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Introduccion

1. INTRODUCCION

La biotecnologia microbiana utiliza diversas herramientas metodoldgicas para
explorar y explotar la biodiversidad natural de los microorganismos y sus enormes
capacidades metabolicas. Esta disciplina incluye en su area de estudio la aplicacion de
microorganismos para mejorar € medio ambiente, laidentificacion de microorganismos
con potenciales metabdlicos que puedan ser utilizados para aplicaciones industriales, y
el uso de métodos moleculares para vaorar la distribucion natural de los

microorganismos en e medio ambiente y las funciones ecol 6gicas 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 especificos. Con |os avances en
biotecnologia en las Ultimas tres décadas, especialmente en las areas de genética
molecular e ingenieria de proteinas, 1os enzimas han encontrado campo de aplicacion en
muchos de los nuevos procesos industriales. En e siglo pasado ha habido una
preocupacion creciente por los efectos de la contaminacion ambiental, y la presion
publica ha influido tanto en laindustria como en los gobiernos para su disminucion. Los
enzimas microbianos presentan aplicacion industrial debido a su elevada eficiencia
catalitica, a que su uso no dafia el medio ambiente y a su alta rentabilidad econémica
(Cherry y Fidantsef, 2003). Por este motivo existe un renovado interés en sustituir los
procesos productivos convencionales por procesos biotecnologicos en los que estan
involucrados microorganismos y enzimas microbianos tales como pectinasas (Alkorta et
al., 1998; Kashyap et al., 2001), xilanasas (Beg et al., 2001; Viikari et al., 2001),
celulasas (Bhat, 2000), mananasas (Montiel et al., 2002), amilasas (Gupta et al., 2003;
Van der Maardl et al., 2002), lacasas y ligninasas (Bajpai, 1999); los cuales no solo
proporcionan aternativas econdémicas viables, sino que ademas permiten e desarrollo
de tecnologias respetuosas con € medio ambiente.

1.1. LA PARED CELULAR VEGETAL

Las células vegetales estan rodeadas por una estructura rigida, la pared celular,

gue se asienta externamente sobre la membrana plasméatica. La pared celular vegeta
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proporciona la forma y € soporte a la planta, ayuda a regular procesos fisiolégicos,
incluyendo la respuesta de defensa, y actla de barrera fisica a la invasion de patogenos.
Esta compuesta por una mezcla compleja de carbohidratos, lignina y proteinas, asi
como otras sustancias embebidas en ella, tales como cutina, suberina y ciertos
componentes inorgdnicos que varian de una planta a otra (Goodwin y Mercer, 1990;
Showalter, 1993).

La pared celular de las plantas superiores estda formada por tres capas. lamina
media, pared primaria y pared secundaria (Fig.1.1.1.). La ldmina media, primera capa
gue se deposita durante la division celular, esta formada principalmente por
polisacéridos pécticos y mantiene la unién entre las células adyacentes (Zarray Revilla,
1993; Heredia et al., 1995). Una vez completada la divisién se deposita la pared
primaria, formada fundamentalmente por celulosa. La pared primaria continua
creciendo en area 'y espesor mientras las células hijas crecen en tamario (McNeill et al.,
1984). La pared secundaria comienza a depositarse hacia e final del crecimiento de la
célula y continla cuando éste ha parado. Consiste basicamente en tres capas de
microfibrillas de celulosa con diferente orientacion embebidas de lignina, que realiza un
papel cementante. Contiene ademés otros polisacaridos tales como hemicelulosas. En
conjunto, es una estructura méas gruesa que la pared primaria, con una mayor rigidez y
resistencia (Herediaet al., 1995; Smith, 1993).
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Pared primaria

Membrana plasmética [ §

Figura 1.1.1. Estructura de |a pared celular.

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

fases: lafase microfibrilar y lamatriz.

La fase microfibrilar es altamente cristalina y relativamente homogénea en
composicion quimica. Consiste en largas y estrechas microfibrillas de celulosa (Brett y
Waldron, 1990).

La celulosa es e polisacarido més comin encontrado en e reino vegetal.
Consiste en un polimero no ramificado formado por moléculas de D-glucosa unidas por
enlaces glucosidicos B(1—4) y su funcidn principal es asegurar la rigidez de la pared
celular vegetal. Las microfibrillas de celulosa forman una estructura paracristalina
estabilizada por puentes de hidrogeno intra e intermoleculares, con cadenas orientadas

de manera paralelay antiparalela (Tomme et al., 1995).

Adicionalmente se pueden encontrar otros polisacaridos microfibrilares en la
pared celular. En la mayoria de los hongos se encuentra la quitina, compuesta por
cadenas largas y ramificadas de residuos N-acetil-glucosamina unidos por enlaces
B(1—4) glucosidicos. Ciertas algas contienen microfibrillas compuestas de mananos,
cadenas de manosa con uniones (1—4); o xilanos B(1—3), cadenas de xilosa con
uniones {1—3) (Northcote, 1972; Preston, 1979).
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La matriz es una fase amorfa de composicion heterogénea formada de una gran
variedad de polimeros, los cuales estan unidos entre si, asi como a las microfibrillas, por
diferentes tipos de enlaces (Brett y Waldron, 1990).

Tradicionamente los polisac&ridos matriciales se han clasificado en polimeros
pécticos Y hemicelulosas, tomando como criterio el tipo de método utilizado para su
extraccion de la pared. Las hemicelulosas necesitan métodos de extraccion fuertes:
soluciones acalinas como NaOH a 17,5% o KOH a 4-24%. Por e contrario, las
pectinas se extraen con métodos relativamente suaves tales como tratamiento con agua
caiente, agentes quelantes, como e EDTA, que extraen el Ca?* de la pared, o &cidos
diluidos (Zarray Revilla, 1993; Varner y Liang, 1989).

Las hemicelulosas son polisacaridos muy heterogéneos que constituyen los
segundos por orden de abundancia en la pared celular vegetal. Son polisacaridos
neutros, conteniendo habitualmente glucosa o xilosa, que presentan una cadena

principal relativamente larga con ramificaciones cortas.

Algunos polisacéridos representativos de las hemicelulosas encontradas en la
pared celular son: xilanos, mananos, glucomananos, gal actoglucomananos, xiloglucanos
y calosa(Tablal.1.1.).

Los polisacaridos pécticos son una mezcla compleja de polimeros acidos y
neutros, que se caracterizan por su capacidad para formar geles y actuar como
sustancias cementantes en la lamina media y la pared primaria. La composicion y
estructura de los mismos se detallaen el apartado 1.2.

Algunos polisacaridos pécticos de la pared celular son: galacturonano,
ramnogal acturonano |, ramnogalacturonano 11, galactano, arabinogalactano y arabinano
(Tabla1l.1.1.) (Herediaet al., 1995; Pérez et al., 2000).
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Tabla 1.1.1. Polisacéridos de la pared celular.

Polimeros

Caracteristicas principales

Celulosa

Cadenas lineales de glucosa 3(1-4).

Sustancias pécticas

Gadlacturonanos

Ramnogal acturonano |

Ramnogal acturonano |

Galactanos

Arabinogal actanos

Arabinanos

Cadenas de galacturonato o(1—4) metilado en
diferente proporcion en los grupos carboxilos de
los C-6.

Cadenas de  gadacturonano  interrumpidas
ocasionalmente por residuos de L-ramnosa
o(1—2) que pueden enlazar cadenas laterales que
contienen galactosay arabinosa.

Similar en composicion a rhamnogal acturonano |
pero conteniendo azlcares poco comunes como la
apiosay lametilfucosa.

Cadenas de galactosa B(1—4).

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

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

Hemicelulosas

Xilanos

Mananos

Glucomananos

Galactoglucomananos

Xiloglucanos

Calosa

Cadenas de xilosa (1—4) con cadenas laterales
cortas de otros azlicares unidos a C-2 o d C-3 de
los residuos de la cadena principal .

Cadenas de manosa (1—4) que pueden contener
ramificaciones de o-galactosa enlazadas a C-6 de
los residuos de manosa.

Cadenas de manosa PB(1—4) que contienen
residuos de glucosa. La relacién manosa:glucosa
esde 3:1.

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

Cadenas de glucosa B(1—4) con cadenas laterales
cortas de o-xilosa unidas a C-6 de los residuos de
glucosa de la cadena principal .

Polimero no ramificado de glucosa B(1—3).
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La lignina es |la sustancia méas abundante en la matriz de la pared celular de las
plantas lefiosas. Es un polimero formado por restos fenilpropanoides, derivados de los
alcoholes cumarilico, coniferilico y sinapilico, unidos entre si por enlaces éter (C-O-C)
0 C-C. Debido a caracter hidrofébico que posee desplaza € agua de las paredes

celulares secundarias, aumentando la resistencia quimicay larigidez de la pared.

La hemicelulosa y los polisacéridos pécticos, asi como la lignina, interactlian
con las fibras de celulosa, creando una estructura rigida a lo largo de la pared celular
vegetal.

1.2. PECTINA

Las pectinas son mezclas complejas de polisacaridos que pueden llegar a
constituir un tercio del peso seco de la pared celular de las dicotiledoneas y algunas
plantas monocotiledoneas (Hoff y Castro, 1969; Jarvis et al., 1988). Las mayores
concentraciones de pectina se han encontrado en la lamina media, con una disminucién
gradual en su abundancia hacia la membrana plasmética (Darvill et al., 1980). Las
pectinas tienen funcion lubricante y cementante en la pared celular de las plantas
superiores. También estan involucradas en la textura y maduracion de los frutos, en €
crecimiento de los vegetadles y en la interaccion entre las plantas huésped y sus

patogenos.

1.2.1. Composicién y estructura

La palabra pectina viene del nombre griego pectos que significa solidificado o
coagulado. En 1790 Vauquelin descubrié la pectina como una sustancia soluble
presente en los zumos de fruta, pero no fue hasta el 1824 cuando Braconnot, quien
continud el trabajo de Vauquelin, llamd a esta sustancia acido péctico, ya que tenia
propiedades gelificantes cuando se |e afiadia &cido a la solucidn. En 1924 Smolenski fue
el primero en identificar a &cido poligalacturonico como componente de la pectina
(Wwww.herbstreith-fox.de/pdf/ehfnatur.pdf ). En 1944 el Comité para la Revision de la
Nomenclatura de Sustancias Pécticas establecio la definicion para las pectinas (Kertesz

et al., 1944), pero desde entonces la terminologia ha ido cambiando y se han ido
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utilizando definiciones modificadas. Actuamente se consideran pectinas los
polisacéridos acidos complegos de naturaleza coloidal que contienen un esqueleto de

residuos de &cido galacturonico.

Atendiendo a tipo de modificacién que sufre la cadena principal o esgqueleto de
lamolécula, & término genérico pectina puede aplicarse a: protopectinas, dcido péctico,
dcido pectinico Yy pectina (BeMiller, 1986). La protopectina es insoluble en agua,
mientras las otras tres sustancias son totalmente o parcialmente solubles en agua (Serra
et al., 1992).

La protopectina es una matriz de sustancia péctica que por hidrolisis da lugar a
la pectina 0 a acido pectinico. Protopectina es € término utilizado para describir las
sustancias pécticas insolubles en agua encontradas en los tgidos vegetales y de las
cuales se forman las sustancias pécticas solubles (Kilara, 1982).

Los acidos pécticos son galacturonanos que no contienen grupos metilos.
También pueden denominarse acido poligalacturonico. A las sales de los acidos

pécticos se les [lama pectatos o poligalacturonatos.

Los acidos pectinicos son galacturonanos con cantidades variables de grupos
metilos esterificados con los grupos carboxilos del C-6. A las sales de los acidos
pectinicos, se les Ilama pectinatos. Estas sustancias tienen la propiedad de formar geles
con azucares, con acidos y, s el contenido de metilos es bajo, con otros componentes
como sales de calcio (Kashyap et al., 2001).

La pectina es una mezcla amplia de sustancias pécticas de diferente
composicion gue contiene como componente principal acido pectinico. La pectina en
forma nativa se encuentra localizada en la pared celular y puede estar entrecruzada con

otros polisacéridos estructurales y proteinas para formar protopectinainsoluble.

El componente méas abundante de las pectinas es € acido galacturénico, que
forma el esqueleto principal de la molécula consistente en una cadena de residuos de
acido D-galacturonico unidos mediante enlaces o(1—4) (Fig. 1.2.1.). Estos residuos
pueden estar parcialmente metilados, esterificados en el C-6 con alcohol metilico,

siendo el grado de metilacion variable segiin €l 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 (Herediaet al., 1995).

Las pectinas son heteropolisacaridos complgos que contienen dos regiones
definidas (De Vries et al., 1983; Pérez et al., 2000). La region lisa O
homogalacturonano consiste en un esqueleto de residuos de acido D-galacturonico
unidos mediante enlaces o(1—4), los cuales pueden estar acetilados en el C-2 o en €
C-3, o0 metilados en & C-6. La region rugosa 0O ramnogalacturonano I es un
heteropolimero en el que los residuos de acido D-gaacturonico del esqueleto estan
interrumpidos por residuos de L-ramnosa unidos por enlaces a(1—2), a los cuales
pueden unirse largas cadenas de arabinano y galactano mediante € C-4 (De Vries'y
Visser, 2001) (Fig. 1.2.2). El ramnogalacturonano II es un polisacarido de
30 unidades que contiene un esgueleto de &cido galacturdnico, sustituido por 4 cadenas
laterales que contienen ramnosa, arabinosa y azUcares poco COmMunes como apiosa y
metilfucosa (Pérez et al., 2000). Se desconoce si e ramnogalacturonano Il esta unido

covalentemente ala cadena principal de pectina (Fig. 1.2.2.).

CooH COOCH, COOCH, COoH
———0
0 H a H o H 9/ H 5
OH H oH H OH H oH H
H OH H OH H OH H OH

Figura 1.2.1. Estructura de la molécula de pectina. Se representa una cadena de &cido
poligal acturdnico parcialmente metilesterificado.
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Rhamnogalacturonan | Homogalacturonan Rhamnogalacturonan Il

O =D-Galacturonic acid @ =L-Arabinose ® =D-Apiose 4 = D-Acetyl
& =L-Rhamnose ] @ - L-Fucose 9

@ -=D-CGlucuronic acid ® = L-Aceric acid @ - D-Xylose

& =Kdo & =D-Dha

Figura 1.2.2. Estructura esquemética de la pectina.

Las pectinas también se pueden clasificar seglin €l proceso de extraccion de la
pared celular en tres tipos. pectinas solubles en agua, extraibles con agua o soluciones
sdlinas, pectinas solubles en quelantes, extraibles mediante soluciones de agentes
guelantes de calcio, como el EDTA (&cido etilendiaminotetraacético), CDTA (&cido
ciclohexanodiaminotetraacético) o hexametafosfato; y protopectinas, extraibles con
soluciones alcalinas o &cidos diluidos calientes (Van Buren, 1991). La dificultad de la
extraccion de la protopectina puede ser debida a los puentes &cidos o basicos que anclan
alaprotopectina en lamatriz de la pared. Una parte de |as cadenas de protopectina estan
embebidas en la pared primaria 'y secundaria, € resto se encuentra en la lamina media.
La pectina soluble en agua y la pectina soluble en quelantes derivan de la lamina media
(Van Buren, 1991).

Las pectinas solubles en agua estdn formadas béasicamente por
homogalacturonano. El écido galacturonico esta esterificado con acohol metilico,

siendo el grado de metilacion variable segin €l origen de la pectina

Las pectinas solubles en agentes quelantes tienen una composicion similar
pero pueden presentar un 2% de ramnosa, principalmente sustituyendo al é&cido
galacturonico en la cadena principal, y del 10 al 20% de otros azUcares en forma de

cadenas laterales.
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Las protopectinas presentan una estructura de la molécula similar pero con un

alto contenido de azUcares neutros, principa mente galactosay arabinosa.

1.2.2. Grado de metilacion

Dependiendo del origen de la pectina y del modo de extraccion los grupos
carboxilos de los residuos de acido galacturonico presentan un grado variable de
esterificacion por metanol y pueden estar parcialmente o completamente neutralizados
por iones sodio, potasio o amonio. En ciertas pectinas, adicionalmente, los grupos

hidroxilos estan parcialmente acetilados (Turquois et al., 1999; Kashyap et al., 2001).

Un factor importante que caracteriza las cadenas de pectina es el grado de
metilacion (DE) que se define como el nimero de moles de metanol por 100 moles de
acido galacturénico. Segun este criterio, las pectinas han sido clasificadas en dos
grupos: las que presentan mas de un 50% de metilacion, pectinas atamente metiladas
(HM); y las que contienen menos del 50% de metilacion, pectinas de baja metilacion
(LM). La principa fuente de las pectinas de alta metilacion es la piel de citricos y la
manzana. La pectina de baa metilacion se obtiene comercialmente mediante
desmetilacion quimica de la pectina de alta metilacion (Pilgrim ez al., 1991; Constenlay
Lozano, 2003).

L as pectinas probablemente se forman inicialmente con alto grado de metilacion,
pero éste disminuye después de que se insertan en la pared celular y lamina media. En
general, las pectinas de los tgjidos tienen un rango de metilacién de entre 60 y 90%. El
grado de metilacion tiene un papel importante en la firmeza y cohesion de los tejidos
vegetales. La reduccion del grado de metilacion tiene como consecuencia un aumento
de la cohesidn ya que la formacion de grupos carboxilos libres aumenta la posibilidad

de enlaces entre polimeros (Van Buren, 1991).

Las pectinas tienen la capacidad de formar geles en determinadas condiciones,
cambios fisicos o quimicos que disminuyen la solubilidad de las moléculas de pectina.
El mecanismo de gelificacion y las propiedades de los geles dependen entre otros
factores de la temperatura, del pH y del grado de metilacion. Las pectinas de elevada

metilacion forman geles en medios &cidos y en presencia de sacarosa, mientras que las
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pectinas de baja metilacion forman geles en presencia de el ementos acalinos y de calcio
(Turquoiset al., 1999).

1.2.3. Enlaces de calcio

La capacidad del calcio para formar complejos insolubles con pectinas se debe a
la unién de dicho i6n con los grupos carboxilos libres de cadenas distintas del polimero,
formando como consecuencia una red tridimensional (BeMiller, 1986). Los enlaces de
calcio implican otros grupos funcional es aparte de los grupos carboxilo. En este sentido,
la interaccion fuerte entre el calcio con los aomos de oxigeno de los grupos hidroxilo

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

Para la coagulacion y gelificacion de la pectina inducida por calcio ha sido
propuesta una estructura llamada caja de huevos, en la que los iones calcio
interaccionan ionicamente por coordinacion con oxigenos de dos cadenas adyacentes,
originando un cruzamiento de cadenas (Rees et al., 1982) (Fig. 1.2.3.). Los enlaces
cruzados de calcio son mas estables en presencia de otros enlaces cruzados vecinos
cooperativos. La maxima estabilidad se alcanza cuando estén presentes de 7 a 14
enlaces cruzados consecutivos. El calcio no coagula las pectinas con grado de
esterificacion mayor del 60% y las concentraciones necesarias para coagular pectinas
con bajo grado de metilacion aumenta a medida que € peso molecular disminuye (Van
Buren, 1991).
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Figura 1.2.3. Representacion esquemética del modelo caja de huevos
parala gelificacion de pectina de bajo grado de esterificacion.

La formacion de geles puede resultar también de la interaccion entre las cadenas
poliméricas a través de puentes de hidrogeno y/o interacciones hidrofébicas, formando

como resultado unared tridimensional (BeMiller, 1986).

1.2.4. Aplicacion de las pectinas

Tradicionamente las pectinas se utilizan en la industria alimentaria como
agentes gelificantes y espesantes. Suelen ser componentes habituales de productos
alimentarios como mermeladas, jaleas, productos lacteos y también en productos
cosmeéticos como geles y pastas. Actuamente las pectinas también se utilizan como
fibras nutricionales y para la producciéon de proteina unicelular (Kravtchenko et al.,
1992; Takur et al., 1997; Alkorta et al., 1998). Recientemente, se ha incrementado su
utilizacion tanto como fuente de energia, como de materia prima para procesos
industriales (Pérez et al., 2000).

Las pectinas se utilizan también en e sector farmacéutico como agentes
detoxificantes, siendo conocidas por sus efectos antidiarréicos. La pectina en forma de
carbohidrato coloidal acttia como lubricante en los intestinos a recubrir la mucosa con
polisacaridos y promover €l peristaltismo sin causar irritacion, siendo adecuada como

aditivo en la comida de bebés. La pectina reduce la toxicidad de algunos farmacos y
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prolonga su actividad sin disminuir los efectos terapéuticos. Los microglébulos de
pectina gelatinizada pueden también utilizarse en quimioterapia de canceres localizados

como sistema de liberacion intravascular de f&rmacos (Hoondal ez al., 2002).

1.3. PECTINASAS

1.3.1. Caracteristicas bioquimicas y clasificacion

Las pectinas son degradadas por enzimas pectinoliticos, pectinasas, los cuales
presentan gran diversidad, debida en parte a la complga naturaeza del sustrato
degradado. Las plantas y los microorganismos son |os principales productores de estos

enzimas (Naidu y Panda, 1998).

Las pectinasas se clasifican en tres tipos principales. enzimas desesterificantes
(pectinesterasas), enzimas despolimerizantes (hidrolasas y liasas) (Fig. 1.3.1) y
protopectinasas (Alkortaet al., 1998; Kashyap et al., 2001).

