatura ambiente, se añadió 0,25 ml de solución de arsenomolibdato y se agitó. Se 

adicionó 0,75 ml de H2O bidestilada, se mezcló por inversión, se centrifugó durante      

5 min y se recogió el sobrenadante. La actividad enzimática, se cuantificó mediante la 

lectura de la absorbancia a 520 nm. 

�%#'1*B/�#('#(*4/�&%�'/0$%>

Se preparó inmediatamente antes de su utilización mezclando las soluciones I y 

II en una proporción de 4:1. 

+����"��2D

J15 g de tartrato sódico potásico (Sigma) 

-30 g de Na2CO3 (Panreac) 

-Disolver en 300 ml de H2O destilada 

-20 g de NaHCO3 (Panreac) 

-Solución de Na2SO4 (Panreac) (180 g en 500 ml de H2O destilada) 

-Enrasar a un volumen final de 1 litro. 
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+����"��22D

-5 g de CuSO4×5H2O (Panreac)�

-45 g de Na2SO4

-Disolver en H2O destilada hasta un volumen final de 250 ml. 

�%#'1*B/�&%�#$-%4/./(*0&#1/>�

-25 g de (NH4)6Mo7O24×4H2O (Panreac) disueltos en 450 ml de H2O destilada 

-21 ml de H2SO4 al 96% (Panreac) 

-3 g de NaHAsO4×7H2O (Merck) disueltos en 25 ml de H2O destilada 

-Incubar el reactivo durante 24-48 h a 37ºC 

-Guardar en una botella opaca 

Antes de su utilización se mezcló con 2 volúmenes de H2SO4 1,5 N 

La cantidad de azúcares reductores liberados por la actividad enzimática se 

valoró frente a una recta patrón del azúcar reductor correspondiente (ácido                   

D-galacturónico (Sigma), xilosa (Sigma) o glucosa). La unidad de actividad enzimática 

se definió como la cantidad de enzima que cataliza la liberación de 1 µmol de azúcar 

reductor por minuto bajo las condiciones de ensayo utilizadas. 

Para determinar la especificidad de sustrato, se utilizaron: ácido 

poligalacturónico, pectina de limón, xilano de abedul (Sigma), xilano de espelta de 

avena (Sigma) y CMC (carboximetilcelulosa) (Sigma). 

Cuando el sustrato fue el ácido poligalacturónico o la pectina de limón, la 

mezcla de reacción contenía la muestra a valorar (20-40 µl), el sustrato a ensayar al 

0,24%, tampón al pH adecuado con una molaridad final de 50 mM, NaCl 0,12 M y 

EDTA 6 mM, en un volumen final de reacción de 0,1 ml (Collmer�
�������1988). 

�	�A	%	��"$� "�����#��"���1�#"#�$�"�"�

La actividad liasa se determinó valorando la formación de productos insaturados 

a partir del ácido poligalacturónico (actividad pectato liasa) o a partir de pectina de 
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distintos grados de metilación (actividad pectina liasa) a 232 nm mediante ensayo 

espectrofotométrico (Collmer�
� �����1988). 

La mezcla de reacción contenía la muestra a valorar (0,01- 2 µl) y el sustrato al 

0,2% en un volumen final de 3 ml del tampón correspondiente 50 mM, con CaCl2

(Panreac) entre 0,5-2 mM. La mezcla fue incubada durante 2,5 min a la temperatura 

adecuada y se midió el incremento de absorbancia a 232 nm. 

La unidad de actividad enzimática se definió como la cantidad de enzima que 

produce 1 µmol de producto insaturado por minuto bajo las condiciones de ensayo 

utilizadas. El coeficiente de extinción molar del ácido galacturónico insaturado es de 

4.600 l/mol.cm. 

�	�A	%	�	���+$!����"�#�$�, "#��#������$"��������$"�"���1�#"#�

El estudio sobre la influencia del grado de metilación en la actividad liasa se 

realizó valorando la actividad del enzima sobre pectinas con diferentes grados de 

esterificación, según el ensayo descrito en el apartado 2.10.3. 

�	�A	%	�	����!#���#��$"���+$!����"�#�$������"$����

Para valorar la influencia del calcio sobre la actividad enzimática, se realizó el 

ensayo habitual en presencia de diferentes concentraciones de cloruro de calcio. 

�	�A	%	%	����� ���"�����#��$"������ "�! "������"�

Para la determinación de la temperatura óptima se realizaron valoraciones de 

actividad liasa como se ha descrito en el apartado 2.10.3., pero incubando a diferentes 

temperaturas, en un rango entre 30 y 85ºC con intervalos de 5ºC. 

�	�A	%	&	����� ���"�����#�$��=��������

El pH óptimo de la actividad liasa se determinó valorando dicha actividad a 

diferentes pH entre 3,0 y 12,0, con intervalos de 0,5 unidades. 
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Las soluciones tampón se prepararon según está descrito en la bibliografía 

(Gomori, 1955) y fueron las siguientes: 

� Citrato sódico (Merck) 100 mM para pH entre 3,0 y 4,0 

� Acetato sódico (Merck y Panreac) 100 mM para pH entre 4,0 y 6,0 

� Fosfato sódico (Merck) 100 mM para pH entre 6,0 y 7,5 

� Tris HCl 100 mM para pH entre 7,0 y 9,0 

� Glicina sódica (Bio-Rad) 100 mM para pH entre 9,0 y 12,0 

�	�A	%	.	����� ���"�����#��$"��� �����")�$�#"#�

La estabilidad de la actividad liasa frente a la temperatura se determinó 

incubando la muestra a diferentes temperaturas, en el rango entre 30 y 85ºC, durante 

una hora a pH 7, valorándose a continuación la actividad liasa residual mediante el 

método descrito en el apartado 2.10.3. En otras ocasiones, el enzima fue incubado 

durante diferentes intervalos de tiempo, entre 0 y 24 h, a cuatro temperaturas distintas y 

pH 7 o 10; y a continuación se midió la actividad liasa residual mediante el método 

citado anteriormente. También se realizaron estudios de estabilidad a 0ºC o temperatura 

ambiente, y pH 7 durante varios días. 

�	�A	%	3	����� ���"�����#�$��+�����#�$��=���) ��$"����")�$�#"#�

La estabilidad de la actividad liasa se determinó incubando la muestra a 

diferentes pH, en el rango de 3 a 12, durante una hora a una temperatura determinada. A 

continuación, se valoró la actividad enzimática residual por el método habitual. 

�	�A	%	6	��+�����#��#�1� �����"���������) ��$"�"���1�#"#���0��/���"�

Con el fin de estudiar el efecto de diferentes cationes metálicos en la actividad 

liasa, se determinó ésta por el método habitual en presencia de los diferentes cationes a 

una concentración de 1 mM y en ausencia o presencia adicional de calcio a la molaridad 

adecuada. 

Los diferentes cationes utilizados fueron: 
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� Ag + (AgNO3) (Merck) 

� Ba2+ (BaCl2) (Merck) 

� Ca2+ (CaCl2)

� Co2+ (CoCl2) (Merck) 

� Hg2+ (HgCl2) (Prolabo) 

� Mg2+ (MgCl2) (Merck) 

� Mn2+ (MnCl2) (Merck) 

� Na+ (NaOH) 

� NH4
+ (NH4Cl) (Merck) 

� Ni2+ (NiCl2) (Panreac) 

� Sn2+ (SnCl2) (Merck) 

� Zn2+ (ZnCl2) (Merck) 

También se estudió el efecto de la presencia de EDTA [(TitriplexIII, 

etilendinitrilotetracetato), Merck] a una concentración de 1 mM. 

�	��	���
��5�������������'����'
��
�'����:
���'�

Con el objetivo de determinar las constantes cinéticas de los enzimas purificados 

se realizó el cálculo de las velocidades iniciales de formación del producto en presencia 

de diferentes concentraciones de sustrato, utilizando la ecuación de Michaelis-Menten 

(Stryer, 1988). 
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Para estudiar el modo de acción de las pectinasas sobre diferentes sustratos se 

utilizó la cromatografía en capa fina (TLC). Los sustratos estudiados fueron: ácido 
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poligalacturónico, pectina del 22% de esterificación, pectina del 89% de esterificación y 

ácido trigalacturónico (Sigma). 

La mezcla reacción contenía tampón glicina 0,15 M pH 10, CaCl2 0,5-2 mM, 

sustrato al 0,15% y entre 1,2 µg y 2,6 µg de enzima. Las incubaciones se realizaron a 

40ºC o 55ºC, dependiendo del enzima, durante 24 h. Se extrajeron alícuotas de cada 

muestra a tiempo 0, a los 30 min, a las 3 h y a las 24 h. A cada alícuota se le realizó un 

pulso de centrífuga y se incubó a 100ºC durante 5 min para detener la reacción. 

Posteriormente, se congeló hasta su utilización. Los productos de reacción generados 

por las pectinasas fueron separados en placas de silicagel (Kieselgel 60 F254 20x20 cm, 

Merck). Se aplicaron 10 µl de cada muestra a las placas de cromatografía. En paralelo se 

cargó 4 µl de una mezcla de oligosacáridos pécticos: G1 (ácido galacturónico, Sigma), 

G2 (ácido digalacturónico (Sigma) y G3 (ácido trigalacturónico), todos ellos al 0,2%. 

La fase móvil utilizada para separar los productos de la reacción fue una mezcla de      

n-butanol (Sigma), agua y ácido acético (5:3:2 v/v/v). Se realizaron dos ascensos. Una 

vez terminada la separación se dejaron secar las placas y se pulverizaron con una 

solución de ácido fosfomolíbdico (Sigma) al 3% y H2SO4 al 10% en etanol. Finalmente, 

las placas se revelaron incubándolas en un horno a 125ºC durante 5 min hasta que se 

observó la aparición de manchas correspondientes a los diferentes productos de reacción 

(Lojkowska 
� ���� 1995). 
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%	�	�	�'�$�������#��$"�����"��

Las cepas ��
���������� sp. BP-23 y �������� sp. BP-7 habían sido aisladas 

previamente por el grupo de investigación en el que se enmarca el presente trabajo a 

partir de muestras de suelo de arrozal del Delta del Ebro (Blanco, 1996). El aislamiento 

se realizó tras un cultivo de enriquecimiento en paja de arroz durante 2 meses. 

Transcurrido este tiempo, las muestras fueron sometidas a un choque térmico de 80ºC 

durante 10 min con el objetivo de seleccionar especies de microorganismos 

esporulados. De entre las numerosas cepas microbianas aisladas, las cepas 

��
���������� sp. BP-23 (Blanco y Pastor, 1993) y �������� sp. BP-7 (López 
�� ��.,

1998) fueron seleccionadas para el presente trabajo por presentar un gran poder 

pectinolítico y simultáneamente una gran capacidad degradadora de xilano y otros 

polisacáridos. 

Para el estudio de sus respectivos sistemas pectinolíticos, las cepas ��
����������

sp. BP-23 y �������� sp. BP-7 fueron cultivadas en placas de agar nutritivo 

suplementadas con ácido poligalacturónico. Como controles positivo y negativo se 

sembraron también en las placas las cepas de colección ����������������� 168, productor 

de pectinasas, y ���	
���	������, desprovista de fondo pectinolítico. Tras la incubación 

a 30ºC durante 3 días, las placas fueron cubiertas con HCl 1 N para revelar la secreción 

de pectinasas. Las dos cepas en estudio mostraron halos notables de degradación de 

ácido poligalacturónico, siendo de mayor tamaño el que presentó la cepa �������� sp. 

BP-7 (Fig. 3.1.1.). En cuanto a las cepas control, ����������������� 168 mostró un halo de 

degradación similar a ��
���������� sp. BP-23, mientras que ���	
���	��� ��� no 

produjo halo de degradación del ácido poligalacturónico. 
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�*+)$#������� Actividad pectinasa de las cepas 
seleccionadas. 

%	�	�	����!#���#��$"�� �#!������#��������"�"��

Con el fin de analizar la influencia de la composición del medio de cultivo en la 

producción de pectinasas por ��
���������� sp. BP-23 y �������� sp. BP-7, se realizaron 

cultivos de las cepas en caldo nutritivo sin suplementar o suplementado con glucosa, 

ácido poligalacturónico o pectina de limón al 1%. Los diferentes medios se inocularon a 

partir de cultivos de 16 h de las cepas respectivas en caldo nutritivo sin suplementar y se 

incubaron durante 3 días a 30ºC. Se tomaron muestras cada 24 h, determinándose la 

absorbancia a 600 nm y la actividad pectinasa. 

La cepa ��
���������� sp. BP-23 mostró el mayor crecimiento en caldo nutritivo 

suplementado con pectina, mientras que en caldo nutritivo suplementado con glucosa se 

observaron los niveles de crecimiento inferiores. Los valores máximos de absorbancia a 

600 nm de los diferentes cultivos se obtuvieron a las 48 h en caldo nutritivo sin 

suplementar o suplementado con pectina y a las 72 h en los medios suplementados con 

glucosa o con ácido poligalacturónico (Fig. 3.1.2.). 

La cepa �������� sp. BP-7 también mostró mayor crecimiento en caldo nutritivo 

suplementado con pectina, mientras que en el medio suplementado con glucosa se 

observaron los niveles de crecimiento inferiores. Los valores máximos de crecimiento 

se obtuvieron a las 24 h en el medio no suplementado o suplementado con ácido 

poligalacturónico y a las 72 h en los medios suplementados con glucosa o con pectina 
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(Fig. 3.1.2.). Es de destacar que los valores máximos de absorbancia obtenidos por la 

cepa �������� sp. BP-7 en medios con pectina o ácido poligalacturónico fueron muy 

superiores a los obtenidos por ��
���������� sp. BP-23 en los mismos medios. 

�*+)$#� ������ Crecimiento de ��
���������� sp. BP-23 y �������� sp. BP-7 en 
distintos medios. 

%	�	�	�	�� �#!������#��������"�"���� �����������������	�7�D�%�

Las muestras de los cultivos de ��
���������� sp. BP-23 fueron centrifugadas 

para eliminar las células. Los sobrenadantes obtenidos se dializaron y se determinó a 

continuación la actividad pectinasa en los mismos. En concreto, se determinaron las 

actividades liasa e hidrolasa sobre ácido poligalacturónico y sobre pectina de limón del 

71% de metilación, es decir, las actividades pectato y pectina liasa, así como las 

actividades poligalacturonasa y polimetilgalacturonasa. 

Las tablas 3.1.1. y 3.1.2. muestran los resultados de las actividades pectato liasa 

y pectina liasa extracelular de la cepa ��
���������� sp. BP-23. 

La actividad pectato liasa se determinó inicialmente a 40ºC de temperatura y   

pH 10. Se observó que la pectina inducía notablemente la producción de pectato liasas 

en ��
���������� sp. BP-23, obteniéndose los valores máximos de dicha actividad en 

caldo nutritivo suplementado con pectina (Tabla 3.1.1.). En dicho medio, los valores 

����������������	�7�D�%
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más elevados se obtuvieron tras 48 h de cultivo, obteniéndose 23,38 U/ml. En caldo 

nutritivo sin suplementar o suplementado con ácido poligalacturónico se obtuvieron 

valores de pectato liasa notablemente inferiores, mientras que en medios suplementados 

con glucosa no se detectó actividad pectato liasa. 

Para estudiar la posible presencia en los sobrenadantes de enzimas con actividad 

pectato liasa que fueran activos a otros pH, se repitieron los ensayos de actividad a pH 7 

y 5. A pH 7 únicamente se detectó actividad en los sobrenadantes de medios 

suplementados con pectina, aunque los niveles de actividad fueron notablemente 

inferiores a los detectados a pH 10. Por el contrario, cuando los ensayos se realizaron a 

pH 5 no se detectó actividad pectato liasa en ningún medio. 

Al igual que lo observado con la actividad pectato liasa, cuando se determinó la 

actividad pectina liasa a pH 10, se observó que la pectina ejercía un efecto inductor en 

la producción de dicha actividad por ��
���������� sp. BP-23 (Tabla 3.1.2.). Los valores 

máximos de pectina liasa (47,22 U/ml de cultivo) se obtuvieron en medios 

suplementados con pectina tras 48 h de cultivo. Cuando la cepa fue cultivada en caldo 

nutritivo sin suplementar o suplementado con ácido poligalacturónico, la actividad fue 

notablemente menor, mientras que en medios suplementados con glucosa no se observó 

la producción de pectina liasas. 

Cuando se repitieron los ensayos a pH 7 y 5 se detectó actividad pectina liasa a 

los dos pH ensayados, aunque se obtuvieron valores notablemente inferiores a los 

obtenidos a pH 10. 
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�#0(#� ������ Actividad pectato liasa de ��
���������� sp. BP-23 cultivado en caldo 
nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos. 

�'1*B*&#&�"%'1#1/�(*#-#�

?	L.(�')(1*B/A�

24 h 48 h 72 h pH 

CN 0,01 0,07 0,04 

CN+ glucosa 0,00 0,00 0,00 

CN+ ácido poligalacturónico 0,00 0,06 0,05 

CN+ pectina 10,73 23,38 11,99 

10

CN 0,00 0,00 0,00 

CN+ glucosa 0,00 0,00 0,00 

CN+ ácido poligalacturónico 0,00 0,00 0,00 

CN+ pectina 0,51 0,87 0,55 

7

�#0(#� ������ Actividad pectina liasa de ��
���������� sp. BP-23 cultivado en caldo 
nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos. 

�'1*B*&#&�"%'1*4#�(*#-#��
?	L.(�')(1*B/A�

24 h 48 h 72 h pH 

CN 0,11 0,18 0,07 

CN+ glucosa 0,00 0,00 0,00 

CN+ ácido poligalacturónico 0,10 0,06 0,05 

CN+ pectina 14,69 47,22 27,23 

10

CN 0,02 0,02 0,01 

CN+ glucosa 0,00 0,00 0,00 

CN+ ácido poligalacturónico 0,00 0,00 0,00 

CN+ pectina 0,64 1,00 0,71 

7

CN 0,00 0,02 0,00 

CN+ glucosa 0,00 0,00 0,00 

CN+ ácido poligalacturónico 0,00 0,04 0,00 

CN+ pectina 0,00 0,04 0,00 

5
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Las tablas 3.1.3. y 3.1.4. muestran los resultados de las actividades hidrolasa 

(poligalacturonasa y polimetilgalacturonasa) extracelular de la cepa ��
���������� sp. 

BP-23 tras 48 h de cultivo en los distintos medios. Es de destacar que los valores 

obtenidos de ambos tipos de actividad hidrolasa fueron muy inferiores a los de pectato y 

pectina liasa. 

De esta forma la cepa ��
�����������sp. BP-23 mostró una muy baja producción 

de actividad poligalacturonasa, como se muestra en la tabla 3.1.3. 

En cuanto a la actividad polimetilgalacturonasa, ésta fue determinada 

inicialmente a pH 10. Se observó que la pectina y el ácido poligalacturónico inducían la 

producción de polimetilgalacturonasa en ��
���������� sp.�BP-23, obteniéndose valores 

de actividad muy superiores a los obtenidos en medios sin suplementar o con glucosa 

(Tabla 3.1.4.). Cuando los ensayos se repitieron a pH 7 y pH 5 se obtuvieron valores de 

actividad inferiores a los detectados a pH 10. 

�#0(#������� Actividad poligalacturonasa de ��
���������� sp. BP-23 cultivado 
en caldo nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos. 

�'1*B*&#&�"/(*+#(#'1)$/4#-#�
?	L.(�')(1*B/A�

pH 10 pH 7 pH 5 

CN 0,00 0,04 0,04

CN+ glucosa 0,03 0,00 0,03

CN+ ácido poligalacturónico 0,04 0,00 0,00

CN+ pectina 0,00 0,04 0,04



Resultados 

- 97 -

�#0(#� ������ Actividad polimetilgalacturonasa de ��
���������� sp. BP-23 
cultivado en caldo nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos. 

�'1*B*&#&�"/(*.%1*(+#(#'1)$/4#-#�
?	L.(�')(1*B/A�

pH 10 pH 7 pH 5 

CN 0,04 0,00 0,10 

CN+ glucosa 0,05 0,04 0,04 

CN+ ácido poligalacturónico 0,11 0,07 0,10 

CN+ pectina 0,43 0,21 0,07 

El resumen de los distintos tipos de actividad pectinasa secretados por 

��
���������� sp. BP-23 se muestra en la tabla 3.1.5. Se observa que la cepa secreta 

niveles elevados de actividad pectato y pectina liasa, mientras que los niveles de 

actividad hidrolasa (poligalacturonasa y polimetilgalacturonasa) son notablemente 

inferiores. 

�

�#0(#� ������ Valores de máximos de actividades liasa e 
hidrolasa de ��
���������� sp. BP-23. 

�'1*B*&#&�"%'1*4#-#�
?	L.(�')(1*B/A

Sustratos 
Ácido 

poligalacturónico 
Pectina 

Actividad liasa 23,38 47,22 

Actividad hidrolasa 0,04 0,43 

%	�	�	�	�� �#!������#��������"�"���� ������������	�7�D6�

Las muestras de los cultivos de �������� sp. BP-7 fueron centrifugadas para 

eliminar las células, dializando a continuación los sobrenadantes obtenidos, en los que 

se determinó la actividad pectinasa. 
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Las tablas 3.1.6. y 3.1.7. muestran los resultados de la actividad pectato liasa y 

pectina liasa extracelular de �������� sp. BP-7. Dichos valores fueron notablemente 

inferiores a los detectados en ��
���������� sp. BP-23. 

La actividad pectato liasa fue ensayada inicialmente a 40ºC de temperatura y   

pH 10. Al igual que en la cepa ��
���������� sp. BP-23, se observó que la pectina 

también inducía la producción de pectato liasas en �������� sp. BP-7, obteniéndose los 

valores máximos de dicha actividad en medios suplementados con pectina (Tabla 

3.1.6.). En dicho medio los valores más elevados se obtuvieron entre las 48 y las 72 h de 

cultivo (0,53 U/ml). En caldo nutritivo sin suplementar, o suplementado con ácido 

poligalacturónico o glucosa se obtuvieron valores menores de actividad. Es de destacar 

que la producción de pectato liasa en �������� sp. BP-7 no resultó reprimida por 

glucosa. Al realizar los ensayos a pH 7 se obtuvieron valores de actividad pectato liasa 

aproximadamente similares a los detectados a pH 10, siendo el patrón de producción en 

los distintos medios muy parecido. Por el contrario, cuando los ensayos se realizaron a 

pH 5 no se detectó actividad. 

La actividad pectina liasa de �������� sp. BP-7 se determinó primeramente a    

pH 10. Se observó inducción en medios suplementados con pectina, obteniéndose los 

valores más elevados a las 48 h de cultivo (1,51 U/ml) (Tabla 3.1.7.). También en este 

caso, en los otros medios de cultivo ensayados se obtuvieron valores de actividad 

inferiores a los obtenidos en medio suplementado con pectina, no observándose 

represión de la producción de pectina liasa por glucosa. La determinación de actividad 

pectina liasa a pH 7 dio valores inferiores a los detectados a pH 10, mientras que cuando 

los ensayos se realizaron a pH 5 la actividad detectada fue notablemente inferior. 
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�#0(#� ������ Actividad pectato liasa de �������� sp. BP-7 cultivado en caldo 
nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos. 

�'1*B*&#&�"%'1#1/�(*#-#��
?	L.(�')(1*B/A�

24 h 48 h 72 h pH 

CN 0,00 0,02 0,10 

CN+ glucosa 0,00 0,07 0,17 

CN+ ácido poligalacturónico 0,17 0,04 0,02 

CN+ pectina 0,36 0,53 0,53 

10

CN 0,06 0,03 0,07 

CN+ glucosa 0,04 0,08 0,10 

CN+ ácido poligalacturónico 0,13 0,11 0,08 

CN+ pectina 0,29 0,30 0,30 

7

�#0(#������� Actividad pectina liasa de �������� sp. BP-7 cultivado en caldo 
nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos. 

�'1*B*&#&�"%'1*4#�(*#-#�
?	L.(�')(1*B/A�

24 h 48 h 72 h pH 

CN 0,26 0,36 0,37 

CN+ glucosa 0,32 0,45 0,46 

CN+ ácido poligalacturónico 0,55 0,44 0,35 

CN+ pectina 1,38 1,51 1,46 

10

CN 0,06 0,05 0,08 

CN+ glucosa 0,07 0,09 0,07 

CN+ ácido poligalacturónico 0,13 0,10 0,05 

CN+ pectina 0,28 0,31 0,30 

7

CN 0,00 0,03 0,00
CN+ glucosa 0,00 0,01 0,00 

CN+ ácido poligalacturónico 0,00 0,02 0,02 

CN+ pectina 0,00 0,01 0,00 

5
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En las tablas 3.1.8. y 3.1.9. se muestran los resultados de la actividad hidrolasa 

(poligalacturonasa y polimetilgalacturonasa) extracelular de �������� sp. BP-7 tras 48 h 

de crecimiento en distintos medios. 

La cepa �������� sp. BP-7 mostró una muy baja producción de los dos tipos de 

hidrolasas, siendo la producción de polimetilgalacturonasas la más elevada. Los valores 

mayores de dicha actividad se obtuvieron en medios suplementados con pectina. A 

todos los pH ensayados los niveles de actividad polimetilgalacturonasa fueron similares. 

�#0(#������� Actividad poligalacturonasa de �������� sp. BP-7 cultivado 
en caldo nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos. 

�'1*B*&#&�"/(*+#(#'1)$/4#-#�
?	L.(�')(1*B/A�

pH 10 pH 7 pH 5 

CN 0,03 0,00 0,03 

CN+ glucosa 0,03 0,03 0,04 

CN+ ácido poligalacturónico 0,00 0,00 0,04 

CN+ pectina 0,00 0,04 0,05 

�#0(#� ������ Actividad polimetilgalacturonasa de �������� sp. BP-7 
cultivado en caldo nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos. 

�'1*B*&#&�"/(*.%1*(+#(#'1)$/4#-#
?	L.(�')(1*B/A�

pH 10 pH 7 pH 5 

CN 0,06 0,04 0,08 

CN+ glucosa 0,04 0,06 0,04 

CN+ ácido poligalacturónico 0,10 0,04 0,00 

CN+ pectina 0,07 0,10 0,06 

El resumen de los distintos tipos de actividad pectinasa secretados por ��������

sp. BP-7 se muestra en la tabla 3.1.10. Se observa que la cepa secreta niveles de 
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actividad pectato y pectina liasa muy superiores a los de actividad hidrolasa 

(poligalacturonasa y polimetilgalacturonasa). 

�#0(#� ����� � Valores máximos de actividades liasa e 
hidrolasa de �������� sp. BP-7. 

�'1*B*&#&�"%'1*4#-#�
?	L.(�')(1*B/A

Sustratos 
Ácido 

poligalacturónico 
Pectina 

Actividad liasa 0,53 1,51 

Actividad hidrolasa 0,05 0,10 

%	�	%	��" "��� �0"�����#��$"��"���1�#"#�������"�����������"�

$�"�"��

Los resultados expuestos (tablas 3.1.5. y 3.1.10.) indican que las actividades 

pectinolíticas más abundantes de las dos cepas en estudio�son las actividades pectato y 

pectina liasas, motivo por el cual nos propusimos caracterizarlas. 

%	�	%	�	��" "��� �0"�����#��$"��"���1�#"#�������"�����������"�$�"�"�#��

����������������	�7�D�%�

3.1.3.1.1. Determinación de la concentración óptima de calcio 

Debido a que el ión Ca2+ es necesario para la actividad enzimática de las pectato 

liasas conocidas hasta el momento, los ensayos de actividad pectato liasa y también 

pectina liasa realizados contenían CaCl2 0,5 mM en la mezcla de ensayo. Con el objeto 

de determinar el efecto del ión Ca2+ en las actividades pectato y pectina liasa de 

��
���������� sp. BP-23, se realizaron ensayos de actividad a diferentes concentraciones 

de dicho ión. 
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Los resultados indicaron que la actividad pectato liasa de ��
���������� sp.    

BP-23 requería Ca2+. La máxima actividad sobre ácido poligalacturónico se obtuvo con 

una concentración 0,5 mM de CaCl2 en la mezcla de ensayo (Fig. 3.1.3.). En ausencia 

de calcio añadido se detectó únicamente el 13% de la actividad máxima, sin embargo 

cuando los ensayos se realizaron en presencia de EDTA 1 mM no se detectó actividad 

pectato liasa. Este hecho indicaba un requerimiento absoluto de Ca2+ para la 

degradación de ácido poligalacturónico. La actividad observada sin calcio añadido 

indica la presencia de trazas de este ión como contaminante en las preparaciones de 

ácido poligalacturónico utilizadas como sustrato. A concentraciones elevadas de Ca2+ la 

actividad disminuía, observándose una actividad del 5,8% de la máxima a una 

concentración 5 mM de CaCl2.

En cuanto a la actividad pectina liasa también requirió la presencia de calcio, no 

observándose actividad sobre pectina en presencia de EDTA 1 mM. La máxima 

actividad sobre pectina se alcanzó a una concentración de CaCl2 3,5 mM. 

�*+)$#� ������� Influencia de la concentración de calcio añadido en las 
actividades pectato y pectina liasa de ��
���������� sp. BP-23. 
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3.1.3.1.2. Estudio de la influencia del pH y de la temperatura 

Se estudió a continuación el efecto del pH sobre la actividad pectato liasa de 

��
���������� sp. BP-23. Se realizaron para ello ensayos de actividad a 40ºC en 

tampones a diferentes pH en el rango entre 7,0 y 11,0. 

Se observó elevada actividad en un intervalo de pH básico, entre pH 9,0 y 10,5, 

mientras que fuera del mencionado intervalo la actividad disminuía notablemente (Fig. 

3.1.4.a.). El pH óptimo de la actividad pectato liasa fue de 10,0. 

Se estudió también el efecto de la temperatura en la actividad pectato liasa. Para 

ello se realizaron ensayos de actividad a pH 10 en el rango de temperaturas entre 40 y 

80ºC. 

La temperatura óptima resultó ser 65ºC. En el intervalo comprendido entre 45 y 

75ºC se observaron valores de actividad superiores al 70% de la máxima, mientras que a 

80ºC se obtuvieron valores del 47% de la actividad observada a la temperatura óptima 

(Fig. 3.1.4.b.). 

�*+)$#������� Efecto del pH (a) y de la temperatura (b) sobre la actividad pectato 
liasa de ��
���������� sp. BP-23. 
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%	�	%	�	��" "��� �0"�����#��$"��"���1�#"#�������"�����������"�$�"�"�#��

�����������	�7�D6�

3.1.3.2.1. Determinación de la concentración óptima de calcio 

Se realizó un estudio de la influencia del ión calcio a diferentes concentraciones 

en las actividades pectato y pectina liasa, las actividades pectinasa mayoritarias de 

�������� sp. BP-7. 

Los resultados mostraron que la actividad máxima sobre ácido poligalacturónico 

se obtenía a una concentración de CaCl2 de 1 mM. La actividad pectato liasa en 

ausencia de calcio añadido fue del 17% de la máxima, sin embargo, cuando los ensayos 

se realizaron en presencia de EDTA 1 mM no se observó actividad. Estos resultados 

indican que la actividad pectato liasa de �������� sp. BP-7 presenta un requerimiento 

absoluto de Ca2+ para la degradación de ácido poligalacturónico (Fig. 3.1.5.). 

Por el contrario, la actividad pectina liasa de �������� sp. BP-7 no mostró 

requerimiento de calcio. Aunque se obtuvieron valores máximos de actividad con CaCl2

2 mM, en ausencia de calcio añadido se observó actividad y en presencia de EDTA       

1 mM o 2 mM se observaron niveles de actividad pectina liasa similares a los 

observados en ausencia de calcio añadido. 
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�*+)$#� ������� Influencia de la concentración de calcio añadido en las 
actividades pectato y pectina liasa de �������� sp. BP-7. 

3.1.3.2.2. Estudio de la influencia del pH y de la temperatura 

Para estudiar el efecto del pH sobre la actividad pectato liasa de �������� sp.  

BP-7, se realizaron ensayos enzimáticos a 40ºC en el rango de pH entre 7,0 y 11,0. 

La actividad pectato liasa máxima se observó en el rango de pH de 8,0 a 10,0, en 

el que se obtuvieron valores de actividad aproximadamente iguales. A pH 7,0 se detectó 

aproximadamente el 45% de la actividad máxima mientras que a pH 11,0 no se detectó 

actividad. (Fig. 3.1.6.a.). 

Para analizar el efecto de la temperatura en la actividad pectato liasa de la cepa 

�������� sp. BP-7 se realizaron ensayos de actividad a pH 10 en el rango de 

temperaturas de 40 a 80ºC. 

La temperatura óptima resultó ser 50ºC. En el intervalo comprendido entre 40 y 

65ºC se observó actividad superior al 50% de la máxima (Fig. 3.1.6.b.). 
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�*+)$#������� Efecto del pH (a) y de la temperatura (b) sobre la actividad pectato 
liasa de �������� sp. BP-7. 

%	�	&	����� ���"�����#��$"���������������0��/���"�#��$���

������"���������$(������

%	�	&	�	� ��/$����� 0���, /+���� #�$� ������"� �������$(����� #��

����������������	�7�D�%�

3.1.4.1.1. Análisis en geles de poliacrilamida con SDS 

Los sobrenadantes de cultivo de ��
���������� sp. BP-23 en los distintos medios 

fueron concentrados y analizados en geles de poliacrilamida al 12% con SDS. Los geles 

fueron teñidos con Azul Brillante de Coomassie para revelar su composición proteica o, 

alternativamente, revelados para actividad degradadora de pectina mediante 

zimogramas realizados por superposición “overlay” con geles de agarosa conteniendo 

pectina (Fig. 3.1.7.). 

Las muestras de cultivos en caldo nutritivo suplementado con pectina mostraron 

en los geles teñidos con Azul Brillante de Coomassie varias bandas proteicas 

prominentes. Los zimogramas correspondientes evidenciaron que cinco de las mismas, 

de pesos moleculares 25, 32, 38, 44 y 53 kDa presentaban actividad pectinasa, tal como 
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mostraron las bandas definidas de actividad que se visualizaron cuando los zimogramas 

fueron desarrollados a pH 10. Los zimogramas de cultivos en caldo nutritivo sin 

suplementar mostraron únicamente la banda de pectinasa de 32 kDa, mientras que en las 

muestras de cultivos suplementados con ácido poligalacturónico no aparecieron bandas 

de actividad. Cuando los zimogramas fueron desarrollados a pH 7 se observó el mismo 

patrón de bandas que a pH 10, sin embargo cuando fueron desarrollados a pH 5, 

únicamente aparecieron las bandas de pectinasa de 32, 44 y 53 kDa. 

�*+)$#� ������ Análisis en geles de poliacrilamida con SDS del sistema pectinolítico de 
��
���������� sp. BP-23. Tinción de proteínas con Azul Brillante de Coomassie (A). 
Zimograma de actividad sobre pectina a pH 10 (B), pH 7 (C) o pH 5 (C). Sobrenadantes de�
��
���������� sp. BP-23 en caldo nutritivo sin suplementar (1), suplementado con pectina (2) o 
suplementado con ácido poligalacturónico (3). 

3.1.4.1.2. Análisis en geles de isoelectroenfoque 

La muestras de sobrenadantes de cultivo de ��
���������� sp. BP-23 en medios 

suplementados con pectina se analizaron en geles de isoelectroenfoque que fueron 

revelados mediante tinción proteica y técnicas zimográficas (Fig. 3.1.8.). 

En los geles se detectaron varias bandas proteicas, 6 de las cuales mostraron 

actividad pectinasa en los zimogramas desarrollados a pH 10. El pI de las bandas de 

pectinasa fue estimado en 5,2, 5,7, 6,6, 7,6 y 8,5, mientras que una sexta banda migró en 

el limite de pH superior del gel, indicando un pI igual o superior a 9. Cuando los 
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zimogramas se desarrollaron a pH 5, únicamente las bandas de pI 5,7, 8,5 y ≥ 9

mostraron actividad enzimática. Los zimogramas de cultivos de la cepa en caldo 

nutritivo sin suplementar mostraron únicamente la banda de actividad pectinasa de       

pI � ��

�*+)$#� ������ Análisis en geles de isoelectroenfoque del sistema 
pectinolítico de ��
���������� sp. BP-23. Tinción de proteínas con 
Azul Brillante de Coomassie (A). Zimograma de actividad 
pectinasa a pH 10 (B) o pH 5 (C). Sobrenadantes de ��
����������
sp. BP-23 en caldo nutritivo sin suplementar (2) o suplementado 
con pectina (1). (M) Marcador de punto isoeléctrico. 

%	�	&	�	� ��/$����� 0���, /+���� #�$� ������"� �������$(����� #�� ���������

��	�7�D6�

3.1.4.2.1. Análisis en geles de poliacrilamida con SDS 

Con el fin de estudiar la composición enzimática del sistema degradador de 

pectina de �������� sp. BP-7, los sobrenadantes de cultivo de la cepa en distintos medios 
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fueron analizados mediante geles de poliacrilamida y técnicas zimográficas. Igual que 

en el apartado anterior, se determinó tanto la composición proteica mediante tinción con 

Azul Brillante de Coomassie, como la actividad pectinasa mediante técnicas 

zimográficas. 

Los zimogramas de muestras de cultivos en medios suplementados con pectina 

mostraron cuatro bandas de actividad pectinasa que presentaban pesos moleculares de 

28, 42, 56 y 63 kDa. Las bandas de actividad aparecieron tanto en los zimogramas 

desarrollados a pH 10 como a pH 7 y 5, hecho que indica que deben corresponder a 

pectinasas activas en todo el rango de pH estudiado (Fig. 3.1.9.). 

Las bandas de actividad de 42 y 56 kDa se detectaron también en cultivos 

suplementados con glucosa o con ácido poligalacturónico, aunque la intensidad de las 

mismas era menor que la observada en las muestras de cultivos suplementados con 

pectina. 

�*+)$#������� Análisis en geles de poliacrilamida con SDS del sistema pectinolítico de ��������
sp. BP-7. Tinción de proteínas con Azul Brillante de Coomassie (A). Zimograma de actividad 
sobre pectina a pH 10 (B), pH 7 (C) o pH 5 (C). Sobrenadantes de��������� sp. BP-7 en caldo 
nutritivo suplementado con glucosa (1), suplementado con pectina (2) o suplementado con 
ácido poligalacturónico (3). 
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3.1.4.2.2. Análisis en geles de isoelectroenfoque 

Las muestras de sobrenadantes de cultivos suplementados con pectina se 

separaron en geles de isoelectroenfoque que fueron analizados mediante tinción proteica 

y mediante zimogramas que se desarrollaron a pH 10 (Fig. 3.1.10.). Los zimogramas 

mostraron 3 bandas de actividad pectinasa, de pI 7,8, 8,5 y ≥ 9. Se apreció también una 

banda difusa de actividad entre las dos bandas de pI superior. 

�*+)$#������ � Análisis en geles de isoelectroenfoque del 
sistema pectinolítico de �������� sp. BP-7. Tinción de 
proteínas con Azul Brillante de Coomassie (A). 
Zimograma de actividad pectinasa a pH 10 (B). 
Sobrenadantes de �������� sp. BP-7 en caldo nutritivo 
suplementado con pectina (1). (M) Marcador de punto 
isoeléctrico. 
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%	�	�����������9������
���4���������������
�
��

���'����E��$�F��������������������	�7�D�%�

%	�	�	��$��"�����#�������

Los resultados mostrados indican que la cepa ��
���������� sp. BP-23 produce 

una elevada actividad degradadora de pectina y exhibe un sistema pectinolítico 

complejo con diversos enzimas con actividad pectinasa. Nos propusimos el estudio y 

caracterización de los mismos. Con este objetivo, a partir de una genoteca de 

��
���������� sp. BP-23, previamente construida en ���	
���	��� ��� (Blanco� 
�� ����

1996), se realizó un escrutinio para identificar clones productores de pectinasa. 

El escrutinio de la genoteca se realizó en placas de agar nutritivo suplementadas 

con ácido poligalacturónico. Los clones se sembraron en dichas placas y se incubaron 

durante 2 días a 37ºC, tras los cuales las placas se revelaron para actividad pectinasa con 

HCl 1 N. Uno de los 4.000 clones analizados mostró un halo claro alrededor del 

crecimiento, hecho que indicaba la producción de enzimas degradadores de pectina. Por 

este motivo, el clon, que se denominó ���	
���	������/pP22, fue seleccionado para su 

estudio (Figura 3.2.1.). 

�*+)$#� ������� Actividad enzimática del clon recombinante 
���	
���	��� ���/pP22 en placas de agar nutritivo 
suplementadas con ácido poligalacturónico.�
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Con el objetivo de determinar el tipo de actividad que producía el clon 

seleccionado, se realizaron ensayos de actividades liasa e hidrolasa sobre pectina y 

ácido poligalacturónico. 

Los extractos crudos de ���	
���	������/pP22 mostraron elevada actividad liasa 

mientras que la actividad hidrolasa fue casi inapreciable. Los extractos exhibieron 

actividad liasa sobre los dos sustratos pécticos utilizados, pectina y ácido 

poligalacturónico, mostrando sobre éste último mayor actividad (Tabla 3.2.1.). Por ello 

se consideró que el enzima clonado era una pectato liasa, que se denominó pectato    

liasa A (PelA). 

También se analizó la actividad del enzima clonado sobre diferentes sustratos no 

pécticos: xilano de madera de abedul, xilano de espelta de avena y CMC 

(carboximetilcelulosa). Los resultados mostraron que el enzima no presentaba actividad 

significativa sobre ninguno de ellos (Tabla 3.2.1.). 

�#0(#������� Actividad hidrolasa y liasa de extractos crudos de ���	
���	������/pP22 sobre 
diferentes sustratos. 

	L.(�&%�
')(1*B/�

!%'1*4#� <'*&/�
"/(*+#(#'1)$:4*'/



� I*(#4/�&%�
�0%&)(�

I*(#4/�&%�
�B%4#�

"; �� � � �� � � � � �� � � �� � �

Actividad 
hidrolasa 

2×10-4 7×10-3 4×10-3 0,01 4×10-4 0,00 2×10-4 0,00 0,00 2×10-4

Actividad 
liasa 

0,01 4,66 0,05 5,13 - - - - - - 

Los ensayos de actividad liasa realizados contenían CaCl2 0,5 mM en la mezcla 

de reacción. Con el objeto de verificar si el Ca2+ era necesario para la actividad del 

enzima clonado, se realizó un estudio de la influencia de dicho ión, a diferentes 

concentraciones, en la actividad enzimática. 

Los resultados mostraron que PelA necesitaba calcio añadido para la 

degradación de ácido poligalacturónico (Fig. 3.2.2.). La máxima actividad sobre este 

sustrato se encontró a una concentración de CaCl2 entre 0,5 y 0,75 mM. A 

concentraciones mayores la actividad disminuía, observándose una actividad inferior al 
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9% de la máxima en presencia de CaCl2 10 mM. Por el contrario, para la degradación de 

pectina no fue necesaria la adición de calcio en la mezcla de ensayo, aunque dicha 

adición producía un aumento en la actividad. La máxima actividad sobre pectina se 

alcanzó a una concentración 0,75 mM de CaCl2. La actividad sin calcio añadido al 

ensayo era seguramente resultado de la presencia del ión como contaminante en 

pequeñas cantidades en las pectinas usadas como sustrato. Cuando los ensayos se 

realizaron en presencia de EDTA 2 mM no se detectó actividad ni sobre pectina ni sobre 

ácido poligalacturónico. Estos resultados indican un requerimiento absoluto de calcio 

para la actividad del enzima sobre sustratos pécticos. 

�*+)$#������� Influencia de la concentración de calcio añadido en la actividad 
de PelA. Se determinó la actividad liasa sobre ácido poligalacturónico y 
pectina de limón en presencia de diferentes concentraciones de CaCl2.

%	�	�	��" "��� �0"�����#�$��$/���#�� ����)��"����

Se determinó a continuación el mapa físico del plásmido recombinante pP22 

contenido en el clon en estudio (Fig. 3.2.3.). Dicho plásmido contiene un inserto de 

ADN de 2 Kb en la diana ���HI del plásmido vector pBR322. 

Para comprobar que el inserto contenido en pP22 pertenecía al genoma de 

��
���������� sp. BP-23, se realizó un experimento de hibridación Southern. Con este 
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motivo se fabricó una sonda con el fragmento ���II-+�	I de 655 pb del inserto del 

plásmido pP22. Dicha sonda se hibridó frente al ADN total de ��
���������� sp. BP-23, 

el ADN total de ���	
���	������, el plásmido pP22 y el plásmido pBR322, digeridos 

todos ellos con ���II y +�	I, los mismos enzimas de restricción utilizados para obtener 

la sonda. 

�*+)$#��������Mapa físico del plásmido pP22. El fragmento 
rayado corresponde al inserto, el negro corresponde al ADN 
utilizado como sonda en los ensayos de hibridación y el gris, 
al vector de clonación pBR322. 

Se observó señal de hibridación frente al ADN de ��
���������� sp. BP-23 y al 

plásmido pP22, mientras que el ADN de ���	
���	������ no dio señal de hibridación 

con la sonda (Fig. 3.2.4.). 

La hibridación frente al ADN de ��
���������� sp. BP-23 dio lugar a una única 

banda, que mostraba un tamaño de 655 pb que coincidía con el de la sonda. Sin 

embargo, la hibridación de la sonda frente al ADN del plásmido pP22 dio 

sorprendentemente tres bandas, dos de las cuales no se esperaban. La banda más intensa 

coincidía en tamaño con el de la sonda y con la banda de hibridación del ADN de 

��
���������� sp. BP-23. Las otras dos bandas, más débiles, presentaban un tamaño de 
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3,0 kb y de 1,4 kb. En la hibridación de la sonda frente pBR322 se observaron dos 

bandas débiles, de tamaño similar a las bandas de menor intensidad detectadas en la 

hibridación frente al plásmido pP22. Esto parecía indicar que en la fabricación de la 

sonda con la banda de 655 pb se produjo una pequeña contaminación de la misma por 

las otras dos bandas, provenientes de pBR322, presentes en el mismo gel. 

Los resultados obtenidos confirmaron que el ADN contenido en el plásmido 

pP22 provenía del genoma de ��
���������� sp. BP-23. 

�*+)$#������� Hibridación del fragmento ���II
y +�	I de 655 pb del plásmido pP22 frente al 
plásmido pP22 (A), el plásmido pBR322 (B), 
el ADN total de ��
���������� sp. BP-23 (C), y 
el ADN total de ���	
���	��� ��� (D), 
digeridos todos ellos con los enzimas de 
restricción ���II y +�	I. 

%	�	%	����� ���"�����#��$"��� ����#"#�����$��!$" ���

%	�	%	�	����� ���"�����#�$��������$��!$" �

Los extractos crudos del clon recombinante ���	
���	��� ���/pP22 fueron 

analizados mediante geles de poliacrilamida al 13% con SDS y técnicas zimográficas. 

La tinción proteica de los geles mostró en los extractos de ��� ���/pP22 una banda 
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proteica prominente de tamaño molecular aparente de 25 kDa, que no se detectó en los 

extractos control de �� ���/pBR322 (Fig. 3.2.5.). 

En los zimogramas de muestras paralelas se observó que la banda proteica de   

25 kDa presentaba actividad degradadora de ácido poligalacturónico, mientras que en la 

muestra control no se observaron bandas de actividad (Fig. 3.2.5.). La banda de 25 kDa 

corresponde a la pectato liasa A. 

�*+)$#� ������ Análisis de PelA en geles de 
poliacrilamida con SDS. (A) Tinción de proteínas 
con Azul Brillante de Coomassie. (B) Zimograma 
de actividad sobre ácido poligalacturónico. 
Extractos crudos de ��� ���/pBR322 (1) y              
������/pP22 (2). 

Se analizaron a continuación mediante técnicas zimográficas los sobrenadantes 

de cultivo de ��
���������� sp. BP-23 en medios suplementados con pectina, 

conjuntamente con extractos del clon recombinante ��� ���/pP22 (Fig. 3.2.6.). Estos 

análisis mostraron que la pectato liasa A es la banda de actividad pectinasa de tamaño 

menor secretada por ��
���������� sp. BP-23. 
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�*+)$#� ������ Análisis en geles de poliacrilamida con 
SDS del sobrenadante de cultivo de ��
���������� sp. 
BP-23 (1) y extractos crudos de ��� ���/pP22 (2).       
(A) Tinción de proteínas con Azul Brillante de 
Coomassie. (B) Zimograma de actividad sobre pectina 
a pH 10. 

%	�	%	�	����� ���"�����#�$��!��������$-�� ����

Las muestras de extractos crudos de �� ���/pP22 y �� ���/pBR322 fueron 

analizadas en geles de isoelectroenfoque. Los geles fueron teñidos para proteínas y 

paralelamente fueron revelados como zimogramas. 

El análisis de los extractos de �� ���/pP22 mostró una banda proteica intensa 

que migró junto al límite de pH superior del gel, que era pH 9 (Fig. 3.2.7.). La banda 

mostró actividad pectinasa en los zimogramas indicando que la pectato liasa A presenta 

un punto isoeléctrico igual o superior a 9. La muestra control no mostró bandas de 

actividad (Fig. 3.2.7.). 
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�*+)$#� ������ Análisis de PelA en geles de isoelectroenfoque.     
(A) Tinción de proteínas con Azul Brillante de Coomassie.          
(B) Zimograma de actividad sobre ácido poligalacturónico. 
Extractos crudos de ������/pP22 (1) y ������/pBR322 (2). 

%	�	&	�'��!����"��������" "��� �0"�����#�$�,��������

La secuencia de nucleótidos del gen �
�� se determinó mediante la 

secuenciación automática de 1.214 pb del inserto de ADN exógeno contenido en el 

plásmido recombinante pP22. La secuencia obtenida fue depositada en la base de datos 

EMBL con el número de acceso AJ237980. 

Se encontró una pauta abierta de lectura de 666 pb que codificaba una proteína 

de 222 aminoácidos. A una distancia de 8 nucleótidos del codón de inicio ATG se halló 

la secuencia AAGGGAGGA, similar a la región consenso de unión al ribosoma (Shine-

Dalgarno). En posición 5’ al gen estructural se encontraron secuencias con 

características similares a las regiones promotoras reconocidas por la subunidad σA de 

la ARN polimerasa de �����������������. En concreto se encontraron las secuencias -35 

(TAGACA) y -10 (TCAAAT) situadas a 50 y 27 nucleótidos del codón de inicio, 
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respectivamente. En posición 3’ al gen estructural se encontró una repetición invertida 

de 20 pb que podría actuar como terminador de la transcripción (Fig. 3.2.8.). 

El gen de la pectato liasa codifica una proteína de 222 aminoácidos con peso 

molecular y punto isoeléctrico deducidos de 23.223,2 Da y 9,28, respectivamente 

(http://bo.expasy.org/tools/protparam.html), en concordancia con el peso molecular y pI 

calculados a partir del análisis electroforético del enzima. El enzima presenta una región 

N terminal de 25 aminoácidos con las características típicas de los péptidos señal de 

�������� (Nagarajan, 1993; http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/index.html# 

submission). De esta forma, el enzima muestra dos residuos cargados positivamente en 

el extremo N terminal, seguidos de un tramo hidrófobo de 18 aminoácidos. Este núcleo 

hidrofóbico está seguido por un residuo de prolina, que favorece el giro β, y una 

secuencia de cuatro alaninas similar a las secuencias reconocidas por la peptidasa señal 

bacteriana (Von Heijne, 1986; Tjalsma 
� ���� 2000), que cortaría el enlace entre las dos 

últimas alaninas. 
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CAG GCT CCG TAC AAG GGG TGA GCC CGC AGG GTG CCT GTA GAC AAG CCA GCG 52
-35

GCT TGT TTA ��� ��� TAC TTA AAT TAA GGG AGG ATG TTG ATG ��� AAA AAA  103 
-10                   R.B.S. � �����������

ATG TTA ACG CTC TTG CTG TCT GCC GGT CTT GTT GCT TCC ATA TTT GGT GTA  154 
� 	�������	���	���	���
�����������	���� � 
���������������������

ATG CCT GCC GCG GCT GCG CCA ACC GTC GTC AAT TCA ACG ATC GTT GTA CCG  205 

� ��������������� � ����������������
������������������������ ��
AAG GGC ACG ACC TAT GAT GGA CAG GGG AAA ACC TTT GTA GCG AAT CCC TCT  256 
� �����������������������������������������������������������
������

ACA TTA GGT GAC GGT TCT CAA GCG GAG AAT CAG AAG CCT GTA TTC CGG CTG  307 
� 	������������ 
 ���������������������������������������	������

GAA GCA GGG GCA ACT TTG AAA AAT GTT ATT ATT GGT GCA CCC GCA GCG GAT  358 
� ����������������	�������������������������������������������� ��

GGT GTG CAT TGT TAC GGC AGC TGT AAT ATT TCC AAC GTT GTA TGG GAA GAT  409 
� ��������������������
���������������
������������������������ ���

GTA GGC GAG GAT GCA TTG ACA CTG AAA TCA TCA GGA ACC GTT AAT ATT ACC  460 
� � � �� ����	�������	�������
���
������������������������������

GGC GGA GCA GCG TAT AAG GCT TAC GAT AAA GTG TTT CAG ATG AAC GCT TCG  511 
� ����������������� � ��������� � �������������������
������

GGT ACG ATT AAT ATC AAA AAC TTC CGT GCG GAT GAT ATC GGC AAG CTG GTG  562 
� ���������������������������������������������������� 	 �������

CGG CAA AAT GGA GGA ACC TCC TAT GCG GTT AAC ATG ACA CTG GAT AAT TCC  613 
� � ����������������
���������������������������	�����������
������

AAC ATA TCC AAC GTG AAG GAT TCC ATT ATG CGC ACG GAC AGC AGT GTA TCT  664 
� ����
�������������������
�����������������������
���
�������
������

CAA GGG AAG ATC ACG AAC ACA CGT TAC TCC AAA GTG CCA ACG CTG TTC AAG  715 
� ��������������������������������
�������������������	�������������

GGC TTT GCT TCA GGC AAG ACG AGC CAG TCC GGA AAT ACA CAG TAT ��� CGC 766
� �������
���������������
�������
���������������������  !"#��������

ACG CTT GCA GTA AAA AAT AAA GAA GCG GCT GAA GTT CAA GTA CCA CCT GCT  817 
CAG CCG TTG AGG AGA ACC AAA TAA AAC GGG ATG AAC CAG TCA ACA TGG CCT  868 
CAT CCC GTT TTG ATT TGG TTT GTT TGG TTA CAG CCA TGA ATC TGT ATC CAT  919 
ATC GAA TTA CTT CTC TCC AGG CAC CTC AAC GAA CAG TTT GCC TTG GGA TGG  970 
AGC AGC AGA ACC GCT ATC CAA GGA GCC GGA TTT GTT CAT GAT CTC ATA AGC 1021 
GGT TTC CTC CAG CAT GCG AGA ATA TTT GAA GGA TAC CAG CGT TTT TCC GGC 1072 
TAC AGA TGG ACG GGT TCC TGC CTC GGC AAC GGG TTT TGC CTT GAT AAA GAA 1123 
CAG GTC ACC AAT GGT TCC GGC TTG TTT GCT CAG ATT GGC TTG CCA TTT CAA 1174 
CAG TGC ATT TCC GTT CTC CAT CGT ATA ATA ACT GAC CAG A               1214 

�*+)$#� ������ Secuencia de nucleótidos y secuencia deducida de aminoácidos de PelA. Las 
hipotéticas regiones promotoras -10 y -35 y la región de unión al ribosoma (R.B.S.) se 
encuentran subrayadas. Se muestran de color morado los aminoácidos que ligarían calcio y de 
color naranja los aminoácidos básicos teóricamente relacionados con la catálisis. La repetición 
invertida de 20 pb se encuentra subrayada con una flecha. Se muestran subrayadas en negro las 
zonas correspondientes a los oligonucleótidos utilizados para la amplificación y clonación de 
�
�� en pET28a. Se encuentran subrayadas en rojo las zonas correspondientes a los 
oligonucleótidos utilizados para la amplificación y clonación de �
�� en los plásmidos 
lanzadera construidos (Apartado 3.4.2.). Se muestran sombreadas las zonas correspondientes a 
las dianas de restricción introducidas en los oligonucleótidos cebadores. En azul se muestran los 
aminoácidos de PelA. El hipotético lugar de corte por la peptidasa señal se indica con una flecha 
vertical. 