Tabla 1.3.1. Clasificacion de los enzimas pectinoliticos y su nombre de acuerdo con la
Comisién de Enzimas (EC) (Recomendaciones de lalUPAC-IUB).

Nombre recomendado por EC  Nombre comin Numero EC Sustrato Modo de acciéon

Desesterificacion de sustratos

Pectina metil esterasa Pectinesterasa 3.1.1.11 Pectina Endo

Despolimerizacion de sustratos

Hidrolasas
Endopoligalacturonasa Poligalacturonasa  3.2.1.15 Pectato Endo
Exopoligalacturonasa 1 Poligalacturonasa  3.2.1.67 Pectato EXO (terminal)
Exopoligal acturonasa 2 Poligalacturonasa  3.2.1.82  Pectato Exoeg‘l’ae'c”‘;'“ mo
Endopolimetilgal acturonasa Pectina hidrolasa Pectina Endo
Exopolimetilgal acturonasa Pectina hidrolasa Pectina Exo
Liasas
Endopoligalacturonato liasa Pectato liasa 4222 Pectato Endo
Exopoligalacturonato liasa Pectato liasa 4229 Pectato Exo
Endopolimetilgalacturonato liasa ~ Pectinaliasa 4.2.2.10 Pectina Endo
Exopolimetilgalacturonato liasa Pectinaliasa Pectina Exo
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Las pectinesterasas (pectina pectilhidrolasa, 3.1.1.11) (Tabla 1.3.1.), también
conocidas como pectina metil esterasas, catalizan la desesterificacion de los grupos
metilo de la pectina dando lugar a acido poligalacturonico o pectato (Kashyap et al.,
2001). Su actividad se puede determinar midiendo la liberacion de metanol. Son
sintetizadas por hongos, bacterias, levaduras y plantas superiores (Alkorta et al., 1998).
L as pectinesterasas de levaduras son activas apH entre 3y 5, y las bacterianas entre 7 'y

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

Los enzimas despolimerizantes O despolimerasas (Tabla 1.3.1.) se clasifican
atendiendo a tres aspectos, que se refieren a modo de ataque a esgueleto de acido
poligalacturonico. Estos aspectos siguen los siguientes criterios. @) e mecanismo
guimico de ruptura de los enlaces: hidrélisis o transeliminacion; b) la naturaleza del
sustrato preferido: pectina o &cido poligalacturdnico; ¢) el modo de corte del polimero:
endo o exo (Alkortaer al., 1998; Kashyap et al., 2001).

Los enzimas despolimerizantes pueden romper los enlaces o(1-4) glucosidicos

entre los mondmeros de acido galacturénico de las pectinas por hidrélisis (hidrolasas) o

por transeliminacion (liasas).

Las hidrolasas rompen los enlaces entre |os mondmeros de &cido galacturonico
por adicién de agua. Son activas a pH acido y pueden ser inhibidas por € i6n calcio
(Guevara et al, 1997). Se pueden dividir en dos grupos principales atendiendo a

sustrato que hidrolizan:

Las poligalacturonasas 0 pectato hidrolasas degradan la pectina desmetilada, es

decir, e é&cido poligalacturonico o pectato. Pueden tener modo de accién endo o exo.
Las endopoligalacturonasas (poli 1,4-o-D-galacturonido glucanohidrolasa, EC 3.2.1.15)
estan ampliamente distribuidas y producidas por una gran variedad de organismos como
bacterias, hongos, levaduras, plantas superiores y nematodos parésitos de plantas (Sakai
et al, 1993). Las exopoligaacturonasas (poli  1,4-o-D-gaacturonido
galacturonohidrolasa, EC 3.2.1.67; 0 poli 1,4-o-D-gal acturonido
digalacturonohidrolasa, EC 3.2.1.82) son producidas por hongos, algunas bacterias y
plantas superiores (Sawada et al., 2001). Generalmente las exopoligalacturonasas de

hongos y plantas liberan &cido galacturonico, mientras que las bacterianas liberan &cido
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digalacturénico (Rombouts y Pilnik, 1980; Saka et al., 1993), aungue existe poca
informacion sobre exopoligalacturonasas de bacterias Gram positivas (Sawada et al.,
2001).

Las polimetilgalacturonasas o pectina hidrolasas degradan e polimero

metilado, la pectina. Aunque hay algunos articulos que describen este tipo de actividad
catalitica, 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 et al.,
1998). Sin embargo, recientemente se han descrito algunas poligalacturonasas que
degradan las zonas no esterificadas de la pectina, hecho que apuntaria a la existencia de

auténticas pectina hidrolasas (Daas et al., 1999).

Las liasas, también llamadas transeliminasas, rompen los enlaces glucosidicos
por B-eliminacién. Segin € sustrato sobre e que actlen sea pectina o é&cido
poligalacturonico se clasifican en polimetilgalacturonato liasas o poligalacturonato

liasas, respectivamente.

Las polimetilgalacturonato liasas o pectina liasas (polimetoxigalacturonido
liasa, EC 4.2.2.10) fueron descubiertas por Albersheim en 1960 (Kozianowski er al.,
1997). Todas las descritas hasta la fecha actian de forma endo (Alkorta er al., 1998).
Son sintetizadas mayoritariamente por hongos, aunque también se han identificado en

algunas bacterias, tales como Erwinia y Pseudomonas (Kozianowski et al., 1997).

Las poligalacturonato liasas o pectato liasas (poli 1,4-a-D-galacturénido liasa,
EC 4.2.2.2; o poli 1,4-o-D-galacturonido exoliasa, EC 4.2.2.9) fueron descritas por
primera vez por Starr y Moran (1962) en cultivos de Erwinia carotovora. Estan
ampliamente distribuidas entre los microorganismos patégenos de plantas y son €
objeto de diferentes estudios debido a su posible papel como factores de virulencia
(Barras et al., 1994; Hugouvieux-Cotte-Pattat er al., 1996). También se han encontrado
en numerosos microorganismos saprofitos, incluyendo los géneros Bacillus,
Pseudomonas, Clostridium, Amycolata y en algunas bacterias termofilas (Nasser et al.,
1990; Charnock et al., 2001; Tamaru y Doi, 2001; Brihlmann y Keen, 1997,

Kozianowski et al., 1997). Estos enzimas actian a pH alcalino, entre 8 y 10, pueden
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tener modo de accion endo 0 exo, y requieren iones calcio para la actividad enzimatica

(Sekai et al., 1993).

Las protopectinasas son enzimas gque solubilizan la protopectina. Se clasifican
en dos tipos (Sakai er al, 1993). El tipo A degrada el acido poligalacturénico de la
protopectina mientras que €l tipo B degrada las cadenas de polisacaridos que conectan
el &cido poligalacturonico con otros constituyentes de la pared celular. En este tipo de

enzimas se incluirian las hidrolasas y liasas que degradan e ramnogalacturonano

(Suykerbuyk et al., 1997; De Vriesy Visser, 2001).

M COO(-}-CH:; Ot COG-CHy
OH : s}
Ol . /4 ou NHHO
COO~CH, OH COO-CH, O
Pectina
OH COO~CHy
PMGL. PMG
OH 0
o OH
d O
COO~Cliy OH
Transeliminacion ﬂ PMGE Hidrolisis
H COOr
OH 0
o OH
COOr OH PG
Acido
poligalacturodnico
OH coo(') OH Coo
OH '
- X % A NOH . HO
o J H Ao 0 gl Ao
CoO" oH OO OH

Figura 1.3.1. Esquema de la accion enzimética de las pectinasas. PMGE:
polimetilgal acturonato esterasa (pectinesterasa); PMGL: polimetilgal acturonato
liasa (pectina liasa); PMG: polimetilgalacturonasa (pectina hidrolasa); PGL:
poligalacturonato liasa (pectato liasa); PG: poligalacturonasa (pectato hidrolasa).
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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 glucosidicas, asi como los médulos de unién a
carbohidratos de los mismos. La clasificacion se ha realizado atendiendo a homologia

en el plegamiento y estructura de |os enzimas o0 de sus modul os cataliticos.

Seguin esta base de datos, las pectinasas se pueden agrupar dentro de tres clases
enzimaticas. carbohidrato esterasas (CES), glucosidasas y transglucosidasas (GHS) y
polisacdridos liasas (PLS). En la primera de estas clases, |las carbohidrato esterasas, se
incluyen las pectina metil esterasas (EC 3.1.1.11) (CES8), pectina acetil esterasas (EC
3.1.1.-) (CE12) y ramnogalacturonano acetilesterasas (EC 3.1.1.-) (CE12). Los dos
ultimos tipos son enzimas gue liberan grupos acetilos de la pectina. Por su parte, en la
clase enzimatica glucosidasas y transglucosidasas se encuentran las poligal acturonasas,
endopoligalacturonasas (EC 3.2.1.15) o exopoligalacturonasas (EC 3.2.1.67 y 3.2.1.82),
gue 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, polisacéarido liasas,
Se encuentran las pectato liasas, endo 0 exopoligalacturonato liasas, y las pectina liasas.
Las endopoligalacturonato liasas (EC 4.2.2.2) pertenecen a las familias polisacérido
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
ramnogal acturonano 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 et al., 2001).

1.3.2. Pectinasas del género Bacillus

El género Bacillus produce diferentes enzimas pectinoliticos, que se encuentran
distribuidos entre todas las familias enziméticas citadas anteriormente menos en las
familias PL2 y PL4. Es de destacar que la mayoria de los enzimas identificados hasta el
momento en este género son pectato liasas, Unicamente uno de ellos es pectina liasa 'y

otro tiene actividad hidrolasa.
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Las liasas de la familia PL1 son las mas numerosas y presentan pesos
moleculares entre 30 y 50 kDa (Tabla 1.3.2.). A esta familia pertenece la Unica pectina
liasa de Bacillus descrita hasta la fecha (Sakamoto er al, 1996). La familia PL3
contiene pectato liasas de pequefio peso molecular, entre 20y 25 kDa (Tabla 1.3.3.). La
familia PL9 contiene dos pectato liasas que presentan un tamario molecular superior a
72 kDa (Tabla 1.3.4.). Por ultimo, la familia PL10 contiene pectato liasas con peso
molecular entre 35 y 140 kDa (Tabla 1.3.5.). La Unica hidrolasa del género Bacillus
identificada hasta la fecha es la poligal acturonasa Peh358, que pertenece ala familia 28
delasglucosil hidrolasas (Tabla1.3.6.).

Tabla 1.3.2. Pectinasas de Bacillus pertenecientes alafamilia Polisacérido Liasa 1.

Proteina Organismo EC GenBank Referencia

Pectato liasa B. agaradhaerens 4.2.2.2.

Pectato liasa B. halodurans 4.2.2.2.

BHO0698 B. halodurans C-125 n.d. AP001509

BH3819 B. halodurans C-125 n.d. AP001520

Pectato liasa B. licheniformis 4.2.29. AJ517194

Pectato liasa Bacillus sp. KSM-P103 4.2.2.2. AB015044 Hatadaet al.,
1999

Pectato liasa Bacillus sp. KSM-P7 4.2.2.2. ABO015043 Kobayashi et
al., 1999a

Pectato liasa Bacillus sp. AA112 4.2.2.2.

Pectato liasa Bacillus sp. 1534 4.2.2.9.

Pectato liasa Pel-34K  Bacillus sp. P-2850 n.d. ABO080666

Pectato liasa Pel-4A  Bacillus sp. P-4-N 4.2.2.2. AB041769 Kobayashi et
al., 2000

Pectato liasa Pel-4B  Bacillus sp. P-4-N 4.2.2.2. AB042100 Hatadaer al.,
2001

Pectato liasa P47 Bacillus sp. TS-47 4.2.2.2. AB045986 Nakaniwaer al.,
2003

B. subtilis n.d. AX601431

Pectinaliasa B. subtilis IFO 3134 4.2.2.10. D83791  Sakamoto et al.,
1996

Pectato liasa B. subtilis subsp. 4222. D26349 Nasser et al.,

subtilis str.168 1993
PelB B. subtilis subsp. n.d. 799114

subtilis str.168

n.d. No determinado
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Tabla 1.3.3. Pectinasas de Bacillus pertenecientes alafamilia Polisacarido Liasa 3.

Proteina Organismo EC GenBank Referencia
Pectato liasa Pel-15 Bacillus sp. KSM-P15 4.2.2.2. AB011839 Hatadaer al.,
2000
Pectato liasa Pel-28K  Bacillus sp. P-2850 n.d. AB081830
YVpA B. subtilis subsp. n.d. AF017113 Kunst et al.,
subtilis str.168 1997

n.d. No determinado

Tabla 1.3.4. Pectinasas de Bacillus pertenecientes alafamilia Polisacarido Liasa 9.

Proteina Organismo EC GenBank Referencia

PelX (BH0494) B. halodurans C-125  n.d. AP001508  Takami ef al., 1999
Pectato liasaH  Bacillus sp. KSM-P15 4.2.2.2. AB028878 Ogawaeft al., 2000

n.d. No determinado

Tabla 1.3.5. Pectinasas de Bacillus pertenecientes alafamilia Polisacarido Liasa 10.

Proteina Organismo EC GenBank Referencia

Pectato liasa (PelE) B. alcalophilus NTT33 4.2.2.2. AF303225 Zhai et al., 2003

Pectato liasa E Bacillus sp. KSM-P15  4.2.2.2. AB028877 Sawada et al., 2000

Pectato liasa P358  Bacillus sp. P-358 n.d. AB062880 Kobayashi et al.,
2003

n.d. No determinado

Tabla 1.3.6. Pectinasas de Bacillus pertenecientes alafamilia Glucosil hidrolasa 28.

Proteina Organismo EC GenBank Referencia

Poligalacturonasa (Peh358) Bacillus sp. P-358 n.d. AB062879 Sawadaet al., 2001

n.d. No determinado

1.4. PECTATO LIASAS

1.4.1. Clasificacion

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

clase enzimatica de las polisacarido liasas. Esta clasificacion en familias reflgja la
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existencia de grupos de homol ogia de secuencia entre | as pectato liasas (Shevchik ez al.,
1997, 1999b). El aineamiento de secuencias de los enzimas de cada familia ha
permitido identificar secuencias consenso para la mayoria de ellas. Se muestran a
continuacién alineamientos de secuencias de pectato liasas de las distintas familias.

Familia PL1:

Contiene numerosas pectato liasas bacterianas, pectina liasas fungicas y
proteinas de plantas. Pertenecen a esta familia las pectato liasas PelA (Favey et al.,
1992), PelB (Keen'y Tamaki, 1986), PelC (Tamaki et al., 1988), PelD (Van Gijsegem,
1989) y PelE (Keen y Tamaki, 1986) de Erwinia chrysanthemi. Estas pectato liasas se
han clasificado en dos subfamilias, PADE y PelBC (Tardy et al., 1997). Ambas
comparten  tres  secuencias consenso: VWIDH,  AXDIKXxxxXVTXS vy
VXXRXPXXRXGxXHXxxXN (Hinton et al., 1989; Barras et al., 1994; Henrissat et al.,
1995) (Fig. 1.4.1.). En latercera de estas secuencias se encuentra el residuo de arginina
(R en PelC madura, posicion 240 en la figura) identificado como residuo catalitico
abstrayente de protones (Yoder ef al., 1993; Scavetta er al.,, 1999). La region vWIiDH,
altamente conservada podria estar involucrada en el plegamiento de la proteina y €

transporte ala membrana (Brihlmann y Keen, 1997).
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EchPelA
EchPelD
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EchPelC
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EDKGSLVNGSTTTKLETCGLEAY - - -I®TMTSSATS INNNAGYGKR- - - -
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Figura 1.4.1. Alineamiento de aminoécidos de diferentes pectato liasas
pertenecientes a la Familia PL1. El alineamiento fue readlizado mediante el
programa CLUSTAL W. Los aminoécidos idénticos en al menos 4 secuencias
estan sombreados. Los aminoécidos conservados en al menos 4 secuencias estan
marcados en gris. Los blogques de residuos conservados en |as pectato liasas de la
familia PL1 han sido enmarcados con un recuadro. Las secuencias mostradas son:
EchPelA, pectato liasa PelA de Erwinia chrysanthemi; EChPelD, pectato liasa

PelD de Erwinia chrysanthemi,

EchPelE, pectato liasa PelE de Erwinia

chrysanthemi; EChPelB, pectato liasa PelB de Erwinia chrysanthemi; y EchPelC,
pectato liasa PelC de Erwinia chrysanthemi.

Familia PL2:

Forman parte de ella pectato liasas periplasmicas como PelP o PelB de Erwinia

carotovora (Hinton et al., 1989), PelY de Yersinia pseudotuberculosis (Manulis et al.,
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1988) y PelW de Erwinia chrysanthemi (Shevchik et al., 1999b) (Fig. 1.4.2.). Estos

enzimas no presentan homol ogia significativa con las pectato liasas de lafamilia PL 1.

EchPelW  --------- IFTDENTSR - KWQIDQWSAENSHIEKIQQYG- - -HS PLLADGIZEW,
EcaPelP  MKK----FALELLAGEVALQASAATPDRMTINNOYVDNVLTKAGDOYHGQS|ZTIZBWNET 56
YpsPelY  MKKRALLLSMEVLAMEBYIPAGQAAEIDRBIVKOYVDNVLNKASDTYHGDKFSEIRRANEY 60
EchPelWw  EIKEOSPVVIEOEENEHDAPT SEPRWIRLL I SMEVITETEKMRHIAFCOSEFFLNRE 107
EcaPelP  DPREGKOME T RHEVL SAON L MIVLVGLENLSGNP SHYKQRIMEATVKMHFQHY 116
YpsPelY  DPREGQOME[ IEFgNeRrRAVLIENgSARION . MIVMSGLEELSGDPOFOKRIAEDI VRHFONY 120
EchPelW E |28 WGGHR FIBN LIS TLEEEG PlASIKI SHHT EYgYE FLHOENPEKER 167
EcaPelP  QBE-[HeWr.T|j[eleizigbgvD QPieE SEINE {NA DLMF SYDKE 175
YpsPely QBN -Feilr vieleRidg VOl Kiglo Ples SERE SINAYERSDLMFSDSDARTRIGMRE] 179
EchPelw [BVNRVERSCLDL DF{ARQRDPDVFLHERHDVVTPANWEELPL iy 227
EcaPelP  |[U\r\:i KIMETS] GQKMG - - ALWQPFEQQ- - - - - PFF SHL 228

YpsPelY  |[JVNRYvBIIRILETSEREENMGKPMG - - ALWEGTFEQQ- - - - - PIRFFNTKGLEMINAGNDL I kP

EchPelW AEVYARHTGDA] SHIF Y RO)AVARAINN P EjNeM P SSPIROINQPVPAIBNOIOSW 287
EcaPelP SIASLLYKYNKEDGRL <l Q)4 PIND L TQ. ND - ETTIBADINHEK 287
YpsPelY SESLLYKYQQDQGEL Al DO Y VLIZRIDEN L TQ. NE-EPTIBADIHEK 291
EchPelW I2GDRAQRQFGPEFCHNIA VLFR-DMRPLLIDNP DILRHQP--DAEITIVI 344
EcaPelP GDRAQRQFGPEFGIZNAIR IMMLKGRTSTIYSE] MOISOLGKDLGAEGKELIRTINTTDE 347
YpsPelY IJGDRAQRQFGPEFGINA] MMLKGRTSTLYSE] MOISOLGKDLGGQGDDLIRKINTVDE 351

L,
EchPelW ANY Y [DVNSINS LIS MTDMC F KISiBlENaqe)N 7 LIS FPLEGDYIRLPL VR 404
EcaPelP FA [NE SDINT FI382UT. LSNMVL Piisleraqe)nK] IS YPADNSFIRLSYARY 407
YpsPelY FA [NEQDINT Fi385U T LSNMTL PRI {eNKES\YT IO Y KAGNEFIITI SYAR 411

EchPelW WLLSDIDDISHTLIVTMLSR------------- LEKQGIHQSASEFI@IAITE AKQSA 451
EcaPelP YTVLPIBAEWMWRVARGIARAQGLGELGSAPGKDVKVDLATKNNDIZYAIRFIALLDIFYQIASKVK 467

YpsPelY YAVDNIBPLISWKVARGIASDQGLGDIGSAPGKEMKVKLDTTNSDIEY. FELLD YNESQVA 471

EchPelW OWAEYRWOMAEILFKRYFHHELEVR SEHHRFVRLED PFIEA Tl Til 1A N KW S EffpA 511
EcaPelP DYLSLIEKVGDNIISTRY FIJMADPNR DVIBTIERY. ER QPQS\YAPFI® 527
YpsPelY EYRSLEEKVADNIIKTRYID FIJMASPDR D IENgY. EIRSTLIZNKPOQ. PFi® 531
EchPelW TQEEYIHGDYRIN—GESRVIYDTGIYLPRKINPLILFLQIHHY 553

EcaPelP NGAEFTEGGYRMEDGSTRISTRDNEIFLLNVGETLKPNNKK-- 568
YpsPelY  NGAEFTE----------- PLT----m e 541

Figura 1.4.2. Alineamiento de aminoacidos de diferentes pectato liasas
pertenecientes ala Familia PL2. El alineamiento fue realizado mediante el programa
CLUSTAL W. Los aminoécidos idénticos estan sombreados y |0s conservados estén
marcados en gris. Las secuencias mostradas son: EchPelW, pectato liasa PelW de
Erwinia chrysanthemi; EcaPelP, pectato liasa PelP de Erwinia carotovora;, e
Y psPelY, pectato liasa PelY de Yersinia pseudotuberculosis.