La composición de aminoácidos de la pectato liasa A se muestra en la tabla 

3.2.2. (http://bo.expasy.org/tools/protparam.html). El número de residuos cargados 

negativamente (Asp + Glu) es de 15 y el número de residuos cargados positivamente 

(Arg + Lys + His) es de 22. 
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�#0(#� ������ Composición de aminoácidos de la 
pectinasa PelA. 

�.*4/5'*&/- �G�&%�$%-*&)/- 
/."/-*'*:4�?@A

Ala 21 9,5
Arg   5   2,3 
Asn 17   7,7 
Asp 11   5,0 
Cys   2   0,9 
Gln   8   3,6 
Glu   4   1,8 
Gly 23 10,4 
His   1   0,5 
Ile 12   5,4 
Leu 13   5,9 
Lys 16   7,2 
Met   6   2,7 
Phe   7   3,2 
Pro   7   3,2 
Ser 21   9,5 
Thr 20   9,0 
Trp   1   0,5 
Tyr   7   3,2 
Val 20   9,0 

La secuencia de aminoácidos de PelA fue comparada con secuencias de 

proteínas contenidas en las bases de datos Swissprot y EMBL (Fig. 3.2.9.). Se encontró 

homología con las pectato liasas de la familia PL3, pero no se halló homología 

significativa con pectato liasas de otras familias. Los niveles de homología más 

elevados se hallaron con pectato liasas del género ��������, tales como la pectato liasa 

de �������� sp. KSM-15 (Hatada 
����., 2000) y la pectato liasa de �������� sp. P-2850 

(spTREMBL Q8LOR5), que mostraron una identidad del 76 y 56%, respectivamente, 

con PelA de ��
���������� sp. BP-23. También se encontró homología alta con las 

pautas abiertas de lectura deducidas de los genes SCO1110 del genoma de +��
�����
��

�
����� A3(2) (Bentley 
� ���� 2002) y SAV683 de +��
�����
����
�������� (Omura 


� ���, 2001), que mostraron una identidad con el enzima clonado del 43 y 42%, 

respectivamente. Algunas pectato liasas de hongos fitopatógenos mostraron también 

homología elevada con el enzima clonado. De este modo Pl1 de (�������� ������

(Huertas 
� ��., 1999), y PelD, PelC, PelB y PelA de (������������� (Guo 
� �����1996,

1995a, b; González-Candelas y Kolattukudy, 1992) mostraron respectivamente 
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identidades del 41, 42, 40, 39 y 37% con PelA de ��
���������� sp. BP-23. El enzima 

también presentó homología, aunque inferior, con algunas pectato liasas de bacterias 

fitopatógenas tales como PelB de ��$������������ (Heikinheimo�
�������1995), Pel-3 

de ��$���� ������� (Liu�
������ 1994) y PelI �
 ��$������	������	
�� (Shevchik�
��

���� 1997), que presentaron una identidad del 34, 33 y 31% con el enzima clonado, 

respectivamente. La comparación de secuencias mostró también que PelA es altamente 

homóloga (54% de identidad) a la proteína deducida del gen ���� de �����������������

168 (Kunst 
� ��., 1997), cuya función es desconocida. 

La secuencia de aminoácidos de PelA contiene tres bloques de residuos 

conservados, propuestos como característicos de las pectato liasas de la familia PL3 

(Shevchik� 
�� ���� 1997). Sin embargo, no se encontró un cuarto bloque conservado en 

esta clase de enzimas (Fig. 3.2.9.). 

El análisis de los dominios proteicos de PelA con el programa Pfam indica que 

PelA presenta el dominio PF03211 (PfamA) común a las pectato liasas de la familia 

PL3 (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.html) (Fig. 3.2.10.). Este dominio 

abarca desde el aminoácido 26 al 221, es decir la totalidad de la proteína PelA madura. 

De forma similar, el análisis mediante el programa Prodom de NCBI 

(http://prodes.toulouse.inra.fr/prodom/current/html/home.php) muestra el dominio     

ID: PD007605, que comprende del residuo 29 al 163 de PelA, presente en las pectato 

liasas de la familia PL3. 

�
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�����������	
��� -------------------------------------------------------------MKKMLT--- 6    
�����������	
�� -------------------------------------------------------------MKKLLG--- 6    
���������������� -------------------------------------------------------------MKKIVS--- 6    
������������	
��� ------------------------------------------------------------MMKRLAG--- 7    
�����	
�������� -------------------------------------------------------------MTAPSEQRV 9    
�����	
�������� -------------------------------------------------------------MTAVTRPRA 9    
������
��������� -------------------------------------------------------------MKYT----- 4    
������	
�������� -------------------------------------------------------------MKAS----- 4    
������	
�������� MFKYVIP--LCALTLAAPSFAAQTTLMLSQKSDVNYLGWSTDESKVARQEVYRGTTSNPDLRERIAVLDA 68   
������	
�������� MFKYLTPIFLCTAAFSFQAQADDTMLMLLKKDNATYLSWSTDAGNVVRQDVYRSTSNNQAGSEKIAELNS 70   

�����������	
��� -----------------------LLLSAG-LVASIFGVMP--AAAAPTVVNSTIVVPKGTTYDGQGKTFV 50   
�����������	
�� -----------------------LILSAA-LTLSLYGLEPQVAEAAPTVVHETIRVPAGQTFDGKGQTYV 52   
���������������� -----------------------ILFMFG-LVMGFSQFQPSTVFAADKVVHETIIVPKNTTYDGKGQRFV 52   
������������	
��� -----------------------TVILSGLLVCGFGQALPEKALAA-EVVHKTIVVEKGQTYDGKGKRLI 53   
�����	
�������� RHRRRVTKRRAVIGSAAALGLTAGALVTTSLLSSAGAATSWPEATGSKAVSSTIEVSG--TYDGKLKKFS 77   
�����	
�������� R--------RAVTGALGALGLSVGMLMTSG-ASSAQAAT-WPTPNGSEGVSSTLSVSG--TKDYGMKRLY 67   
������
��������� -----------------------AILALAGV-SSAAVTKTLPKSAGATSFPTAVPVKG--SYDGGMKRFE 48   
������	
�������� -----------------------ALIIAAVTGASAAVTTVLPASAGVQSEPTAIPVRKGDKYNGGMKRFV 51   
������	
�������� ETRTFKDADTNSGLNYWYWVDVVSENQAQVVSNAVTTAPNAGPLRAA---KASSECKPGATFENRTVDCG 135  
������	
�������� TDRTFTDLTANPKSDYWYWVDTVSSNNNVQKSNAAQTAP--APLRAAPLKAASSECKAGAVIKDKTVDCG 138  
 .           .      :         . 
�����������	
��� ANPSTLGDGSQAENQKPVFRLEAGATLKNVIIGAPAADGVHCY-GSCNISNVVWEDVGEDALTLKSS--- 116  
�����������	
�� ANPNTLGDGSQAENQKPIFRLEAGASLKNVVIGAPAADGVHCY-GDCTITNVIWEDVGEDALTLKSS--- 118  
���������������� AGK-ELGDGSQSENQDPVFRVEDGATLKNVVLGAPAADGVHTY-GNVNIQNVKWEDVGEDALTVKKE--- 117  
������������	
��� AGP-ELGDGSQREDQKPIFKVEDGATLKNVVLGAPAADGVHTY-GNASINNVVWEDVGEDALTVKSE--- 118  
�����	
�������� GSGDLGTAD-QSEDQGPLFELEDGAVLKNVIIGTPAADGVHCL-GSCTLQNVWWLDVGEDAASFKSKSSS 145  
�����	
�������� GTGDLGSGG-QDEDQGPILELAPGAVLKNVIIGAPAADGVHCK-GSCTLQNVWWEDVGEDAATFRGSSSS 135  
������
��������� RSPSVCQGQSETGEKDAMFILENGATLSNVIIGASQAEGVHCK-GTCTLNNVWWADVCEDAVTLKQT--S 115  
������	
�������� RNPTTCKDQYETGEKDASFILEDGATLSNVIIDRSSGEGVHCK-GTCTLNNVWWADVCEDAATFKQK--S 118  
������	
�������� GVTIGTSCPNDSDKQKPLIILKNATVKNLRISASGRADGIHCDSGNCTIENVIWEDICEDAATNNGK--- 202  
������	
�������� GITLGLSCTGDSDKQPPVITLENATIKNLRISEKGGSDGIHCKSGNCRIENVIWEDVCEDAATNLGK--- 205  
 :  .: . : :  .:  .  :     .:*:*   *   : ** * *: *** :          
�����������	
��� GTVNITGGAAYKAY-------DKVFQMNASG--TINIKNFRAD-DIGKLVRQNGGTS---YAVNMTLDNS 173  
�����������	
�� GTVNISGGAAYKAY-------DKVFQINAAG--TINIRNFRAD-DIGKLVRQNGGTT---YKVVMNVENC 175  
���������������� GKVTIDGGSAQKAS-------DKIFQINKAS--TFTVKNFTAD-NGGKFIRQLGGST---FHVDVIIDKC 174  
������������	
��� GSVTINGGSARLAA-------DKIFQINKAS--TFTVKNFTAD-QGGKFIRQLGGST---FKAVVNIDNC 175  
�����	
�������� ATYKVIGGGAKSAS-------DKVLQFNGAG--TLTVTGFQVE-NFGKLVRSCGNCK-TQYKRTVVLSDI 204  
�����	
�������� NVYTVSGGGAKEAD-------DKVFQFNGAG--TLNISGFAVK-NFGTFVRSCGNCS-TQYRRTINLNGI 194  
������
��������� GTSYINGGGAFHAS-------DKIVQFNGRG--TVQIKDFYAE-DYGKLVRSCGNCKDNGGPRNVVISGS 175  
������	
�������� GTSTINGGGAFSAQ-------DKVLQFNGRG--TLNVNDFYVQ-DYGKLVRNCGNCEGNGGPRNINIKGV 178  
������	
�������� -TMTIVGGIAHNAKDGYGGKPDKVLQHNSKNSTTVVKGNFTLTGEHGKLWRSCGDCSNNGGPRFLTVTSA 271  
������	
�������� -TMTIVGGVAHNTTNGPGGKPDKVLQQNAKNSHTIVQGNFTLTGQHGKLWRSCGDCTNNGGPRNLTIISA 274  
 : ** *  :        **:.* *  .  *.   .*    : *.: *. *.         : :      
�����������	
��� NISNVKDSIMRTDSSVSQGKITN--------TRYSKVPTLFKGFASGKTSQSGNTQY------------- 222  
�����������	
�� NISRVKDAILRTDSSTSTGRIVN--------TRYSNVPTLFKGFKSGNTTASGNTQY------------- 224  
���������������� TITNMKEAIFRTDSKTSTVRMTN--------TRYSNVGQKWIGVQ--HIYENNNTQF------------- 221  
������������	
��� TITNMKEAIFRTDSSTSSVTMIN--------TRYSKVGQKWIGVK--HVTERNNHEF------------- 222  
�����	
�������� DATAPGKALVGINSNYGDTATLSRIRIHGDTKKKIKPCVRFKGNNTGKEPTELG-SGPDGTSCKFKTSDV 273  
�����	
�������� EVNWKGGRIAGINTNYGDSATLRNITIVGDSSKKIVPCQKYIGNDDGDEPDSNG-SGADGTYCKYSSSDI 263  
������
��������� VAVD-GGVLCGINTNYGDTCKIT-----SSCQNKGKYCDRYEGNSSGAEPSKIG-SGPDGKYCTTSGVTT 238  
������	
�������� VAKN-GGELCGVNHNYGDVCTIT-----DSCQNKGKSCQAYTGNDQKKEPPKFGPAGDNGKSCLVKSLRT 242  
������	
�������� TVNGTIDSIAGVNRNYGDVATISGLKIKNYKEGKPPVCEEFKGVVKGQGSTEKYGEKWDTTNCKVSRSGV 341  
������	
�������� TVNGTIDSIAGVNRNFGDVAEIRDLRIKNYKAGNPKICEEFKGIEKGKGKTEKYGEFWDSKNCKVSRSNV 344  
 :   : . .                       : * 
�����������	
��� --- 222  
�����������	
�� --- 224  
���������������� --- 221  
������������	
��� --- 222  
�����	
�������� SYE 276  
�����	
�������� TYK 266  
������
��������� SC- 240  
������	
�������� NC- 244  
������	
�������� SKL 344  
������	
�������� KAL 347 

�*+)$#������� Alineamiento de aminoácidos de diferentes pectato liasas pertenecientes a la 
familia PL3. El alineamiento fue realizado mediante el programa CLUSTAL W. Los 
asteriscos indican los aminoácidos idénticos y los puntos los residuos conservados. Los 
aminoácidos idénticos en al menos 6 secuencias están sombreados en oscuro y los 
aminoácidos homólogos en al menos 6 secuencias sombreados en claro. Los bloques de 
residuos conservados en las pectato liasas de la familia PL3 han sido enmarcados con un 
recuadro. Las secuencias mostradas son: BspBP-23PelA, PelA de ��
���������� sp.      
BP-23; BspKSM-15Pel, Pel de �������� sp. KSM-15; BsuYvpA, YvpA de ���������
��������; BspP-2850Pel28K, Pel28K de �������� sp. P-2850; SavPel, SAV683 de 
+��
�����
����
��������; ScoPel, SCO1110 de +��
�����
���
�����; FoxPl1, Pl1 de 
(��������  ������; FsoPelB, PelB de (�������� �����; EchPelI, PelI de ��$�����
�	������	
��; y EcaPelB, PelB de ��$������������.
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�*+)$#������ � Dominios estructurales de diferentes proteínas de la familia PL3. 

A partir de la estructura descrita para la pectato liasa Pel-15 de �������� sp. 

KSM-15, determinada por análisis cristalográfico (Akita 
�� ���� 2001), se generó el 

modelo estructural 3D teórico de PelA de ��
�����������sp. BP-23, utilizando para ello 

el programa SWISS-MODEL (www.expasy.ch/swissmod/swiss-model.html) (Schwede 


� ���� 2003) (Fig. 3.2.11.). Se observó una gran similitud con la estructura de la 

pectinasa Pel-15 de �������� sp. KSM-15. Similarmente a este enzima, la estructura de 

PelA de ��
�����������sp. BP-23 consiste en una hélice β paralela hacia la derecha de   

8 vueltas, con un largo bucle protuberante en un flanco de la hélice β. Al igual que    

Pel-15, PelA uniría al menos dos cationes calcio, uno de ellos esencial para la catálisis 

(neutralizando las cargas negativas del sustrato ácido) y un segundo con función 

estructural. Por comparación con Pel-15, los ligandos del ión calcio esencial para la 

catálisis serían los residuos Asp88, Glu108 y Asp109, mientras que los ligandos del catión 

calcio involucrado en la estabilización de la estructura del enzima serían los oxígenos de 

los residuos Asp105, Val106, Lys128 y 3 moléculas de H2O, una de las cuales 

interaccionaría con el oxígeno carbonílico del residuo Gly59 (Akita 
� ���� 2001). Por 

comparación con Pel-15, los residuos del centro activo involucrados directamente en la 

Péptido señal PfamA PfamB

Q9X6Z2 Pectato liasa PelA de ��
���������� sp. BP-23 (222 residuos) 

Q9RHW0 Pectato liasa de �������� sp. KSM-15 (224 residuos) 

O50325 Pectato liasa PelI de ��$������	������	
���(344 residuos) 
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catálisis de PelA serían Arg157, Lys154 y Lys132; correspondiendo el residuo de arginina 

con el abstrayente de protones catalítico, mientras que los otros dos mediarían la 

interacción con el sustrato y estabilizarían el intermediario de la reacción (Fig. 3.2.8., 

Fig. 3.2.11.). 

�*+)$#�������� Modelo tridimensional teórico de la pectato 
liasa PelA. Se muestran de color morado, negro, y azul los 
residuos que se unirían al calcio; y de color rojo los residuos 
básicos teóricamente relacionados con la catálisis. 

%	�	.	��! �+��"�����#����$��

Con el fin de caracterizar bioquímicamente el enzima clonado se procedió a su 

purificación. Para facilitar dicho proceso se adicionó al enzima, mediante técnicas de 

ingeniería genética, una cola de histidinas que posibilitara la purificación por 

cromatografía de afinidad a níquel. 

Inicialmente, con el objeto de clonar �
���en el vector de expresión pET28a, a 

partir de colonias de ��
���������� sp. BP-23 se amplificó un fragmento de ADN que 

contenía la región codificadora de PelA desprovista de péptido señal, flanqueada por las 

dianas de restricción E�
I y 0���III. La tabla 3.2.3. muestra la secuencia de los 

oligonucleótidos utilizados, cuya localización en la secuencia del plásmido pP22 se 
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indica en la figura 3.2.8. El fragmento amplificado de 609 pb se clonó en el vector de 

expresión pET28a entre las dianas E�
I-0���III, dando lugar al plásmido pET28a-P22 

(Fig. 3.2.12.), que fue introducido por transformación en ���	
���	������ BL21(DE3). 

La secuenciación del ADN recombinante del plásmido pET28a-P22 mostró que se había 

añadido una cola de histidina fusionada en pauta con la proteína madura PelA, 

desprovista del péptido señal. La construcción se diseñó para que la eliminación con 

trombina de la cola de histidinas diese lugar a la proteína madura con el mínimo número 

posible de aminoácidos adicionales en el extremo N terminal, en concreto únicamente 

cinco aminoácidos adicionales (Gly, Ser, His, Met y Ala). 

�

�#0(#��������Oligonucleótidos utilizados en la amplificación del gen �
��. La dianas de 
restricción se encuentran resaltadas en negrita. Los nucleótidos modificados sobre la 
secuencia original para introducir las dianas se encuentran subrayadas. 

�

�/.0$%� �%')%4'*#�&%�4)'(%:1*&/-� �*#4#�&%�$%-1$*''*:4�

FW�77; 5’ −CC
�����GCGCCAACCGTC− 3’ E�
I

BK�77; 5’ −GC���
��TAATACTGTGTATTTCCG− 3’ 0���III�
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�*+)$#�������� Mapa físico del plásmido pET28a-P22. El 
fragmento rayado corresponde al inserto, el gris 
corresponde al vector de expresión pET28a. 

La cepa recombinante ���	
���	��� ��� BL21(DE3)/pET28a-P22 fue cultivada 

en un litro de medio LB suplementado con kanamicina. Cuando el cultivo alcanzó una 

A600 entre 0,5 y 0,6, se añadió IPTG a una concentración final de 1 mM y se incubó 

durante 2,5 h más. A continuación se recogieron las células, se obtuvo el extracto 

celular y se procedió a la purificación de la pectato liasa mediante el sistema Ni2+-NTA-

agarosa (apartado 2.6.2.) y a la posterior eliminación de la cola de histidina (apartado 

2.6.3.). Las diferentes fracciones obtenidas durante el proceso de purificación se 

analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS y técnicas 

zimográficas (Fig. 3.2.13.). Los geles mostraron que la pectato liasa A aislada por este 

método presentaba un excelente grado de pureza y evidenciaron el elevado rendimiento 

obtenido por el proceso de purificación. 
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�*+)$#�������� Purificación de PelA. Análisis en geles de poliacrilamida al 
12% con SDS. (A) Tinción de proteínas con Azul Brillante de Coomassie. 
(B) Zimograma de actividad pectinasa. (1) Extracto de ��� ���
BL21(DE3)/pET28a-P22, (2) PelA purificada con la cola de histidinas,  
(3) PelA purificada sin la cola de histidinas, (4) Extracto de ������/pP22. 
(M) marcador de peso molecular. 

%	�	3	��" "��� �0"�������0��/���"�#����$��

%	�	3	�	� ���!#��� #�� $"� ��+$!����"� #�$� , "#�� #�� ����$"����� #�� $"�

������"����$"�"���1�#"#���0��/���"�

Una vez purificada la proteína se procedió a su caracterización enzimática. Se 

estudió en primer lugar la influencia del grado de metilación de la pectina en la 

actividad del enzima. Para ello se determinó la actividad liasa a pH 10 sobre sustratos 

de diferente grado de metilación. En concreto se ensayaron: ácido poligalacturónico (sin 

metilar), pectina de limón del 22%, 64% y 89% de metilación, pectina de manzana del 

68% de metilación y pectina de limón del 71% de metilación. 

Cuando los sustratos, previamente a la realización de los ensayos de actividad, 

permanecieron en contacto con tampón a pH 10 periodos de tiempo superiores a una 

hora, PelA mostró una actividad muy similar sobre todos ellos, aunque con ligera 

preferencia por los sustratos altamente metilados (Fig. 3.2.14.a.). Por el contrario, 

cuando los sustratos estuvieron en contacto con tampón a pH 10 durante periodos de 
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tiempo inferiores a 10 min, PelA mostró clara preferencia por sustratos sin metilar o 

poco metilados, presentando máxima actividad sobre ácido poligalacturónico y pectina 

del 22% de metilació (Fig. 3.2.14.b.). Estos resultados indican que tal como sugieren 

Brown 
� ���� 2001, la determinación de actividad pectinasa a pH alcalinos sobre 

sustratos metilados puede dar lugar a conclusiones falsas, al sufrir dichos sustratos la 

desmetilación espontánea si son almacenados en condiciones alcalinas por periodos de 

tiempo superiores a 10 min. 

Para evitar datos erróneos de actividad sobre sustratos metilados, en lo sucesivo 

los sustratos fueron mezclados con los tampones a pH 10 inmediatamente antes de 

realizar los ensayos enzimáticos, de pocos minutos de duración. La mayor actividad de 

PelA sobre sustratos escasamente metilados indica que el enzima es una pectato liasa, 

aunque con una actividad anormalmente elevada sobre pectina de alto grado de 

metilación, ya que presenta sobre pectina del 89% de metilación el 40% de la actividad 

observada sobre ácido poligalacturónico. 

�*+)$#�������� Influencia del grado de metilación de la pectina en la actividad de 
PelA. Se determinó la actividad liasa sobre ácido poligalacturónico, pectinas de 
limón del 22%, 64% y 89% de metilación, pectina de manzana del 68% de 
metilación y pectina de limón del 71% de metilación. Tiempo de contacto entre el 
sustrato y el tampón a pH 10 superior a 1 h (a) o inferior a 10 min (b). 
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El ácido poligalacturónico fue el sustrato que se utilizó a partir de este momento 

para continuar la caracterización de la pectato liasa A. 

%	�	3	�	����� ���"�����#�$��+�����#�$������"$�������$"�"���1�#"#�

Con el fin de comprobar la concentración óptima de ión calcio para la actividad 

del enzima, se realizaron ensayos de actividad enzimática en presencia de CaCl2 a

diferentes concentraciones. 

Los resultados encontrados corroboraron que PelA necesita calcio añadido para 

la degradación de ácido poligalacturónico. La máxima actividad sobre dicho sustrato se 

alcanzó a una concentración 0,5 mM de CaCl2, disminuyendo la actividad a 

concentraciones mayores. Se observó una actividad inferior al 8% de la máxima cuando 

la concentración de CaCl2 fue de 10 mM (Fig. 3.2.15.). 

�*+)$#�������� Influencia de la concentración de 
calcio en la actividad de PelA. 
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%	�	3	%	����� ���"�����#�$��=��������

Se estudió el efecto del pH sobre la actividad pectato liasa del enzima 

purificado. Para ello se realizaron ensayos de actividad sobre ácido poligalacturónico a 

55ºC en el rango de pH entre 3,0 y 12,0 en presencia de CaCl2 0,5 mM. 

El pH óptimo del enzima fue determinado en 10,0. PelA mostró una actividad 

aproximadamente del 40% de la máxima en el estrecho rango de pH entre pH 9,5 y 

10,5. A pH inferior a 6,0 no se detectó actividad (Fig. 3.2.16.a.). 

%	�	3	&	����� ���"�����#��$"������ "�! "������"�

El efecto de la temperatura en la actividad enzimática se estudió en el rango de 

temperaturas de 30 a 85ºC. Los ensayos se realizaron a pH 10, en el cual el enzima 

presentaba máxima actividad. 

La temperatura óptima de la pectato liasa resultó ser 55ºC. Se observó una 

actividad superior al 50% de la máxima en el intervalo comprendido entre los 40 y 65ºC 

(Fig. 3.2.16.b.). 

�*+)$#� ������� Efecto del pH (a) y de la temperatura (b) sobre la actividad 
enzimática de PelA. 
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%	�	3	.	����� ���"�����#��$"��� �����")�$�#"#�

El estudio del efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la pectato liasa A 

se realizó de tres maneras diferentes.  

En primer lugar se valoró la estabilidad del enzima en el rango de temperaturas 

de 30 a 85ºC. El enzima se incubó durante 1 h a pH 7 a dichas temperaturas, y a 

continuación se determinó la actividad pectato liasa residual en las condiciones óptimas 

de actividad. 

PelA se mostró relativamente estable hasta los 75ºC, observándose una actividad 

residual superior al 65% de la inicial tras incubar durante 1 h a temperaturas inferiores a 

dicha temperatura (Fig. 3.2.17.). 

�*+)$#�������� Efecto de la temperatura sobre 
la estabilidad de PelA a pH 7. 

A continuación, se estudió la estabilidad del enzima durante 24 h en las cuatro 

temperaturas más altas en las que se había observado que conservaba alrededor del 80% 

de actividad tras 1 h de incubación, es decir, 40, 45, 50 y 55ºC. PelA se incubó a pH 7 o 

10 a las cuatro temperaturas indicadas, se tomaron alícuotas a varios intervalos y se 

determinó la actividad enzimática residual. 
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En el ensayo de termoestabilidad a pH 7 se observó que el enzima permanecía 

básicamente estable durante 24 h a 40ºC, mostrando alrededor del 90% de la actividad 

inicial tras 24 h de incubación a dicha temperatura. A 45ºC el enzima mostró 

inactivación a partir de las 8 h de incubación, observándose tras 24 h una actividad 

superior al 70% de la inicial. A 50ºC el enzima permaneció estable hasta las 4 h, 

mientras que a 55ºC el enzima presentó inactivación a partir de las 2 h de incubación 

(Fig. 3.2.18.a.). 

En el ensayo de termoestabilidad a pH 10 a todas las temperaturas estudiadas el 

enzima mostró importante inactivación desde los primeros momentos. A 40ºC el enzima 

mostró el 40% de actividad inicial tras 1 h de incubación, mientras que en el resto de 

temperaturas ensayadas el enzima se inactivó más rápidamente. Tras 24 h de incubación 

en todas las condiciones ensayadas el enzima resultó inactivado casi por completo (Fig. 

3.2.18.b.). 

�*+)$#�������� Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de PelA a pH 7 (a) y a 
pH 10 (b). 

Por último, con el fin de estudiar la estabilidad del enzima a largo plazo en 

condiciones de almacenamiento, se evaluó la estabilidad de PelA a pH 7 durante 15 días 

a 0ºC o a temperatura ambiente. Para estos análisis se utilizaron extractos crudos de 

���	
���	������/pP22, en lugar del enzima purificado. 
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Se observó que a ambas temperaturas el enzima permaneció estable durante       

2 días. A temperatura ambiente se observó una inactivación elevada del enzima a partir 

del segundo día de la incubación, en cambio a 0ºC fue a partir del quinto día cuando se 

detectó dicha inactivación (Fig. 3.2.19.). Aún así, tras 15 días de incubación a 0ºC el 

enzima mantuvo casi el 40% de la actividad inicial. 

�*+)$#� ������� Efecto de la temperatura en la 
estabilidad de PelA a largo plazo. 

%	�	3	3	����� ���"�����#�$��+�����#�$��=����$"����")�$�#"#�

Después de estudiar la termoestabilidad de la pectato liasa A, y observando que 

a 40ºC y pH 7,0 el enzima era estable durante periodos inferiores a un día, se estudió el 

efecto del pH en la estabilidad a dicha temperatura. El enzima se incubó durante 1 h a 

40ºC en tampones a diferentes pH entre 3,0 y 12,0, y posteriormente se midió la 

actividad residual. 

El enzima se mostró estable en el rango de pH entre 4,0 y 7,5, presentando por 

tanto la máxima estabilidad en el intervalo de pH ácido-neutro. A pH alcalinos no 

superiores a 10,0 el enzima retuvo más del 40% de la actividad inicial, mientras que a 

pH superiores a 10,0 el enzima se inactivó casi por completo (Fig. 3.2.20.). 
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�*+)$#������ � Efecto del pH en la estabilidad de 
PelA. 

%	�	3	6	����� ���"�����#�$��+�����#�����������/$�����

Con el fin de conocer la influencia de iones metálicos distintos del calcio sobre 

la actividad de la pectato liasa A, se realizaron ensayos de actividad en presencia de 

sales de estos iones a concentración 1 mM, sin adicionar calcio a la mezcla de ensayo. 

Cuando el ensayo se realizó en presencia de bario, mercurio o manganeso se 

observó el 25, 27 o 30%, respectivamente, de la actividad máxima, detectada en 

presencia de calcio 0,5 mM (Fig. 3.2.21.a.). Sin embargo, con el resto de los iones 

ensayados no se detectó actividad pectato liasa. Estos resultados indican que ninguno de 

los iones evaluados puede sustituir al Ca2+.

Con el fin de ensayar si los iones estudiados producían efecto inhibidor o 

estimulador de la actividad pectato liasa en presencia de Ca2+, se realizaron ensayos de 

actividad con la adición simultánea de CaCl2 y los iones metálicos a concentración        

1 mM. 

Se observó que bario, mercurio, plata y magnesio causaban una importante 

inhibición del enzima, detectándose una actividad del 45, 48, 51 y 68% del control, 

respectivamente. Zinc, cobalto, amoniaco y níquel causaron una pequeña inhibición (80, 

82, 84 y 86% de actividad residual, respectivamente), mientras que manganeso y sodio 
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no inhibieron al enzima (Fig. 3.2.21.b). Tal como se esperaba, el EDTA inhibió la 

actividad de PelA. 

�*+)$#�������� Efecto de diferentes iones metálicos en la actividad PelA sobre ácido 
poligalacturónico en ausencia de calcio (a) y en presencia de calcio (b). 

%	�	6	����� ���"�����#��$"�������"��������-���"��

Para determinar las constantes cinéticas del enzima se realizaron ensayos de 

actividad con una cantidad fija de PelA (0,26 µg) y cantidades crecientes de sustrato 

(ácido poligalacturónico) (Fig. 3.2.22.). 

Las constantes cinéticas calculadas fueron: 

VMáx = 109,9 ± 13,36 µmol/min.mg de proteína 

kM = 0,94 ± 0,37 mg de sustrato/ml 
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�*+)$#�������� Efecto de la concentración del sustrato sobre la 
actividad de PelA. 

%	�	<	�� ��"��, "+("�����"�"�+��"�

Para estudiar el modo de acción de PelA sobre distintos sustratos, los productos 

liberados de los mismos por la acción enzimática fueron analizados por cromatografía 

en capa fina (TLC). Los sustratos ensayados fueron: ácido poligalacturónico, pectina de 

limón del 89 % de metilación y ácido trigalacturónico. 

La mezcla reacción contenía tampón glicina 0,15 M pH 10, CaCl2 0,5 mM, 

sustrato al 0,15% y 2,6 µg de PelA. Las incubaciones se realizaron a 40ºC durante 24 h 

y se extrajeron alícuotas de cada muestra a tiempo 0, 30 min, 3 h y 24 h. 

El ácido poligalacturónico y la pectina de 89% de metilación originaron patrones 

similares de productos de reacción que consistían en una mezcla de oligosacáridos. En 

los dos casos aparecieron productos de movilidad intermedia entre los ácidos mono, di y 

trigalacturónico, que posiblemente se tratan de ácido digalacturónico y ácido 

trigalacturónico insaturados. Se liberaron también de los dos sustratos 

oligogalacturonatos de longitud superior. Por el contrario el enzima no causó 

degradación del ácido trigalacturónico. Estos resultados indicarían que la pectato     

liasa A tiene actividad endo, siendo por tanto una endopectato liasa. 
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�*+)$#�������� Análisis mediante cromatografía en capa fina de los productos de 
reacción de PelA. Los carriles 1, 2 y 3 muestran los patrones ácido 
monogalacturónico (G1), ácido digalacturónico (G2) y ácido trigalacturóncio 
(G3), respectivamente. El carril 4 contiene la mezcla de los tres patrones. 
Productos de reacción del ácido poligalacturónico, carriles 5-8; pectina de limón 
del 89% de metilación, carriles 9-12; ácido trigalacturónico, carriles 13-16. Las 
incubaciones de los sustratos con el enzima se realizaron durante 0 min, carriles 
5, 9 y13; 30 min, carriles 6, 10 y 14; 3 h, carriles 7, 11 y 15; y 24 h, carriles 8, 12 
y 16. 
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%	%	�	����$"����������$��"�����#�������

La caracterización genética de la pectato liasa PelA de ��
���������� sp. BP-23 

mostró que el enzima presentaba homología con la pauta abierta de lectura deducida del 

gen ����, identificado en el genoma de ����������������� 168 (Kunst 
� ��, 1997) (Fig. 

3.3.1.). La hipotética proteína codificada por ���� no había sido descrita hasta la fecha, 

pero dada su elevada homología (54% de identidad) con la pectato liasa A de 

��
���������� sp. BP-23, era probable que correspondiera a un enzima degradador de 

pectina similar. Con el fin de caracterizarlo se procedió a su clonación por 

amplificación por PCR a partir de la secuencia de ����.

�*+)$#������. Localización de ���� dentro del genoma de ����������������� 168 
(Extraída de http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/). 

Se diseñaron 2 cebadores de localización externa a la zona codificadora de ����,

que se denominaron FW���� y BK���� (Tabla 3.3.1.). Dichos cebadores abarcaban la 

hipotética región codificante del gen ���� y las putativas zonas promotora y 

terminadora. 
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�#0(#��������Oligonucleótidos utilizados en la amplificación 
del gen ����.

�/.0$%� �%')%4'*#�&%�4)'(%:1*&/-�

FW���� 5’ −ATCACCCGGGAAGATCGATTC− 3’

BK���� 5’ −CCGGAGCTCTTGTCCATAAG− 3’

Como molde para la amplificación se utilizaron colonias de diferentes cepas de 

�������� y ��
���������� que mostraban elevada actividad pectinolítica, tal como se 

observó tras su cultivo en placas de medio suplementado con ácido poligalacturónico 

(Figura 3.3.2.a.). Las cepas fueron ��������� �������� MB216, ��������� �������� MW15, 

����������������� 497, ������������������168, �������� sp. BP-7 y ��
���������� sp. BP-23. 

En todas las reacciones de amplificación con cepas de ��������� �������� se consiguió 

amplificar una única banda intensa de 980 pares de bases, del tamaño esperado. Por el 

contrario, cuando se utilizó como molde �������� sp. BP-7 o ��
���������� sp. BP-23 se 

obtuvieron bandas de amplificación muy tenues de tamaño diferente al esperado (Fig. 

3.3.2.b.). 

�*+)$#������� Actividad pectinasa de las diferentes cepas de �������� sp. y 
��
���������� sp. (a) y análisis electroforético de las bandas de amplificación 
con cebadores específicos para el gen ���� (b). 1, ����������������� MB216; 
2, ����������������� MW15; 3, ����������������� 497; 4, ������������������168;
5, �������� sp. BP-7; 6, ��
���������� sp. BP-23. 
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Los fragmentos amplificados con las cepas de ��������� �������� fueron 

secuenciados, mostrando elevada homología con la secuencia publicada del gen ����.

El fragmento amplificado a partir de ����������������� 168 fue escogido para su estudio. 

Dicho fragmento, que presentaba los extremos romos al haber sido amplificado con la 

polimerasa Pfu, se ligó de manera no direccionada en el plásmido pJF118HE 

previamente linealizado con +��I y se procedió a la transformación de ���	
���	������

con la construcción obtenida. Los clones recombinantes que se obtuvieron fueron 

sembrados en placas de agar nutritivo suplementado con ácido poligalacturónico al 1%. 

Todos ellos produjeron un halo de degradación alrededor de las colonias, indicando la 

producción de pectinasas. 

De entre ellos los clones obtenidos se escogió el clon ���	
���	������/pJYvpA. 

El clon contenía el plásmido pJYvpA, que incluía un inserto de 980 pb en la diana +��I

del vector pJF118HE (Fig. 3.3.3.). 

�*+)$#� �������Mapa físico del plásmido pJYvpA. El 
fragmento rayado corresponde al gen ���� insertado 
en el vector de clonación pJF118HE en gris. 

Con el fin de caracterizar el tipo de actividad pectinasa del enzima clonado, se 

realizaron ensayos de actividad liasa y de actividad hidrolasa, ambas actividades sobre 

pectina de limón y ácido poligalacturónico. 

Los extractos crudos de ���	
���	������/pJYvpA mostraron actividad liasa pero 

no exhibieron actividad hidrolasa. La actividad liasa degradó los dos sustratos pécticos 
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ensayados, pectina y ácido poligalacturónico, pero sobre el primero fue más elevada 

(Tabla 3.3.2.). 

Para conocer mejor la actividad enzimática de YvpA, se analizó la actividad 

hidrolítica sobre diferentes sustratos no pécticos: xilano de madera de abedul, xilano de 

espelta de avena y CMC (carboximetilcelulosa). Los resultados mostraron que el 

enzima no presenta actividad sobre los sustratos no pécticos ensayados (Tabla 3.3.2.). 

�#0(#� ������ Actividad hidrolasa y liasa de extractos crudos del clon recombinante 
���	
���	������/pJYvpA sobre diferentes sustratos. 

	L.(�&%�
')(1*B/�

!%'1*4#� <'*&/�
"/(*+#(#'1)$:4*'/



� I*(#4/�&%�
�0%&)(�

I*(#4/�&%�
�B%4#�

";� �� � � �� � � � � �� � � �� � �

Actividad 
hidrolasa 

0,00 8×10-5 0,00 1,6×10-4 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 

Actividad 
liasa 

0,01 1,77 0,00 0,07 - - - - - - 

La mayor actividad liasa sobre pectina que sobre ácido poligalacturónico parecía 

indicar que el enzima clonado era una pectina liasa. Sin embargo, para identificar 

correctamente la actividad del enzima clonado, era necesario estudiar el efecto de la 

concentración de calcio sobre la actividad enzimática. 

Los resultados indicaron que YvpA necesitaba calcio añadido en la mezcla de 

ensayo para la degradación de ácido poligalacturónico. La máxima actividad se 

encontró a una concentración de CaCl2 2,5 mM. A concentraciones mayores la 

actividad disminuía, obteniéndose una actividad inferior al 20% de la máxima a una 

concentración de CaCl2 10 mM (Fig. 3.3.4.). En cambio, para la degradación de pectina 

no fue necesaria la adición de calcio en la mezcla de ensayo, aunque la actividad sin 

calcio añadido fue muy baja. La adición de dicho ión producía un aumento de la 

actividad sobre pectina, alcanzándose la máxima actividad a una concentración 3 mM 

de CaCl2. Al igual de lo descrito con PelA, cuando se adicionó EDTA 1 mM a la mezcla 

de reacción no se detectó actividad ni sobre pectina ni sobre ácido poligalacturónico, 
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indicando un requerimiento absoluto de calcio para la actividad de YvpA sobre 

sustratos pécticos. Por lo tanto se concluyó que YvpA era una pectato liasa. 

�

�*+)$#� ������� Influencia de la concentración de calcio añadido en la 
actividad de YvpA. Se determinó la actividad sobre ácido poligalacturónico 
y pectina de limón en presencia de diferentes concentraciones de CaCl2.

%	%	�	����� ���"�����#��$"��� ����#"#�����$��!$" ���

%	%	�	�	����� ���"�����#�$��������$��!$" �

Los extractos crudos de ��� ���/pJYvpA fueron analizados en geles de 

poliacrilamida al 12% con SDS. Se determinó tanto el peso molecular mediante la 

tinción con Azul Brillante de Coomassie como la actividad pectinasa mediante 

zimogramas. 

Cuando los geles fueron revelados para proteínas se observó una banda 

prominente de unos 25 kDa en los extractos crudos de ��� ���/pJYvpA, que no se 

detectó en los extractos control de �� ���/pJF118HE (Fig. 3.3.5.). En los zimogramas de 

muestras paralelas se observó que la banda proteica de 25 kDa presentaba actividad 

pectinasa, no observándose bandas de actividad en la muestra control (Fig. 3.3.5.). La 

banda de 25 kDa detectada corresponde a la pectato liasa YvpA. 
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�*+)$#������� Análisis de YvpA en geles de poliacrilamida con SDS. 
(A) Tinción de proteínas con Azul Brillante de Coomassie.              
(B) Zimograma de actividad pectinasa. Extractos crudos de                
��� ���/pJF118HE (1) y ��� ���/pJYvpA (2). (M) marcador de peso 
molecular. 

%	%	�	�	����� ���"�����#�$��!��������$-�� ����

Las muestras de extractos crudos de �� ���/pJYvpA fueron analizadas mediante 

geles de isoelectroenfoque de rango de pH entre 3 y 9. Los geles fueron teñidos para 

proteínas y paralelamente se analizó la actividad pectinasa mediante zimogramas. 

En el análisis proteico de los extractos de �� ���/pJYvpA se observó una banda 

intensa de punto isoeléctrico 8,6 que no aparecía en los extractos control (Fig. 3.3.6.). 

La banda observada en los geles proteicos presentó actividad pectinasa en los 

zimogramas, mientras que en la muestra control no se observaron bandas de actividad 

(Fig. 3.3.6.). 
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�*+)$#������� Análisis de YvpA en geles de isoelectroenfoque. 
(A) Tinción de proteínas con Azul Brillante de Coomassie.     
(B) Zimograma de actividad pectinasa. Extractos crudos de       
��� ���/pJF118HE (1) y ��� ���/pJYvpA (2). (M) marcador de 
punto isoeléctrico. 

%	%	%	�'��!����"�����#�$�,��������

La secuencia del gen ���� clonado en �� ���/pJYvpA se obtuvo mediante 

secuenciación automática de 967 pb del inserto de ADN exógeno presente en dicho 

clon. La secuencia fue idéntica a la del gen ���� del genoma de ����������������� 168 

(Kunst 
� ��; 1997) (Fig. 3.3.7.). La secuencia deducida de aminoácidos del gen �����se 

encuentra depositada en la base de datos EMBL con el número de acceso O34310. 

La secuencia de ���� contiene una pauta abierta de lectura de 663 pb que 

codifica una proteína de 221 aminoácidos. A diferencia de la mayoría de genes 

estructurales de �����������������, la región codificante comienza con el triplete TTG de 

inicio de traducción (Kunst 
� ���� 1997; Sawada 
� ���� 2001). Siete nucleótidos delante 

del codón de inicio se encuentra la secuencia GGAGGA, similar a la región consenso de 

unión al ribosoma (Shine-Dalgarno). En posición 5’ al gen estructural se observan 
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regiones con características similares a los promotores reconocidos por la subunidad σA

de la ARN polimerasa de �����������������. En concreto se encuentran las secuencias -35 

(TTTACT) y -10 (TATGAT) situadas a 125 y 102 nucleótidos del codón de inicio. En 

posición 3’ al gen estructural se localiza una repetición invertida de 14 pb que podría 

actuar como terminador de la transcripción (Fig. 3.3.7.). 

El gen ���� codifica una proteína de 221 aminoácidos, con peso molecular y 

punto isoeléctrico deducidos de 24.281,4 Da y de 8,85, respectivamente, valores que 

concuerdan con los obtenidos experimentalmente. YvpA corresponde con toda 

probabilidad a una proteína de secreción, ya que presenta una región N terminal de      

27 aminoácidos con las características típicas de los péptidos señal de �������� ��������

(Nagarajan, 1993). Dicha región muestra dos residuos cargados positivamente seguidos 

de un tramo hidrófobo de 18 aminoácidos. El aminoácido prolina, que favorece un giro 

β, se encuentra a continuación del núcleo hidrofóbico y seguidamente se encuentra la 

secuencia VFAA, similar a las reconocidas por la peptidasa señal bacteriana (Von 

Heijne, 1986; Tjalsma 
� ���� 2000), la cual cortaría entre las dos alaninas. 
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TAT CAA TCG GTA AGA TCG ATT CAT TTT CCA TTT TTC ACC CAA AAT TGT CTT 53
TAC TTT CAG GCT GTC TGT TTT TAT GAT TAA AGC AGA TTC AGC CTT GCC CCG  104 
-35                        -10 

ATC TAT GCG AGA GAA GCC GGT GCA AGT CGC TGA CGC TTC TCT TGC AAA AAA  155 
TGA AAG ATA TCC GGG GAG GAT TTA TCA ��� AAA AAA ATC GTG TCT ATC CTA  206 

R.B.S.� � ����������������
�������	� �
TTT ATG TTC GGT TTG GTT ATG GGT TTC AGC CAG TTT CAG CCA TCA ACC GTT 257
 �����������	������������������
������������������
��������� ���

TTT GCA GCT GAC AAA GTG GTG CAC GAA ACA ATT ATC GTA CCA AAA AAT ACA  308 
 ��� � ������������������������������������������������������������

ACA TAT GAC GGG AAA GGA CAG CGG TTT GTG GCA GGG AAA GAA TTA GGT GAC  359 
� ���������������������������������������������������	��������� ���

GGA AGC CAG TCA GAA AAC CAA GAC CCT GTT TTT CGT GTG GAG GAT GGA GCA  410 
� 
 ����
���������������������������������������������������� ���

ACC CTG AAA AAT GTG GTG CTT GGT GCA CCT GCA GCT GAT GGC GTG CAC ACT  461 
� 	�������������������	������������������������ � ���������� ���

TAT GGA AAC GTT AAC ATT CAG AAT GTG AAA TGG GAA GAT GTT GGT GAG GAT  512 
� ��������������������������������������������� �� ����� �� ����

GCG TTA ACG GTG AAG AAG GAA GGA AAA GTG ACG ATC GAC GGC GGT TCT GCT  563 
� 	�������������������������������������������������������
����� ����

CAA AAA GCG TCA GAT AAG ATA TTC CAA ATC AAT AAA GCC AGT ACC TTC ACA  614 
� � � 
�������� � �����������������������
������������ ����

GTG AAA AAT TTC ACG GCG GAT AAT GGC GGG AAG TTC ATT AGA CAG CTT GGT  665 
� ������������������������������������  ����� � 	����� ����

GGT TCA ACC TTC CAC GTT GAT GTG ATC ATC GAC AAG TGC ACC ATC ACA AAC  716 
� 
������������������������������������������������������������ ����

ATG AAG GAA GCG ATA TTC CGG ACG GAC AGC AAA ACA AGC ACG GTC AGA ATG  767 
� �������������������������������
�����������
����������������� ����

ACA AAT ACA CGC TAC TCT AAT GTC GGT CAA AAA TGG ATT GGT GTT CAG CAT  818 
� ����������������
��������������������������������������������� ����

ATT TAC GAA AAC AAC AAC ACT CAA TTT ��� CAA AAA AAG TCC GCT GAT GTT  869 
� ������������������������������ !"#���������������������������������

ATT CAG CGG ACT TTT TCA ATC TTT CTT GCA TTT CTT CCT TCG TAT AGA TGA  920 
TCC TCA TCG GAT TTC CGC CGA CAA ATG CCC CGT CAG GCA CAT CCT TAT GGA 971
CAA GCG TTC CGG CGG ACA                                              989 

�*+)$#� ������ Secuencia de nucleótidos y secuencia deducida de aminoácidos de ����. Las 
regiones hipotéticas promotoras -10 y -35 y la región de unión al ribosoma (R.B.S.) se 
encuentran subrayadas. Se presenta de color morado los aminoácidos que ligarían calcio y de 
color naranja los aminoácidos básicos teóricamente relacionados con la catálisis. La repetición 
invertida de 14 pb se encuentra subrayada con una flecha. Se muestran subrayadas en rojo las 
zonas correspondientes a los oligonucleótidos utilizados para la amplificación y clonación de 
���� en el plásmido pJF118HE, y subrayadas en negro las zonas correspondientes a los 
oligonucleótidos utilizados para la amplificación y clonación de ���� en el plásmido pET28a. 
Se encuentran sombreadas las zonas correspondientes a las dianas de restricción introducidas en 
los oligonucleótidos cebadores. En azul se muestran los aminoácidos de YvpA. El hipotético 
lugar de corte por la peptidasa señal se indica con una flecha vertical. 

La composición de aminoácidos de YvpA se presenta en la tabla 3.3.3. 

(http://bo.expasy.org/tools/protparam.html). El número de residuos cargados 

negativamente (Asp + Glu) es de 23 y el número de residuos cargados positivamente 

(Arg + Lys +His) es de 30. 
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�#0(#������� Composición de aminoácidos de la pectinasa 
YvpA 

�.*4/5'*&/- �G�&%�$%-*&)/- 
/."/-*'*:4�?@A

Ala 13 5,9
Arg   6   2,7 
Asn 15   6,8 
Asp 14   6,3 
Cys   1   0,5 
Gln 12   5,4 
Glu   9   4,1 
Gly 21   9,5 
His   4   1,8 
Ile 15   6,8 
Leu   7   3,2 
Lys 20   9,0 
Met   5   2,3 
Phe 14   6,3 
Pro   4   1,8 
Ser 12   5,4 
Thr 20   9,0 
Trp   2   0,9 
Tyr   4   1,8 
Val 23 10,4 

La secuencia de aminoácidos de YvpA fue comparada con otras secuencias 

proteicas contenidas en las bases de datos Swissprot y EMBL (Fig. 3.2.9.). Igualmente 

que en el caso de PelA, se encontró homología con las pectato liasas de la familia PL3, 

pero no se halló homología con pectato liasas de otras familias. Las homologías más 

altas se encontraron con pectato liasas de cepas de los géneros ���������y ��
����������.

De esta forma, la pectato liasa de �������� sp. P-2850 (sp. TREMBL Q8LOR5), la 

pectato liasa de �������� sp. KSM-15 (Hatada 
� ���� 2000) y la pectato liasa PelA de 

��
���������� sp. BP-23 mostraron una identidad del 73, 54 y 54% con YvpA, 

respectivamente. También mostraron alta homología las pautas abiertas de lectura 

deducidas de los genes SAV683 del genoma de +��
�����
���
����� A3(2) (Bentley 


� ���� 2002) y SCO1110 de +��
�����
�� ��
�������� (Omura 
� ���, 2001), que 

presentaron una identidad del 45 y 40%, respectivamente, con YvpA. Se observó 

también homología elevada con pectato liasas de hongos fitopatógenos, tales como Pl1 

de (�������� ������ (Huertas 
����., 1999), y PelA, PelB, PelC y PelD de (�������

����� (González-Candelas y Kolattukudy, 1992; Guo�
������ 1995b, a; Guo 
� �����1996)
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que mostraron una identidad del 44, 44, 36, 33 y 32%, respectivamente, con el enzima 

clonado. Pectato liasas de bacterias patógenas, como PelI de� ��$����� �	������	
��

(Shevchik�
�������1997), PelB de ��$������������ (Heikinheimo�
�������1995) y Pel-3 

de ��$����� ������� (Liu� 
�� ���� 1994) presentaron identidades del 42, 37 y 36%, 

respectivamente, con YvpA. La figura 3.3.8. muestra un dendrograma de las pectato 

liasas que presentan mayor homología con YvpA. 

�*+)$#� ������ Dendrograma las pectato liasas homólogas a la pectato liasa YvpA de 
�����������������.

De los cuatro bloques de residuos conservados de las pectato liasas de la   

familia PL3 propuestos por Shevchik 
����� (1997), YvpA contiene únicamente los tres 

primeros bloques, similarmente a lo que ocurría con PelA de ��
���������� sp. BP-23 

(Fig. 3.2.9.). 