Familia PL3

A esta clase pertenecen las pectato liasas PelB y Pel-3 de Erwinia carotovora
(Heikinheimo et al., 1995; Liu et al., 1994), las pectato liasas A, B, Cy D de Fusarium
solani (Gonzalez-Candelas y Kolattukudy, 1992; Guo et al., 1995b, a, 1996) y Pell de
Erwinia chrysanthemi (Shevchik et al, 1997) (Fig. 1.4.3.). Estas pectato liasas

contienen 4 regiones de residuos conservados (Shevchik et al., 1997).
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FsoPelA - -------- MKFTAAFVAALVGT-------- SSAAVTKTLP| GATSFIETAVIFVKG---- 40
FsoPelB  -------- MKASALIIAAVTG--------- ASAAVTTVLP. GVQSEETA¥EVRKG——— 40
FsoPelC  -----------------—---- M-------- ACLGYTGGVPIWPTDHISNSKVIEVKAG--- 28
FsoPelD  ----- MHAPSIVTVLAALPAAM-------- ACLGYTGGVPEATGSKSLSAPKTLKKG——— 44

EcaPelB GSEKIAELNSTDRTFTDLTANPKSDYWYWVDTVSSNNNVOQISSINAAQT. LRAAPLK 118

EchPell LRERIAVLDAETRTFKDADTNSGLNYWYWVDVVSENQAQ INAVTTAIRNAGIFLRAA--- 115
EcaPel-3 GSEKIAELNSSDRTFTDLTANPQSDYWYWVDTVSGNNSVLEENAAST. LRAAPLK 118

FsoPelA  ---SYDGGMKRFEREPKVEKEQDE------ TGE 1DAMF LENGERLSEVIHGAS -QAEEV 90
FsoPelB  --DKYNGGMKRFVRNPTT@KDQYE------ TGE 1DASF IT EDCRMTL SNV IMDR S - SGEEV 91
FsoPelC  --QVYDGKWAKYDRGSGAGKEQNE------ GGDIDAVFLLHEGEMLK\VIMGKD - OSEEV 79
FsoPelD  --EVFDAGWVRYDRG-VKESEQAE------ GGSRDAVFHLEEGEMLRNVIMGAN-OREEI 94

EchPell KASSECKPGATFENRTVDGEVTIGTSCPNDSDEQKPLIILKNEVKNLRESASGRADEI 175
EcaPelB  AASSECKAGAVIKDKTVD@GEITLGLSCTGDSDEQPPVEITLE SEKGGSD I 178
EcaPel-3 AASPECKAGAVIKDKTVDGEITLGLSCSGDSDYQPPVEITLE SEKGGSDEI 178
FsoPela [E&-ETETLNEEWE»DNEENAVRL KOTSRS YINEECRFrERS - - - - - -+ NI IQFYGRGT 142

FsoPelB & - €T TL NN WA DY EGANAG] KQKSGEST GHFSHQ ------- FINGRGT 143
FsoPelC  |[i®X-€HeTIEF EDVCEDI —K ESWHITECCIYHMS - - - - - - - INGCGT 129
FsoPelD HC 3-€s E"EDVCEDI ------- INGCGH 145

EchPell FeDSENETIEY IImAE - —KEMT.V@IHHNHKDGYGGK LEHYSKNS 233

EcaPelB H01 RIEY IWEDVCEDAA VESHNTTNGPGGKIAYLEONAKNS 236
EcaPel-3 [s{@X IRSIEN VIWEDH CEDAR MTI VRHNTTNGPGGK DK JAKNS 236

FsoPelA  VHVKD- - - FYAHDY[ERel SEEEEN{KD - Nelelgay v I VENS VAV - DGGVILCEIN TSR TCK| 197
FsoPelB  LNVND---FYVQD R G- INIKGVVAK-NGGELJ INEmVCT| 198
FsoPelC  VNIIN---FYVHD - -KQCKIS\VYIEGVRAK - NGGE[L ‘NYGDTHT 183
FsoPelD  VNIVN---FYANDYEX GNTNCKSVHMEGT] V—KGGELI 1 TNYGD 201
EchPell  TTVVKGNFTLTGEHGSIWIIEEDESN - NEGRUFLTVTSARVNGTIDSIAE 292
EcaPelB  HTIVQGNFTLTGQ DRTN - NElEIIIN T T I SARVNGTIDS[L 295
EcaPel-3 HTIVQGKFTLTGQE@D N—LTIIS VNGTIDS[L ;\EQEE I 295
FsoPelA  VINSCQD----- KGKY[@DRYEEN - - - SSGKEPT[J I - SGPDGKYRTfTGSTTSC- 242
FsoPelB  ITDSCQN----- KGKS@QAYTEN - - - DOKKEPPIF€PAGDNGKSRLKSLRTNC- 244
FsoPelC  LKNVCAD----- AKQK®TMYNEC - - - l@GCEPKINTE- - - - - - - PA-------- 215
FsoPelD  YSNNCY------ PKTQQGYKECDKSKEECEPSIAAA - - - - -~ ~Kl8- -~ -~~~ — - - 233
EchPelI  ISGLKIKNYKEGKPPVEEFKEVV--KEOGSTEYE- EKWDTTNOKSRSGVSKL 344

EcaPelB  IRDLRIKNYKAGNPKI[@EEFKEIE- - KEKGKTERY[E - EFWDSKN@KJ|SRSNVKAL 347
EcaPel-3 IRDLRIKGYKEGKPPV[EEEFNEVE - - KEKGKSDY[E - EFWDTKN@KSRSNVKPL 347

Figura 1.4.3. Alineamiento de aminoécidos de diferentes pectato liasas
pertenecientes ala Familia PL3. El alineamiento fue realizado mediante el programa
CLUSTAL W. Los aminoécidos idénticos en a menos 5 secuencias estan
sombreados. L os aminoacidos conservados en a menos 5 secuencias estan marcados
en gris. Los bloques de residuos conservados en las pectato liasas de lafamilia PL3
han sido enmarcados con un recuadro. Las secuencias mostradas son: FsoPelA,
pectato liasa PelA de Fusarium solani; FSoPelB, pectato liasa PelB de Fusarium
solani; FsoPelC, pectato liasa PelC de Fusarium solani; FsoPelD, pectato liasa PelD
de Fusarium solani; EChPell, pectato liasa Pell de Erwinia chrysanthemi; EcaPelB,
pectato liasa PelB de Erwinia carotovora; y EcaPel-3, pectato liasa Pel-3 de Erwinia
carotovora.

Familia PL9

Pertenecen a esta clase PelL y PelX de Erwinia chrysanthemi (Lojkowska et al.,
1995; Shevchik et al., 1999a) (Fig. 1.4.4.).
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Figura 1.4.4. Alineamiento de amino&cidos de diferentes pectato liasas
pertenecientes a la Familia PL9. El aineamiento fue realizado mediante €l
programa CLUSTAL W. Los aminoécidos idénticos en las 2 secuencias estén
sombreados y los conservados estén marcados en gris. Las secuencias mostradas
son: EchPelL, pectato liasa PelL de Erwinia chrysanthemi; y EchPelX, pectato
liasa Pel X de Erwinia chrysanthemi.

Familia PL10

La familia PL10 de pectato liasas, recientemente definida, contiene entre otros
enzimas PelA de Azospirillum irakense (Bekri et al, 1999), PelE de Bacillus
alcalophilus NTT33 (Zhai et al., 2003), PlE de Bacillus sp. KSM-P15 (Sawada et al.,
2000) y Pel 10A de Cellvibrio japonicus (Charnock et al., 2002) (Fig. 1.4.5.).
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Figura 1.4.5. Alineamiento de aminoacidos de diferentes pectato liasas pertenecientes a
la Familia PL10. El alineamiento fue realizado mediante el programa CLUSTAL W. Los
aminoacidos idénticos en a menos 3 secuencias estan sombreados y los aminoéacidos
conservados en a menos 3 secuencias estan marcados en gris. Las secuencias mostradas
son: AirPelA, pectato liasa PelA de Azospirillum irakense; BaPelE, pectato liasa PelE de
Bacillus alcalophilus NTT33; BspKSM-P15PelE, pectato liasa PElE de Bacillus p.
KSM-P15; y CjaPel10A, pectato liasa Pel 10A de Cellvibrio japonicus.
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1.4.2. Caracteristicas bioquimicas

Las pectato liasas son los enzimas que degradan € é&cido poligalacturdnico
(poligalacturonato o pectato) por € mecanismo de transeliminacion. Aungue presentan
como sustrato tipico € acido poligalacturonico, pueden también degradar pectinas de
bajo grado de metilaciéon. La especificidad de sustrato de estos enzimas es. &cido
poligal acturdnico como sustrato preferido, menor actividad especifica sobre pectinas de
baja metilacion y actividad decreciente sobre pectinas a medida que su grado de
metilacion aumenta. De esta forma, las pectato liasas tipicas no tienen actividad
significativa sobre pectinas altamente metiladas. A este modelo de especificidad de
sustrato se gjustan, entre otras, las pectato liasas de Erwinia chrysanthemi que
pertenecen a la subfamilia PlADE de lafamiliaPL1 (Tardy et al., 1997). Sin embargo,
lainfluencia del grado de metilacion del sustrato en la actividad enzimética es diferente
en otras pectato liasas. De esta forma, las pectato liasas B y C de Erwinia chrysanthemi,
pertenecientes a la subfamilia PelBC de la familia PL1, muestran la méxima actividad
especifica sobre pectinas del 7 y 22% de metilacion, respectivamente (Tardy er al.,
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 maxima actividad especifica sobre pectinas de elevada
metilacion. De esta forma, la pectato liasa PelB de Erwinia carotovora muestra maxima
actividad sobre pectina del 68% de metilacion y no presenta actividad significativa
sobre &cido poligal acturénico (Heikinheimo er al., 1995). Similarmente, Pell de Erwinia
chrysanthemi presenta maxima actividad sobre pectina con grado de metilacion entre e
22 y e 45%, mostrando baja actividad sobre acido poligalacturonico (Shevchik er al.,
1997).

La actividad baja sobre &cido poligalacturonico y elevada sobre pectina
altamente metilada podriaindicar que se trata de pectina liasas. Estas enzimas presentan
maxima actividad especifica sobre pectinas de elevada metilacion y no degradan €l
&cido poligalacturénico. Sin embargo, una diferencia clara entre los dos tipos de
enzimas, pectato liasas y pectina liasas, es € requerimiento de calcio para la actividad

enzimética. Las pectato liasas muestran un absoluto requerimiento de calcio, no
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presentando actividad enziméatica en ausencia de este ion (Sakal et al., 1993). Por €
contrario, las pectina liasas no necesitan calcio para degradar sus sustratos
(Heikinheimo et al., 1995).

1404 Actividad Pald
Falg
Pall
PelD

—a
—0—
—0—
—a—
—g— PelE

0 10 20 30 40 S50 60 7O 80 90 100
Metilacion (%)

Figura 1.4.6. Efecto del grado de metilacion de la pectina en la
actividad pectato liasa. Actividades de las pectato liasas PelA, PelB,
PelC, PelD y PelE de Erwinia chrysanthemi (Modificado de Tardy et
al., 1997).

Las pectato liasas presentan pH Optimo 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
mayoria de ellas son enzimas mesofilos, sin embargo se han caracterizado varias pectato
liasas de bacterias termdfilas e hipertermdfilas como Thermoanaerobacter italicus 'y
Thermotoga maritima (Kozianowski et al., 1997; Kluskens et al., 2003). Uno de estos
enzimas, PelA de Thermotoga maritima, €s extremadamente termdfilo, presentado
como temperatura optima 90°C y manteniendo maés del 50% de la actividad inicial tras
2 horas de incubacion a 95°C (Kluskens et al., 2003).

En cuanto a modo de accidon enzimética, las pectato liasas pueden presentar
actividad tipo endo, degradando enlaces a azar en las cadenas de écido
poligalacturonico, o tipo exo, liberando de forma progresiva azlcares desde los
extremos de las cadenas. De esta forma, las endopectato liasas generan como productos

de degradacion del acido poligalacturonico una mezcla de oligogalacturonatos
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(Shevchik et al., 1997, Tamaru y Doi, 2001), mientras que las exopectato liasas
producen é&cido digalacturonico insaturado como Unico producto de degradacion
(Shevchik et al., 1999a, b). Sin embargo, la pectato liasa A de Thermotoga maritima,
recientemente caracterizada, muestra un modo de accion exo distinto, al liberar &cido
trigalacturonico insaturado como Unico producto inicial de degradacion del acido

poligal acturonico (Kluskens et al., 2003).

1.4.3. Estructura y mecanismo catalitico

La primera pectato liasa en la que se determind la estructura tridimensiona fue
PelC de Erwinia chrysanthemi (Yoder et al, 1993). El andlisis de la estructura del
enzima revel0 un nuevo tipo de plegamiento proteico que se identificd a partir de la
pectato liasa: hélice B paralela hacia la derecha. Este nuevo tipo de plegamiento fue
observado posteriormente en otros enzimas de las familias PL1, ta como la pectato
liasa de Bacillus subtilis (Pickersgill et al., 1994), PL9, como la pectato liasa Pel9A de
Erwinia chrysanthemi (Jenkins et al., 2004), y también en la pectato liasa Pel-15 de
Bacillus sp. KSM-P15 (Akitaet al., 2001), enzima este Ultimo de lafamilia PL3.

El plegamiento en hélice B paralela hacia la derecha se ha encontrado también en
otros enzimas y en proteinas que unen polisacaridos, como la poligalacturonasa de
Erwinia carotovora (Pickersgill et al., 1998), la endopoligalacturonasa ll de Aspergillus
niger (Van Santen et al, 1999), la ramnogalacturonasa A de Aspergillus aculeatus
(Petersen et al., 1997) y la condroitinasa B de Flavobacterium heparinum (Huang et al.,
1999).

Laestructura consiste en 3 laminas 3 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 3 paralela. El cilindro contiene de 7 a 9
vueltas, y cada vuelta contiene un segmento de cada una de las 3 laminas B y de las
3 regiones de giro gue las conectan (Hurlbert y Preston, 2002) (Fig. 1.4.7.). En general,
las diferencias entre la estructura de la hélice B de distintos enzimas radica en la
longitud de las regiones de giro que conectan los tramos de lamina . En € caso de

Pel-15 de Bacillus sp. KSM-P15 hay agunas otras diferencias notables con PelC de
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Erwinia chrysanthemi, como son la ausencia de una hélice oo como extensién amino
termina alahélice B paraéela, laausenciade la escalera de asparaginas tipicade PelC, y
la presencia de un enlace disulfuro en el interior delahélice B entre los residuos Cys®’ y
Cys' de Pel-15 (Akita et al., 2001).

Figura 1.4.7. a) Diagrama esquemético de la estructura de Pel-15. Las
flechas representan las [&minas 3. Laldmina 3 1 (PB1) esde color gris,
PB2 es de color marrén purpura 'y PB3 es de color agua. La esfera
amarilla representa el i6n calcio de funcién estructural en Pel-15.
b) Sitio de unién acalcio de Pel-15 formado por Asp®®, Va® y Lys'®y
tres mol écul as de agua (Extraida de Akita et al., 2001).

El i6n calcio es esencia para la actividad catalitica de las pectato liasas (Fig.
1.4.8.). La cristalizacion de estos enzimas en presencia de calcio a diferentes pH ha
permitido identificar los aminoécidos que actiian como ligandos de este ion (Pickersgill
et al., 1994). La cristalizacion de un mutante inactivo de PelC de Erwinia chrysanthemi
ha permitido localizar hasta cuatro iones Ca™ entre enzima y sustrato (Scavetta et al.,
1999). La principa funcion de este idn en las pectato liasas es la neutralizacion de las
cargas del sustrato (acido poligalacturénico), aunque también desempefia un papel
importante en la estabilidad estructural de los enzimas (Akitaet al., 2001).
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Figura 1.4.8. Regiones con e residuo de arginina abstrayente de
protones y con el resto de aminoécidos potencia mente involucrados en
la catédlisis en @) Pel-15y b) PelC. La esfera amarilla representa el ion
calcio de importancia catalitica (Extraida de Akita et al., 2001).

El mecanismo de ruptura de enlaces catalizado por las liasas es la
transeliminacion o B-eliminacién. Dicho mecanismo supone la ruptura del enlace
glucosidico, sin adicion de agua, por formacién 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
aminoacido basico, que actuaria como abstrayente de protones del C-5; un segundo
aminoacido que actuaria como donador de protones a oxigeno del enlace glucosidico
en e C-4; y un tercer grupo (que podria ser un aminoécido con carga positiva o un ién
calcio) que neutralizaria la carga negativa del acido galacturdnico adyacente a enlace a
romper (Fig. 1.4.9.) (Henrissat et al, 1995; Herron et al., 2000). Estudios
cristalograficos y de mutagénesis dirigida han identificado un residuo de arginina,
invariable en todas las pectato liasas, como € abstrayente de protones catalitico (Gerlt
et al, 1991; Gerlt y Gassman, 1992, 1993; Scavetta et al., 1999). Dicho aminoacido
corresponderia a R*® en PelC de Erwinia chrysanthemi y a R** en Pel-15 de Bacillus
sp. KSM-P15. Sin embargo, los otros dos grupos implicados en la catdlisis no han sido
identificados invariablemente en todas las pectato liasas, proponiéndose en algunos
casos a solvente acuoso como donador de protones alternativo a segundo aminoacido
(Charnock et al., 2002).
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Figura 1.4.9. Esquema de la rotura del &cido poligalacturonico mediante
el mecanismo de B-eliminacion. Las pectato liasas necesitan tres grupos
para e mecanismo catalitico: P+, neutraliza la carga del grupo
carboxilico; B, base que abstrae el proton del C-5; y A, que esta envuelto
en latransferencia del proton final a oxigeno glucosidico, dando lugar a
un doble enlace entreel C-4y C-5.

La Ultima pectato liasa cristalizada en la que se ha observado plegamiento en
hélice B paralela hacia la derecha ha sido PelL o Pel9A de Erwinia chrysanthemi 3937,
perteneciente a la familia PL9. La estructura en hélice 3 de dicho enzima muestra un
cilindro formado por 10 vueltas (fig. 1.4.10). Pel9A presenta la geometria del sitio
activo y e mecanismo de accién muy parecidos a los de PelC de Erwinia chrysanthemi,

pero el aminoécido catalitico es unalisinaen lugar de arginina (Jenkins et al., 2004).
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Figura 1.4.10. Estructura tridimensional de Pel9A de Erwinia
chrysanthemi. Las flechas representan las laminas 3. Laldmina § 1 (PB1)
es de color amarillo, PB2 es de color verde y PB3 es de color rojo. La
esfera azul representa el i6n calcio envuelto por los aminoécidos Asp™®
(vuelta 5), Asp™ (vuelta 6) y Asp™’ (vuelta 6). También se muestra el
posible residuo catalitico Lys”® (vuelta 7). Una segunda esfera azul
representa el i6n sodio que estabiliza el C-terminal (Extraida de Jenkins et
al., 2004)

Recientemente ha sido obtenida la estructura cristalina de la pectato liasa A de
Cellvibrio japonicus, enzima perteneciente alafamilia PL10 (Charnock et al., 2002). El
enzima, de forma diferente a las pectato liasas de las otras familias, no presenta €l
plegamiento en  hélice paralelay en su lugar muestra una estructura en o hélice en
forma de barril (a/a)3 (Fig. 1.4.11.). Sin embargo, dicho enzima comparte con €l resto
de las pectato liasas € mecanismo catalitico comin de B-eliminacion, seguramente

como consecuencia de evolucion convergente.
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Figura 1.4.11. Estructura tridimensional del dominio catalitico de
Pel10 de Cellvibrio japonicus (Extraida de Charnock et al., 2002).

Los enzimas degradadores de polisacaridos, como celulasas y Xxilanasas,
presentan con frecuencia una estructura modular, compuesta por varios modulos
funcionalmente independientes. Adicionalmente a maédulo catalitico, estos enzimas
contienen modulos no cataliticos, siendo los mas comunes de éstos los modulos de
unién a carbohidratos (CBM), que median la unién de los enzimas a celulosas u otros
sustratos facilitando la accion enzimética. Aunque este tipo de moédulos son muy
frecuentes en celulasas, xilanasas y otras hidrolasas, solo recientemente han sido
descritos en enzimas degradadores de pectina, en concreto, en dos enzimas, la pectato
liasa Pel10A y la ramnogal acturonano liasa Rgl11A de Pseudomonas cellulosa (Brown
et al., 2001; McKie et al., 2001). La presencia de dominios de union a celulosa en
pectinasas podrian facilitar el acceso de estos enzimas a las paredes celulares vegetales,

en las que celulosa, pectinay otros polimeros se encuentran intimamente rel acionados.

1.5. APLICACIONES DE LAS PECTINASAS

Las pectinasas figuran entre los enzimas de aplicacion industrial més antiguas.