El modelo estructural 3D teórico de YvpA se generó a partir de la estructura 

cristalizada descrita para la pectato liasa Pel-15 de �������� sp. KSM-15 (Akita 
� ����

2001), utilizando para ello el programa SWISS-MODEL (www.expasy.ch/swissmod/ 

swiss-model.html) (Schwede 
�� ���� 2003) (Fig. 3.3.9.). YvpA, al igual que PelA de 

��
���������� sp. BP-23, presenta una gran similitud con la pectato liasa Pel-15 de 

�������� sp. KSM-15. Análogamente a dicho enzima, la estructura teórica de YvpA es 

una hélice β paralela hacia la derecha de 8 vueltas con un largo bucle protuberante en un 

flanco de la hélice β. Similarmente a Pel-15, YvpA uniría dos cationes calcio. Los 

ligandos del ión calcio esencial para la catálisis corresponderían a los residuos Asp89,

Glu109 y Asp110. Los ligandos del catión calcio relacionado en la estabilidad estructural 

del enzima serían los oxígenos de los residuos Asp106, Val107, Lys129 y 3 moléculas de 

H2O. Una de estas moléculas de H2O estaría ligada al oxígeno carbonílico del residuo 
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Gly60. Los residuos básicos del centro activo relacionados con la catálisis serían Arg158,

Lys133 y Lys155 (Fig. 3.3.7., Fig. 3.3.9.). 

�*+)$#� ������ Modelo tridimensional teórico de la 
pectato liasa YvpA. Se muestran de color morado, negro 
y azul los residuos que se unirían al calcio y de color rojo 
los residuos básicos teóricamente relacionados con la 
catálisis. 

%	%	&	��! �+��"�����#��91���

Se procedió a añadir a YvpA una cola de histidinas para facilitar su purificación 

mediante cromatografía de afinidad a níquel. 

En primer lugar, con el fin de clonar el gen de la pectato liasa YvpA en el vector 

de expresión pET28a, a partir de ADN cromosómico de �������� ��������� 168 se 

amplificó un fragmento de ADN que contenía la región codificadora de ����

flanqueada por las dianas de restricción E	
I-0���III. La tabla 3.3.4. muestra la 

secuencia de los oligonucleótidos utilizados, cuya localización en la secuencia de ����

se indica en la figura 3.3.7. El fragmento amplificado de 602 pb se clonó en pET28a 

entre las dianas E	
I-0���III, obteniéndose el plásmido pET28a-YvpA que se introdujo 
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por transformación en ���	
���	������ BL21(DE3) (Fig. 3.3.10.). La secuenciación del 

ADN recombinante del plásmido pET28a-YvpA mostró que se había añadido una cola 

de histidina fusionada en pauta con la proteína madura YvpA, desprovista del péptido 

señal. La construcción fue diseñada para que la eliminación con trombina de la cola de 

histidinas diese lugar a la proteína madura con únicamente seis aminoácidos adicionales 

(Gly, Ser, His, Met, Ala, y Ser) en el extremo N terminal. 

�#0(#��������Oligonucleótidos utilizados en la amplificación del gen ����. La dianas de 
restricción se encuentran resaltadas en negrita. Los nucleótidos modificados sobre la 
secuencia original para introducir dianas se encuentran subrayadas. 

�

�/.0$%� �%')%4'*#�&%�4)'(%:1*&/-� �*#4#�&%�$%-1$*''*:4

Fw����� 5’ −TT�
���
GCTGACAAAGTGG− 3’ E	
I

BK����� 5’ −CT���
��GTTAAAATTGAGTGTTG− 3’ 0���III�

�*+)$#������ � Mapa físico del plásmido pET28a-YVPA. El 
fragmento de rayado corresponde al gen ���� insertado en el 
vector de expresión pET28a en gris. 

La cepa ���	
���	������ BL21(DE3)/pET28a-YvpA se cultivó en medio LB en 

condiciones de inducción de la expresión de ����. A partir de los extractos celulares de 

la cepa se purificó YvpA mediante el sistema Ni2+-NTA-agarosa (apartado 2.6.2.) y se 

eliminó la cola de histidina (apartado 2.6.3.). Las diferentes fracciones obtenidas 
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durante el proceso de purificación se analizaron en geles de poliacrilamida con SDS y 

zimogramas (Fig. 3.3.11.). Se observó un excelente grado de pureza de la pectinasa 

YvpA aislada, así como un gran rendimiento en la purificación. 

�*+)$#� ������� Purificación de YvpA. Análisis en geles de 
poliacrilamida al 12% con SDS. (A) Tinción de proteínas con Azul 
Brillante de Coomassie. (B) Zimograma de actividad pectinasa.          
(1) Extracto de ������ BL21(DE3)/pET28a-YvpA, (2) YvpA purificada 
con la cola de histidinas, (3) YvpA purificada sin la cola de histidinas, 
(4) Extracto de ������/YvpA. (M) marcador de peso molecular. 

%	%	.	��" "��� �0"�������0��/���"�#��91���

%	%	.	�	� ���!#��� #�� $"� ��+$!����"� #�$� , "#�� #�� ����$"����� #�� $"�

������"����$"�"���1�#"#���0��/���"�

Se procedió a la caracterización enzimática de YvpA purificada. En primer lugar 

se estudió la influencia del grado de metilación de la pectina en la actividad del enzima. 

Se determinó la actividad liasa sobre sustratos con diferente grado de metilación. Se 

utilizaron para ello ácido poligalacturónico, pectina de limón del 22%, 64% y 89% de 

metilación, pectina de manzana del 68% de metilación, y pectina de limón del 71% de 

metilación. 
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Cuando los sustratos se mantuvieron en contacto con tampón a pH 10 periodos 

de tiempo superiores a una hora, previamente a la realización de los ensayos 

enzimáticos, se pudo observar que YvpA presentaba preferencia clara por pectinas de 

alto grado de metilación, mostrando actividad máxima sobre pectina del 64% de 

metilación. Sobre pectina del 22% de metilación y ácido poligalacturónico se detectó el 

42% y el 14% de la actividad máxima, respectivamente (Fig. 3.3.12.a.). Por el contrario, 

cuando los sustratos permanecieron en contacto con el tampón previamente al ensayo 

periodos de tiempo inferiores a 10 min, los resultados fueron distintos. El enzima 

presentó máxima actividad sobre pectina del 22% de metilación. Sobre pectinas de alta 

metilación y sobre ácido poligalacturónico la actividad fue inferior. En concreto, la 

actividad sobre ácido poligalacturónico fue el 29% de la detectada sobre pectina del 

22% de metilación (Fig. 3.3.12.b.). La especificidad de sustrato observada indica que 

YvpA es una pectato liasa con preferencia por pectinas de bajo grado de metilación, 

pectina de limón del 22% de metilación. Dicho sustrato se eligió para la caracterización 

enzimática de YvpA. 
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�*+)$#�������� Influencia del grado de metilación de la pectina en la actividad de 
YvpA. Se determinó la actividad liasa sobre ácido poligalacturónico, pectinas de 
limón del 22%, 64% y 89% de metilación, pectina de manzana del 68% de 
metilación y pectina de limón del 71% de metilación. Tiempo de contacto entre el 
sustrato y el tampón a pH 10 superior a 1 h (a), o inferior a 10 min (b). 

%	%	.	�	����� ���"�����#�$��+�����#�$������"$�������$"�"���1�#"#�

El estudio del efecto del ión calcio en la actividad liasa del enzima purificado 

verificó que YvpA necesita calcio para la degradación de sustratos pécticos. La 

degradación de ácido poligalacturónico requirió la adición de calcio en la mezcla de 

ensayo. Por el contrario, para la degradación de pectina del 22% de metilación no fue 

necesaria la adición de calcio en la mezcla de ensayo, aunque la actividad de YvpA en 

estas condiciones fue muy baja. La adición de calcio produjo un aumento muy 

importante de la actividad sobre pectina del 22% de metilación, alcanzándose la 

máxima actividad con una concentración 2 mM de CaCl2. Sin embargo, cuando se 

adicionó EDTA 1 mM a la mezcla de reacción no se detectó actividad sobre pectina. 

Estos resultados evidenciaron un requerimiento absoluto de calcio para la 

actividad de YvpA sobre sustratos pécticos, y confirmaron a YvpA como pectato liasa. 
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�*+)$#�������� Influencia de la concentración de calcio en la actividad de YvpA. 

%	%	.	%	����� ���"�����#�$��=��������

Se estudió el efecto del pH sobre la actividad enzimática de YvpA en el rango de 

pH entre 3,0 y 12,0. Los ensayos de actividad se realizaron sobre pectina del 22% de 

metilación a 65ºC en presencia de CaCl2 2 mM. 

El enzima mostró actividad en un estrecho margen de pH alcalino. El pH óptimo 

del enzima fue de 10,0, mostrando una actividad de aproximadamente el 50% de la 

actividad máxima entre pH 9,5 y 10,5 (Fig. 3.3.14.a.). 

%	%	.	&	����� ���"�����#��$"������ "�! "������"�

El efecto de la temperatura se estudió en el rango de temperatura de 30 a 85ºC. 

Los ensayos se realizaron a pH 10 en presencia de CaCl2 2 mM. 

La temperatura óptima resultó ser 65ºC. En el intervalo comprendido entre 50 y 

85ºC se observó una actividad superior al 50% de la máxima (Fig. 3.3.14.b.). 
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�*+)$#� ������� Efecto del pH (a) y de la temperatura (b) sobre la actividad 
enzimática de YvpA. 

%	%	.	.	����� ���"�����#��$"��� �����")�$�#"#�

El estudio del efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la pectato liasa 

YvpA se realizó de dos maneras diferentes. 

Primeramente, se valoró la estabilidad de la pectato liasa en el rango de 

temperaturas de 30 a 85ºC. El enzima se incubó durante 1 hora a pH 7 a dichas 

temperaturas, y a continuación se determinó la actividad enzimática residual en las 

condiciones óptimas de actividad. 

El enzima se mostró estable hasta los 60ºC. A partir de dicha temperatura se 

observó una inactivación progresiva de YvpA, observándose una actividad residual del 

45% tras 1 hora a 85ºC (Fig. 3.3.15.). 
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�*+)$#�������� Efecto de la temperatura sobre 
la estabilidad de YvpA a pH 7. 

A continuación, se estudió la estabilidad del enzima durante 24 h a las cuatro 

temperaturas más altas en las que se había observado que permanecía básicamente 

estable durante 1 hora de incubación, es decir, 50, 55, 60 y 65ºC. YvpA se incubó a pH 

7 o 10 a las cuatro temperaturas indicadas, se tomaron alícuotas a varios intervalos y se 

determinó la actividad enzimática residual. 

Cuando las incubaciones se realizaron a pH 7, se observó que el enzima 

permanecía estable durante 24 h a 50ºC. A 55ºC YvpA mostró inactivación a partir de 

las 4 h, observándose una actividad residual del 37% de la inicial tras 24 h en dichas 

condiciones. A 60ºC y 65ºC el enzima mostró un patrón de inactivación más rápido, 

observándose inactivación casi completa tras 24 h (Fig. 3.3.16.a.). 

A continuación se realizó el ensayo de termoestabilidad a pH 10. Se observó que 

a todas las temperaturas estudiadas el enzima mostraba inactivación desde los primeros 

momentos. Sin embargo, tras 24 h a 50ºC YvpA mostraba casi el 60% de la actividad 

inicial, mientras que a 55ºC se observó aproximadamente el 50% de la actividad inicial 

después de 8 h de incubación. A 60ºC y 65ºC el enzima se inactivó rápidamente en las 

primeras 4 h de incubación (Fig. 3.3.16.b.). 


���� "�! "�EK�F
0 20 40 60 80 100

�
��

�1
�#

"#
� 
�$

"�
�1

"�
EJ

F

0

20

40

60

80

100

120



Caracterización genética y bioquímica de YvpA

- 158 -

�*+)$#�������� Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de YvpA a pH 7 (a) y a 
pH 10 (b). 

%	%	.	3	����� ���"�����#�$��+�����#�$��=���) ��$"����")�$�#"#�

Después de estudiar la termoestabilidad de la pectato liasa YvpA, y observando 

que dicho enzima era estable a 55ºC y pH 7 durante 1 hora, se estudió la estabilidad en 

diferentes pH a dicha temperatura. El enzima se incubó durante una hora a 55ºC en 

diferentes tampones a pH entre 3,0 y 12,0, y posteriormente se midió la actividad 

residual. 

El enzima se mostró básicamente estable en el rango de pH entre 4,0 y 11,0. 

Fuera de este intervalo, a pH inferior a 4,0 la actividad residual fue inferior al 40% de la 

inicial, mientras que a pH superior a 11,0, la actividad residual tras el tratamiento fue 

superior al 70% (Fig. 3.3.17.). 
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�*+)$#�������� Efecto del pH sobre la estabilidad 
de YvpA a 55ºC. 

%	%	.	6	����� ���"�����#�$��+�����#�����������/$�����

Con el objeto de estudiar la influencia de iones metálicos distintos del calcio 

sobre la actividad enzimática de YvpA, se realizaron ensayos de actividad en presencia 

de sales de estos iones a una concentración de 1 mM, sin añadir calcio a la mezcla de 

ensayo. 

Cuando el ensayo se realizó en presencia de mercurio se detectó actividad 

superior a la actividad máxima, detectada en presencia de calcio 2,0 mM. Al realizar el 

ensayo en presencia de plata o manganeso se observó el 30 y el 50% de la actividad 

máxima, respectivamente. Por el contrario, con el resto de los iones ensayados se 

observó actividad pectinasa muy baja (Fig. 3.3.18.a.). Estos resultados indican que, de 

entre todos los iones ensayados, el mercurio podría sustituir al Ca2+.

Con el fin de ensayar si los iones estudiados producían efecto inhibidor o 

estimulador de la actividad pectato liasa en presencia de Ca2+, se realizaron ensayos de 

actividad con CaCl2 2 mM y los iones metálicos a una concentración 1 mM. 

Se observó que mercurio, manganeso y cobalto incrementaban la actividad del 

enzima, dando lugar a actividades del 141, 129 y 106% del control, respectivamente. El 
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amonio, no afectó a la actividad enzimática. El resto de los iones, bario, magnesio, 

sodio, zinc y níquel causaron una pequeña inhibición, 62, 93, 93, 96 y 99% de actividad 

residual, respectivamente (Fig. 3.3.18.b.). 

�*+)$#� ������� Efecto de diferentes iones metálicos en la actividad enzimática de 
YvpA sobre pectina con 22% de metilación en ausencia (a) y en presencia de    
calcio (b). 

%	%	3	����� ���"�����#��$"�������"��������-���"��

Para estudiar las constantes cinéticas de YvpA se realizaron ensayos de actividad 

pectato liasa con una cantidad fija de enzima (0,12 µg) y cantidades crecientes de 

sustrato, pectina de limón del 22% de metilación (Fig. 3.3.19.). 

Las constantes cinéticas calculadas fueron: 

VMáx =  324,4 ± 26,84 µmol/min.mg de proteína

kM = 1,24 ± 0,23 mg de sustrato/ml 
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�*+)$#�������� Efecto de la concentración del sustrato sobre la 
actividad YvpA. 

�

%	%	6	�� ��"��, "+("�����"�"�+��"�

Con el fin de estudiar el modo de acción enzimática de YvpA, los productos de 

reacción liberados por el enzima a partir de diferentes sustratos (ácido 

poligalacturónico, pectina del 22% de metilación y ácido trigalacturónico) fueron 

analizados mediante cromatografía en capa fina (TLC). 

La mezcla de reacción contenía tampón glicina 0,15 M pH 10, CaCl2 2 mM, 

sustrato al 0,15% y 1,2 µg de YvpA. Las incubaciones se realizaron a 55ºC durante 24 h 

y se extrajeron alícuotas de cada muestra a tiempo 0, 30 min, 3 h y 24 h. 

YvpA catalizó la formación de una mezcla de diferentes productos de reacción a 

partir de la pectina y del ácido poligalacturónico. Entre ellos se encontraron productos 

que por movilidad corresponderían a ácidos digalacturónico y trigalacturónico 

insaturados y a oligogalacturonatos insaturados de longitud superior. Estos resultados 

indican que YvpA es una endopectato liasa, similarmente a PelA de ��
���������� sp. 

BP-23. Sin embargo, a diferencia de PelA, YvpA fue capaz de degradar ácido 

trigalacturónico, observándose como productos de reacción mayoritarios los ácidos 

monogalacturónico y digalacturónico insaturado. 
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�*+)$#� ����� � Análisis mediante cromatografía en capa fina de los productos de 
reacción de YvpA. Los carriles 1, 2 y 3, muestran los patrones ácido 
monogalacturónico (G1), ácido digalacturónico (G2) y ácido trigalacturóncio (G3), 
respectivamente. El carril 4 contiene la mezcla de los tres patrones. Productos de 
reacción del ácido poligalacturónico, carriles 5-8; pectina de limón del 22% de 
metilación, carriles 9-12; ácido trigalacturónico, carriles 13-16. Las incubaciones de 
los sustratos con el enzima se realizaron durante 0 min, carriles 5, 9 y 13; 30 min, 
carriles 6, 10 y 14; 3 h, carriles 7, 11 y 15; y 24 h, carriles 8, 12 y 16. 
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En el contexto de utilización creciente de enzimas en la industria se planteó la 

producción de la pectato liasa PelA en cantidades elevadas para poder realizar ensayos 

de aplicación industrial. Para ello, se procedió a la clonación del enzima en cepas 

huésped de �������� ��������, dada la eficiente expresión y secreción de enzimas por este 

microorganismo. 

Con este fin, en primer lugar se construyeron vectores lanzaderas que replicaran 

tanto en ����������������� como en ���	
���	������. Se partió para ello de los plásmidos 

multicopias pUC19 y pBR322 de ���	
���	������ (Yanisch-Perron 
� ��., 1985; Bolivar 


� ��., 1977), y pUB110 y pC194, vectores de clonación en ����������������� (McKenzie 


� ��., 1986; Horinouchi y Weisblum, 1982). Para conseguir niveles elevados de 

expresión de la pectato liasa, delante del lugar de clonación múltiple de los vectores 

lanzaderas construidos, se insertaron promotores fuertes en ��������� ��������, como el 

promotor del fago SPO2 (Williams 
� ���� 1981) y el promotor de la amilasa de ���������

��������
����
�� (P-���) (Palva 
� ���� 1981). Estos promotores se obtuvieron 

mediante amplificación por PCR con cebadores deducidos de las secuencias 

correspondientes, contenidas en el plásmido pGAL9 (Pérez 
� ���� 1992) en el caso del 

promotor P-��7, o en el genoma de �����������������
����
�� en el caso del promotor 

P3���. Con el objeto de mejorar la expresión de la pectato liasa, a continuación del 

lugar de clonación múltiple de los vectores lanzadera se insertó el terminador de 

transcripción ���� de ���	
���	�������(Brosius 
� ���� 1981). 

%	&	�	�	������ !������#�$�1���� �$"�0"#� "��5'��

El vector se construyó a partir de los plásmidos pUC19 y pUB110, y del 

promotor P-��7. El promotor P-��7 se obtuvo por amplificación mediante PCR con 
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los cebadores FW��7 y BK��7 (Fig. 3.4.1.). Mediante dichos cebadores se amplificó 

un fragmento de 281 pb conteniendo el promotor P-��7, que se clonó en la región de 

multiclonaje del plásmido pUC19 entre las dianas /��I y ���HI. El plásmido 

resultante se digirió con ��RI y se ligó al plásmido pUB110 previamente digerido con 

el mismo enzima. Se obtuvo de esta forma el vector lanzadera pMS1, de 7,5 kb (Fig. 

3.4.2.). 

FW��2
�
����CACTGGCCTTGGTTAAGGTTAAGATGTGGACGGAATGGGTAAAGTGTAGT 
���� -35 

AAAGTACAATTAATCGGGAGCTTAGATGTCCCTTCAACATCTTATATAGAAGGGAA 
-10 

GGTTGGCAAATGGAAATTGAAAGAATTAACGAGCATACAGTAAAATTTTATATGTC 
-35                                                            -10 

TTACGGAGATATTGAAGATCGCGGTTTTGACAGAGAAGAAATTTGGTATAACCGTG 
-35                                                   -10 

BK��2
AGCGCAGTGAAGAACTTTCTGGGAAGTCATGGATGAAGTTCATGAAGAAGA����

��	;��


�

�*+)$#������� Secuencia de nucleótidos del promotor P-��7 contenida en el plásmido pGAL9. 
Las regiones promotoras -35 y -10 del promotor se encuentran subrayadas. Las secuencias 
correspondientes a los cebadores utilizados en la amplificación se encuentran sombreadas. Las 
dianas introducidas en los cebadores se encuentran resaltadas en negrita. La sustitución de 
nucleótidos sobre la secuencia original para introducir las dianas se hallan subrayadas. 
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�*+)$#� ������� Mapa físico del vector lanzadera pMS1. El fragmento de color blanco 
corresponde a pUC19 y el de color gris a pUB110. El promotor P-��7, introducido entre 
las dianas /��I y ���HI se muestra de color negro. La región de multiclonaje de pUC19 se 
encuentra enmarcada en negro. 

%	&	�	�	������ !������#�$�1���� �$"�0"#� "��5'D��

Se construyó a partir de los plásmidos pUC19, pUB111 (construido en este 

trabajo) y del terminador ����. El plásmido pUB111 es un vector derivado de pUB110, 

del que se deleccionó el fragmento +��I y *	�I de 1.351 pb con el fin de disminuir su 

tamaño, pero manteniendo el marcador de resistencia a kanamicina. El terminador de 

transcripción ���� de ���	
���	��� ��� (Brosius 
� ���� 1981) fue obtenido por 

amplificación mediante PCR con los cebadores FW���� y BK���� (Fig. 3.4.3.) 

utilizando como molde colonias de ���	
���	������. Con los mencionados cebadores se 

amplificó un fragmento de 277 pb conteniendo ���� que se clonó entre las dianas +��I y 

��RI de la región de multiclonaje de pUC19. El plásmido resultante fue digerido con 

��RI y ligado al plásmido pUB111 digerido con el mismo enzima, dando lugar al 

vector pMS-R de 6,2 kb. 
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FW����
GA���
�
GGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTG

���� ��
GGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCC
GCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGA 
CGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGG

��
BK����

CCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTCCTGTCGTCATATCTACAA�����
CCCC
�����

�*+)$#� ������ Secuencia de nucleótidos del terminador ���� de ���	
���	��� ���. Las zonas 
correspondientes a las estructuras T1 y T2 del terminador están doblemente subrayadas. Las 
secuencias correspondientes a los cebadores utilizados en la amplificación están sombreadas. 
Las dianas introducidas en los cebadores se encuentran resaltadas en negrita. La sustitución de 
nucleótidos sobre la secuencia original para introducir las dianas se hallan subrayadas. 

%	&	�	%	������ !������#��$���1���� ���$"�0"#� "��5'D������5'D�'�

Los vectores pMS-RA y pMS-RS se construyeron a partir del plásmido pMS-R 

y de los promotores P-��� o P-��7, respectivamente. Los cebadores utilizados para la 

amplificación por PCR de la secuencia del promotor P3��� se denominaron FW���� y 

BK���� (Fig. 3.4.4.) y los utilizados para la amplificación del promotor P-��7 se 

denominaron FW��7� y BK��7� (Fig. 3.4.5.). Los fragmentos amplificados se 

clonaron entre las dianas +�	I y ���I de la región de multiclonaje del plásmido pMS-R, 

dando lugar al vector pMS-RA cuando se insertó el promotor P-���, o pMS-RS en el 

caso del promotor P-��7 (Fig. 3.4.6.). 

FW����
GAAAA�
���
CTGAAAACATTGAGCCTTTGATGACTGATGATTTGGCTGAAGAA 

����
GTGGATCGATTGTTTGAGAAAAGAAGAAGACCATAAAAATACCTTGTCTGTCATCA 
GACAGGGTATTTTTTATGCTGTCCAGACTGTCCGCTGTGTAAAAATAAGGAATAAA 

BK����
GGGGGGTTGTTATTATTTTACTGATATGTAAAATATAATTTGTATAAGAAAATGAG 

-35 -10                         

��
��AG
����

�*+)$#������� Secuencia de nucleótidos del promotor P-��� de �����������������
����
��. Las 
regiones promotoras -35 y -10 del promotor se encuentran subrayadas. Las secuencias 
correspondientes a los cebadores utilizados en la amplificación están sombreadas. Las dianas 
introducidas en los cebadores se encuentrasn resaltadas en negrita. La sustitución de nucleótidos 
sobre la secuencia original para introducir las dianas se hallan subrayadas. 
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FW��7�
GAAT�
���
TGGCCTTGGTTAAGGTTAAAGATGTGGACGGAATGGGTAAAGTGT 

���� -35                   
AGTAAAGTACAATTAATCGGGAGCTTAGATGTCCCTTCAACATCTTATATAGAAGG

-10                                                                                                                R.B.S. 
GAAGGTTGGCAAATGGAAATTGAAAGAATTAACGAGCATACAGTAAAATTTTATAT 

-35                                                              -10�
GTCTTACGGAGATATTGAAGATCGCGGTTTTGACAGAGAAGAAATTTGGTATAACC

-35                                                   -10 
GTGAGCGCAGTGAAGAACTTTTCTGGGAAGTCATGNATGAAGTTCATGAAGAAGA 

BK��7�
GGAATTCA
��
��TG 

����

�*+)$#������� Secuencia de nucleótidos del promotor P-��2 del plásmido pGAL9. Las regiones 
promotoras -35 y -10 del promotor se encuentran subrayadas. Las secuencias correspondientes a 
los cebadores utilizados en la amplificación están sombreadas. Las dianas introducidas en los 
cebadores se encuentran resaltadas en negrita. La sustitución de nucleótidos sobre la secuencia 
original para introducir las dianas se hallan subrayadas. 

�*+)$#� ������ Mapa físico de los vectores lanzadera  
pMS-RA y pMS-RS. El fragmento de color blanco 
corresponde a pUC19 y el de color gris a pUB111. El 
promotor, introducido entre las dianas +�	I y ���I se 
muestra de color negro y el terminador, intercalado entre 
las dianas ��RI y +��I, se muestra punteado. La región 
de multiclonaje de pUC19 se encuentra enmarcada en 
negro. 
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%	&	�	��$��"�����#�� $"�����"��� $�"�"���$����� $���1���� ���

$"�0"#� "�

La secuencia de nucleótidos de �
�� se amplificó por PCR a partir del plásmido 

pP22 mediante los cebadores FW�777 y BK�777 (Tabla 3.4.1.), deducidos de la 

secuencia del gen y modificados por la introducción de las dianas de restricción +��I y 

+��I. El fragmento amplificado, de 904 pb, contenía la región codificante completa del 

gen �
�� precedida por 42 pb en los que se encontraba una secuencia con similitud a la 

región –10 de promotores de ������������������(Fig. 3.2.8.). El fragmento amplificado se 

digirió con los enzimas +��I y +��I, y se ligó a continuación a los distintos vectores 

lanzadera construidos, previamente digeridos con los mismos enzimas, para orientar el 

gen �
�� a continuación de los promotores P-��7 o P-���, y delante del terminador 

����.

El gen �
�� se clonó en los vectores construidos así como en el vector lanzadera 

pN5, vector derivado de pUC19 y pUC194 que no contiene promotores ni terminador 

de transcripción flanqueando la región de multiclonaje (Pastor 
� ��., 1999). 

�#0(#� ������ Oligonucleótidos utilizados en la amplificación del gen �
��. Las 
dianas de restricción se encuentran resaltadas en negrita. Los nucleótidos 
modificados sobre la secuencia original para introducir dianas se encuentran 
subrayados. 

�/.0$%� �%')%4'*#�&%�4)'(%:1*&/-� �*#4#�&%�$%-1$*''*:4�

FW�777 5’ − G


���GCTTGTTTATC − 3’ +��I

BK�777 5’ − GTT���
�
CCTGGAGAG − 3’ +��I

%	&	�	�	��2� ���������	��
����
�������#��$"�����"���$�"�"����$��"#"�

���$���#�+� ������1���� ���$"�0"#� "�

Las construcciones realizadas, pN5-P22, pMS1-P22, pMS-R-P22, pMS-RA-P22 

y pMS-RS-P22 se introdujeron por transformación en ���	
���	������� con la finalidad 

de garantizar su mantenimiento y de poder obtener ADN en cantidad suficiente para 

poder transformar posteriormente la cepa huésped ��������� �������� MW15. Se 
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obtuvieron clones recombinantes de ���	
���	������ con las construcciones pN5-P22, 

pMS1-P22 y pMS-R-P22, mientras que con las construcciones pMS-RA-P22 y pMS-

RS-P22 no se consiguieron clones estables en dicho organismo. Estos resultados 

sugirieron que la pectato liasa A resultaba tóxica para �� ���, y por ello no se podía 

obtener clones estables con las construcciones que teóricamente producían la expresión 

más elevada de dicho enzima, que eran las construcciones con el gen �
�� bajo control 

de los promotores fuertes P-��7 y P-���, y conteniendo simultáneamente el 

terminador de transcripción ����, que garantizaba la formación de mensajeros estables. 

Con el objeto de evaluar la producción de la pectato liasa A en las diferentes 

cepas recombinantes de �� ���, se realizaron cultivos de las mismas en medio LB 

suplementado con ampicilina. Como control se cultivaron �� ���/pP22 y �� ��� sin 

transformar. 

Las diferentes cepas recombinantes mostraron un crecimiento similar al de las 

cepas control, obteniéndose en todas ellas los valores máximos de absorbancia a 600 nm 

a las 24 h tras cultivo (Fig. 3.4.7.). 

�*+)$#������� Crecimiento de las cepas recombinantes de ���	
���	������.

Las muestras de los diferentes cultivos fueron centrifugadas para separar los 

sobrenadantes de las células, siendo estas últimas lisadas por sonicación para obtener 
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los extractos celulares correspondientes. Se determinó a continuación la actividad 

pectato liasa en condiciones óptimas de actividad de PelA, pH 10 y 55ºC, en los 

sobrenadantes y extractos celulares obtenidos (Fig. 3.4.8.). En todas las cepas 

recombinantes de ������ los máximos valores de actividad se obtuvieron tras 24 h de 

cultivo. Las distintas cepas recombinantes mostraron niveles de producción de actividad 

pectato liasa aproximadamente similares, a excepción de la cepa que contenía el 

plásmido pN5-P22, que produjo niveles de actividad notablemente inferiores. En todas 

las cepas los valores de actividad detectada en los extractos celulares fueron similares a 

los obtenidos en los sobrenadantes, a excepción de la cepa ��� ���/pMS-R-P22 que 

mostró valores de actividad extracelular aproximadamente 5 veces superiores a los 

encontrados en sus extractos celulares. En dicha cepa se obtuvieron valores de actividad 

pectato liasa total de 9,83 U/ml de cultivo. La detección de niveles importantes de 

actividad en los sobrenadantes de cultivo indica la existencia de lisis celular, 

seguramente como consecuencia de la toxicidad del enzima apuntada anteriormente. 

�*+)$#������� Actividad pectato liasa de las cepas recombinantes de ���	
���	���
���. (a) Actividad enzimática en los sobrenadantes de cultivo, (b) actividad 
enzimática en los extractos celulares. 

Las muestras de extractos crudos y sobrenadantes de las cepas recombinantes de 

���	
���	������ se analizaron a continuación mediante geles de poliacrilamida con SDS 

y técnicas zimográficas. 
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La tinción proteica de los geles mostró que los sobrenadantes y extractos crudos 

de todas las cepas recombinantes contenían una banda prominente de 25 kDa, 

correspondiente a PelA, que no se detectó en las muestras control�(Fig. 3.4.9.). En los 

zimogramas de muestras paralelas se observó que la banda de 25 kDa presentaba 

actividad pectinasa, no observándose bandas de actividad en el cultivo control (Fig. 

3.4.9.). La intensidad de las bandas de pectinasa detectadas en las distintas muestras fue 

aproximadamente similar, en concordancia con los datos de actividad enzimática 

expuestos. 

�*+)$#� ������ Análisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y zimograma de las 
cepas recombinantes de ��� ���. (A) Tinción de proteínas con Azul Brillante de Coomassie.      
(B) Zimograma de actividad pectinasa. Extractos celulares (1, 3, 5 y 7) y sobrenadantes (2, 4, 6 y 
8) de cultivos de ������ (1, 2), ������FpMS1-P22 (3, 4), ������/pMS-R-P22 (5, 6) y ������/pP22 
(7, 8). 

%	&	�	�	� �2� ������ ������������ ���������5M�.�#�� $"� ����"��� $�"�"���

�$��"#"����$���#�+� ������1���� ���$"�0"#� "�

����������������� es frecuentemente considerado como un huésped idóneo para la 

producción y secreción de proteínas, tanto endógenas como heterólogas, debido a su 

capacidad secretora y rendimiento productivo (Harwood y Archibald, 1990). En el 

presente trabajo se utilizó la cepa ��������� �������� MW15 como huésped para la 

expresión de PelA, por ser deficiente en las proteasas neutra y alcalina (Wolf 
� ��.,

1995). 
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��������� �������� MW15 se transformó con las construcciones pN5-P22,      

pMS1-P22 y pMS-R-P22, derivadas de ������, y con las construcciones pMS-RA-P22 y 

pMS-RS-P22, procedentes directamente de ligación. Para ello se utilizó el método de 

transformación de protoplastos (Contente y Dubnau, 1979) y los clones transformantes 

se seleccionaron en placas de agar DM3 suplementadas con kanamicina, a excepción de 

los transformantes con la construcción pN5-P22, que fueron seleccionados en placas 

suplementadas con cloranfenicol. La construcción pMS-RS-P22 no se pudo introducir 

en la cepa huésped. Este hecho podría ser debido a la dificultad de transformar ���������

�������� a partir de ligación, o a que la pectinasa se expresaba a elevado nivel en esta 

construcción resultando tóxica para la cepa. Los clones que se obtuvieron con el resto 

de construcciones se mantuvieron por resiembra en agar LB con kanamicina o agar 

nutritivo con cloranfenicol. El análisis de restricción del ADN plasmídico de los clones 

obtenidos y su posterior secuenciación reveló que contenían las construcciones 

correctas. 

A continuación, las cepas recombinantes de �������� ��������� MW15 se 

cultivaron en LB con el correspondiente antibiótico durante 8 días a 30ºC. Se tomaron 

muestras cada 24 h, determinándose la absorbancia a 600 nm y la actividad pectinasa. 

Los diferentes cepas recombinantes mostraron un crecimiento muy similar al de 

la cepa control �������� ���������MW15. Los valores máximos de absorbancia a 600 nm 

de los diferentes cultivos se obtuvieron a las 24 h, y a partir de este momento la 

absorbancia fue disminuyendo ligeramente (Fig. 3.4.10.). 
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�*+)$#������ � Crecimiento de los clones recombinantes de ������������������
MW15. 

La actividad pectato liasa se determinó a pH 10 y 55ºC de temperatura. En las 

muestras de extractos celulares se observó actividad enzimática muy baja, mientras que 

en las muestras de sobrenadantes se obtuvieron buenos niveles de actividad pectato 

liasa, que mostraron su máximo valor a las 24 h de cultivo (Tabla 3.4.2.). Los valores 

más altos de actividad se obtuvieron con la cepa ����������������� MW15/pMS-RA-P22, 

en la que se produjeron 13,8 U de actividad pectato liasa/ml de cultivo (Fig. 3.4.11.). 

Por su parte, la cepa �������� �������� MW15/pMS-R-P22 originó valores totales de 

actividad pectinasa de 4,36 U/ml, mientras que las cepas que contenían los plásmidos 

recombinantes pN5-P22 o pMS1-P22 originaron niveles bajos de producción, sólo 

ligeramente superiores a los mostrados por las cepas control, que produjeron un nivel 

basal de actividad pectinasa autóctona. 
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�#0(#� ������ Actividad pectato liasa de sobrenadantes de cultivo de las cepas 
recombinantes de ����������������� MW15. 

!(5-.*&/� �3#-�&%�')(1*B/�

� � � � �

- 1,20 1,30 1,21 1,14 1,60 

pN5-P22  1,18 1,16 1,25 1,25 1,61 

pMS1  1,15 1,09 1,03 1,01 1,63 

pMS1-P22  1,40 1,57 1,45 1,33 2,04 

pMS-R  1,04 1,12 1,03 1,04 1,35 

pMS-R-P22  3,78 2,02 1,06 1,01 2,19 

pMS-RA  1,21 1,24 1,23 1,17 1,62 

pMS-RA-P22 11,37 5,51 1,15 0,90 2,36 

�*+)$#� ������� Actividad pectato liasa de las cepas recombinantes de ���������
��������� MW15. (a) Actividad enzimática en los sobrenadantes de cultivo, (b) 
actividad enzimática en los extractos celulares. 

Los sobrenadantes y los extractos crudos de las distintas cepas recombinantes 

fueron analizados en geles de poliacrilamida al 12% con SDS. La tinción proteica de los 

geles mostró la banda de 25 kDa correspondiente a PelA en los sobrenadantes de las 

cepas recombinantes, mientras que como era de esperar dicha banda no se detectó en la 

cepa control (Fig. 3.4.12.). En los zimogramas de muestras paralelas se comprobó que 

la banda de 25 kDa presentaba actividad pectinasa (Fig. 3.4.12.). Es de destacar que en 
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el sobrenadante de ��������� �������� MW15/pMS-RA-P22, cepa que presentaba la 

máxima producción, se pudo observar una segunda banda proteica de 27,5 kDa que 

podría corresponder al precursor de PelA, con el péptido señal sin procesar (Fig. 3.4.12., 

calle A6). El precursor de PelA se liberaría al exterior de la célula por lisis bacteriana 

debida a fenómenos de toxicidad de la proteína sobreexpresada. El hecho de que la 

banda de actividad pectinasa detectada en los zimogramas correspondientes (Fig. 

3.4.12., calle B6) sea más gruesa indica que, con toda probabilidad, se trata de una 

banda doble resultado de la coalescencia de las dos bandas de actividad 

correspondientes a la pectato liasa madura y al enzima sin el procesamiento del péptido 

señal. 

�*+)$#� ������� Análisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y zimograma de las 
cepas recombinantes de ������������������MW15. (A) Tinción de proteínas con Azul Brillante de 
Coomassie. (B) Zimograma de actividad pectinasa. Extractos celulares (1, 3, 5 y 7) y 
sobrenadantes (2, 4, 6 y 8) de cultivos de ��������� ��������� MW15 (1, 2), ��������� ��������
MW15FpMS-R-P22 (3, 4), ��������� �������� MW15/pMS-RA-P22 (5, 6) y ���	
���	������/pP22 
(7, 8). 
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&	���'�'����

El objetivo principal del grupo de investigación en el que se ha desarrollado el 

presente trabajo es la identificación y estudio de enzimas microbianos con actividades 

degradadores de polímeros vegetales y su posterior evaluación en procesos industriales. 

En este contexto el grupo dispone de una amplia colección de microorganismos aislados 

a partir de suelo de arrozal, de entre los que se seleccionaron para su estudio las cepas 

��
���������� sp. BP-23 (Blanco y Pastor, 1993) y �������� sp. BP-7 (López 
�� ��.,

1998) por presentar una elevada actividad degradadora de pectina. El trabajo realizado 

se ha centrado en la caracterización del sistema pectinolítico de las dos cepas 

seleccionadas, la clonación y aislamiento de dos pectinasas de elevada actividad, así 

como la construcción de cepas recombinantes secretoras de pectinasas. 

&	�	� �" "��� �0"����� #�� $��� ������"�� �������$(������ #��

����������������	�7�D�%��������������	�7�D6�

Las dos cepas microbianas objeto de estudio secretaron elevada actividad 

pectinolítica cuando se cultivaron en medios suplementados con pectina. En las dos 

cepas la máxima producción de pectinasas se obtuvo a las 48 h de cultivo, momento en 

que existía mayor biomasa en la mayoría de los medios ensayados. El hecho de que las 

cepas requieran únicamente 2 días para alcanzar una producción máxima es un factor 

favorable para su aplicación industrial. 

De entre los distintos tipos de pectinasas despolimerizantes producidas por las 

cepas en estudio, tanto ��
���������� sp. BP-23 como �������� sp. BP-7 produjeron 

como mayoritarias las actividades liasa (pectato y pectina liasa), mientras que las 

actividades hidrolasa (poligalacturonasa y polimetilgalacturonasa) se produjeron en 

niveles notablemente inferiores. Estos resultados concuerdan con los descritos en 

��������� �������� y otras bacterias gram positivas, que muestran liasas como enzimas 

pectinolíticos mayoritarios (Dave y Vaughn, 1971; Chesson y Codner, 1978; Tardy 
�

���� 1997; Zhai 
������ 2003). En el mismo sentido, han sido caracterizadas y clonadas 

diferentes pectato y pectina liasas del género �������� (Nasser�
�������1993; Sakamoto 
�

�����1996; Kobayashi 
� ��., 1999b), mientras que existen muy pocos datos acerca de 
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hidrolasas despolimerizantes de pectina en estas bacterias (Dosanjh y Hoondal, 1996) y 

sólo recientemente ha sido clonada una poligalacturonasa del género �������� (Sawada 


� ��.� 2001). Los resultados indicarían una preferencia por actividades 

despolimerizantes tipo liasa en las cepas en estudio, en concordancia con la escasez de 

hidrolasas bacterianas degradadoras de pectina y en contraste con la abundancia de este 

tipo de enzimas entre los hongos (De Vries y Visser, 2001). 

En las dos cepas en estudio se detectaron niveles de actividad pectina liasas 

superiores a los de pectato liasa. Estos resultados contrastan con los descritos por otros 

autores que indican que las bacterias producen predominante pectato liasas, mientras 

que los hongos secretan pectina liasas preferentemente (Pitt, 1988). 

El estudio del efecto de la fuente de carbono del medio en la producción de 

liasas por ��
���������� sp. BP-23 y �������� sp. BP-7 mostró que en las dos cepas la 

producción fue máxima en medios suplementados con pectina. En estos medios se 

obtuvieron valores de actividad pectato y pectina liasa muy superiores a los obtenidos al 

cultivar las cepas en medios sin este polisacárido. El efecto inductor de la pectina fue 

muy notable en ��
���������� sp. BP-23, donde la producción de actividades liasa en 

medios suplementados con pectina alcanzó valores hasta 300 veces superiores a los 

obtenidos en medios sin suplementar. En la cepa �������� sp. BP-7 los valores de 

producción de actividades liasa en medios suplementados con pectina fueron hasta        

5 veces superiores a los observados en medios sin suplementar. Estos resultados 

concuerdan con los descritos en numerosas cepas microbianas donde la pectina es un 

buen inductor de la expresión de liasas y de pectinasas en general (Moran y Starr, 1969; 

De Vries y Visser, 2001). Los resultados son también similares a los descritos en cepas 

de �������� sp. que muestran que medios con extracto de levadura y pectina son los más 

apropiados para la producción de liasas (Kashyap 
� ���� 2000). La expresión de pectato 

liasas ha sido estudiada en ��$����� �	������	
�� mediante la realización de fusiones 

génicas de los promotores de las pectato liasas con proteínas marcadoras. Los resultados 

obtenidos han permitido la identificación del gen )��,, regulador de la expresión de 

pectato liasas en �� �	������	
�� (Hugouvieux-Cotte-Pattat 
� ���� 1994, 1996). En 

����������������� se ha descrito también un gen regulador similar (Pujic 
� ��., 1998). 
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La glucosa ejerció un efecto negativo en la producción de liasas por 

��
���������� sp. BP-23, no detectándose actividad en los medios suplementados con 

este azúcar. Este hecho sugiere que la expresión de las liasas en la cepa está sometida a 

represión por catabolito, tal como se ha descrito en ��� �	������	
�� (Hugouvieux-

Cotte-Pattat 
� ���� 1996), ������� sp. (Brühlmann, 1995) y hongos como (��������

 ������, en el que no se detectan tránscritos de la pectato liasa Pl1 en medios con 

glucosa (Huertas-González 
����., 1999). 

Por el contrario, la expresión de actividades liasa en la cepa �������� BP-7 no 

resultó reprimida por glucosa, detectándose elevados niveles de actividad en medios con 

este azúcar. La ausencia de represión catabólica de las pectato y pectina liasas en esta 

cepa contrasta con los resultados obtenidos con numerosas liasas microbianas citados en 

el párrafo anterior, pero son similares a los descritos para la pectato liasa Pel de ���������

�������� que muestra elevados niveles de expresión en medios con glucosa (Nasser 
� ����

1990). De forma similar, en otros tipos de pectinasas microbianas, tales como algunas 

poligalacturonasas y protopectinasas, se han descrito varios ejemplos en los que la 

expresión tampoco resulta reprimida por glucosa (Riou 
� ��., 1992; Sakamoto 
� ��.,

1994). 

La caracterización enzimática de las actividades liasa de las cepas en estudio 

indica que mientras en el caso de ��
���������� sp. BP-23 las preparaciones enzimáticas 

crudas requieren calcio para despolimerizar tanto el ácido poligalacturónico como la 

pectina, las muestras de �������� sp. BP-7 únicamente requieren calcio para degradar el 

ácido poligalacturónico. Una de las diferencias entre las pectato liasas y las pectina 

liasas descritas hasta la fecha es el absoluto requerimiento de calcio para la actividad de 

las pectato liasas, mientras que las pectina liasas no requieren calcio para su actividad 

enzimática (Jurnak 
� ���� 1996). Los resultados obtenidos indicarían que la cepa 

�������� sp. BP-7 produce auténticas pectina y pectato liasas, mientras que 

��
���������� sp. BP-23 produciría únicamente pectato liasas. La realización de los 

ensayos de actividad liasa con preparaciones enzimáticas crudas permitiría la actividad 

simultánea de varios tipos de pectinasas presentes en las muestras. En el caso de la cepa 

��
���������� sp. BP-23, la actividad liasa detectada sobre pectina, que requería calcio, 

podría no corresponder a la despolimerización de pectina, sino a la despolimerización 

de ácido poligalacturónico procedente de la pectina de la mezcla de reacción, que habría 
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sido desmetilada previamente por pectinesterasas que también estarían presentes en las 

preparaciones enzimáticas crudas. Alternativamente, la pectina podría ser 

desesterificada de forma espontánea al pH de la reacción enzimática (pH 10) hasta ácido 

poligalacturónico, tal como sugieren Brown 
� ��� (2001), y por tanto la actividad liasa 

encontrada sobre pectina en el caso de ��
���������� sp. BP-23 correspondería 

realmente a pectato liasas. Por último, hay que indicar que algunas pectato liasas, 

además de despolimerizar el ácido poligalacturónico, pueden degradar la pectina aunque 

con menor actividad específica (Tardy 
�� ��.� 1997). Es posible por tanto que la 

actividad pectina liasa mostrada por ��
���������� sp. BP-23 corresponda a pectato 

liasas con actividad sobre pectina. 

El análisis del sistema pectinolítico de ��
���������� sp. BP-23 mediante geles 

de poliacrilamida con SDS y zimogramas mostró una multiplicidad de bandas de 

actividad pectinasa. Se visualizaron 5 bandas de actividad de pesos moleculares 25, 32, 

38, 44 y 53 kDa. Todas las bandas mostraron actividad a pH 10 y 7, mientras que tres de 

ellas, las bandas de 32, 44 y 53 kDa, presentaron también actividad a pH 5. La banda de 

32 kDa fue la única que se detectó en medios de cultivo sin suplementar, mientras que 

el resto de bandas de actividad sólo aparecieron en los medios suplementados con 

pectina, indicando por tanto que corresponden a enzimas inducidos por dicho 

polisacárido. 

Cuando el sistema pectinolítico de ��
���������� sp. BP-23 fue analizado 

mediante geles de isoelectroenfoque y zimogramas desarrollados a pH 10, se 

visualizaron 6 bandas de actividad pectinasa. La detección de mayor número de bandas 

de actividad en los zimogramas de geles de isoelectroenfoque que en los de geles de 

poliacrilamida con SDS es relativamente frecuente y puede indicar heterogeneidad en 

algunos enzimas. La producción de diferentes isoenzimas del mismo producto génico se 

ha descrito en muchos microorganismos, tal como ��$����� �	������	
�� y ��$�����

�������, donde los diferentes isoenzimas de pectato liasas y poligalacturonasas 

pueden diferir ampliamente en su punto isoeléctrico (Collmer, 1987; Guevara 
� ���,

1997). Cuando los zimogramas de geles de isoelectroenfoque se desarrollaron a pH 5, 

únicamente se observaron 3 bandas de actividad de pI 5,7, 8,5 y ≥ 9,0. Estas bandas 

corresponderían a las 3 bandas activas a pH 5 observadas en los zimogramas de los 
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geles de poliacrilamida con SDS. La banda de pI ≥ 9 debe corresponder a la banda de  

32 kDa ya que fue la única que se detectó en medio de cultivo sin suplementar. 

La banda de actividad pectinasa de 25 kDa corresponde a la pectato liasa A 

(PelA), clonada y caracterizada en el presente trabajo (capítulo 2 de resultados), que 

presenta alta actividad sobre ácido poligalacturónico y sobre pectina de alto grado de 

metilación, constituyendo por tanto un nuevo tipo de pectato liasa. El hecho de que los 

zimogramas fueron realizados en presencia de calcio 1,5 mM, condiciones que inhiben 

a las poligalacturonasas, conjuntamente con los bajos niveles de actividad hidrolasa 

producidos por la cepa ��
���������� sp. BP-23, sugiere que todas las bandas 

observadas en los zimogramas corresponden a liasas. Dado que tal como se ha indicado 

anteriormente, ��
���������� sp. BP-23 únicamente producía pectato liasas, las distintas 

bandas de actividad deben corresponder a pectato liasas que, de forma similar a PelA, 

presentan actividad simultánea sobre ácido poligalacturónico y sobre pectina. Estas 

pectato liasas diferirían entre sí en el rango de pH de actividad y en su expresión, 

inducida o no por pectina. Los resultados obtenidos indican que ��
���������� sp.     

BP-23 posee un sistema complejo para degradar la pectina, con una batería de pectato 

liasas, despolimerizadoras de dicho polisacárido. 

La multiplicidad de pectato liasas producidas por ��
���������� sp. BP-23 tiene 

paralelismo con los sistemas multienzimáticos degradadores de pectina descritos en 

varios microorganismos. En ��$����� �	������	
�� se han clonado y caracterizado al 

menos 8 pectato liasas, todas ellas productos génicos distintos, que difieren, entre otros 

caracteres, en cuanto a especificidad de sustrato y regulación de expresión (Shevchik 
�

���� 1999b ; Tardy 
������ 1997; Hugouvieux-Cotte-Pattat 
������ 1996). (��������������

también presenta múltiples genes de pectato liasa, habiéndose clonado y caracterizado 

cuatro pectato liasas diferentes (Guo 
� ���� 1996). La multiplicidad de enzimas 

degradadores de pectina presentes en los microorganismos pectinolíticos también 

incluye a las poligalacturonasas, habiéndose descrito en el caso de ���
�������� ���
�

�	��	 ������		������	�	��
������	����	 ��������
����.� 1998, De Vries y Visser, 2001). 

El análisis zimográfico del sistema pectinolítico de �������� sp. BP-7 mostró 

también un patrón múltiple con varias bandas de actividad pectinasa. Se observaron      

4 bandas de actividad de pesos moleculares 28, 42, 56 y 63 kDa, todas ellas con 
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actividad en el rango de pH entre 5 y 10. Las bandas de 42 y 56 kDa se produjeron en 

todos los medios de cultivo ensayados, incluyendo los suplementados con glucosa, 

indicando expresión constitutiva. Por el contrario, las otras dos bandas, de 28 y 63 kDa, 

aparecieron únicamente en medios con pectina indicando que su expresión era inducida 

por éste polisacárido. Similarmente a estos resultados, numerosos microorganismos 

producen pectato liasas tanto de expresión constitutiva como de expresión inducible. 

Este es el caso de (�������������, donde la expresión de �
�� es inducida por pectina y 

la expresión de �
�� es constitutiva (Guo 
�� ���� 1996). Los análisis zimográficos del 

sistema pectinolítico de �������� sp. BP-7 mediante geles de isoelectroenfoque 

mostraron 3 bandas de actividad de pI 7,8, 8,5 y ≥ 9,0. Dado que la última de estas 

bandas de pI ≥ 9,0 corresponde al límite de pH superior del gel, posiblemente sea el 

resultado de la coalescencia de varias bandas de actividad de pI superiores a 9. Las 

bandas de actividad pectinasa detectadas en la cepa �������� sp. BP-7 corresponderían a 

liasas, aunque los resultados obtenidos no permiten inferir si a pectato liasas o a pectina 

liasas. Los sobrenadantes de la cepa en estudio muestran actividad pectina liasa en 

presencia del quelante de calcio EDTA, resultado que indicaría que la cepa produce 

auténticas pectina liasas. Por este motivo, proponemos que el sistema degradador de 

pectina de �������� sp. BP-7 contiene tanto pectina liasas como pectato liasas. 

&	�	��" "��� �0"�����#����$��#������������������	�7�D�%���

91���#��������������������

La caracterización de las cepas en estudio mostró que ��
�����������sp. BP-23 

posee un elevado poder pectinolítico y secreta un sistema multienzimático para degradar 

la pectina. Nos propusimos el aislamiento y estudio de los diferentes enzimas 

degradadores. Para ello, realizamos un escrutinio de la genoteca de ��
���������� sp. 

BP-23 en ���	
���	������, construida previamente en el grupo de investigación (Blanco 


� ��, 1996), para aislar clones recombinantes con actividad pectinasa. Como resultado 

de dicho escrutinio se aisló el clon recombinante �� ���/pP22 que expresaba la pectato 

liasa PelA. 

Las pectato liasas conocidas presentan habitualmente un pH de actuación entre 8 

y 10. Se ha descrito que en estas condiciones alcalinas pueden hidrolizarse de forma 
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espontánea los enlaces éster que unen los grupos metilo al ácido poligalacturónico en 

las pectinas esterificadas (Daas 
�� ���� 1998). Dicho proceso de saponificación puede 

tener lugar durante el contacto del tampón con el sustrato en el transcurso de las 

determinaciones enzimáticas y dar lugar a conclusiones erróneas en cuanto a valores de 

actividad sobre pectinas esterificadas. Brown 
� ��. (2001) demostraron que la 

saponificación era insignificante en intervalos de tiempo inferiores a 10 min, aunque 

transcurrido este tiempo podía ser significativa en el rango de pH entre 9,5 y 10,5. Los 

estudios de especificidad de sustrato que se realizaron con las pectinasas clonadas 

mostraron claramente la influencia que el tiempo de contacto enzima-sustrato a pH 10 

puede tener en los resultados que se obtienen. 