La primera aplicacion comercia de estos enzimas data de 1930, fecha en que Kertesz y

Mehliz (Gerhartz, 1990) observaron que las pectinasas se podian utilizar en la
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fabricacion de zumos de frutas. Desde entontes su uso ha ido en aumento, siendo una
préactica habitual en la actualidad la utilizacion 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 arededor de 75 millones de dolares (Kashyap et al., 2001) (Tabla 1.5.1.).
Desde & punto de vista de su aplicacion, las pectinasas pueden clasificarse
principalmente en dos grandes tipos. pectinasas dcidas Y pectinasas alcalinas. L0S
microorganismos mas importantes como productores de pectinasas se presentan en la
tabla1.5.2.

1.5.1. Pectinasas acidas

Son los enzimas pécticos utilizados en la industria de zumos de fruta y en la
fabricacion de vinos. Son mayoritariamente poligalacturonasas de origen fungico,
especia mente de Aspergillus niger.

1.5.1.1. Produccion de zumos

La pectina se encuentra como componente estructural de lafrutay 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 € proceso de maduracion la pectina es degradada

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

En e procesado de frutas para obtener zumos, la adicion de pectinasas, asi como
de mezclas enziméticas de estos enzimas conjuntamente con hemicelulasas y celulasas,
mejora la extraccion del zumo, color, aroma y sabor, suplementando la accion de los
enzimas enddgenos de la fruta. De esta forma se reduce el tiempo necesario para la
filtracion y la clarificacion del zumo, asi como se aumenta e rendimiento en la
extraccion de éste (Cheetham, 1985). Las principales aplicaciones de las pectinasas en
el procesado de frutasy verduras son:

Clarificacion de los zumos. La clarificacion consiste en la separacién del zumo
de los fragmentos vegetales y particulas insolubles de piel y semillas en suspension. Las

pectinasas rompen la pectina contenida en estas particulas, de modo que disminuye la
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viscosidad y la floculacion de las micelas, mejorando su separacion del zumo por
sedimentacion o filtracion. En el caso de zumos espumosos claros (manzana, uva) la
aplicacion de pectinasas produce una mejora en la clarificacion, mientras que en el caso
de zumos turbios (citricos, tomates, néctares) la adicion de pectinasas estabiliza la
turbidez del zumo (Kashyap et al., 2001).

Extraccion de zumos. La disminucion en la viscosidad de las pulpas por €
tratamiento con pectinasas aumenta simultdneamente el rendimiento en la extraccion de
zumo. Este hecho tiene especial relevancia en algunas frutas tales como bayas y
manzanas, cuyas pulpas son con frecuencia viscosas y semisolidas tras €l prensado, y de

dificil extraccion de su parte soluble.

Produccion de concentrados. Los zumos de fruta concentrados son importantes
comercialmente debido a que tienen un periodo de conservacién mas largo y a que
presentan costes de almacenamiento y transporte disminuidos. La despolimerizacion de

la pectina evitala gelificacion de los zumos durante su concentracion o almacenge.

Productos unicelulares. Los productos unicelulares son aguellos formados por
maceracion de sustancias vegetales, es decir, transformacion de los tejidos vegetales en
suspensiones de células intactas por hidrolisis selectiva de los polisacéridos de lalamina
media (Kashyap et al, 2001). Las mezclas enzimaticas de pectinasas, celulasas y
hemicelulasas se aplican con dicha finalidad (Kashyap er al., 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 |&cteos tales como pudines y

yogures, y para preparar protoplastos para aplicaciones biotecnol 6gicas.

1.5.1.2. Produccion de vinos

De modo similar a la aplicacion de pectinasas en la produccién de zumos, la
utilizacion de estos enzimas reduce los costes y mejora e proceso de vinificacion. La
adicion de pectinasas puede redizarse en la etapa de prensado de las uvas, facilitando
dicho proceso y la extraccion del mosto, o sobre el vino, para facilitar su clarificacion.
Este proceso puede realizarse por la adicién combinada de pectinasas, hemicelulasas y

proteinasas, como aternativa a la clarificacion natural, que puede durar varios meses 'y
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requiere didxido de azufre. Las pectinasas también pueden potenciar la liberacion de

antocianinas, de importancia en los vinos tintos.

1.5.2. Pectinasas alcalinas

Desde hace unos afnos las pectinasas acalinas se han introducido en diversos
procesos industriales, como € textil, principalmente en e enriado de lino y en €
procesado de fibras de plantas. Los enzimas que se utilizan en estos sectores proceden
mayoritariamente de bacterias (Hoondal er al., 2002), destacando entre ellos las
producidas por Bacillus (Kashyap et al., 2001). Con el aumento del conocimiento de los
mecanismos de degradacion microbiana de la pectina, las pectinasas alcalinas se estan
abriendo camino en otros procesos biotecnoldgicos, como la purificacion de virus de
plantas (Salazar y Jayasinghe, 1999), y la fabricacion de papel (Reid y Ricard, 2000,
Viikari et al, 2001), aunque en la mayoria de los mismos todavia no han sido
comercializadas.

1.5.2.1. Textil

Enriado del lino. La obtencion 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 laliberacion de las fibras de celulosa a partir de |os tejidos vegetales
mediante la eliminacion de las sustancias cementantes, como pectinas y hemicelulosas.
Dicha eliminacion se debe a la degradaciéon selectiva de estos compuestos por la

microflora autoctona de |os campos o estanques en donde se realiza €l proceso.

El enriado es uno de los factores limitantes de la obtencién de fibras de lino, por
lo que estd siendo objeto de numerosos estudios para mejorar su eficiencia y
rendimiento (Henriksson er al., 1997). El enriado humedo consiste en sumergir la
materia prima vegetal en tanques de agua templada, donde tiene lugar la degradacion de
la pectina por microflora anaerébica, mientras que e enriado seco tiene lugar en €
suelo, en la superficie de los campos. En estos procesos, sobre todo en el enriado seco,
existe el riesgo de dafiar las fibras por la actividad celulolitica de la flora microbiana.

Una aternativa a estos procesos tradicionales es e enriado con agentes quimicos, que
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origina unos buenos resultados aungque con elevado consumo de energia e impacto
ambiental (Kashyap er al, 2001). El enriado enzimatico constituye una de las
aternativas mas prometedoras al proceso. Los estudios realizados hasta la fecha
muestran que unos de los enzimas claves para €l enriado enzimatico son las pectato
liasas con accion endo (Kobayashi et al., 1988; Bruhlmann et al., 1994), aunque se
desconoce cuales son las caracteristicas enzimaticas y las condiciones ambientales
necesarias para obtener una elevada eficiencia en el proceso. No obstante, existen en €l
mercado preparaciones de pectinasas comercializadas con este objeto (Flaxzyme, Novo
Nordisk). La evaluacion de diferentes pectinasas esta siendo estudiada actual mente por

numerosos grupos de investigacion para optimizar el enriado enzimético.

Procesos similares al enriado del lino se realizan con otras fibras textiles como
cafiamo y yute. Laliberacion de las fibras de celulosa mediante la eliminacién de gomas
y otras sustancias cementantes “degumming”’ puede ser meorada con e uso de

pectinasas.

Decrudado del algodén. Es & proceso consistente en la eliminacién de
sustancias hidrofobas, ceras entre otras, de la superficie de las fibras para obtener
buenas propiedades de humectabilidad que permitan el blanqueado y la tincion posterior
de hilos y tgjidos. Las pectinasas estan siendo estudiadas en este campo para eliminar
|as pectinas que actlan como pegamento entre |as sustancias que recubren las fibrasy la

celulosa

1.5.2.2. Otras aplicaciones

Tratamiento de aguas residuales pécticas. Un método alternativo para la
depuracién de las aguas residuales de la industria de productos citricos es e uso de
pectinasas bacterianas. El pretratamiento de estas aguas con pectinasas alcainas y
microorganismos pectinoliticos alcaldfilos facilita la eliminacion de las sustancias
pécticas y la descomposicion del agua residual por tratamiento con fangos activados
(Tanabe et al., 1987, 1988; Horikoshi, 1990).

Produccion de papel japonés. Las pectinasas alcalinas producidas por Bacillus

Sp. Y Erwinia carotovora, debido a su fuerte actividad de maceracion, se utilizan para el
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enriado de fibras de Mitsumata en la fabricacion de papel japonés (Tanabe et al., 1987;
Horikoshi, 1999). Las sdbanas de papel preparadas con esta pulpa son muy uniformesy
suaves a tacto (Kashyap et al., 2001).

Fabricacion de papel. Los polisac&ridos solubilizados a partir de la materia
prima durante el proceso de fabricacion del papel pueden interferir en dicho proceso.
Entre estos polisacaridos puede estar presente e acido poligal acturonico, que acompleja
los polimeros catiénicos utilizados en |as etapas finales de fabricacién para retener las
particulas de finos. La degradacion por pectinasas del acido poligalacturénico a
oligbmeros, de menor capacidad de union a los polimeros cationicos, disminuye la

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

Extraccion de aceite. Los aceites de semilla de colza (Canola), coco, girasol,
palma, grano y olivas son tradicionalmente producidos por extraccion con disolventes
organicos. Los enzimas degradadores de la pared celular, incluyendo las pectinasas,
pueden ser utilizados en la extraccion de aceite vegetal en un proceso acuoso por
licuacion de los componentes estructurales de la pared celular de las semillas
oleaginosas (Kashyap et al., 2001).

Fermentacion del café y del té. Las pectinasas juegan un papel importante en el
procesamiento y produccion del café y del té. En la fermentacion del café se utilizan
microorganismos pectinoliticos, para liberar la cubierta mucilaginosa del grano del café.
El tratamiento enzimatico también acelera la fermentacion del té, aunque la dosis de
enzima debe ser gjustada cuidadosamente para evitar dafio en la hojas.

Aditivos de piensos. A principios de los afios 80 comenzd una intensa
investigacion sobre la utilizacion de enzimas para aumentar la digestibilidad y € poder
nutritivo de piensos ricos en fibras vegetales para la alimentacion de cerdos y aves. Los
primeros éxitos comerciales se obtuvieron con la adicion de B-glucanasas a piensos
basados en cebada, aunque las xilanasas fueron los enzimas que mostraron mayor
eficiencia. Habitualmente, las preparaciones enzimaticas para € forrge son cocteles
multienziméticos que contienen conjuntamente con glucanasas y xilanasas, pectinasas,
proteinasas y amilasas. La adicion de enzimas libera nutrientes tanto por hidrdlisis de

las fibras no degradables como por liberacién de nutrientes retenidos por estas fibras,
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incrementa su absorcion y produce aumento de peso en los animales (Hoondal et al.,
2002).

Purificacion de virus de plantas. En los casos de virus de plantas que estan
restringidos a floema, ciertos enzimas, como las pectinasas alcalinas y las celulasas
pueden ser utilizados para liberar los virus del tejido y proceder a su purificacion

(Salazar y Jayasinghe, 1999).

Tabla 1.5.1. Pectinasas comerciales

Distribuidor Localizacion Nombre

C. H. Boehringer Sohn Ingelheim, Alemania  Panzym

A. G. CibaGeigy Bazel, Suiza Ultrazyme

Grinsteel vaeket Aarthus, Dinamarca Pectolase
Kikkoman Shoyu, Co. Tokio, Japon 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

Tabla 1.5.2. Microorganismos productores de pectinasas microbianas.

Productores Tlp.o de pH T (°C) Referencias
pectinasa
Pectinasas acidas
Aspergillus niger CH4  Endo-pectinasa  4,5-6,0 Acuna-Arguelles
Exo-pectinasas  3,5-5,0 et al., 1995

Penicillium frequentans Endo-PG 4,5-4,7 50 Borinet al., 1996

Sclerotium rolfsii Endo-PG 35 55  Channey
Shewale, 1995

Rhizoctonia solani Endo-PG 4.8 50 Marcuset al.,
1986

Mucor pusilus PG 50 40 Al-Obaidi er al.,
1987

Cloctridium PG 5570 30-40 Rijssd eral.,

thermosaccharolyticum 1993
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Pectinasas alcalinas

Bacillus sp. NT-33 PG 10,5 75 Caoetal. 1992

Bacillus polymyxa PG 8,4-9,4 45  Nagd y Vaughn,
1961

Bacillus pumilus PATE 8,0-8,5 60 Davey Vaughn,
1971

Bacillus No P-4-N PG 10,0-105 65  Horikoshi, 1990

Bacillus PATE 9,0 70 Karbass y

stearothermophilus Vaughn, 1980

Bacillus sp. DT 7 PNL 8,0 60  Kashyapet al.,
2000

Bacillus sp. KSM-P15  PL 10,5 50-55 Kobayashi ef al.,
1999b

Bacillus sp. MG-cp-2 PG 10,0 60 Kapoor et al.,
2000, 2001

Bacillus sp. TS 47 PL 8,0 70 Takaoetal,
2000, 2001

Bacillus licheniformis ~ PL 11,0 69  Singheral, 1999

Bacillus subtilis PL 8,5 60-65 Chessony
Codner, 1978

Pseudomonas syringae PL 8,0 30-40 Magroet al.,

pv. Glycinea 1994

Amycolata . PL 10,25 70  Bruhlmann et al.,
1994

Penicillium italicum PNL 8,0 50 Alanaet al., 1990

CECT 22941

Xanthomonas PATE 9,5 25-30 Nasumoy Starr,

compestris 1967

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

1.6. PRODUCCION DE ENZIMAS POR Bacillus

El género Bacillus esta constituido por bacilos aerdbicos, 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 patologia
infecciosa humana, por 1o que la mayoria de sus especies se consideran GRAS
(generalmente reconocido como seguro). Es un género relativamente facil de manipular
mediante la tecnologia del ADN recombinante y uno de los miembros del género,
Bacillus subtilis, €s tras Escherichia coli una de las bacterias genéticamente mejor

caracterizada en la actualidad.
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El género Bacillus, tal como esta definido en el Bergey’s Manual of Systematic
Bacteriology (Claus y Berkeley, 1986), incluye una diversidad de especies de gran
variabilidad fisiologica y divergencia en cuanto a contenido G+C (del 32 a 69%),
indicando que se trata de un grupo heterogéneo de microorganismos. El andlisis de las
secuencias del ARNr 16S ha revelado la existencia de cinco grupos filogenéticamente
diferentes dentro del género Bacillus (Ash et al., 1991) alos que posteriormente se han
anadido grupos adicionales. Este hecho ha propiciado la divisiéon del género Bacillus en
varios nuevos géneros. Para el género correspondiente al grupo 1 de homologia ARNr
16S, que contiene a Bacillus subtilis, se ha mantenido el término Bacillus, mientras que
para los otros grupos de homologia se han definido los géneros Paenibacillus (grupo 3,
gue incluye a Paenibacillus  polymyxa), Brevibacillus,  Aneurinibacillus,
Alicyclobacillus,  Halobacillus,  Gracilibacillus,  Salibacillus y  Virgibacillus
(Stackebrandt y Swiderski, 2002).

Sin embargo, aungue la division taxondmica es un hecho, los miembros del
antiguo género Bacillus mantienen una serie de caracteristicas comunes, que permiten
gue frecuentemente se siga utilizando €l término Bacillus en sentido amplio para
englobar a todos los nuevos grupos taxondmicos. Entre estas caracteristicas comunes
figuran la gran capacidad de secretar proteinas y metabolitos, la sencillez de su cultivo 'y
la facilidad de manipulacion genética. Estos hechos convierten a Bacillus en uno de los
grupos microbianos preferidos para la produccion industrial por fermentacion. Los
productos que actuamente se comercializan incluyen enzimas, antibioticos,

insecticidas, nucledtidos, nucledsidos y aminoacidos.

Entre los enzimas gque secretan estos microorganismos figura un gran nimero de
proteasas, celulasas, amilasas y otros enzimas hidroliticos. En general, se pueden
obtener niveles de expresidon y secrecion de productos génicos individuales a niveles
muy altos. La produccion de enzimas en procesos de fermentacion por cepas
seleccionadas de Bacillus puede llegar a unos 20 gramos por litro de material secretado
en relativamente poco tiempo, con un coste en fuentes de carbono y nitrégeno realmente
bajo. Esto muestra la capacidad de estas cepas para producir grandes cantidades de
enzimas a precios competitivos (Ferrari et al., 1993; Schallmey et al., 2004).
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Historicamente Bacillus licheniformis Y Bacillus amyloliquefaciens han sido las
especies mas utilizadas para la produccion por fermentacion. EI mayor inconveniente
gue presentan es que son bastante recalcitrantes a la manipulacién genética, lo que las
hace dificiles de modificar para la produccién de proteinas recombinantes, sean éstas de
origen heterdlogo u homélogo. El mayor conocimiento genético de otros miembros del
género, como Bacillus subtilis, 10s conocimientos sobre regulacion de la expresion
génica en este microorganismo, asi como de |os mecanismos implicados en la secrecion
de proteinas y de su fisiologia en condiciones de fermentacion, hacen que Bacillus
subtilis sea un candidato ideal para la produccion industrial de enzimas (Simonen y
Palva, 1993; Bron et al., 1999).

Los estudios de la genética molecular de Bacillus subtilis han generado un buen
conocimiento de la regulacion de la expresién génica, asi como de los mecanismos
implicados en la secrecion proteica. Estos conocimientos permiten € uso de Bacillus
subtilis para la expresion y secrecion de elevados volumenes de enzimas homologos

modificados y productos génicos heterélogos (Ferrari et al., 1993).

Desde que Ehrlich (1977) descubrié que Bacillus subtilis podia ser transformado
eficientemente con plasmidos de Staphylococcus aureus y que la informacion genética
codificada en ellos podia ser eficientemente expresada en Bacillus subtilis, dichos
plasmidos se han utilizado como vectores de clonacion en este microorganismo huésped
(Ehrlich, 1978; Gryczan y Dubnau, 1978). A partir de este hecho, se han construido
vectores lanzadera Escherichia coli - Bacillus subtilis, que facilitan la realizacion de

construcciones genéticas en esta Ultima especie.

Los plasmidos de Staphylococcus se han clasificado en varias clases (Tabla
1.6.1.). Los plésmidos de la clase Il y Il pueden transferirse entre especies de
Staphylococcus pero no con otros géneros (Gotz et al., 1983). Por € contrario, muchos
de los plasmidos de la clase | pueden replicar en una amplia variedad de bacterias gram
positivas, incluyendo varias especies de Staphylococcus, Streptococcus Y Bacillus. L0OS
plasmidos de esta clase son de pequefio tamafio (entre 1 y 5 kb), alto nimero de copia
(10-50 copias por célula), y contienen marcadores de resistencia a antibiéticos. Entre
ellos figuran los plasmidos pC194 y pUB110, que se encuentran entre los més

frecuentemente utilizados como vectores de clonacion en Bacillus subtilis.
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Tabla 1.6.1. Plasmidos de Staphylococcus.

Familia Plismido N°de copia Tamaiio (kb) Fenotipo
Clase I
pT181 pT181 22 4.4 Tc'
pT127 50 4.4 Tc'
pC221 22 4.6 Cm'
pC223 4.6 cm'
puB112 4,1 cm'
pS194 22 4.4 Sm'
pCW7 4,2 cm'
pCl94 pCl94 15 2,9 cm'
puUB110 10 4.5 Km' BI'
pOX6 3,2 Cd'
pPSN2  pSN2 50 1,3
pTCS1 1,3
pE12 10 2,2 Em'
pIM13 10 2,1 Em'
pES 2,1 Em'
pT48 2,1 Em'
pNE131 21 Em'
pE194 pE194 55 3,7 Em'
Clase 11y I1I
o pl524 5 31,8 Pc'Cd'Pb'Hg'OmM'AsdAs'Sb'Bin®
o pl258 5 28,2 Asad Em'Bin
1P pl1147 5 32,6 Pc'Cd'Pb'Hg'Om'BinAsaBi™
o pl9789 19,7 Cd'Pb'Hg'Om'AsdAsi'Sh'
1] pG01 52 Gm'TpTra'Eb'Qd

En cuanto ala expresion génica en Bacillus subtilis, se han caracterizado un gran
numero de promotores fuertes de esta especie o de otros microorganismos que originan
buenos niveles de expresion de proteinas tanto homoélogas como heterdlogas. Entre los
promotores de Bacillus subtilis que se han utilizado con éxito para expresar proteinas

heterdlogas figuran €l de la proteina de pared MWP (Y amagata et al., 1989) y € de la
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levansucrasa SacB, este ultimo inducible por sacarosa (Wong, 1989), que ha permitido
la secrecion de estafiloquinasa con fines clinicos como anticoagulante (Ye et al., 1999).
En cuanto a promotores de otras especies que son funcionales en Bacillus subtilis
merece destacar el promotor de la a amilasa de Bacillus amyloliquefaciens (Palvaet al.,
1981), con € que se han obtenido niveles de produccion de amilasa de hasta 3 g/l (Palva
et al., 1982), de trehalosa fosforilasa de Bacillus stearothermophilus de hasta 2 g/l
(250 veces la produccion de la cepa original) (Inoue er al., 2002), y se han logrado
excelentes resultados de produccion de varias proteinas humanas (Van Leen er al.,
1991). También merecen destacar el promotor del fago SPO2, que ha permitido la
expresion de proteinas vegetales (Overbeeke er al., 1990) y & promotor Hpall del
plasmido pUB110 (Zyprian y Matzura, 1986) con € que se ha clonado de forma
homologa la propia lipasa A de Bacillus subtilis, obteniéndose niveles de secrecion

100 veces superiores alos de la cepaoriginal (Dartois et al., 1994).