En el caso de PelA, cuando los diferentes sustratos ensayados (ácido 

poligalacturónico y pectinas de diferentes grados de metilación) se mantuvieron, 

previamente a las determinaciones enzimáticas, en tampón a pH 10 intervalos de tiempo 

superiores a una hora, se observó preferencia por las pectinas en lugar del ácido 

poligalacturónico. Sin embargo, cuando los sustratos permanecieron a pH 10 

únicamente durante la realización de los ensayos enzimáticos (menos de 10 min), el 

enzima mostró máxima actividad sobre ácido poligalacturónico y pectina del 22% de 

metilación (actividad aproximadamente idéntica). La actividad disminuyó a medida que 

aumentaba el grado de metilación de la pectina, y sobre pectina del 89% de metilación 

se observó el 40% de la actividad máxima. 

La especificidad de sustrato de la mayoría de las pectato liasas descritas hasta el 

momento consiste en que degradan ácido poligalacturónico como sustrato preferido, 

pero también degradan pectinas, aunque con actividad decreciente a medida que 

aumenta su grado de metilación, no siendo activas sobre pectinas altamente metiladas 

(Burns, 1991; Hugouvieux-Cotte-Pattat 
� ���� 1996; Kobayashi 
� ���� 1999a, b, 2000; 

Hatada 
�� ���� 2001). Sin embargo, se han caracterizado algunas pectato liasas, como 

PelB y PelC de ��$����� �	������	
��, que aunque muestran elevada actividad sobre 

ácido poligalacturónico, presentan la máxima actividad específica sobre pectinas con 

bajo grado de metilación (7-22%), y muestran actividad, aunque muy reducida, sobre 

pectinas de elevada metilación (Tardy� 
�������1997). PelA de ��
���������� sp. BP-23, 

por el contrario, presenta una especificidad de sustrato singular al presentar actividad 

elevada tanto sobre ácido poligalacturónico como sobre pectina altamente metilada. La 
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actividad sobre pectina de elevado grado de metilación podría indicar que el enzima 

clonado es una pectina liasa. Sin embargo, las pectina liasas conocidas presentan 

actividad creciente a medida que el grado de metilación de la pectina aumenta, y no 

muestran actividad significativa sobre ácido poligalacturónico. Adicionalmente, las 

pectina liasas no suelen requerir Ca2+ para su actividad, mientras que el enzima clonado 

no muestra actividad en ausencia de este ión. De los resultados obtenidos podemos 

concluir que PelA de ��
���������� sp. BP-23 es una pectato liasa con una inusual alta 

actividad sobre pectina de alto grado de metilación. 

La comparación de la secuencia de aminoácidos de PelA con las presentes en las 

bases de datos Swissprot y EMBL muestra que el enzima clonado presenta homología 

con las pectato liasas pertenecientes a la familia PL3, indicando que pertenece a dicha 

familia de polisacárido liasas. PelA muestra la homología más elevada con la pectato 

liasa Pel-15 de �������� sp. KSM-P15, con la que presenta el 76% de identidad (Hatada 


�� ���� 2000). El análisis de los dominios proteicos de PelA mediante los programas 

Prodom de NCBI y Pfam indica que el enzima presenta el dominio característico de las 

pectato liasas de la familia PL3. 

La comparación de secuencia con las pectato liasas Pel-15 de �������� sp.   

KSM-P15 y PelC de ��$����� �	������	
�� (perteneciente a la familia PL1), enzimas 

cuya estructura cristalina ha sido determinada (Akita 
� ��., 2001; Yoder 
� ��., 1993), ha 

permitido identificar los aminoácidos de PelA potencialmente involucrados en la 

catálisis por reacción de -eliminación. Dichos residuos corresponderían a Arg157, que 

actuaría como base catalítica o abstrayente de protones; Lys154, que mediaría la 

interacción con el sustrato (podría actuar hipotéticamente como donador de protones al 

oxígeno glucosídico); y Lys132, que estabilizaría el intermediario de reacción. La 

comparación de secuencia también ha permitido identificar una serie de residuos que 

actuarían como ligandos de los dos iones calcio esenciales para la catálisis y para el 

mantenimiento de la estructura del enzima. Estos residuos son Asp88, Glu108, Asp109,

Asp105, Val106, Lys128 y Gly59. La comparación de secuencia con Pel-15 de �������� sp. 

KSM-P15 ha permitido identificar en PelA los residuos Cys92 y Cys96, que establecerían 

un puente disulfuro responsable de conectar láminas β adyacentes y del mantenimiento 

de la estabilidad estructural de la hélice β en este enzima (Akita 
� ���� 2001). 
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PelA, similarmente al resto de las pectato liasas de la familia PL3, no presenta 

las tres regiones conservadas en la superfamilia de las pectato liasas (Heffron 
� ����

1995; Henrissat 
� ���� 1995), que se han propuesto como esenciales para la catálisis y/o 

el mantenimiento de la integridad de la estructura proteica. Este hecho indica que PelA 

y las pectato liasas de la familia PL3 tienen unos rasgos moleculares y estructurales 

claramente distintos al resto de polisacárido liasas. 

Las pectato liasas de la familia PL3 suelen presentar mayor actividad sobre 

pectina que sobre ácido poligalacturónico. En este sentido, PelI �
 ��$�����

�	������	
�� (Shevchik�
�������1997) y PelB de ��$������������ (Heikinheimo�
� �����

1995) muestran su máxima actividad sobre pectina de grado de metilación intermedio, 

45% y 68% respectivamente, y presentan sobre ácido poligalacturónico una actividad 

muy baja o indetectable. Sin embargo, el hecho de requerir Ca2+ para su actividad y la 

no preferencia por pectina altamente metilada (93% de metilación) hace que estos dos 

enzimas se clasifiquen entre las pectato liasas. PelA de ��
���������� sp. BP-23 difiere 

de estos enzimas en que el grado de metilación no afecta notablemente a la actividad del 

enzima, presentando alta actividad tanto sobre ácido poligalacturónico como sobre las 

diferentes pectinas. Este hecho convierte a PelA de ��
���������� sp. BP-23 en un 

enzima único entre las pectato y pectina liasas existentes. 

Como se ha mencionado anteriormente, PelA de ��
���������� sp. BP-23 

muestra elevada homología con la pectato liasa Pel-15 de �������� sp. KSM-15 (Hatada 


� ��., 2000). Este enzima ha sido purificado y caracterizado previamente, mostrando un 

tamaño (26 kDa), pI (10,3) y condiciones óptimas de actividad (50-55ºC y pH 10,5) 

(Kobayashi 
� ���� 1999b) similares a PelA de ��
���������� sp. BP-23, que muestra un 

peso molecular de 25 kDa, pI � ��� �� ������	���	� �� � � !������� 
�� ""ºC y 10, 

respectivamente. Sin embargo, en cuanto a especificidad de sustrato, Pel-15 muestra 

diferencias significativas con PelA ya que presenta una clara preferencia por el ácido 

poligalacturónico y exhibe muy poca actividad sobre pectinas (15, 4,4 y 2,7% de la 

actividad máxima sobre pectina del 28, 67 y 93% de metilación, respectivamente). En 

contraste con la similitud de secuencia con Pel-15 de �������� sp. KSM-15, PelA no 

muestra homología significativa con la pectato liasa y pectina liasa de �����������������,

clonadas y caracterizadas previamente (Nasser� 
�� ����� 1990, 1993; Sakamoto 
� �����

1996). Dichos enzimas pertenecen a la familia PL1 de polisacárido liasas y muestran 
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propiedades distintas a PelA. De esta forma, la pectato liasa de ����������������� tiene un 

peso molecular y pI (42 kDa y 9,6), y unas propiedades enzimáticas (temperatura y pH 

óptimo de 42ºC y 8,4) (Nasser 
�� ���� 1990) claramente distintas a PelA, no 

disponiéndose de datos acerca de su especificidad de sustrato. La comparación de 

secuencia de PelA con proteínas de �������� y otros gram positivos endosporulados 

aeróbicos, mostró 56% de homología con la pectato liasa de �������� sp. P-2850 

(spTREMBL Q8L0R5), enzima que no ha sido caracterizado hasta la fecha, y 54% de 

homología con la proteína deducida del gen ����, identificada en el genoma de ���������

�������� (Kunst�
� �����1997B, cuya función es desconocida. 

La elevada homología encontrada con la hipotética proteína codificada por ����

indicaba que, con toda probabilidad, este gen se expresaba para dar lugar a una proteína 

con actividad pectato liasa. Con el fin de comprobar la existencia de la hipotética 

proteína, se procedió a su clonación por amplificación por PCR mediante cebadores que 

se diseñaron a partir de las secuencias flanqueantes del gen ����� El resultado de la 

amplificación fue positivo para todas las cepas de ��������� �������� utilizadas como 

molde, de entre las que se escogió ����������������� 168 para la clonación del enzima. El 

clon recombinante obtenido presentó actividad degradadora de pectina, demostrando 

por ello que ���� codifica una pectinasa. 

La caracterización enzimática reveló que YvpA de �������� �������� 168 presenta 

actividad sobre ácido poligalacturónico y sobre pectinas de alto grado de metilación, 

muestra un absoluto requerimiento de Ca2+ para degradar ambos tipos de sustratos, y no 

presenta actividad creciente conforme el grado de metilación de la pectina aumenta, 

hechos que indican claramente que el enzima clonado es una pectato liasa. Similarmente 

a PelA de ��
���������� sp. BP-23, YvpA es una pectato liasa con una inusual gran 

actividad sobre pectinas de elevado grado de metilación. La diferencia más importante 

con PelA radica en que YvpA presenta como sustrato preferido pectina del 22% de 

metilación y exhibe sobre dicho sustrato una actividad 3 veces superior a la mostrada 

sobre ácido poligalacturónico. 

La comparación de secuencia con la de pectato liasas cristalizadas permitió 

también identificar en el caso de YvpA los residuos básicos Lys133, Lys155 y Arg158, que 
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estarían directamente involucrados en la catálisis, y los residuos Asp89, Glu109, Asp110,

Asp106, Val107, Lys129 y Gly60, que actuarían como ligandos de calcio. 

YvpA no muestra una homología significativa con la pectato liasa ni con la 

pectina liasa de �������� �������� (Nasser�
�������1993; Sakamoto 
� �����1996). Dado que 

en ����������������� no se han descrito hasta la fecha hidrolasas despolimerizadoras de 

pectina, YvpA es la tercera pectinasa que se identifica en esta especie,� hecho que 

permitiría denominarla como PelC de ��������� ��������. Similarmente a PelA de 

��
���������� sp. BP-23, YvpA sólo presenta homología significativa con dos 

pectinasas del género ���������� la pectato liasa de �������� sp. KSM-15 (Hatada 
� ��.,

2000) y la pectato liasa de �������� sp. P-2850 (spTREMBL Q8L0R5), con los que 

muestra el 73 y 54% de identidad, respectivamente. 

Las dos pectato liasas caracterizadas en el presente trabajo, PelA de 

��
���������� sp. BP-23 e YvpA de ��������� ��������, constituyen 2 enzimas muy 

homólogos (54% de identidad) de la familia PL3 de polisacárido liasas. En cuanto a su 

tamaño aparente (25 kDa en los dos casos) es similar a muchas pectato liasas de la 

familia PL3, como la anteriormente mencionada Pel-15 de �������� sp. KSM-15, Pl1 de 

(��������  ������ (Huertas-González 
� ���, 1999) y PelA, PelB, PelC y PelD de 

(�������� �����, (Guo� 
�� ����� 1996; Guo� 
�� ���� 1995a, b; González-Candelas y 

Kolattukudy, 1992). Sin embargo, otros enzimas de esta familia, como PelB de ��$�����

������� (Heikinheimo 
����., 1995) y PelI de ��$������	������	
���(Shevchik�
�������

1997), presentan tamaños superiores (35 y 34 kDa, respectivamente). Los pI de PelA e 

YvpA son � ����#�$�����������	�������������	����
���	�����
���%�
��	������	����	�	��

de esta familia que suele oscilar entre 8 (Pel-3 de ��$��������������Liu 
� ��., 1994) 

y 10,3 (Pel-15 de �������s sp. KSM-15, Kobayashi 
������ 1999b). 

Los parámetros de temperatura y pH óptimos de actividad de PelA e YvpA 

(55ºC, pH 10 y 65ºC, pH 10, respectivamente) son similares a los mostrados por muchas 

pectato liasas, incluidas las de la familia PL3, que suelen presentar pH óptimo cercano a 

pH 9 (Brown 
� ���� 2001, Herron 
� ���� 2003). El elevado pH de actividad de las 

pectato liasas parece relacionado con la presencia en el centro activo de estos enzimas 

de un residuo de arginina desprotonado que actúa como abstrayente de protones en el 

mecanismo de rotura del enlace glucosídico por -eliminación (Charnock 
����., 2002). 
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El alineamiento de las pectato liasas de la familia PL3 ha permitido identificar 

cuatro regiones o bloques de residuos conservados en los enzimas de esta familia 

(Shevchik 
����., 1997). Es de destacar que las dos pectato liasas caracterizadas en este 

trabajo, conjuntamente con las pectato liasa Pel-15 de �������� sp. KSM-15 y la pectato 

liasa de �������� sp. P-2850, muestran únicamente 3 de estas cuatro regiones 

conservadas. En la zona correspondiente a la cuarta región conservada de la familia 

PL3, que no se presenta en estas pectato liasas, el análisis de dominios proteicos con el 

programa Prodom de NCBI ha identificado el dominio ID: PD346936 (que abarca en el 

caso de PelA desde el residuo 171 al 222) que se halla únicamente en estas pectato 

liasas, es decir, en PelA de ��
���������� sp. BP-23, YvpA de �����������������, Pel-15 

de �������� sp. KSM-15 y la pectato liasa de �������� sp. P-2850. Estas 4 pectato liasas 

presentan una homología en su composición de aminoácidos superior al 50% de 

identidad y presentan un bajo contenido en residuos de cisteína (1-3), en contraste con 

el resto de enzimas de la familia PL3, tal como PelA, B, C y D de (�������������,

PelB y Pel-3 de ��$������������ y PelI de ��$������	������	
��, que muestran un 

elevado contenido en residuos de cisteína (entre 10 y 14). Estos resultados indican que 

PelA e YvpA, junto con Pel-15 de �������� sp. KSM-15 y la pectato liasa de �������� sp. 

P-2850 forman un subgrupo de homología dentro de la familia PL3 de pectato liasas. La 

presencia del dominio mencionado anteriormente, en lugar de la cuarta región 

conservada, puede determinar características enzimáticas propias, por identificar, al 

subgrupo de pectato liasas que contiene a los dos enzimas estudiados. PelA e YvpA 

presentan como característica más notable su elevada actividad tanto sobre ácido 

poligalacturónico como sobre pectinas altamente metiladas (89% de metilación), 

propiedad que las convierten en enzimas únicos entre las polisacárido liasas descritas 

hasta la fecha. Sin embargo, dentro de este rasgo común existen diferencias entre la 

especificidad de sustrato de las dos pectato liasas. La actividad de PelA está poco 

influida por el grado de metilación del sustrato, mientras que YvpA muestra una clara 

preferencia por pectina del 22% de metilación. La especificidad de sustrato de YvpA 

tiene cierto paralelismo con la especificidad de la pectato liasa PelI �
 ��$�����

�	������	
�� (Shevchik� 
�� �����1997), enzima de la familia PL3 anteriormente citado, 

que muestra su máxima actividad sobre pectina de 45% de metilación. Sin embargo PelI 

presenta muy baja actividad sobre ácido poligalacturónico, mientras que YvpA exhibe 

sobre este sustrato el 29% de la actividad máxima. 
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Las características inusuales de PelA e YvpA en cuanto a especificidad de 

sustrato no son compartidas por los otros dos enzimas del subgrupo de homología 

descrito. Mientras que de la pectato liasa de �������� sp. P-2850 no se han publicado 

datos de actividad, Pel-15 de �������� sp. KSM-15, contrariamente a PelA e YvpA, 

muestra una clara preferencia por ácido poligalacturónico y únicamente presenta sobre 

pectina de elevada metilación el 2,7% de la actividad máxima. 

Con el fin de caracterizar mejor la actividad enzimática de los dos enzimas en 

estudio se analizaron los productos de degradación liberados a partir de ácido 

poligalacturónico, pectinas y ácido trigalacturónico. En cuanto a la acción sobre los 

sustratos poliméricos (ácido poligalacturónico y pectinas), PelA e YvpA mostraron 

patrones similares de productos de degradación. Los productos mayoritarios fueron en 

los dos casos ácido digalacturónico y ácido trigalacturónico insaturados, y oligómeros 

insaturados de longitud superior. La liberación a partir de los sustratos poliméricos de 

una mezcla de productos de degradación, muchos de ellos de longitud superior a dos 

monómeros, indica que los dos enzimas tienen un modo de acción endo, es decir, son 

endopectato liasas. El modo de actuación de PelA e YvpA es similar al de la pectato 

liasa A de %���������� �
��������� (Tamaru y Doi, 2001), PelB y PelD de ��$�����

�	������	
��� (Shevchik 
� ��., 1997), miembros de la familia PL1 de pectato liasas, 

PelL de ��$����� �	������	
��� (Lojkowska 
� ��., 1995), de la familia PL9, y PelI de 

��$����� �	������	
�� (Shevchik 
����., 1997), de la familia PL3, que presentan todas 

ellas modo de acción endo. Por el contrario, PelX y PelW de ��$����� �	������	
��

(Shevchik 
� ���, 1999a, b), de las familias 9 y 2, respectivamente, presentan modo de 

acción exo, liberando ácido digalacturónico insaturado como único producto de 

degradación del ácido poligalacturónico. Con respecto a la actividad sobre ácido 

trigalacturónico los enzimas en estudio presentan diferentes resultados. Mientras que 

PelA no muestra actividad sobre este sustrato, YvpA degrada el ácido trigalacturónico a 

ácido galacturónico y ácido digalacturónico insaturado. La falta de degradación del 

ácido trigalacturónico por parte de PelA es similar al comportamiento de la endopectato 

liasa de %���������� �
���������, mientras que la degradación de este sustrato por 

YvpA es semejante a lo descrito para las exopectato liasas PelW y PelX de ��$�����

�	������	
��. La falta de resultados publicados acerca del reconocimiento del ácido 

trigalacturónico como sustrato por otras endo y exo pectato liasas no permite extraer 
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conclusiones de la discrepancia de comportamiento entre PelA e YvpA sobre este 

oligómero. 

Los estudios realizados indican que PelA e YvpA son enzimas nuevos, con 

características diferentes a las pectato liasas conocidas, que permiten identificar un 

subgrupo de enzimas dentro de las pectato liasas de la familia PL3, que formarían un 

nuevo tipo de pectato liasas. La elevada actividad sobre pectina de los dos enzimas 

estudiados en este trabajo los hace buenos candidatos para aplicaciones biotecnológicas 

relacionadas con la degradación de pectina de sustratos naturales. 

&	%	�� �#!������#����$�����������������������

����������������� se utiliza frecuentemente en la industria para la producción de 

proteínas y enzimas. Dada su no patogenicidad, su elevada capacidad de secreción y 

rendimiento productivo, así como los conocimientos en tecnología de fermentación de 

que se dispone actualmente, ����������������� se considera un huésped atractivo para la 

secreción de proteínas tanto endógenas como heterólogas (Harwood y Archibald, 1990). 

La caracterización de las pectato liasas PelA e YvpA reveló que los dos enzimas 

mostraban por una parte propiedades moleculares de gran interés y por otra tenían 

características compatibles con procesos industriales, dada su elevada actividad sobre 

pectinas y su relativa estabilidad. Por este motivo, y para posibilitar la realización de 

ensayos de aplicación industrial, se abordó la clonación de los enzimas en ���������

�������� con el objetivo de construir cepas recombinantes de elevada producción y 

secreción, necesarios para los ensayos industriales. 

Como primera etapa se procedió a construir una serie de vectores lanzadera 

���	
���	������3�������� �������� que facilitasen la manipulación genética de las pectato 

liasas. Todos los vectores construidos derivaban de pUC19, para el mantenimiento en 

���	
���	��� ���, y contenían la región de multiclonaje de este plásmido. Para el 

mantenimiento en ��������� �������� se utilizó pUB110 (de alto número de copia) en el 

caso del vector pMS1. Con el fin de disminuir el tamaño y aumentar la estabilidad de 

los plásmidos construidos, el vector pUB110 fue deleccionado en una región 

dispensable de 1,3 kb para dar lugar al plásmido pUB111, que se utilizó para la 
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construcción de los vectores lanzadera pMS-R, pMS-RA y pMS-RS. También se ensayó 

el vector pN5, derivado del plásmido pC194, construido previamente en el grupo de 

investigación. Para facilitar la expresión de los genes clonados, en ocasiones se 

utilizaron los promotores P-��7 (del fago SPO2, Williams 
� ���� 1981) y P-��� (de la 

	��	�	�
�������������������
����
����Palva 
� ���� 1981), y también en ocasiones el 

terminador de transcripción ���� de ���	
���	�������(Brosius 
������ 1981). 

Se procedió a continuación a clonar PelA en los distintos vectores por ser el 

enzima caracterizado en el presente trabajo con mayor actividad sobre un rango más 

amplio de pectinas. Debido a la baja frecuencia de transformación cuando se utiliza 

��������� �������� como primer huésped, la clonación se realizó en primer lugar en 

���	
���	������ para después transferir los plásmidos recombinantes a �����������������.

De forma sorprendente, todas las cepas recombinantes de ���	
���	��� ��� obtenidas 

mostraron mayor actividad pectato liasa en los sobrenadantes de cultivo que en los 

extractos celulares. En concreto, el clon ���	
���	������/pMS-R-P22 mostró 8,31 U/ml 

liberadas al medio y 1,52 U/ml en los extractos celulares. El hecho de que en ������ los 

niveles de actividad detectados en el medio fueran superiores a los detectados en el 

compartimento intracelular indicarían que PelA es tóxica a �� ��� y su producción en 

cantidades elevadas causa lisis celular. Estos resultados concuerdan con los descritos 

por otros autores que muestran la toxicidad en ���	
���	��� ��� de pectinasas de 

��������� �������� (Nasser 
�� ���, 1990) o ��
������ �
������ (McKie 
�����, 2001), 

sugiriendo que las pectinasas no serían estables o serían letales para la bacteria entérica. 

También se ha advertido que altos niveles de expresión de varias glucosil hidrolasas de 

��
�������
������ son letales en ���	
���	������ debido a la ausencia de secreción 

de éstas (Braithwaite 
�����, 1997; McKie 
� ���, 1997). La toxicidad de la pectinasa en 

��� ��� explicaría la falta de obtención de recombinantes con las construcciones      

pMS-RA-P22 y pMS-RS-P22. Estas construcciones teóricamente causarían la máxima 

expresión del enzima al contener �
�� bajo el control de los promotores fuertes P-��� o

P-��7, con los que se han descrito excelentes niveles de producción heteróloga (Van 

Leen 
� ��., 1991; Inoue 
������ 2002; Overbeeke 
� ���� 1990), y delante del terminador 

de transcripción ����, que garantizaría la obtención de tránscritos del tamaño correcto. 

Para expresar la pectinasa en ��������� �������� se eligió como huésped la cepa 

MW15, deficiente en las proteasas neutra y alcalina, las dos proteasas mayoritarias en 
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��������� ��������� (Wolf� 
�� ��., 1995). La máxima producción y secreción de actividad 

pectato liasa se obtuvo con la cepa recombinante ����������������� MW15/pMS-RA-P22 

con la que se secretaron 11,37 U/ml de cultivo. Dichos niveles de secreción, siendo 

importantes, fueron sólo ligeramente superiores a los niveles de actividad de las cepas 

recombinantes de �� ��� construidas. Es interesante destacar que la cepa ���������

�������� MW15/pMS-RA-P22 presentó un máximo de secreción a las 24 horas de 

cultivo, pero que los valores de actividad disminuyeron drásticamente tras dicho 

momento (48,5 y 10,1% del máximo al segundo día y tercer día, respectivamente). 

Teniendo en cuenta que el promotor P-��� del plásmido recombinante pMS-RA-P22 es 

activo durante la fase estacionaria (Fahnestock y Fisher, 1986) y teniendo en cuenta 

también que en la cepa original ��
���������� sp. BP-23 la secreción de pectinasas se 

mantiene en niveles elevados al menos los tres primeros días de cultivo, la aparición de 

un pico agudo de producción y secreción a las 24 horas de cultivo parece indicar que la 

expresión elevada de PelA resulta tóxica a la cepa huésped ����������������� MW15. En 

concordancia con estos resultados, en los zimogramas de sobrenadantes de ���������

�������� MW15/pMS-RA-P22 aparece una banda gruesa de actividad, probablemente 

como resultado de la coalescencia de PelA madura y de un enzima con tamaño 

ligeramente superior, que corresponde con toda probabilidad a la pectato liasa con el 

péptido señal sin procesar, que aparecería en el medio por lisis celular. En este sentido 

se ha descrito que el procesamiento por peptidasas señal puede ser un factor limitante 

para la secreción en ��������� �������� (Bolhuis 
� ���� 1996; Tjalsma 
�� ��., 2000). De 

hecho la sobreexpresión de algunas proteínas heterólogas en ��������� �������� puede 

originar cuerpos de inclusión (Jürgen 
� ���� 2001). La saturación de la maquinaria de 

secreción, conjuntamente con la toxicidad del enzima podría ser responsable de los 

niveles discretos de producción obtenidos. La falta de obtención de recombinantes con 

la construcción pMS-RS-P22 estaría en concordancia con la propuesta toxicidad del 

enzima. 

Trabajos realizados previamente por el grupo de investigación en el que se ha 

realizado el presente trabajo, han mostrado la expresión eficiente de enzimas de 

��
���������� sp. BP-23 clonados en ��������� �������� MW15. En concreto, se han 

obtenido niveles altos de expresión de la xilanasa B mediante la utilización del plásmido 

lanzadera pRBSPO (Gallardo 
� ���� 2003). Los buenos resultados obtenidos con la 
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xilanasa indican que el mencionado vector posibilita la producción de determinadas 

proteínas en �������� ��������. Sin embargo, la utilización de pRBSPO para la 

producción de la pectinasa PelA fue ensayada durante el desarrollo del presente trabajo 

con resultados negativos. Este hecho motivó la construcción de los nuevos plásmidos 

lanzadera cuyas características se han detallado. Los discretos resultados obtenidos al 

expresar PelA en ��������� �������� pueden estar relacionados con los problemas de 

toxicidad de la pectato liasa mencionados. Una alternativa para solucionar dichos 

problemas puede ser la utilización de promotores inducibles, como el de la levansucrasa 

SacB, con el que se han obtenido excelentes resultados (Wong, 1989; Petit-Glatron y 

Chambert, 1992) o la utilización de nuevas cepas huésped de ��������� ��������,

deficientes en un número mayor de proteasas (Wu 
�� ��., 1991, Wong, 1995). La 

obtención de niveles elevados de síntesis y secreción de enzimas heterólogos en 

����������������� es una tarea compleja que requiere la evaluación y ensayo de un gran 

número de factores. Los resultados obtenidos en este trabajo suponen una aproximación 

a la tarea de sobreproducir pectato liasas, que han permitido la identificación de 

problemas específicos de la expresión de los enzimas en estudio y posibilitarán la 

construcción futura de nuevas cepas recombinantes de productividad y rendimiento 

aumentado. 