Uno de los problemas mas frecuentes de utilizar Bacillus subtilis como huésped
para la expresion de enzimas es € elevado nivel de proteasas secretado por este
microorganismo. Este hecho hace dificil diferenciar en ocasiones si resultados negativos
en cuanto a produccion se deben a la protedlisis 0 a la incompatibilidad de la proteina
heteréloga con el sistema de produccion y secrecion de Bacillus. La clonacion y
caracterizacion de los genes codificadores de varias proteasas extracelulares ha
permitido la construccion de una serie de cepas huéspedes proteasa deficientes en los
gue se han disrupcionado hasta 7 genes de proteasas (Kawamuray Doi, 1984; Wu et al.,
1991; Wong, 1995). La utilizacion de estas cepas posibilita la obtencion de niveles
elevados de expresion de enzimas bacterianos (Lin et al., 1997) y de eucariotas (Wu et
al., 1993; McGrath et al., 1997).

El conocimiento detallado del secretoma de Bacillus subtilis ha permitido la
identificacion de los distintos componentes de su maguinaria de secrecion y de los
posibles factores limitantes de la secrecion proteica, tales como peptidasas sefid o
chaperonas (Tjalsma et al., 2000). Estos conocimientos han dado lugar a estudios que
indican que la expresion aumentada de algunos de estos componentes puede determinar
incrementos importantes en la secrecion proteica (Wu et al., 1998; Vitikainen et al.,
2001). Por todo €ello, la utilizacion de Bacillus subtilis como microorganismo huésped

para la produccion y secrecion de proteinas heterélogas es un importante objeto actual
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de estudio, con amplias perspectivas de evaluacion, optimizacion y mejora de la

produccion de enzimas.
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1.7. OBJETIVOS

El grupo de investigacién en e que se ha realizado € presente trabajo tiene
como objetivo la identificacion y caracterizacion de enzimas microbianos con
actividades relacionadas con la degradacion de polimeros vegetales. Los trabajos
previamente realizados por €l grupo han permitido ailar y seleccionar, a partir de
muestras naturales, una amplia coleccion de microorganismos con eevado poder
degradador, que producen sistemas enzimaticos complejos para la despolimerizacion de
polisacéridos y lipidos (Blanco y Pastor, 1993; Lopez et al., 1998; Ruiz et al., 2002,
2003). Muchos de estos enzimas, xilanasas, celulasas y lipasas, han sido caracterizados
genéticamente y bioquimicamente, y también evaluados en procesos industriales,
mostrando algunos de ellos potencial aplicacion industrial (Blanco et al., 1995; Pastor et
al., 2001; Garcia et al., 2002). Varias cepas microbianas de la coleccion 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 biotecnoldgicas, este
tipo de enzimas no ha sido estudiado hasta e momento por el grupo de investigacion. El
objetivo central del presente trabajo es laidentificacion y caracterizacion de pectinasas a
partir de las cepas microbianas aisladas por €l grupo de investigacion. La identificacion
de nuevas pectinasas posibilitara la realizacion de estudios posteriores para evaluar la

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

1. Andlisis de los sistemas degradadores de pectina de las cepas bacterianas
Paenibacillus sp. BP-23'y Bacillus sp. BP-7.

2. Clonacion, purificaciéon y caracterizacion de pectinasas a partir de las cepas

andlizadas.

3. Produccion y secrecion de pectinasas recombinantes en cepas huésped de

Bacillus subtilis.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

L os microorganismos utilizados en el presente trabgjo han sido los siguientes:

-Paenibacillus sp. BP-23 (Blanco y Pastor, 1993) y Bacillus sp. BP-7 (LOpez et
al., 1998). Aidlados a partir de suelo de arrozal del Delta del Ebro (lugar rico en materia
vegetal en descomposicion y por tanto adecuado para aislar microorganismos
degradadores de carbohidratos) mediante un cultivo de enriquecimiento en paa de
arroz. Las dos cepas muestran sistemas complejos de enzimas para la degradacion de
carbohidratos, algunos de los cuales, han sido clonados y caracterizados (Blanco et al.,
1995, 1998, 1999; Pastor et al., 2001; Gallardo et al., 2003; Sanchez et al., 2003).

Las cepas de Escherichia coli utilizadas en los experimentos de clonacion y

expresion de pectinasas se describen a continuacion en latabla 2.1.1.

Tabla 2.1.1. Cepas de Escherichia coli.

Cepa Genotipo Referencia

Escherichia coli 5K F r my rpsL thr thi leu lacZ Godessart ef al., 1988
Escherichia coli HB101  supE44 hsd20 r, my recA56 ara-  Sambrook et al., 1989
14 proA2 lacY1 galK2 rpsL20 xyl-

S mtl-1
Escherichia coli XL1- recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 Bullock et al., 1987
Blue supE44 relAl lac [FproAB

lacl"ZAM15 Tnil0 (Tet)]
Escherichia coli DH50.  supE44 AlacU169 Hanahan, 1983

(¢80dlacZAM15) hsdR17(rimy’)

recAl endAl gyrA96 thi-1 relAl
Escherichia coli hsdS gal (Aclts857 indl Sam7 nin5 Studier y Moffatt, 1986
BL21(DE3) lacUV5-T7 genel

Las cepas de Bacillus subtilis utilizadas como huésped en los experimentos de

clonacion se describen en latabla2.1.2.
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Tabla 2.1.2. Cepas de Bacillus subtilis.

Cepa Genotipo Referencia

Bacillus subtilis 168 Enzimas degradadores de CECT 461
carbohidratos

Bacillus subtilis MW15  his nprR2 nprE18 AaprA3 Wolf et al., 1995
AeglS102 AbgIT bgISRV AxynA
cmR

Bacillus subtilis MB216  Stp leuA8 arg-15 thrA recE4 Lampen ez al., 1986
hsrR hsrM

Bacillus subtilis 497 Enzimas degradadores de CECT 497
carbohidratos

2.2. MEDIOS DE CULTIVO, ANTIBIOTICOS Y OTRAS
SUSTANCIAS

2.2.1. Medios de cultivo

El medio de cultivo utilizado para la seleccidn, cultivo y mantenimiento de
Paenibacillus sp. BP-23, Bacillus sp. BP-7, Bacillus subtilis 168, Bacillus subtilis
MW15, Bacillus subtilis MB216 'y Bacillus subtilis 497 fue:

Caldo nutritivo (Scharlau-Microbiology). La composicion del medio por litro
es. 1 g de extracto de carne, 2 g de extracto de levadura, 5 g de peptonay 5 g de NaCl.
El pH se gusté a6,8.

Cuando los experimentos lo requirieron, los medios fueron suplementados con
diferentes carbohidratos. acido poligalacturénico (Sigma), pectina de limén (Sigma),
glucosa (Panreac) y pgjade arroz. Todos ellos se afiadieron a una concentracion del 1%.

Para la seleccion, cultivo y mantenimiento de las cepas de Escherichia coli y 10s

clones transformantes de Escherichia coli 'y Bacillus subtilis se utilizé:

LB (Luria Broth, Sambrook er al., 1989). Su composicion 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 gjusté a7,5.
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En ocasiones para la seleccion y cultivo de los transformantes de Bacillus se

usaron:

Penassay Broth 1X (Contente y Dubnau, 1979). La composicién del medio es
la siguiente: extracto de levaduraa 0,15%, extracto de carne (Merck) al 0,15%, peptona
(Scharlau-Microbiology) a 0,5%, dextrosa (Panreac) al 0,1%, NaCl a 0,35%, K,;HPO,
(Merck) a 0,368% y KH,PO, (Merck) a 0,132%.

DM3 (Chang y Cohen, 1979). El medio se compone de |as siguientes soluciones
estériles: 500 ml de succinato sédico (Fluka) 1 M pH 7,3; 375 ml conteniendo 5 g de
extracto de levadura, 3,5 g de K,HPO,, 1,5 g de KH,PO,4, 5 g de glucosay 8 g de agar;
20 ml de MgCl, (Merck) 1 M; 100 ml de casaminoacidos (Difco) a 5% esterilizados
por filtracién; y 5 ml de seroalbumina bovina (BSA) (Sigma) al 2% esterilizados por
filtracion. Una vez estériles las soluciones se mezclaron a una temperatura de 55°C
aproximadamente. Este medio se utilizd para la regeneracion de los protoplastos de

Bacillus subtilis.

Todos los medios fueron preparados con H,O destilada. El pH fue gjustado con
NaOH (Panreac) o HCI (Panreac). En ocasiones, estos medios se solidificaron mediante
la adicion de agar para bacteriologia (Scharlau-Microbiology) a una concentracion final
de 1,5%.

2.2.2. Antibidticos

Para la seleccién y mantenimiento de los transformantes de Escherichia coli y
Bacillus subtilis, 10s medios de cultivos fueron suplementados con diferentes
antibioticos, para lo cua se prepararon soluciones concentradas de los antibidticos

segun las indicaciones citadas en la bibliografia (Sambrook ef al., 1989):

-Ampicilina: Se prepard0 una solucion concentrada de ampicilina (Sigma)
100 mg/ml en H,O bidestilada a la que se fue afladiendo NaOH hasta la completa
disoluciéon de ésta. Se esterilizo por filtracion. La concentracion final de uso fue de
50-100 pg/ml.
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-Cloranfenicol: Se prepard una soluciéon concentrada de cloranfenicol (Sigma)

100 mg/ml en etanol absoluto (Merck). Laconcentracion final de uso fue de 50 ug/ml.

-Kanamicina: Se prepar60 una solucién concentrada de monosulfato de
kanamicina (Sigma) 25 mg/ml en H,O bidestilada. Se esteriliz6 por filtraciéon. La
concentracion final de uso fue de 25 ug/ml para los transformantes de Bacillus subtilis
cultivados en LB, 125 ug/ml para los transformantes de Bacillus subtilis cultivados en
DM3y 50 ug/ml para los transformantes de E. coli con el vector de expresion pET28a

cultivados en LB.

-Tetraciclina: Se prepar60 una solucion concentrada de tetraciclina (Sigma)
12,5 mg/ml en etanol al 50%. Se esterilizo por filtracion. La concentracion final de uso
fue de 15 ug/ml.

2.2.3. Otras sustancias

Para la sdleccion de cepas de Escherichia coli XL1-Blue recombinantes
mediante e sistema de o-complemetacion (Sambrook er al., 1989), los medios de
cultivo se suplementaron con X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-gal actopirandsido)

e IPTG (isopropil-B-tiogal actopirandsido).

-X-gal: Se prepar6 una solucion concentrada de X-gal (Roche) 200 mg/ml en
dimetilformamida (Prolabo). La concentracion final de uso fue de 40 ug/ml.

-IPTG: Se prepard una solucion concentrada de IPTG (Roche) 20 mg/ml en
H,O bidestilada. Se esterilizé por filtracion. La concentracion final de uso fue de
100 pg/ml. Para la induccion de la expresion de proteinas se utilizd IPTG a

concentracion de 1 mM.
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2.3. METODOS MICROBIOLOGICOS

2.3.1. Esterilizacion

Los medios de cultivo, las soluciones y €l material de vidrio y de pléstico
utilizados se esterilizaron por calor himedo y presion en e autoclave a 121°C y

1 atmoésfera durante 20 min.

Las soluciones termol&biles se esterilizaron por filtracion a través de filtros de
celulosa estériles de 0,22 um de diametro de poro (MF-Millipore).

2.3.2. Mantenimiento de microorganismos

Las cepas utilizadas se mantuvieron viables mediante resiembras en placa.

Las cepas de Bacillus y Paenibacillus, asi como los clones derivados, se
guardaban a 4°C resembréndolas cada 15 dias en placas de agar nutritivo o agar LB
(cuando fue necesario suplementados ambos medios con los antibioticos adecuados),
gue se incubaban a 30°C durante 16-24 h.

Las cepas de Escherichia coli y los clones derivados se guardaban a 4°C,
resembrandolas aproximadamente cada mes en placas de agar LB (suplementado con
los antibidticos adecuados cuando fue necesario), que se incubaban a 37°C durante 16-
24 h,

Las cepas también se guardaron congeladas a —80°C en glicerol (Panreac) al
15%.

2.3.3. Cultivo en medio liquido de microorganismos

La siembra de microorganismos en medio liquido se realizo a partir de indculos
con cultivos liguidos de toda la noche. Estos in6culos se diluyeron en matraces
erlenmeyers con medio fresco a diluciones 1:50 o 1:100. Los cultivos se incubaron a

una temperatura de 30°C en €l caso de las cepas de Paenibacillus Y Bacillus, a 37°C en
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el caso de Escherichia coli, y se mantuvieron en agitacion a 200 r.p.m. (incubador-

agitador Certomat®R, B. Braun) toda la noche.

La estimacion del crecimiento se hizo mediante la lectura de la densidad épticaa

600 nm en espectrofotometro Shimadzu UV-265FW o0 Spectophotometer Du®

Beckman Coulter.

2.4. MANIPULACION DE ADN

2.4.1. Plasmidos utilizados

Los plasmidos vectores utilizados en este trabagjo (Tabla 2.4.1.), los vectores

lanzadera construidos (Tabla 2.4.2.) y los plasmidos recombinantes con |os genes objeto

de estudio (Tabla 2.4.3.) se muestran a continuacion.

Tabla 2.4.1. Vectores de clonacion.

Plasmido Caracteristicas Referencia

pBR322  Vector de clonacion, Ap, Tc Bolivar et al., 1977

pUC19 Vector de clonacion, Ap, lacZ, lacI Y anisch-Perron et al., 1985
pJF118HE Vector de clonacion Furste et al., 1986

pPET28a  Vector de expresion Studier y Moffatt, 1986

pC194 Vector de clonacion, Cmf Horimouchi y Weisblum, 1982
pUB110  Vector de clonacion, Kan', ned McKenzieet al., 1986
pUB111  Vector de clonacion, Kan', neo' Presente trabajo

Tabla 2.4.2. Vectores |lanzadera.

Plasmido Caracteristicas Referencia

pMS1 pUC19-pUB110-P-spo2, Ap, Kan' Presente trabajo
PMS-R pUC19-pUB111-rrnB, Ap, Kan' Presente trabajo
PMS-RA  pUC19-pUB111-rrnB-P-amy, Ap, Kan"  Presentetrabajo
PMS-RS pUC19-pUB111-rrnB- P-spo2, Ap, Kan"  Presentetrabajo

pN5 pUC19-pC194, Ap, Cm'

Pastor et al., 1999
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Tabla 2.4.3. Plasmidos recombinantes.

Plasmidos Caracteristicas Referencia

pP22 PBR322-peld, AP’ Presente trabajo
pJY vpA pJF118HE-yvpA, Ap Presente trabajo
PET28a-P22  pET28apeld, Kan' Presente trabajo
PET28aYVpA PpET28a)vp4, Kan' Presente trabajo

pMS1-P22 pPMS1-peld, Ap, Kan' Presente trabajo
pM S-R-P22 PMS-R-peld, Ap, Kan' Presente trabgjo
PMS-RA-P22 pMS-RA-peld, Ap, Kan' Presentetrabajo
pN5-P22 PMS-RA-peld, Ap, Cm"  Presente trabajo

2.4.2. Obtencion de ADN plasmidico

La obtencién de ADN plasmidico se realizo de diferentes maneras.

2.4.2.1. Minipreparacion de ADN plasmidico

El siguiente método (Martinez y de la Cruz, 1988) se utiliz0 para analizar
rapidamente gran cantidad de plasmidos recombinantes. Las células cultivadas toda la
noche se recogieron por centrifugacion a 3.000 xg durante 10 min a 4°C, se
resuspendieron en 200 ul de solucién | y se dgjaron incubar durante 5 min en hielo.
Cuando e ADN plasmidico procedia de transformantes de Bacillus, la solucion | se
suplement6 con lisozima (Merck) a una concentracion final de 2 mg/ml, incubandose
las células en esta solucion durante 10 min a 37°C. Transcurrido este tiempo se afiadio
400 pl de solucion 1, se mezcld suavemente por inversion y se incubd durante 5 min a
4°C. A continuacion se adicion6 300 ul de solucion I11, se agité cuidadosamente por

inversion y se dej6 a4°C durante 5 min (Tabla2.4.4.).

Al sobrenadante obtenido tras centrifugar durante 15 min a 4°C, se le afadio
500 ml de isopropanol y se dgjé incubar durante 5 min a temperatura ambiente. Se
centrifugd 5 min y el pellet de ADN, una vez seco, se resuspendié en 200 ul de TE 'y
200 ul de LiCl 5 M (Merck), y se dgjo durante 5 min a—20°C.
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A continuacion se centrifugé durante 5 min y se recogié € sobrenadante. El
ADN se precipit6 afiadiendo dos volumenes de etanol absoluto frio y 1/10 de volumen
de solucién Ill, y degjandolo durante una hora a —20°C. A continuacion e ADN se
recogio mediante centrifugacion, se lavé con etanol a 70% frio, se secd6 mediante

centrifugacion al vacio y se resuspendié en un volumen adecuado en H-O.

Tabla 2.4.4. Composicion de las soluciones utilizadas en la minipreparacion.

Solucion I (Solucion de resuspension):  -TrisHCI 25 mM pH 8
-Glucosa 50 mM
-EDTA 10 mM
-Conservar a4°C
Solucion II (Solucién delisis): -NaOH 0,2 N
-SDS (Merck) a 1%
Solucion III: -Acetato sodico (Merck) 3M pH 4,8
TE: -TrisHCI 10 mM pH 8,0
-EDTA 1mM

En algunas ocasiones se utiliz6 el méodo modificado descrito por Birnboim
(1983).

2.4.2.2. Aislamiento de ADN mediante columnas comerciales

Con €l objetivo de obtener ADN plasmidico en grandes cantidades se siguio €
protocolo Qiagen-tip 100 MidiPrep (Qiagen). Dicho protocolo es una modificacion del
proceso de lisis alcaling, seguida de la unién del plasmido a la resina de intercambio

aniénico de Qiagen en condiciones de bga concentracion de sal y pH é&cido. Para

utilizar dicho método se siguieron las especificaciones de la casa comercial.

2.4.3. Obtencion de ADN cromosomico

Con € fin de obtener ADN cromosdmico, se utiliz6 e método descrito por

Marmur (1961) con unas pegueiias modificaciones.
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A partir de un cultivo de 500 ml, se recogieron las células por centrifugacion y
se resuspendieron en 100 ml de NaCl 1 M, dejandolas en agitacion durante una hora a
4°C. Seguidamente, se recogieron las células por centrifugacion y se resuspendieron en
100 ml de TES frio (Tabla 2.4.5). Se volvieron a centrifugar las céulas,
resuspendiéndolas en 50 ml de TE frio a que se le afiadié 0,002% de lisozima diluida
en TE (Tabla2.4.4.) y se dgjaron lisar las células durante una hora a 37°C. Transcurrido
este tiempo se afadié 5 ml de sarcosil (Sigma) a 10% y 0,5 mg/ml de proteinasa K
(Merck) y se degjé en agitacion en un bafio a 65°C durante 10 min. Se dgjé enfriar hasta

temperatura ambiente.

A lasolucion se le afiadio 14 ml de NaClO,4 (Merck) 5 M y 35 ml de cloroformo
(Merck):acohol isoamilico (Prolabo) (24:1) y se mantuvo en agitacién durante 30 min.
A continuacion se centrifugd durante 20 min con €l objeto de separar |a fase acuosa de

la organica. Sevolvio arepetir la extraccion pero esta vez solo con cloroformo.

A esta segunda fase acuosa se le afadieron 2 volumenes de etanol absoluto frio,
recogiendo el ADN precipitado con una varilla de vidrio. Seguidamente se resuspendio
el ADN en 15 ml de SSC 0,1X y se le afiadio 0,85 ml SSC 20X para llevarlo a una
concentracion final de SSC 1X. Una vez resuspendido, se afiadio RNAsa A (Tabla
2.4.10.) a una concentracion final de 25 pug/ml y se incub6 durante 30 min a 37°C.
Luego se tratd con fenol (Fluka) y se centrifugd para separar la fase acuosa de la
organica. Este paso se repitié tres veces para eliminar é maximo de proteinas. A
continuacion, se repitid la extraccion con fenol:cloroformo (2:1) y por ultimo, solo con

cloroformo.

El ADN se precipito afadiendo 1/10 de volumen de solucién 111 (Tabla2.4.4.) y
un volumen de isopropanol manteniéndolo durante 2 h a —20°C. A continuacion se
centrifugd para recoger el ADN, e cua se lavo con etanol al 70%, se secOd y se

resuspendié en un volumen adecuado de TE.
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Tabla 2.4.5. Composicion de las soluciones.

Tampon TES: -NaCl 0,15 M
-EDTA 0,01 mM
-Ajustar apH 8,0
SSC 20X -NaCl 3M
-Citrato sodico 0,3 M
-Ajustar el pH a7,0

En algunas ocasiones, con e objeto de obtener ADN cromosdémico de una
manera mas rapida, se usd con unas peguefias modificaciones el método descrito por
Dubnau y Davidoff-Abeson (1971).

2.4.4. Amplificacion de ADN por PCR

Con € objetivo de sintetizar ADN in vitro, se utiliz6 € méodo de PCR
(Reaccion en Cadena de la Polimerasa) (Sambrook er al., 1989). Las reacciones de
amplificacion se redlizaron con dos tipos de polimerasas termoestables. Pfu
(Stratagene), de alta fidelidad que genera extremos romos; 0 Tag (Invitrogen), menos
exacta que Pfu y que genera extremos protuberantes, siguiendo en ambos casos las
recomendaciones de la casa comercia (Tabla 2.4.6.). Lareacciones se realizaron en un
termociclador GeneAMP PCR System 2400 (Perkin Elmer).

El ADN molde consistia en ADN purificado y disuelto en H,O bidestilada, pero
en ocasiones la reaccion de amplificacion se realizaba sobre una suspension de células
en H,O bidestilada
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Tabla 2.4.6. Mezclas de | as reacciones de amplificacion.

Mezclas de reaccion:

-1 ul Taq Polimerasa -1 ul Pfu Polimerasa

-5 ul Tampon de amplificacion 10X | -5 ul Tampon de amplificacién 10X
-2,5 ul MgCl, 50 mM -4 ul dNTPs (2,5 mM cada uno)

-4 ul dNTPs (2,5 mM cada uno) -X ul de ADN molde

-X ul de ADN molde -12 pmoles de cebador

-12 pmoles de cebador (GIBCO BRL | -H,0 bidestilada hasta 50 pl
Custom Primers)
-H,0 bidestilada hasta 50 ul

El programa de amplificacion habitualmente utilizado fue el que se muestraen la
Tabla 2.4.7. La temperatura optima se escogiéo en funcion de la temperatura de

hibridacion de los dos cebadores.

Tabla 2.4.7. Reaccion de amplificacion.

Reaccion de amplificacion

x 1ciclo: 94°C durante 5 min
Temperatura de hibridacién (°C) durante 40 s
72°C durante 4 min

x 30 ciclos: 94°C durante 30 s
Temperatura de hibridacién (°C) durante 40 s
72°C durante 4 min

x 1 hold: 72°C durante 4 min
4°C oo

2.4.5. Electroforesis en geles de agarosa

2.4.5.1. Desarrollo de la electroforesis

Las preparaciones de ADN plasmidico y cromosdmico se analizaron en geles de
agarosa (Low EEO, Roche) en tampon TBE 1X a una concentracion de agarosa entre

0,8% y 2% segun el tamafio de los fragmentos que se querian analizar. A las muestras
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se les afadié tampon de carga 6X (Sambroock er al., 1989). Después se llevo a cabo la
electroforesis en una cubeta horizontal Bio-Rad Mini-Sub®Cell GT aplicando un voltaje
de 100 voltios con una fuente de alimentacion de Bio-Rad, PAC300 (Tabla2.4.8.).

Tabla 2.4.8. Soluciones utilizadas en € andlisis electroforético.

Tampon de carga 6X: -Azul de bromofenol a 0,3% (Bio-Rad)
-Xilencianol a 0,3% (Bio-Rad)
-Glicerol a 72%

Tampén TBE 10X: -Tris0,9 M
-Acido bérico 0,9 M (Sigma)
-EDTA 0,02 M
-pH 8,3

2.4.5.2. Tincion de ADN

Para visualizar los fragmentos de ADN en los geles de agarosa se utilizé una
solucion de bromuro de etidio (Sigma) 0,75 pg/ml en H,O destilada durante 15 min,

observandose posteriormente mediante iluminacion con luz ultravioleta.

2.4.5.3. Marcadores de peso molecular

Como marcador de tamafio molecular se utilizd la mezcla de fragmentos
resultantes de la digestion del ADN del bacteriéfago lambda con Hindlll (Promega),
gue cubre un rango entre 23 y 0,5 kb. Cuando los fragmentos de ADN a valorar fueron
mas pequefios se utilizd como marcador la mezcla de fragmentos procedentes de la
digestion de ADN del fago $X174 con Haelll (Promega), que cubre un rango entre 1,35
y 0,072 kb, o la mezcla de fragmentos procedentes de la digestion de pMLX con
Ecol471'y Pvul (Biotools), que cubre un rango entre 1,0 y 0,08 kb.

El tamafio de los fragmentos de ADN de las muestras se dedujo mediante

comparacion de su movilidad con la de los marcadores mediante el programa SEQAID.
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2.4.6. Aislamiento de fragmentos de ADN

2.4.6.1. Electroelucion

La purificacion de fragmentos de ADN para su clonacion 0 uso como sonda se
realiz6 mediante electroelucion (Sambrook er al., 1989). Los fragmentos de ADN se
separaron mediante electroforesis en geles de agarosa en tampén TAE 1X (Tabla
2.4.9.). Los geles se tifieron con bromuro de etidio y las bandas de interés se localizaron
mediante una lampara de luz ultravioleta de longitud de onda larga (Lampara Black-
Ray, A: 366 nm) o en ImageMaster® (Pharmacia Biotech). Con un bisturi se cort6 la
porcion de agarosa que contenia € fragmento de ADN que se queria purificar, se
introdujo en una bolsa de didlisis (Sigma) que contenia 2 ml de TAE 1X y se sumergio
en una cubeta de electroforesis con € mismo tampon. Se sometioé a electroforesis
durante una hora a 100 voltios y a continuacion se realizaron dos pulsos de 30 s cada
uno, invirtiendo la polaridad. Se recogi6 el tampdn conteniendo el ADN del interior de
la bolsa, se fenolizo, se precipitd y recogio e ADN tal como se explica en el apartado
2.4.2.1.

Tabla 2.4.9. Composicion de la solucion
empleada en la electroelucion.

Tampon TAE 1X: -Tris acetato 0,04 M
-EDTA 0,001 M
-pH 8,0

2.4.6.2. Purificacion rapida de fragmentos de ADN

En ocasiones se utilizaron los Kits comerciales Qiaex Il (Qiagen) y Wizard®

PCR Preps (Promega) para purificar fragmentos de ADN.

El Kit Qiaex Il se utilizé como método rpido, alternativo a la electroelucion,
para separar fragmentos de ADN separados en geles de agarosa. Consiste en la union
del ADN alas particulas de silicagel en presencia de una elevada concentracion de sales

y una posterior elucién mediante disminucion de lafuerzaionica.
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El Kit Wizard® PCR Preps se usd para purificar productos de amplificacion por
PCR. En este kit el ADN es retenido especificamente por una resina de intercambio

ionico y eluido posteriormente a disminuir lafuerzaidnica
Los kits se utilizaron siguiendo las especificaciones de las casas comerciales
correspondientes.

2.4.7. Tratamientos enzimaticos

2.4.7.1. Digestion con enzimas de restriccion

Las digestiones con enzimas de restriccion se redizaron siguiendo las
instrucciones del suministrador (Roche y Promega). Los tampones utilizados fueron los

suministrados con los enzimas.

Cuando se redlizaron digestiones con dos enzimas de restriccion se intento
escoger € tampdn mas adecuado para ambos, o hien se llevaron a cabo las dos
digestiones de manera secuencial, con un paso intermedio de precipitacion del ADN con

el fin de cambiar las condiciones de la digestion.

2.4.7.2. Tratamiento con RNAsa

La eiminacion de ARN presente en las preparaciones de ADN cromosémico se
realiz6 mediante un tratamiento con RNAsa A (Roche) a una concentracion final de
50 wl/ml durante 30 min a 37°C (Tabla 2.4.10.).

Con € fin de facilitar la visualizacion de fragmentos de ADN en geles de

agarosa, en ocasiones se tratd con RNAsa antes de cargar las muestras en los geles.
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Tabla 2.4.10. Tratamiento de laRNAsa

RNAsa: -RNAsaA bovina0,001%
-TrisHCI 0,01 M pH 7,5
-NaCl 0,015 M
-Se trata durante 15 min a 100°C

2.4.7.3. Tratamiento con fosfatasa alcalina

Con €l objeto de evitar la religacion de los plasmidos linearizados con enzimas
de restriccion, se redizaron tratamientos de desfosforilacion de los extremos 5 de las
cadenas de ADN.

El ADN plasmidico digerido y purificado se incub6 durante una hora a 37°C con
fosfatasa alcalina (Roche), segun las instrucciones de la casa comercial. La reaccion se
par6 mediante una incubacion a 65°C durante 10 min. A continuacion, e ADN se

fenolizo, precipitd y resuspendio en un volumen adecuado de H,O bidestilada.

2.4.8. Hibridacion Southern

2.4.8.1. Marcaje de fragmentos de ADN

Los fragmentos de ADN que se utilizaron como sonda se marcaron mediante
primado a azar "random primer". EIl ADN amarcar se desnaturalizo calentando durante
10 min a 100°C y, seguidamente, se enfrio bruscamente en hielo seco con etanol, para

evitar su renaturalizacion.

Al ADN se le afiadié 2 ul de una mezcla de cebadores hexanucledtidos, 2 ul de
una mezcla de mononucledtidos (0,1 mM de cada nucledtido y 0,035 mM de
digoxigenina-dUTP), 1 ul (2 unidades) de fragmento Klenow de ADN polimerasa |
(Roche) y H,0 bidestilada estéril hasta llegar a un volumen final de 20 ul. La reaccién
de marcaje se incub6 durante toda la noche a 37°C y se par0 afadiendo EDTA a una
concentracion final de 0,02 M, pH 8,0.
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El ADN se precipito con 1/10 de volumen de solucion de LiCl 4 M vy
3 volumenes de etanol absoluto frio, manteniéndolo a -70°C durante una hora.
Posteriormente se recogid por centrifugacion durante 15 min y se lavé con etanol al

70%. Se secO mediante centrifugacion al vacio y se resuspendio en 20 ul de tampdn TE.

2.4.8.2. Transferencia e hibridacion de ADN

El ADN digerido se separ6 en geles de agarosa que a continuacion fueron
tefiidos con bromuro de etidio, fotografiados y sumergidos en una solucion 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 tampodn de transferencia (Tabla 2.4.11.).
Las transferencias a las membranas de nylon se realizaron en un equipo de Mini-Protean
Il (Bio-Rad), aplicandose un voltaje de 60 voltios durante una hora. A continuacion, las
membranas se secaron durante 30 min a temperatura ambiente y el ADN se fijo a las

mismas mediante la aplicacion de luz ultravioleta durante 1,5 min por cada cara.

Las membranas se prehibridaron en solucion de hibridacion (Tabla 2.4.11) a
60°C durante 3 h para bloguearlas. Después se elimind dicha solucion y se afiadio
solucion de hibridacién fresca atemperada a 60°C con la sonda marcada, desnaturalizada
previamente por tratamiento a 100°C durante 5 min y enfriamiento rapido en hielo seco

con etanol, y se incubd la hibridacion todala noche a 60°C.

Una vez realizada la incubacion se realizaron una serie de lavados para eliminar
el exceso de sonda. Se hicieron dos lavados de 5 min a temperatura ambiente con una
solucion de SSC 2X (Tabla 2.4.5.) conteniendo SDS al 0,1% y dos lavados de 15 min a
la temperatura de hibridacién con una solucion de SSC 0,1X, SDS a 0,1% atemperados
a60°C.
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Tabla 2.4.11. Soluciones utilizadas en |a transferencia e hibridacion.

Tampon de transferencia: -Tris40 mM pH 8,3
-Acido borico 40 mM
-EDTA 1 mM

Solucion de hibridacion: -SSC5X (Tabla2.4.5.)
-Agente bloqueante al 5% (Roche)
-Laurilsarcosinato sodico al 0,1% (Sigma)
-SDS a 0,02%

2.4.8.3. Deteccion de ADN marcado

Para detectar e ADN marcado se realizO deteccion inmunoldgica con
digoxigenina mediante el Kit comercial de Roche. Las membranas de hibridacion se
lavaron durante un minuto con tampon 1. Seguidamente se incubaron durante 30 min en
tampdn 2 y se volvieron a lavar en tampon 1 durante un minuto. A continuacién, se
incubaron con una solucion de anti-digoxigenina (1/5.000 en tampon 1) durante 30 min,
se realizaron dos lavados con tampon 1 durante 15 min con € fin de eliminar el exceso
de anticuerpos, y se equilibraron con tampén 3. El revelado se realiz6 con solucién
cromatica hasta la aparicién de las bandas, momento en e que se par6 la reaccién con

tampon 4. Se elimino el exceso de tampon y se dgj6 secar (Tabla2.4.12.).
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Tabla 2.4.12. Composicion de la soluciones de revelado de la hibridacion.

Tampén 1: -TrisHCIl 100 mM pH 7,5
-NaCl 150 mM
Tampoén 2: -Agente de bloqueo a 0,5% en tampon 1
Tampoén 3: -TrisHCI 100 mM pH 9,5
-NaCl 150 mM
-MgCl,50 mM
Tampoén 4: -TrisHCl 10 mM pH 8,0
-EDTA 1 mM

Solucion cromatica: -45 pl de NBT (Nitroblue tetrazolium chloride, Roche)
75 mg/ml en dimetilformamidaa 70%
-35 ul de BCIP (5-bromo-3-cloro-4-indolil fosfato,
Roche) 50 mg/ml en dimetilformamida
-10 ml de tampédn 3

2.4.9. Ligacion de moléculas de ADN

Para la ligacion de moléculas de ADN se utilizé la ligasa del bacteriéfago T4

(Biolabs), siguiendo las instrucciones de la casa comercial.

Las proporciones entre e ADN vector y el ADN inserto fueron 1:3 s las
ligaciones eran entre extremos cohesivos, 0 1.6 s la ligaciones eran entre extremos
romos. Las ligaciones entre extremos cohesivos se incubaron a 15°C durante 16 h,
mientras que las ligaciones entre extremos romos se realizaron a 4°C. Las reacciones de

ligacion se pararon mediante incubacion a 65°C durante 10 min.

2.4.10. Secuenciacion de ADN

Con €l fin de obtener la secuencia de los genes y fragmentos de ADN a estudiar
se utilizé e método de Sanger er al. (1977) basado en la sintesis y terminacion con
dideoxinucledtidos. En todos los casos se secuenciaron las dos cadenas

complementarias del ADN analizado.
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Se utilizé € kit de fluorescencia de secuenciacion automatica "ABI PRISM dye-
terminator-cycle sequencing ready reaction mix" version 2.0 (Amersham Biosciences)
en un secuenciador de ADN Perkin Elmer 377. El kit contiene la polimerasa
termoestable, 10s dideoxinucledtidos marcados con rodaminay el tampén adecuado. La

composicion de lamezcla de reaccidn esta descritaen latabla 2.4.13.

Tabla 2.4.13. Mezcla de |a reaccion de secuenciacion.

Mezcla de la reaccion de secuenciacion:

-4 ul de mezcla de reactivos de secuenciacion
-0,2 ug/ul de ADN

-3,2 pmoles de cebador "forward o backward"
-H,0 hasta enrasar a un volumen final de 10 pl

Tabla 2.4.14. Reaccidn de secuenciacion

Reaccion de secuenciacion

x lciclo: 94°C durante 1 min

x 25ciclos:.  96°C durante 30 s
Temperatura de hibridacion (°C) durante 15 s
60°C durante 4 min

x 1 hold: 4°C durante o

Acabada la reaccion de secuenciacion (tabla 2.4.14.) se hizo un pulso en la
centrifugay se precipité el ADN afadiendo 64 ul de etanol a 95% y llevando la mezcla
a un volumen final de 100 ul. Se mezclo y se degjo precipitando durante 15 min a
temperatura ambiente. Se centrifugoé durante 20 min, el pellet obtenido se lavo dos
veces con etanol al 70% Yy se secd en una centrifuga de vacio. La secuenciadel ADN fue
determinada en € servicio de secuenciacion de los Servicios Cientifico-Técnicos de la
Universitat de Barcelona.
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2.4.11. Analisis informatico de secuencias

La identificacion de las pautas abiertas de lectura de los fragmentos de ADN

secuenciados se realizé con el servidor Expasy (http://www.expasy.org).

Con € fin de redizar €l andlisis de homologia de las secuencias de nuclettidos
obtenidos y de las secuencias de aminoécidos de las proteinas deducidas, se utilizaron
los siguientes programas:

-Blast: http://www.expasy.org/cgi-bin/BLAST .pl?VIRT13433 (Altschul et al,
1997)
-Fasta3: http://www.ebi.ac.uk/fasta33 (Pearson, 1990).

Para la realizacion de alineamientos multiples de secuencias se usO el programa
ClustalW Multalign (http://www2.ebi.ac.uk/clustalw) (Higgins et al., 1994).

Para |a determinacion de regiones consenso se utilizo la base de datos PROSITE
(http://lwww.expasy.org/prosite). Los dominios estructurales de proteinas se analizaron
con Prodom (http://prodes.toul ouse.inra.fr/prodom/current/ntml/home.php) (Servant et
al,, 2002) o Pfam (http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/search.ntml) (Bateman et
al., 2004).

Los parametros fisico quimicos de las secuencias de aminoécidos deducidas se
analizaron mediante ProtParam tool (http://us.expasy.org/tools/protparam.html) (Kyte y
Doolittle, 1982) y la confirmacion de las posibles secuencias sefia en las proteinas
clonadas se realiz0 mediante e programa SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/
SignaP) (Nielsen et al., 1997).

El modelo tridimensional de las proteinas clonadas se obtuvo a través de la
aplicacion SWISS-MODEL (http://www.expasy.org/swissmod/SWISS-MODEL.html)
(Schwede et al., 2003).
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2.5. TECNICAS DE TRANSFORMACION DE BACTERIAS

2.5.1. Transformacion de Escherichia coli

Con € objetivo de transformar de forma rutinaria Escherichia coli se utilizo €
método descrito por Cohen et al. (1972). Para ello se sembré un cultivo de LB fresco,
suplementado con los antibidticos necesarios, con un inodculo 1/100 de un cultivo de
16 h de la cepa de Escherichia coli a transformar. El cultivo se incubé a 37°C en
agitacion hasta que llegd a la fase exponencial temprana de crecimiento (Agwo de
aproximadamente 0,3). Se recogio a continuacion 10 ml del cultivo y se mantuvo a 0°C
durante 10 min. Se recogieron las células por centrifugacion durante 5 min a 4°C, se
resuspendieron en la mitad del volumen inicia de una solucion de CaCl, 50 mM
previamente enfriado en hielo y se mantuvieron a 0°C durante 20 min. Transcurrido este
tiempo, las células se volvieron a recoger por centrifugacion durante 3 min a0°C y se
resuspendieron en 1/15 del volumen inicial de una solucién de CaCl, 50 mM
previamente enfriado en hielo, manteniéndolas a 0°C en un periodo de tiempo que

oscilé entre 1y 24 h.

Una vez obtenidas las células competentes, se procedié a transformarlas con
ADN. Se mezclé 100 ul de la suspension de células competentes con e ADN a
transformar (5 ng/ul) y se mantuvo en hielo durante una hora. A continuacion, las
células fueron sometidas a un choque térmico a 42°C durante 10 min, tras € cua se
pusieron en hielo. A continuacion se afiadio 1 ml de LB (apartado 2.2.1.) y seincubd a
37°C en agitacion durante una hora, con €l fin de permitir la expresion de los
marcadores de resistencia a antibidticos de los vectores utilizados. Las células
transformadas se sembraron en placas de agar LB suplementadas con los antibiéticos

adecuados para la seleccion de los transformantes y se incubaron a 37°C toda la noche.
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2.5.2. Transformacion de Bacillus subtilis

En la mayoria de las ocasiones e método utilizado para transformar Bacillus

subtilis fue el de transformacion de protoplastos, descrito por Chang y Cohen (1979).

Se inocul6 un cultivo de Penassay Broth (apartado 2.2.1.), suplementado con los
antibioticos necesarios, con un indculo 1/50 de un cultivo nocturno de la cepa de
Bacillus subtilis a transformar. El cultivo se incub6 a 37°C en agitacion hasta que
acanzo la fase exponencial temprana de crecimiento (A, de aproximadamente 0,5).
Una vez alcanzada dicha fase, se recogieron por centrifugacion 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 suspension se incub6 a 37°C en agitacion vertical
(agitador orbital de tubos AN-2, SBS) muy suave durante un tiempo comprendido entre
3y 4 h, transcurrido € cua se pudo observar la formacién de protoplastos en €l
microscopio. A continuacién, los protoplastos se centrifugaron durante 15 min a
2.600 xg y se resuspendieron suavemente en 5 ml de SMMP. Se volvio alavar en dicho

tampon y los protoplastos se resuspendieron en 1/10 del volumen original de SMMP.

Se mezcl6 0,5 ml de protoplastos con 1,5 ml de Polietilenglicol 6.000 (Merck) al
40% en SMM2X, 50 ul de TE, 50 ul de SMM 2X y el ADN atransformar (entre 1 pg y
5 ug de ADN plamidico en 50 ul de TE). Después de mantener 5 min a temperatura
ambiente, se afladio 5 ml de SMMP a la mezcla para diluir € PEG, y los protoplastos
fueron recogidos por centrifugacion durante 10 min a 2.600 xg a 4°C. Los protoplastos
se resuspendieron en 1 ml de SMMP y se incubaron durante 1,5 h a 30°C en agitacion

suave para permitir la expresion fenotipica de los marcadores de resistencia.

A continuacion, los protoplastos transformados se plagquearon en placas de agar
DM3 (apartado 2.2.1.) suplementadas con los antibidticos adecuados para la seleccién
de los transformantes y se incubaron a 30°C durante 2 o 3 dias para que regeneraran la

pared y crecieran |os clones transformantes.
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Tabla 2.5.1. Composicion de las soluciones para la transformacion de Bacillus.