��		������

����		������





Conclusiones 

- 199 -

.	������'����'�

1. Se ha caracterizado la producción de enzimas degradadores de pectina por 

��
���������� sp. BP-23. La máxima producción y secreción de pectinasas tiene 

lugar en medios suplementados con pectina, ejerciendo este polisacárido un 

notable efecto inductor. Por el contrario, la producción de pectinasas en 

��
���������� sp. BP-23 está reprimida por glucosa. 

2. El sistema degradador de pectina de ��
���������� sp. BP-23 está constituido 

mayoritariamente por enzimas con actividad liasa. El requerimiento de calcio para 

la actividad enzimática, conjuntamente con la multiplicidad de bandas de 

pectinasa detectadas en los zimogramas, indica que ��
���������� sp. BP-23 posee 

un sistema enzimático complejo para la degradación de la pectina que contiene 

varias pectato liasas. 

3. La producción y secreción de pectinasas por la cepa ��������� sp. BP-7 ha sido 

caracterizada. Los niveles absolutos de actividad obtenidos son notablemente 

inferiores a los mostrados por ��
���������� sp. BP-23. La producción de 

pectinasas por �������� sp. BP-7 está inducida por pectina y no presenta represión 

por glucosa.  

4. El sistema pectinolítico de �������� sp. BP-7 está constituido mayoritariamente 

por enzimas con actividad liasa. La ausencia de requerimiento de calcio para la 

actividad enzimática sobre pectina, conjuntamente con la diversidad de bandas 

detectadas en los zimogramas, indica que �������� sp. BP-7 posee un sistema 

multienzimático para la degradación de la pectina que incluye pectato liasas y 

pectina liasas. 

5. Se ha clonado la pectato liasa PelA de ��
���������� sp. BP-23. La secuencia 

deducida de aminoácidos de �
�� presenta homología con las polisacárido liasas 

de la familia PL3. El enzima muestra un tamaño aparente de 25 kDa y un punto 

isoeléctrico experimental igual o superior a 9. 
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6. La purificación y caracterización bioquímica de PelA muestra que el enzima es 

una pectato liasa con elevada actividad sobre pectinas, que presenta máxima 

actividad específica sobre ácido poligalacturónico y pectina de limón del 22% de 

metilación. PelA exhibe máxima actividad a 55ºC y pH 10 en presencia de Ca2+

0,5 mM. El enzima muestra un modo de acción endo, liberando una mezcla de 

productos de reacción a partir de pectina y de ácido poligalacturónico. 

7. Se ha identificado y clonado la pectato liasa YvpA de ��������� ��������, que 

muestra elevada homología con PelA y con las pectato liasas de la familia PL3. El 

enzima presenta un tamaño aparente de 25 kDa y un punto isoeléctrico 

experimental de 8,6. 

8. La purificación y caracterización bioquímica de YvpA muestra que el enzima es 

una pectato liasa que presenta la máxima actividad específica sobre pectina de 

limón del 22% de metilación. YvpA exhibe máxima actividad a 65ºC y pH 10 en 

presencia de Ca2+ 2 mM. El enzima muestra un modo de acción endo, liberando 

una mezcla de productos de reacción a partir de sustratos poliméricos, y degrada 

el trigalacturonato a ácido galacturónico y ácido digalacturónico insaturado. 

9. Los enzimas caracterizados en este trabajo, PelA de ��
���������� sp. BP-23 e 

YvpA de �����������������, conjuntamente con Pel-15 de �������� sp. KSM-15 y la 

pectato liasa de �������� sp. P-2850 son enzimas de elevada similitud que 

constituyen un subgrupo de homología dentro de las pectato liasas de la familia 

PL3. Los cuatro enzimas presentan de forma exclusiva el dominio proteico 

PD346936 y muestran un contenido en residuos de cisteína anormalmente bajo en 

comparación con las pectato liasas de la familia PL3. 

10. Se han realizado varias construcciones genéticas que han permitido la expresión y 

secreción de PelA en ��������� ��������. Los niveles de secreción obtenidos en la 

mayoría de las cepas recombinantes construidas no son elevados, probablemente 

como consecuencia de toxicidad del enzima. Los mejores resultados de secreción 

en ����������������� se han obtenido con el plásmido recombinante pMS-RA-P22 

que contiene el gen �
�� delante del terminador de transcripción ���� de 

���	
���	��� ��� y bajo el control del promotor de la α amilasa de ���������

��������
����
��.
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The gene pelA encoding a pectate lyase from the strain Bacillus sp. BP-23 was
cloned and expressed in Escherichia coli. The nucleotide sequence of a 1214 bp
DNA fragment containing pelA gene was determined, revealing an ORF of 666
nucleotides that encoded a protein of 23233 Da. The deduced amino acid
sequence of the encoded enzyme showed homology to pectate lyases A, B, C
and D from Fusarium solani, Pel-3 and PelB from Erwinia carotovora and PelI
from Erwinia chrysanthemi. Homology was also found to the protein deduced
from the Bacillus subtilis yvpA gene, the function of which is unknown. The
heterologous expressed enzyme depolymerized polygalacturonate and pectins
of methyl esterification degree from 22 to 89%, and exhibited similar activity
on polygalacturonate and on 89% esterified citrus pectin. Optimum
temperature and pH for enzymic activity were 50 °C and pH 10, respectively.
Ca2M was required for activity on pectic substrates, while the enzyme was
strongly inhibited by Ba2M.

Keywords : pectate, pectin, lyase

INTRODUCTION

Pectin is a heteropolysaccharide composed of 1,4-α-
linked galacturonate chains with a high percentage of
methyl esterification. Pectin degradation requires the
combined action of several enzymes that can be classified
into two main groups: methylesterases, which remove
methoxyl groups from pectin, and depolymerases
(hydrolases and lyases), which cleave the bonds between
galacturonate units. Lyases cleave glycosidic bonds by β-
elimination, giving rise to unsaturated products. Among
these enzymes, pectin lyases show specificity for methyl
esterified substrates (pectin) while pectate lyases are
specific for unesterified polygalacturonate (pectate).
Pectate lyases are widely distributed among microbial
plant pathogens and have been the focus of several
studies to ascertain their role as virulence factors (Barras
et al., 1994; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996). They
have also been found in saprophytic micro-organisms,
including the genus Bacillus (Nasser et al., 1990), and in
some thermophilic bacteria (Kozianowski et al., 1997).
Multiple sequence alignment of pectate lyases has been
used to classify these enzymes into several subfamiles

.................................................................................................................................................

The EMBL accession number for the nucleotide sequence determined in
this work is AJ237980.

and to identify consensus sequences of some of them
(Henrissat et al., 1995; Hinton et al., 1989), although
recent sequencing and characterization of novel enzymes
has resulted in the proposal of new groups of pectate
lyases (Shevchik et al., 1997; Kim & Beer 1998).

Pectin-degrading enzymes are widely used in the food
industry for improving the yield and the clarification of
fruit juices (Alkorta et al., 1998). At present, pectinolytic
enzymes are being introduced into the textile industry to
release fibres from flax stems, as an alternative to
conventional retting (Henriksson et al., 1999). In these
fields, finding new enzymes has special interest to
improve the efficiency of the production systems.

The strain Bacillus sp. BP-23, previously isolated from a
rice field (Blanco & Pastor, 1993), shows a multiple
glycanase system, some enzymes of which have been
cloned and characterized (Blanco et al., 1995, 1998,
1999). In this article, we describe the cloning and
characterization of pectate lyase A from Bacillus sp.
BP-23, an enzyme with some unusual features among
pectin and pectate lyases.

METHODS

Bacterial strains and plasmids. Bacillus sp. strain BP-23 was
isolated from soil from a rice field in the Ebro river delta
(Blanco & Pastor, 1993) and has been deposited in the Spanish
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Type Culture Collection as strain CECT 4592. The strain was
grown as described previously (Blanco & Pastor, 1993).
Escherichia coli 5K (Godessart et al., 1988) was used as the
recipient strain for recombinant plasmids. E. coli 5K was
cultivated at 37 °C in LB medium. Plasmid pBR322
(Boehringer Mannheim) was used as cloning vector.

Nucleic acid manipulation. Chromosomal DNA from Bacillus
sp. BP-23 was prepared as described by Dubnau & Davidoff-
Abelson (1971). Plasmid DNA was purified by the alkaline
lysis procedure (Sambrook et al., 1989). Restriction nucleases
and ligase were purchased from Boehringer Mannheim and
used according to the manufacturer’s specifications. Chromo-
somal DNA was partially digested with Sau3AI; fragments of
4–7 kb were isolated from a 0±8% (w}v) agarose gel by
electroelution and ligated to BamHI-digested pBR322. The
resulting molecules were introduced into E. coli 5K cells by
transformation according to the method of Hanahan (1983)
and Apr Tcs colonies were selected. Southern hybridization
analysis was performed as described by Sambrook et al.
(1989).

The sequence of both strands of pelA was determined by
automated fluorescence sequencing with an ABI PRISM dye
terminator cycle sequencing ready reaction mix (Perkin Elmer)
in a 377 Perkin Elmer DNA sequencer.

Enzyme assays. The screening of the gene library for
recombinant bacteria producing pectinase was performed on
LB agar plates supplemented with 0±4% (w}v) polygalact-
uronic acid (Sigma) as described by Keen et al. (1984). After
growth, plates were flooded with 1 M CaCl

#
and pectinase-

producing colonies were detected by the appearance of a halo
around them.

Cells from cultures of E. coli 5K carrying the recombinant
plasmid pP22 (see below) were disrupted by sonication and
the lysates obtained were cleared by centrifugation, dialysed
and tested for activity. Pectate lyase activity was assayed
spectrophotometrically by measuring the formation of un-
saturated products from polygalacturonic acid at 232 nm
(Collmer et al., 1988). The standard assay mixture contained
0±2% polygalacturonic acid (Sigma) in a final volume of 3 ml
50 mM glycine buffer pH 10±0 containing 0±5 mM CaCl

#
.

Assay mixtures were incubated for 2±5 min at 50 °C and the
increase in absorbance at 232 nm was measured. To test
activity on substrates with various degrees of methylation,
polygalacturonic acid was replaced by 22, 64 and 89%
esterified citrus pectin (Sigma). Apple pectin (68% esterifi-
cation; Sigma) was also tested as a substrate. One unit of
enzymic activity was defined as the amount of enzyme that
produces 1 µmol unsaturated product min−" under the assay
conditions described. For inhibition studies, 1 mM different
ions were added to the assay mixture and activity was
determined as indicated.

Gel electrophoresis and zymograms. SDS-PAGE was per-
formed in 13% (w}v) gels, essentially as described by Laemmli
(1970). Samples were heated for 10 min at 45 °C in sample
buffer before being applied to gels. After electrophoresis, gels
were soaked in 2±5% (w}v) Triton X-100 for 30 min, washed
in 100 mM glycine buffer pH 10±0, 1±5 mM CaCl

#
for 30 min

and overlaid with an 1% agarose gel containing 0±1% poly-
galacturonic acid in the same buffer as above. After 30 min
incubation at 45 °C, gels were stained with 0±05% (w}v)
Ruthenium red (Sigma) for 10 min and washed with water
until pectate lyase bands became visible.

IEF was performed in a Pharmacia PhastSystem unit. Gels
with a pH range from 3±0 to 9±0 (Pharmacia) were used. For
zymogram analysis, IEF gels were overlaid with poly-

galacturonic-acid-containing agarose gels and developed as
described above.

RESULTS

Cloning of pectate-lyase-A-encoding gene

The strain Bacillus sp. BP-23, previously isolated from
an enrichment culture on rice straw, secretes a complex
system of carbohydrate-degrading enzymes including
pectinases (Blanco & Pastor, 1993). The influence of
carbon sources on pectate lyase production by the strain
was evaluated. The highest activity was obtained in
pectin-supplemented media (252 U ml−"). Other carbo-
hydrates tested, such as polygalacturonate and rice
straw, did not notably affect pectate lyase produc-
tion, whilst activity was undetectable in glucose-
supplemented media. A gene library from Bacillus sp.
BP-23 was constructed in E. coli 5K and screened for
pectinase activity on polygalacturonic-acid-containing
agar plates. One clone out of 4000 tested showed pectin
degradation around the bacterial growth and was
selected. This strain carried the recombinant plasmid
pP22, which contained a DNA insert of 1±2 kb. Hybrid-
ization analysis confirmed that the DNA insert in pP22
belonged to Bacillus sp. BP-23. A 0±7 kb PvuII–SphI
fragment from pP22, used as a probe, hybridized to
identically sized DNA bands from Bacillus sp. BP-23 and
pP22 doubly digested with PvuII}SphI, whilst no hybrid-
ization was detected to E. coli 5K chromosomal DNA or
pBR322.

Substrate specificity

Cell extracts from E. coli 5K}pP22 showed high lyase
activity on pectic substrates, whilst no hydrolytic
activity was found. Xylans, carboxymethylcellulose or
other carbohydrates tested were not degraded by the
enzyme. Among pectic substrates, maximum activity
was found on polygalacturonic acid, although the cloned
enzyme also showed high activity on pectin. The
influence of substrate methylation on enzymic activity
was tested by evaluating the activity of the enzyme on
pectins of increasing degree of methyl esterification. The
enzyme exhibited on all the pectins tested more than
60% of the activity found on polygalacturonic acid (Fig.
1a). On highly methylated pectins (89% esterification)
the activity found was more than 90% of that detected
on polygalacturonic acid. The results show that the
cloned enzyme exhibits very similar activity on pectins
and polygalacturonic acid, showing high levels of lyase
activity on pectic substrates irrespective of the degree of
methyl esterification.

Characterization of the cloned enzyme

The effect of pH and temperature on the activity of the
cloned enzyme on polygalacturonic acid was deter-
mined. The enzyme was most active in a narrow alkaline
pH range, showing the highest activity at pH 10±0.
Optimum temperature for pectate lyase activity was
50 °C, whilst more than 50% of maximum activity was
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Fig. 1. Some enzymic properties of PelA. (a) Influence of the
degree of pectin methylation on PelA activity. Activity of PelA
on polygalacturonic acid (PGA), citrus pectins (CP) with degree
of methyl esterification from 22 to 89% and apple pectin (AP)
(68% esterification) was determined by the standard assay.
Activity is expressed relative to that detected on non-
methylated substrate. One hundred per cent pectate lyase
activity was equivalent to 142 units (mg protein)−1. (b) Influence
of Ca2+ concentration on PelA activity. Activity on poly-
galacturonic acid (E) and citrus pectin (*) was determined
at 50 °C and pH 10±0 in the presence of different concentrations
of CaCl2. One hundred per cent PelA activity was equivalent to
140 and 132 units (mg protein)−1 on polygalacturonic acid and
on pectin, respectively.

found in the temperature range from 40 to 60 °C.
Stability assays showed that the enzyme was stable for
1 h at 40 °C in the pH range from 4±0 to 8±0. At pH 10±0,
the enzyme retained more than 50% of the initial
activity after 4 h incubation at 40 °C, whilst at 50 °C
only 1% of the initial activity was found after the same
treatment. At pH 7±0, the enzyme remained stable for at
least 24 h at 40 °C.

The influence of Ca#+ ions on enzymic activity was
tested by performing assays at different CaCl

#
concen-

trations (Fig. 1b). The results showed that the cloned
enzyme has an absolute requirement for Ca#+ ions for
polygalacturonic acid degradation. Activity was un-
detectable without this ion. Maximum activity was
found at 0±5–0±75 mM CaCl

#
, whilst activity decreased

at higher concentrations and only 9% of maximum
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Fig. 2. Electrophoretic analysis of pectate lyase A. (a) Coomassie-
blue-stained SDS-polyacrylamide gel. (b) Zymogram of an SDS-
polyacrylamide gel. Lanes: 1, cell extracts from E. coli
5K/pBR322; 2, cell extracts from E. coli 5K/pP22. The positions of
molecular mass marker proteins are indicated on the left.

activity was found at 10 mM CaCl
#
. Conversely, the

degradation of pectin was observed even without Ca#+
addition, although the activity was enhanced in the
presence of added Ca#+ and reached a maximum at
0±75 mM CaCl

#
(Fig. 1b). The activity found without

exogenous Ca#+ could result from the presence of trace
amounts of contaminant Ca#+ ions in the pectins used as
substrates. In fact, when 2 mM EDTA was added to the
assay mixture, no activity was detected on pectins or
polygalacturonic acid. These results indicate a require-
ment for Ca#+ for enzymic activity on both substrates.
According to this and to the substrate specificity results,
we concluded that the cloned enzyme is a pectate lyase.
We named it PelA.

The effect of metal ions other than Ca#+ on pectate lyase
activity was determined by performing enzymic assays
on polygalacturonic acid in the presence of metal ions at
1 mM concentration, without added Ca#+. Activity was
undetectable in all the assays, indicating that none of the
ions tested could replace Ca#+. When the effect of metal
ions was tested in the presence of 0±5 mM CaCl

#
, we

found that the enzyme was strongly inhibited by Ba#+
(9% residual activity). Sn#+, Mg#+ and Ag+ also caused
notable inhibition of the enzyme (36, 42 and 53%
residual activity, respectively), whilst Zn#+, Ni#+, Hg#+
and Co#+ caused only low levels of inhibition (71, 75, 77
and 88% residual activity, respectively).

SDS-PAGE analysis of cell extracts from E. coli 5K}pP22
showed a prominent 25 kDa protein band not found in
extracts from E. coli 5K}pBR322 (Fig. 2). The band
showed pectate lyase activity in zymographic analysis,
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Fig. 3. Amino acid alignment of several pectate lyases belonging to class III. Alignment was performed with the CLUSTAL
W program. Numbering of the amino acids starts at the N termini of the proteins. Gaps are indicated by dashes. Asterisks
show identical amino acids and dots show conserved residues. Amino acids identical in at least eight of the sequences
aligned are shaded. Blocks of conserved residues of class III pectate lyases are boxed. The sequences shown are: BspPelA,
PelA from Bacillus sp. BP-23; BsuYvpA, YvpA from B. subtilis, FoxyPl1, Pl1 from F. oxysporum ; FsoPelA, PelA from F.
solani ; FsoPelB, PelB from F. solani ; FsoPelC, PelC from F. solani ; FsoPelD, PelD from F. solani ; EcaPelB, PelB from Erwinia
carotovora ; EcaPel3, Pel-3 from Erwinia carotovora ; EchPelI, PelI from Erwinia chrysanthemi ; EamHrpW, HrpW from
Erwinia amylovora ; PsyHrpW, HrpW from P. syringae.

whilst no pectate lyase bands were detected in control
samples. Analysis of E. coli 5K}pP22 extracts by IEF
showed an intense pectate lyase band that migrated in
the upper pH limit of the gel, indicating a pI of 9±0 or
higher (data not shown).

Sequencing of the encoding gene

The nucleotide sequence of the 1214 bp DNA insert
contained in pP22 was determined. It contains an ORF
of 666 nucleotides that encodes a protein of 222 amino

acids. The deduced protein sequence shows an N-
terminal region of 25 amino acids with the features of a
typical Bacillus signal peptide (Nagarajan, 1993). It
contains two positively charged residues at its N-
terminal end, followed by a hydrophobic span of 18
amino acids. This hydrophobic core is followed by a β-
turn-favouring residue (Pro) and an amino acid stretch
with the sequence AAAA, together resembling the
sequence recognized by bacterial signal peptidase (von
Heijne, 1986), which would cleave the bond between the
two last alanine residues. Eight nucleotides upstream
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of the ATG start codon there is a AAGGGAGGA
sequence, resembling that of a ribosome-binding site
(Shine–Dalgarno sequence). A putative promoter se-
quence, similar to those recognized by the σA subunit of
Bacillus RNA polymerase, showing a ®35 (TAGACA)
and ®10 (TCAAAT) region was found upstream of the
pelA structural gene. An inverted repeat of 20 bp, which
could act as a transcriptional terminator, was found in
the 3« region of the pectate lyase gene.

The deduced amino acid sequence of PelAwas compared
to enzyme sequences contained in the SWISS-PROT and
EMBL databases. Homology was found to enzymes
belonging to class III pectate lyases (Shevchik et al.,
1997; Kim & Beer 1998), whilst no homology was found
to pectate lyases of other groups (Fig. 3). The highest
homology was found to pectate lyases from phyto-
pathogenic fungi. PelD from Fusarium solani (Guo et
al., 1996) showed the highest homology (43% identity),
whilst Pl1 from Fusarium oxysporum (TREMBL
G3764095) and PelC, PelB and PelA from F. solani (Guo
et al., 1995a, b; Gonza! lez-Candelas & Kolattukudy,
1992) showed 41, 40, 39 and 37% identity, respectively,
to Bacillus sp. BP-23 PelA. The enzyme also showed
homology to pectate lyases from phytopathogenic bac-
teria. In this regard, 33% identity was found to Pel-3
and PelB from Erwinia carotovora (Liu et al.,
1994; Heikinheimo et al., 1995), and 31% identity to
PelI from Erwinia chrysanthemi (Shevchik et al., 1997).
Sequence comparison also showed that PelA is highly
homologous (54% identity) to the protein deduced from
the yvpA gene from Bacillus subtilis, the function of
which is unknown (Kunst et al., 1997).

The amino acid sequence of the cloned enzyme contains
three blocks of conserved residues proposed as
signatures of pectate lyases of class III (Shevchik et al.,
1997) (Fig. 3). However, a fourth conserved region
present in the enzymes of this class is missing in Bacillus
sp. BP-23 PelA. Analysis for the occurrence of protein
domains with ProDom at NCBI (Altschul et al., 1997)
indicated a two-domain structure in PelA. An N-
terminal pectate lyase domain (amino acids 33–160),
shared with class III pectate lyases, comprises the three
conserved regions of class III enzymes contained in PelA.
The second domain, placed at the C-terminal region of
PelA (amino acids 161–222) is only shared with the
protein deduced from the yvpA gene from B. subtilis.

DISCUSSION

We have identified and characterized a pectate lyase
from the strain Bacillus sp. BP-23. Sequence comparison
with proteins contained in databases revealed that the
enzyme characterized, PelA, showed homology to
enzymes belonging to class III pectate lyases, whilst no
significant homology was found to pectate lyases of
other groups, including pectate lyases from saprophytic
micro-organisms such as Pel from Amycolata sp.
(Bru$ hlmann & Keen, 1997). It has recently been shown
that Hrp proteins from Erwinia amylovora (Kim & Beer
1998) and Pseudomonas syringae (Charkowski et al.,

1998) contain domains homologous to pectate lyases
from class III although they do not show pectate lyase
activity. This indicates that class III proteins are
probably distributed in a wide range of micro-
organisms. Our results indicate that the cloned enzyme
belongs to class III pectate lyases. PelA from Bacillus sp.
BP-23 is to our knowledge the only pectate lyase in this
class reported from a non-pathogenic micro-organism.

The pectate lyase characterized differs in many aspects
from known pectate lyases. One of the most notable
features of the cloned enzyme is its activity on both
polygalacturonic acid and highly methylated pectin.
Most pectate lyases, besides degrading polygalacturonic
acid, retain activity on pectins of low degree of
methylation but are not active on highly methylated
pectins (Burns, 1991; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al.,
1996). In some instances, as for Erwinia chrysanthemi
PelB and PelC, pectate lyases are most active on
substrates with a low degree of methylation (7–22%)
and do not show activity on highly esterified pectin
(Tardy et al., 1997). By contrast, Bacillus sp. BP-23 PelA,
shows high activity on pectins of any degree of
esterification. The activity on highly methylated pectins
could indicate that the cloned enzyme is a pectin lyase.
However, known pectin lyases show a decreasing
activity as the methoxyl content of the substrate
decreases and do not show noticeable activity on
polygalacturonic acid. Additionally, pectin lyases
usually do not require Ca#+ for activity, whilst the
cloned enzyme does not show activity in the absence of
this ion. From these results we conclude that Bacillus sp.
BP-23 PelA is a pectate lyase showing a remarkable
activity on highly methylated pectin.

Pectate lyases belonging to class III are usually more
active on pectins than on polygalacturonate. Thus, PelI
from Erwinia chrysanthemi and PelB from Erwinia
carotovora show maximum activity on 45 and 68%
esterified pectin, respectively (Shevchik et al.,
1998; Heikinheimo et al., 1995), exhibiting low or
undetectable activity on polygalacturonic acid. The
cloned enzyme differs from these pectate lyases in
showing a similar activity on polygalacturonic acid and
pectins of any degree of methylation. Pectin methyl
esterification seems not to affect greatly the activity of
Bacillus sp. BP-23 PelA. This makes PelA a unique
enzyme among known pectate and pectin lyases.

The pectate lyases grouped in class III show optimum
activity at high Ca#+ concentrations and have a higher
cysteine content (10–14 residues) than pectate lyases of
other groups. PelA from Bacillus sp. BP-23 also shows
optimum activity at elevated CaCl

#
concentrations

(0±75 mM), but it contains only two cysteine residues. In
a similar way, Hrp proteins, despite their homology to
class III pectate lyases, have no cysteine residues.

A pectate and a pectin lyase from other members of the
genus Bacillus have been cloned and characterized
(Nasser et al., 1990, 1993; Sakamoto et al., 1994, 1996).
The pectate lyase, from B. subtilis, shows molecular
size, pI and enzymic properties different from those of
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Bacillus sp. BP-23 PelA (Nasser et al., 1990). Sequence
comparison of Bacillus sp. BP-23 PelA with Bacillus
pectin-degrading enzymes did not show significant
homology. However, the sequence of the cloned enzyme
shows high homology (54% identity) to the protein
deduced from the yvpA gene from B. subtilis (Kunst et
al., 1997). Recently, a pectate lyase from an alkaliphilic
strain of Bacillus has been characterized (Kobayashi et
al., 1999). The enzyme shows similar molecular mass
and pI (20 kDa and 10±3, respectively) to PelA, although
it exhibits little activity on pectins. The sequence of its
N-terminal region (28 amino acids) and that of an
internal peptide of 12 amino acids has been determined
and shows 75% identity with the corresponding regions
of Bacillus sp. BP-23 PelA. This high homology suggests
that this enzyme also belongs to class III and is similar to
Bacillus sp. BP-23 PelA, although showing different
substrate specificity. The sequence of the whole pectate
lyase will be necessary to analyse the degree of homology
between the two enzymes.

The results shown indicate that Bacillus sp. BP-23 PelA
is a novel enzyme with unusual features that make it
distinct from other known pectate lyases, and suggest
that the cloned enzyme, together with YvpA, belongs to
a new type of pectate lyases from the genus Bacillus. The
high activity of the enzyme on pectins makes it a good
candidate for biotechnological applications requiring
the removal of pectin from natural substrates. At
present, the activity of the enzyme on textile raw
materials is being tested to evaluate the potential
application of PelA for retting.
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