Tampon SSM 2X: -Sacarosa (AnaaR®, BDH) 1 M
-Acido maléico (Panreac) 0,04 M
-MgCl, 0,04 M
-Ajustar apH 6,5

SMMP: Mezcla de volumenes iguales de Pennasay Broth 4X
y SMM 2X

Solucion PEG: -PEG 6.000 (Polietilenglicol 6.000, Merck) 40 g
-SMM 2X 50 mi
-Enrasar a 100 ml con H,O bidestilada

En otras ocasiones para transformar Bacillus subtilis se utiliz6 €l método
modificado descrito por Anagnostopoulos y Spizizen (Hoch et al., 1991) por presentar
mayor rapidez aunque menor rendimiento. Se basa en que el estado critico para que las
células sean transformables es el principio de la fase estacionaria 'y estd asociado con la

esporulacion.

2.6. PURIFICACION DE PROTEINAS

2.6.1. Clonacidén en vectores de expresion

Con €& fin de sobreexpresar las proteinas de interés para su posterior
purificacion, éstas se clonaron en e vector de expresion pET28a (Novagen) (Studier y
Moffatt, 1986). Dicho vector, derivado del plasmido pBR322, contiene el promotor del
bacteriéfago T7, que proporciona un alto nivel de transcripcion. Parala expresion de los
genes clonados en pET28a se requieren huéspedes, tales como Escherichia coli
BL21(D3), que contienen €l gen de la ARN polimerasa especifica del promotor T7. La
expresion de la polimerasa especifica esta controlada por € sistema de induccion-
represion del promotor lac, por lo que la expresion de los genes clonados tiene lugar
Unicamente tras inducir con IPTG, evitando problemas de toxicidad a las células
huésped. Simultdneamente, e vector pET28a permite la clonacion de los genes de
interés como proteinas de fusion con colas de histidinas, hecho que facilita la posterior

purificacion de | as proteinas mediante cromatografia de adsorcion a columnas de niquel.
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Las cepas de Escherichia coli BL21(D3) transformantes con los genes de interés
se cultivaron en 1 litro de medio LB a 37°C en agitacion hasta alcanzar una Agoo entre
0,5y 0,6. Se afadi6 IPTG a una concentracién final de 1 mM y se incub6 durante 2,5 h.
A continuacion las células se recogieron por centrifugacion a 11.000 xg durante 10 min
a 4°C, se resuspendieron en 20 ml de tampdn 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
volvio a centrifugar a 16.000 xg durante 30 min a 4°C para eiminar los restos de

membranasy las células enteras, recogiendo e sobrenadante.

2.6.2. Purificaciéon por cromatografia de afinidad

Con € objetivo de purificar las proteinas con cola de histidina, se utilizo la
cromatografia de afinidad a NTA-Ni (Acido nitrilotriacético-niquel, Qiagen), que se
basa en la selectividad y afinidad de matrices cromatogréficas que contienen niquel por

biomol éculas que presentan 6 residuos de histidina consecutivos.

Al trabagjar con proteinas solubles, la purificacion se realizd bajo condiciones
nativas. Estas condiciones permiten una ata unién inespecifica con la resina NTA-Ni.
Para reducirla se afiadio una baja concentracion de imidazol (10-20 mM) en el tampdn

delisisy de lavado.

A 5 ml de extracto celular en tampdn de lisis se afiadio 250 pl de resina agarosa
niquel y se dejo 2 h en agitacion vertical a 4°C. Transcurrido este tiempo se centrifugo
la mezcla durante 10 min a 4°C y se elimin0 e sobrenadante (LO). La resina, con la
proteina adsorbida, se lavé con tampdn de lisis, centrifugando durante 1 min a 4°C. A
continuacion se realizaron 9 lavados adicionales con tampén de lavado conteniendo
20 mM de imidazol. Finalizada esta serie de lavados, se hicieron dos lavados mas, uno
con tampon de lavado 50 mM de imidazol y €l otro con tampdn de lavado 200 mM de
imidazol. Para eluir la proteina se lavo con tampon de elucion 250 mM de imidazol. La
elucion se repitid 3 veces. Por Ultimo, las eluciones se congelaron hasta que se

utilizaron.
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Tabla 2.6.1. Composicion de las soluciones de purificacion.

Tampon de lisis: -NaH,PO, 50 mM

-NaCl 300 mM

-Imidazol (Merck) 10 mM

-Ajustar € pH a 8,0
Tampon de lavado: -NaH,PO, 50 mM

-NaCl 300 mM

-Imidazol 20 mM, 50 mM o 200 mM

-Ajustar € pH a 8,0
Tampon de eluciéon: -NaH,PO,50 mM

-NaCl 300 mM

-Imidazol 250 mM

-Ajustar e pH a8,0

2.6.3. Eliminacion de colas de histidina

Para la eliminacion de la cola de histidina se utilizo € kit de corte de trombina
“Thrombin Cleavage Capture Kit” de Novagen, basado en la utilizacion de trombina,
endoproteasa que actia como factor de coagulacion de la sangre convirtiendo €
fibrindgeno en fibrina. La trombina humana es una de las proteasas méas activas y
especificas que se conocen, cortando en la secuencia LeuValProArgl GlySer de las
proteinas de fusion. La trombina que se utiliza en €l kit esta biotinilada, es decir, unida
covalentemente a biotina, para una fécil liberacién del enzima, una vez finalizada la
reaccion de corte, mediante estreptavidinainmovilizada.

La proteina de fusion se incubo con trombina a 20°C durante 16 h en unamezcla

de reaccion cuya composicion se detallaen latabla 2.6.2.

Tabla 2.6.2. Reaccién de eliminacién de la colade histidina

Mezcla de reaccion:

-500 pul de tampdn trombina 10X

-1 mg de la proteina de interés

-2 ul de trombina biotinilada

-H,0 hasta enrasar aun volumen final de 5 ml
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Después de la reaccion de corte, latrombina biotinilida se eliminé por unién con
agarosa estreptavidina en una proporcion de 16 ul de resina por unidad de enzima. La
mezcla se incubd durante 30 min en agitacion vertical a temperatura ambiente.
Transcurrido este tiempo la mezcla se filtrd, obteniéndose en € filtrado la proteina de

interés sin la cola de histidinas y libre de trombina.

2.7. FRACCIONAMIENTO DE CULTIVOS BACTERIANOS

Con €l fin de separar las células de los medios de cultivo, tras el crecimiento
bacteriano en medios liquidos las células se recogieron por centrifugacion durante 10 o
20 min a4°C.

El sobrenadante obtenido, conteniendo las proteinas secretadas a medio, se
diaiz6 frente a H,O bidestilada durante toda la noche cuando e experimento o
requirio. En ocasiones el sobrenadante dializado se concentré mediante centrifugacion a
5.000 xg en unidades de ultrafiltracion Centricon™-10 (Amicon®) con un tamafio de

exclusion molecular de 10.000 Da.

La fraccion intracelular se obtuvo resuspendiendo el pellet de células, recogidas

por centrifugacion, en 2 ml de tampén TrisHCl 100 mM pH 7,0y lisando las células.

Cuando € volumen de suspension celular fue pequefio, las células se lisaron por
sonicacion mediante la aplicacion de 4 pulsos de 2 min, a una frecuencia de
0,9 segundos y 90 vatios de potencia (sonicador Labsonic 1510, B. Braun). Cuando €l
volumen de la suspension celular fue grande, las células se rompieron por presion
mediante French Press (French Pressure Cell Press, SLM AMINCO), por la que se
pasaron 3 veces seguidas a1.000 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 H,O
bidestilada toda la noche.

Las soluciones de proteinas fueron manipuladas a 4°C y mantenidas a -20°C.
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2.8. VALORACION DE LA CONCENTRACION DE

PROTEINA

La determinacion de la concentracion de proteina se realizé mediante € ensayo
Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad), basado en € método de Bradford (1976). La

valoracion se hizo respecto a una recta patron hecha con seroalbimina bovina (BSA) en

un rango de concentracion entre 0,1y 1 mg/ml.

2.9. DETERMINACION DE PROPIEDADES MOLECULARES

2.9.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS

Las proteinas se anadlizaron mediante electroforesis en geles de poliacrilamida

desnaturalizantes (SDS-PAGE) segun Laemmli (1970).

Tabla 2.9.1. Composicion de los geles de poliacrilamida.

Gel de separacion: 12% 13%
-Solucion de acrilamida-bisacrilamida 2,4 ml 2,6 ml
-Tampon de separacion 1,56 mi 1,56 mi
-H,0 bidestilada 2,0ml 1,8 ml
-TEMED (N,N,N',N'-Tetrametiletilendiaminag, Bio-Rad) 5l 5ul
-APS a 10% (Persulfato aménico, Bio-Rad) 30l 30l
Gel de empaquetamiento: 5%

-Solucién de acrilamida-bisacrilamida 0,42 ml

-Tampo6n de empaguetamiento 0,625 ml

-H,0 bidestilada 1,4 ml

-TEMED 5ul

-APS a 10% 17,5 ul

Las muestras fueron adicionadas con tampdn de carga 3X, se incubaron a 100°C

durante 5 min, y se degjaron en hielo hasta que fueron cargadas en los geles.
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La electroforesis se llevd a cabo a 75 voltios a través del gel de

empaquetamiento y a 100 voltios una vez que las muestras pasaron a gel de separacion

(Tablas2.9.1.y 2.9.2)).

Tabla 2.9.2. Composicion de las soluciones utilizadas en €l andlisis de proteinas.

Solucion de acrilamida-bisacrilamida:

-30 g de acrilamida (Bio-Rad)

-0,8 g de bisacrilamida (Bio-Rad)
-Enrasar a 100 ml con H,0 bidestilada
-Filtrar y guardar a4°C protegido delaluz

Tampon de separacion:

-TrisHCI 1,5M pH 8,8
-SDS (Merck) a 0,4%

Tampon de empaquetamiento:

-TrisHCI 0,5M pH 6,8
-SDS a 0,4%

Tampon de electroforesis 10X:

-Tris0,25 M
-Glicinal1,92 M
-SDSd 1%

Tampon de carga 3X:

-Glicerol a 15%

-B-mercaptoetanol a 7,5% (Sigma)
-SDSa 3,45%

-TrisHCI 0,0937 M pH 6,8

-Azul de bromofenol (Bio-Rad) a 0,15%

2.9.1.1. Tincién de proteinas con Azul Brillante de Coomassie

Una vez realizada la electroforesis los geles se tifieron durante una hora con

Azul Brillante de Coomassie (Tabla 2.9.3.) y posteriormente se destifieron con una

solucion de acido acético a 10%.

Tabla 2.9.3. Composicion de la solucién de tincién.

Solucion de Azul Brillante de Coomassie:

-Azul Brillante de Coomassie R-250 (Sigma) al 0,05%

-Acido acético a 10% (Panreac)
-Isopropanal a 25% (Prolabo)
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Para determinar €l peso molecular de las proteinas, éstas se compararon con un
marcador de pesos moleculares de amplio rango, que abarcaba entre 200 kDay 6,5 kDa
(Bio-Rad, Broad Range Molecular Weight) (Tabla 2.9.4.), e cua se incluy6é en los
geles.

Tabla 2.9.4. Peso molecular de las
proteinas marcadoras.

Proteinas Da

Miosina 200.000
B-galactosidasa 116.250
Fosforilasa b 97.400
Seroalbuminabovina 66.200
Ovoabumina 45.000

Anhidrasa carbénica 31.000
Inhibidor delatripsina  21.500
Lisozima 14.400
Aprotinina 6.500

2.9.1.2. Zimograma

Concluida la electroforesis los geles fueron tratados con Triton X-100 (Sigma) al
2,5% durante 30 min para renaturalizar las proteinas y lavados con tampon 100 mM al
pH adecuado, conteniendo CaCl, 1,5-3 mM, durante 30 min mas. Después los geles
fueron cubiertos con geles de agarosa a 1%, que contenian acido poligalacturénico o
pectina del 89% de esterificacion a 0,1% en el tampdn anterior, y se incubaron durante
30-60 min a 45°C. A continuacion, los geles de agarosa se tifieron con Rojo de Rutenio
(Sigma) a 0,05% durante 15 min y se lavaron con H,O destilada hasta que las bandas
de degradaciéon del &cido poligalacturénico o pectina se hicieron visibles (Ried y
Collmer, 1985, 1986).
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2.9.2. Isoelectroenfoque

El punto isoeléctrico de las proteinas fue determinado en un aparato
PhastSystem (Pharmacia Biotech) utilizando geles PhastGel |IEF (Pharmacia Biotech)
de unrango de pH entre 3y 9.

2.9.2.1. Tincidn de proteinas con Azul Brillante de Coomassie

Después de la separacion de proteinas segin su punto isoeléctrico, los geles se
tifieron con Azul Brillante de Coomassie utilizando un método modificado para geles de
isoelectroenfoque (Blanco et al., 1996).

Primero, se fijaron las proteinas sumergiendo los geles durante 15 min en acido
tricloroacético (Merck) al 20%. Después se lavd durante 5 min con solucion de lavado,
tifiéndose a continuacion en solucién de tincién. Por Ultimo, los geles se lavaron hasta
destefiir el fondo con solucion de lavado (Tabla2.9.5.).

Tabla 2.9.5. Composicion de las soluciones.

Solucion de lavado: -Metanol (Panreac) a 30%
-Acido acético a 10%
-60% de H,.O
Solucién de tincién: -Azul Brillante de Coomassie R-250 a 0,02% en solucién

de lavado. Se filtr6 antes de mezclar con €l siguiente
compuesto.

-CuSO, a 0,1%

El punto isoeléctrico de las proteinas se estimé comparando con un marcador de
punto isoeléctrico (Pharmacia, Broad pl kit, pH 3,5-9,3) (Tabla 2.9.6.) que seincluyd en
los geles.
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Tabla 2.9.6. Punto isoeléctrico de las

proteinas marcadoras.

Proteinas pl

Tripsinégeno 9,30
Lectina 8,65
Lectina 8,45
Lectina 8,15
Mioglobina de caballo 7,35
Mioglobina de caballo 6,85

Anhidrasa carbonicahumanaB 6,55
Anhidrasa carbonicabovinaB 5,85

B-lactoglobulina A 5,20
Inhibidor delatripsina 4,55
Amiloglucosidasa 3,50

2.9.2.2. Zimograma

Una vez finalizada la electroforesis los geles fueron cubiertos con geles de
agarosa a 1%, que estaban suplementados con &cido poligalacturdnico o pectina del
89% de esterificacion a 0,1% en tampdén 100 mM a pH adecuado, conteniendo CaCl,
1,5-3 mM. Los geles de agarosa se incubaron durante 15 min a 45°C, se tifieron con
Rojo de Rutenio a 0,05% durante 10 min y se lavaron con H,O destilada hasta que las
bandas de degradacion del &cido poligal acturdnico o pectina se hicieron visibles.

2.10. DETECCION Y VALORACION DE ACTIVIDADES
ENZIMATICAS

2.10.1. Deteccion de actividades enzimaticas en placa

La deteccion de la actividad pectinasa se realiz6 cultivando las cepas en placas
de agar LB suplementado con écido poligalacturonico a una concentracion final del 1%
y €l antibidtico adecuado cuando fue necesario. Los cultivos se incubaron durante dos o

tres dias a 30°C o 37°C y, a continuacion, las placas se cubrieron con HCl 1 N. Las
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colonias productoras de pectinasa fueron detectadas por la aparicion de halos turbios
alrededor de éstas debido ala degradacion del sustrato.

2.10.2. Valoracion de actividad hidrolasa

La actividad hidrolitica sobre polisacéridos se midié valorando la formacion de
azUcares reductores mediante el método de Nelson-Somogyi (Spiro, 1966).

Las mezclas de reaccion contenian la muestra a valorar (20-50 pl), €l sustrato a
ensayar a 0,2-0,5% y tampdén 50 mM al pH adecuado, en un volumen final de reaccion
de 0,1 ml.

Las mezclas de reaccion se incubaron durante una hora a una temperatura
determinada, parando seguidamente la reaccion mediante adicién de 0,15 ml de H,O
bidestilada y 0,25 ml de reactivo alcalino de cobre. A continuacion se incubd a 100°C
durante 10 min. Tras la incubacion, las muestras se enfriaron en un bafio con H,O a
temperatura ambiente, se afiadié 0,25 ml de solucién de arsenomolibdato y se agito. Se
adicion6 0,75 ml de H,O bidestilada, se mezclé por inversion, se centrifugé durante
5 miny se recogio e sobrenadante. La actividad enzimética, se cuantifico mediante la

lectura de la absorbancia a 520 nm.

Reactivo alcalino de cobre:
Se prepar6 inmediatamente antes de su utilizacion mezclando las soluciones | y

[l en una proporcion de 4:1.

Solucion I

-15 g de tartrato sodico potésico (Sigma)

-30 g de N&,CO3 (Panreac)

-Disolver en 300 ml de H,O destilada

-20 g de NaHCOj3 (Panreac)

-Solucién de Na,SO, (Panreac) (180 g en 500 ml de H,O destilada)

-Enrasar aun volumen final de 1 litro.
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Solucion II:

-5 g de CuSO4x5H0 (Panreac)

-45 g de NaSO,

-Disolver en H,O destilada hasta un volumen final de 250 ml.

Reactivo de arsenomolibdato:

-25 g de (NH4)6M 0,0,4x4H,0 (Panreac) disueltos en 450 ml de H,O destilada
-21 ml de H,SO, al 96% (Panreac)

-3 g de NaHASO,x7H,0 (Merck) disueltos en 25 ml de H,O destilada
-Incubar el reactivo durante 24-48 h a 37°C

-Guardar en una botella opaca

Antes de su utilizacién se mezcl6 con 2 volumenes de H,SO,4 1,5 N

La cantidad de azlcares reductores liberados por la actividad enzimética se
valorO frente a una recta patron del azicar reductor correspondiente (écido
D-galacturénico (Sigma), xilosa (Sigma) o glucosa). La unidad de actividad enzimética
se definié como la cantidad de enzima que cataliza la liberacién de 1 umol de azUcar

reductor por minuto bajo las condiciones de ensayo utilizadas.

Para determinar la especificidad de sustrato, se utilizaron: acido
poligalacturdnico, pectina de limoén, xilano de abedul (Sigma), xilano de espelta de
avena (Sigma) y CMC (carboximetilcelulosa) (Sigma).

Cuando € sustrato fue e acido poligalacturonico o la pectina de limon, la
mezcla de reaccion contenia la muestra a valorar (20-40 pl), € sustrato a ensayar a

0,24%, tampon a pH adecuado con una molaridad final de 50 mM, NaCl 0,12 M y
EDTA 6 mM, en un volumen final de reaccion de 0,1 ml (Collmer et al., 1988).

2.10.3. Valoracion de actividad liasa

La actividad liasa se determiné valorando la formacion de productos insaturados

a partir del &cido poligalacturonico (actividad pectato liasa) o a partir de pectina de
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distintos grados de metilacion (actividad pectina liasa) a 232 nm mediante ensayo

espectrofotométrico (Collmer et al., 1988).

La mezcla de reaccién contenia la muestra a valorar (0,01- 2 ul) y €l sustrato a
0,2% en un volumen final de 3 ml del tampdn correspondiente 50 mM, con CaCl,
(Panreac) entre 0,5-2 mM. La mezcla fue incubada durante 2,5 min a la temperatura
adecuaday se midio € incremento de absorbanciaa 232 nm.

La unidad de actividad enzimética se definié como la cantidad de enzima que
produce 1 umol de producto insaturado por minuto bajo las condiciones de ensayo
utilizadas. El coeficiente de extincion molar del &cido galacturénico insaturado es de
4.600 |/mol.cm.

2.10.3.1. Influencia del grado de metilacion en la actividad

El estudio sobre la influencia del grado de metilacion en la actividad liasa se
realizd valorando la actividad del enzima sobre pectinas con diferentes grados de
esterificacion, segun el ensayo descrito en el apartado 2.10.3.

2.10.3.2. Estudio de la influencia del ion calcio

Para vaorar la influencia del calcio sobre la actividad enzimética, se redizo6 €

ensayo habitual en presencia de diferentes concentraciones de cloruro de calcio.
2.10.3.3. Determinacion de la temperatura 6ptima
Para la determinacién de la temperatura Optima 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 85°C con interval os de 5°C.

2.10.3.4. Determinacion del pH 6ptimo

El pH optimo de la actividad liasa se determind valorando dicha actividad a

diferentes pH entre 3,0y 12,0, con intervalos de 0,5 unidades.
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Las soluciones tampdn se prepararon segin estd descrito en la bibliografia

(Gomori, 1955) y fueron las siguientes:

Citrato sodico (Merck) 100 mM parapH entre 3,0y 4,0

Acetato sodico (Merck y Panreac) 100 mM parapH entre 4,0y 6,0
Fosfato sodico (Merck) 100 mM parapH entre 6,0y 7,5

TrisHCI 100 mM parapH entre 7,0y 9,0

Glicina sodica (Bio-Rad) 100 mM parapH entre 9,0y 12,0

YV V YV VYV V

2.10.3.5. Determinacion de la termoestabilidad

La estabilidad de la actividad liasa frente a la temperatura se determind
incubando la muestra a diferentes temperaturas, en e rango entre 30 y 85°C, durante
una hora a pH 7, valorandose a continuacion la actividad liasa residual mediante el
método descrito en €l apartado 2.10.3. En otras ocasiones, € enzima fue incubado
durante diferentes intervalos de tiempo, entre 0 y 24 h, a cuatro temperaturas distintas y
pH 7 0 10; y a continuacion se midio la actividad liasa residual mediante el método
citado anteriormente. También se realizaron estudios de estabilidad a 0°C o temperatura

ambiente, y pH 7 durante varios dias.

2.10.3.6. Determinacion del efecto del pH sobre la estabilidad

La estabilidad de la actividad liasa se determind incubando la muestra a
diferentes pH, en &l rango de 3 a 12, durante una hora a una temperatura determinada. A

continuacion, se valoro la actividad enzimatica residual por € método habitual.

2.10.3.7. Efecto de diversos cationes sobre la actividad enzimatica

Con € fin de estudiar el efecto de diferentes cationes metélicos en la actividad
liasa, se determind ésta por el método habitual en presencia de los diferentes cationes a
una concentracion de 1 mM y en ausencia o presencia adicional de calcio alamolaridad
adecuada.

Los diferentes cationes utilizados fueron:
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A\

Ag " (AgNO3) (Merck)
Ba®* (BaCl,) (Merck)
Ca™* (CaCly)

Co?* (CoCl.) (Merck)
Hg?* (HgCl.) (Prolabo)
Mg* (MgCl,) (Merck)
Mn# (MnCl,) (Merck)
Na'" (NaOH)

NH;" (NH4Cl) (Merck)
Ni?* (NiCl.) (Panreac)
Sn?* (SnCl) (Merck)
Zn** (ZnCl,) (Merck)

YV V V V V V V V V VYV V

También se estudio €l efecto de la presencia de EDTA [(Titriplex®Ill,

etilendinitril otetracetato), Merck] a una concentracion de 1 mM.

2.11. DETERMINACION DE LAS CONSTANTES CINETICAS

Con € objetivo de determinar |as constantes cinéticas de |os enzimas purificados
se realizd € caculo de las velocidades iniciales de formacion del producto en presencia
de diferentes concentraciones de sustrato, utilizando la ecuacion de Michaelis-Menten
(Stryer, 1988).

2.12. METODOS CROMATOGRAFICOS

2.12.1. Cromatografia en capa fina

Para estudiar el modo de accién de las pectinasas sobre diferentes sustratos se

utilizé la cromatografia en capa fina (TLC). Los sustratos estudiados fueron: écido
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poligal acturdnico, pectina del 22% de esterificacion, pectina del 89% de esterificacion y

acido trigalacturonico (Sigma).

La mezcla reaccion contenia tampén glicina 0,15 M pH 10, CaCl, 0,5-2 mM,
sustrato a 0,15% y entre 1,2 ug y 2,6 ug de enzima. Las incubaciones se realizaron a
40°C 0 55°C, dependiendo del enzima, durante 24 h. Se extrajeron alicuotas de cada
muestraatiempo 0, alos 30 min, alas3 hy alas 24 h. A cada alicuota se le realiz6 un
pulso de centrifuga y se incub6 a 100°C durante 5 min para detener la reaccion.
Posteriormente, se congel6 hasta su utilizacion. Los productos de reaccion generados
por las pectinasas fueron separados en placas de silicagel (Kieselgel 60 Fasq 20x20 cm,
Merck). Se aplicaron 10 ul de cada muestra a las placas de cromatografia. En paralelo se
cargd 4 ul de una mezcla de oligosacaridos pécticos. G1 (&cido galacturdnico, Sigma),
G2 (&cido digalacturonico (Sigma) y G3 (&cido trigalacturonico), todos ellos a 0,2%.
La fase movil utilizada para separar los productos de la reaccién fue una mezcla de
n-butanol (Sigma), agua y écido acético (5:3:2 v/v/v). Se redlizaron dos ascensos. Una
vez terminada la separacion se dgjaron secar las placas y se pulverizaron con una
solucion de acido fosfomolibdico (Sigma) a 3% y H,SO,4 a 10% en etanol. Finalmente,
las placas se revelaron incubandolas en un horno a 125°C durante 5 min hasta que se
observo la aparicién de manchas correspondientes a | os diferentes productos de reaccién
(Lojkowskaet al., 1995).
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3. RESULTADOS

3.1. CARACTERIZACION DE LOS SISTEMAS
PECTINOLITICOS DE Paenibacillus sp. BP-23 Y Bacillus sp.
BP-7

3.1.1. Seleccioén de las cepas

Las cepas Paenibacillus sp. BP-23 y Bacillus sp. BP-7 habian sido aisladas
previamente por el grupo de investigacion en e que se enmarca el presente trabajo a
partir de muestras de suelo de arrozal del Delta del Ebro (Blanco, 1996). El aislamiento
se redizO tras un cultivo de enriquecimiento en pga de arroz durante 2 meses.
Transcurrido este tiempo, las muestras fueron sometidas a un choque térmico de 80°C
durante 10 min con € objetivo de seleccionar especies de microorganismos
esporulados. De entre las numerosas cepas microbianas aidladas, las cepas
Paenibacillus sp. BP-23 (Blanco y Pastor, 1993) y Bacillus sp. BP-7 (Lopez et al.,
1998) fueron seleccionadas para e presente trabgo por presentar un gran poder
pectinolitico y simultaneamente una gran capacidad degradadora de xilano y otros

polisacéridos.

Para el estudio de sus respectivos sistemas pectinoliticos, |as cepas Paenibacillus
sp. BP-23 y Bacillus sp. BP-7 fueron cultivadas en placas de agar nutritivo
suplementadas con acido poligalacturénico. Como controles positivo y negativo se
sembraron también en las placas las cepas de coleccion Bacillus subtilis 168, productor
de pectinasas, y Escherichia coli, desprovista de fondo pectinolitico. Tras laincubacion
a 30°C durante 3 dias, las placas fueron cubiertas con HCl 1 N pararevelar la secrecion
de pectinasas. Las dos cepas en estudio mostraron halos notables de degradacion de
acido poligalacturénico, siendo de mayor tamario € que presentod la cepa Bacillus Sp.
BP-7 (Fig. 3.1.1.). En cuanto alas cepas control, Bacillus subtilis 168 mostré un halo de
degradacion similar a Paenibacillus sp. BP-23, mientras que Escherichia coli no

produjo halo de degradacion del &cido poligal acturonico.
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B. subtilis168

\
N\

. Paenibacillus sp. BP-23 '\\
Bacillus sp. BP-7
\

Figura 3.1.1. Actividad pectinasa de las cepas
seleccionadas.

3.1.2. Estudio de la produccion de pectinasas

Con @ fin de analizar lainfluencia de la composicién del medio de cultivo en la
produccion de pectinasas por Paenibacillus sp. BP-23 'y Bacillus sp. BP-7, se realizaron
cultivos de las cepas en caldo nutritivo sin suplementar o suplementado con glucosa,
&cido poligalacturonico o pectina de limon a 1%. Los diferentes medios se inocularon a
partir de cultivos de 16 h de | as cepas respectivas en caldo nutritivo sin suplementar y se
incubaron durante 3 dias a 30°C. Se tomaron muestras cada 24 h, determinandose la

absorbanciaa 600 nm y la actividad pectinasa.

La cepa Paenibacillus sp. BP-23 mostré € mayor crecimiento en caldo nutritivo
suplementado con pectina, mientras que en caldo nutritivo suplementado con glucosa se
observaron |os niveles de crecimiento inferiores. Los valores maximos de absorbancia a
600 nm de los diferentes cultivos se obtuvieron a las 48 h en caldo nutritivo sin
suplementar o suplementado con pectinay alas 72 h en los medios suplementados con

glucosa o con écido poligalacturonico (Fig. 3.1.2.).

La cepa Bacillus sp. BP-7 también mostré 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 maximos de crecimiento
se obtuvieron a las 24 h en e medio no suplementado o suplementado con &cido
poligalacturonico y alas 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 maximos de absorbancia obtenidos por la
cepa Bacillus sp. BP-7 en medios con pectina o &cido poligalacturonico fueron muy

superiores alos obtenidos por Paenibacillus sp. BP-23 en 1os mismos medios.

Paenibacillus sp. BP-23 Bacillus sp. BP-7

2,5

2,0 — _
—e&— Caldo nutritivo

—a— Glucosa
15 — —=— Ac. poligalacturénico
—e— Pectina

1,0 -

Absorbancia 600 nm

0,5 — - —

0,0 T T T T T T

Tiempo (d)

Figura 3.1.2. Crecimiento de Paenibacillus sp. BP-23 y Bacillus sp. BP-7 en
distintos medios.

3.1.2.1. Produccion de pectinasas por Paenibacillus sp. BP-23

Las muestras de los cultivos de Paenibacillus sp. BP-23 fueron centrifugadas
para eliminar las células. Los sobrenadantes obtenidos se dializaron y se determind a
continuacién la actividad pectinasa en los mismos. En concreto, se determinaron las
actividades liasa e hidrolasa sobre acido poligalacturonico y sobre pectina de limoén del
71% de metilacion, es decir, las actividades pectato y pectina liasa, asi como las

actividades poligal acturonasay polimetilgal acturonasa.

Las tablas 3.1.1. y 3.1.2. muestran los resultados de las actividades pectato liasa

y pectinaliasa extracelular de la cepa Paenibacillus sp. BP-23.

La actividad pectato liasa se determind inicialmente a 40°C de temperatura y
pH 10. Se observd que la pectina inducia notablemente la produccion de pectato liasas
en Paenibacillus sp. BP-23, obteniéndose los valores maximos de dicha actividad en

caldo nutritivo suplementado con pectina (Tabla 3.1.1.). En dicho medio, los valores
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mas elevados se obtuvieron tras 48 h de cultivo, obteniéndose 23,38 U/ml. En caldo
nutritivo sin suplementar o suplementado con acido poligalacturénico se obtuvieron
valores de pectato liasa notablemente inferiores, mientras que en medios suplementados
con glucosa no se detecto actividad pectato liasa.

Para estudiar |a posible presencia en |os sobrenadantes de enzimas con actividad
pectato liasa que fueran activos a otros pH, se repitieron los ensayos de actividad apH 7
y 5. A pH 7 Unicamente se detectd actividad en los sobrenadantes de medios
suplementados con pectina, aunque los niveles de actividad fueron notablemente
inferiores a los detectados a pH 10. Por €l contrario, cuando los ensayos se realizaron a

pH 5 no se detectd actividad pectato liasa en ningun medio.

Al igual que lo observado con la actividad pectato liasa, cuando se determing la
actividad pectina liasa a pH 10, se observé que la pectina gjercia un efecto inductor en
la produccion de dicha actividad por Paenibacillus sp. BP-23 (Tabla3.1.2.). Los valores
maximos 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 écido poligalacturénico, la actividad fue
notablemente menor, mientras que en medios suplementados con glucosa no se observo

la produccién de pectinaliasas.

Cuando se repitieron los ensayos apH 7 y 5 se detecto actividad pectinaliasa a
los dos pH ensayados, aunque se obtuvieron valores notablemente inferiores a los
obtenidos a pH 10.
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Tabla 3.1.1. Actividad pectato liasa de Paenibacillus sp. BP-23 cultivado en caldo
nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos.

Actividad pectato liasa

(U/ml cultivo)

24 h 48 h 72h pH
CN 0,01 0,07 0,04
CN+ glucosa 0,00 0,00 0,00 10
CN+ &cido poligalacturénico 0,00 0,06 0,05
CN+ pectina 10,73 23,38 11,99
CN 0,00 0,00 0,00
CN+ glucosa 0,00 0,00 0,00 .
CN+ &cido poligalacturénico 0,00 0,00 0,00
CN+ pectina 0,51 0,87 0,55

Tabla 3.1.2. Actividad pectina liasa de Paenibacillus sp. BP-23 cultivado en caldo
nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos.

Actividad pectina liasa

(U/ml cultivo)

24 h 48 h 72h pH
CN 0,11 0,18 0,07
CN+ glucosa 0,00 0,00 0,00 10
CN+ &cido poligalacturénico 0,10 0,06 0,05
CN+ pectina 14,69 47,22 27,23
CN 0,02 0,02 0,01
CN+ glucosa 0,00 0,00 0,00 .
CN+ &cido poligalacturénico 0,00 0,00 0,00
CN+ pectina 0,64 1,00 0,71
CN 0,00 0,02 0,00
CN+ glucosa 0,00 0,00 0,00 5
CN+ &cido poligalacturénico 0,00 0,04 0,00
CN+ pectina 0,00 0,04 0,00
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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 Paenibacillus 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 alos de pectato y

pectinaliasa.

De esta forma la cepa Paenibacillus sp. BP-23 mostrd una muy baja produccion

de actividad poligalacturonasa, como se muestraen latabla 3.1.3.

En cuanto a la actividad polimetilgalacturonasa, ésta fue determinada
inicialmente a pH 10. Se observé que la pectinay el acido poligal acturdnico inducian la
produccion de polimetilgalacturonasa en Paenibacillus 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 apH 7'y pH 5 se obtuvieron valores de

actividad inferiores alos detectados a pH 10.

Tabla 3.1.3. Actividad poligalacturonasa de Paenibacillus sp. BP-23 cultivado
en caldo nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos.

Actividad poligalacturonasa

(U/ml cultivo)
pH 10 pH 7 pH 5
CN 0,00 0,04 0,04
CN+ glucosa 0,03 0,00 0,03
CN+ &cido poligalacturonico 0,04 0,00 0,00
CN+ pectina 0,00 0,04 0,04
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Tabla 3.1.4. Actividad polimetilgalacturonasa de Paenibacillus sp. BP-23
cultivado en caldo nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos.

Actividad polimetilgalacturonasa

(U/ml cultivo)
pH 10 pH 7 pH 5
CN 0,04 0,00 0,10
CN+ glucosa 0,05 0,04 0,04
CN+ é&cido poligalacturénico 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
Paenibacillus 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.

Tabla 3.1.5. Valores de maximos de actividades liasa e
hidrolasa de Paenibacillus sp. BP-23.

Actividad pectinasa

(U/ml cultivo)
Acido .
Susiratos poligal acturdnico FELlie
Actividad liasa 23,38 47,22
Actividad hidrolasa 0,04 0,43

3.1.2.2. Produccién de pectinasas por Bacillus sp. BP-7

Las muestras de los cultivos de Bacillus sp. BP-7 fueron centrifugadas para
eliminar las células, dializando a continuacion los sobrenadantes obtenidos, en los que

se determind 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 Bacillus sp. BP-7. Dichos valores fueron notablemente

inferiores a los detectados en Paenibacillus sp. BP-23.

La actividad pectato liasa fue ensayada inicialmente a 40°C de temperatura y
pH 10. Al igua que en la cepa Paenibacillus sp. BP-23, se observd que la pectina
también inducia la produccion de pectato liasas en Bacillus sp. BP-7, obteniéndose los
valores maximos de dicha actividad en medios suplementados con pectina (Tabla
3.1.6.). En dicho medio los valores mas elevados se obtuvieron entrelas48 y las 72 h de
cultivo (0,53 U/ml). En caldo nutritivo sin suplementar, o suplementado con &cido
poligal acturdnico o glucosa se obtuvieron valores menores de actividad. Es de destacar
gue la producciéon de pectato liasa en Bacillus sp. BP-7 no resultd 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 € patron de produccion en
los distintos medios muy parecido. Por el contrario, cuando los ensayos se realizaron a
pH 5 no se detectd actividad.

La actividad pectina liasa de Bacillus sp. BP-7 se determind primeramente a
pH 10. Se observo induccién en medios suplementados con pectina, obteniéndose |os
valores méas 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 observandose
represion de la produccion de pectina liasa por glucosa. La determinacion de actividad
pectinaliasaapH 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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Tabla 3.1.6. Actividad pectato liasa de Bacillus sp. BP-7 cultivado en caldo
nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos.

Actividad pectato liasa
(U/ml cultivo)

24 h 48 h 72h pH

CN 0,00 0,02 0,10
CN+ glucosa 0,00 0,07 0,17 10
CN+ &cido poligalacturénico 0,17 0,04 0,02
CN+ pectina 0,36 0,53 0,53
CN 0,06 0,03 0,07
CN+ glucosa 0,04 0,08 0,10 .
CN+ &cido poligalacturénico 0,13 0,11 0,08
CN+ pectina 0,29 0,30 0,30

Tabla 3.1.7. Actividad pectina liasa de Bacillus sp. BP-7 cultivado en caldo
nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos.

Actividad pectina liasa
(U/ml cultivo)

24 h 48 72h  pH

CN 0,26 0,36 0,37
CN+ glucosa 0,32 0,45 0,46 10
CN+ &cido poligalacturonico 0,55 0,44 0,35
CN+ pectina 1,38 151 1,46
CN 0,06 0,05 0,08
CN+ glucosa 0,07 0,09 0,07 .
CN+ &cido poligalacturonico 0,13 0,10 0,05
CN+ pectina 0,28 0,31 0,30
CN 0,00 0,03 0,00
CN+ glucosa 0,00 0,01 0,00 5
CN+ acido poligalacturonico g 0o 0,02 0,02
CN+ pectina 0,00 0,01 0,00
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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 Bacillus sp. BP-7 tras 48 h

de crecimiento en distintos medios.

La cepa Bacillus sp. BP-7 mostré una muy baja produccién de los dos tipos de
hidrolasas, siendo la produccién de polimetilgalacturonasas |la mas elevada. Los valores
mayores de dicha actividad se obtuvieron en medios suplementados con pectina. A

todos los pH ensayados |os niveles de actividad polimetilgalacturonasa fueron similares.

Tabla 3.1.8. Actividad poligalacturonasa de Bacillus sp. BP-7 cultivado
en caldo nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos.

Actividad poligalacturonasa

(U/ml cultivo)
pH 10 pH 7 pH 5
CN 0,03 0,00 0,03
CN+ glucosa 0,03 0,03 0,04
CN+ &cido poligalacturénico 0,00 0,00 0,04
CN+ pectina 0,00 0,04 0,05

Tabla 3.1.9. Actividad polimetilgalacturonasa de Bacillus sp. BP-7
cultivado en caldo nutritivo suplementado con diferentes carbohidratos.

Actividad polimetilgalacturonasa

(U/ml cultivo)
pH 10 pH 7 pH 5
CN 0,06 0,04 0,08
CN+ glucosa 0,04 0,06 0,04
CN+ &cido poligalacturénico 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 Bacillus

sp. BP-7 se muestra en la tabla 3.1.10. Se observa que la cepa secreta niveles de

- 100 -



Resultados

actividad pectato y pectina liasa muy superiores a los de actividad hidrolasa

(poligalacturonasay polimetilgalacturonasa).

Tabla 3.1.10. Valores maximos de actividades liasa e
hidrolasa de Bacillus sp. BP-7.

Actividad pectinasa

(U/ml cultivo)
Acido .
Susiratos poligal acturdnico FELlie
Actividad liasa 0,53 1,51
Actividad hidrolasa 0,05 0,10

3.1.3. Caracterizacion de las actividades pectato y pectina

liasa

Los resultados expuestos (tablas 3.1.5. y 3.1.10.) indican que las actividades
pectinoliticas mas abundantes de las dos cepas en estudio son las actividades pectato y
pectinaliasas, motivo por el cual nos propusimos caracterizarlas.

3.1.3.1. Caracterizacién de las actividades pectato y pectina liasa de

Paenibacillus sp. BP-23
3.1.3.1.1. Determinacion de la concentracion éptima de calcio

Debido aque el i6n Ca?* es necesario para la actividad enzimética de |as pectato
liasas conocidas hasta € momento, los ensayos de actividad pectato liasa y también
pectina liasa realizados contenian CaCl, 0,5 mM en la mezcla de ensayo. Con € objeto
de determinar el efecto del i6n Ca™* en las actividades pectato y pectina liasa de
Paenibacillus sp. BP-23, se realizaron ensayos de actividad a diferentes concentraciones

dedicho ion.

- 101 -



Sistemas pectinoliticos de |as cepas bacterianas Paenibacillus sp. BP-23'y Bacillus sp. BP-7

Los resultados indicaron que la actividad pectato liasa de Paenibacillus sp.
BP-23 requerfa Ca®*. La méxima actividad sobre 4cido poligalacturénico se obtuvo con
una concentracion 0,5 mM de CaCl, en la mezcla de ensayo (Fig. 3.1.3.). En ausencia
de calcio afiadido se detectd Unicamente €l 13% de la actividad méxima, sin embargo
cuando los ensayos se realizaron en presencia de EDTA 1 mM no se detect6 actividad
pectato liasa Este hecho indicaba un requerimiento absoluto de C&* para la
degradacién de &cido poligalacturénico. La actividad observada sin calcio afiadido
indica la presencia de trazas de este idbn como contaminante en las preparaciones de
&cido poligal acturénico utilizadas como sustrato. A concentraciones elevadas de Ca’* la
actividad disminuia, observandose una actividad del 5,8% de la méxima a una

concentracion 5 mM de CaCls.

En cuanto a la actividad pectina liasa también requiri6 la presencia de calcio, no
observandose actividad sobre pectina en presencia de EDTA 1 mM. La méxima

actividad sobre pectina se alcanz a una concentracion de CaCl, 3,5 mM.
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Figura 3.1.3. Influencia de la concentracién de calcio afiadido en las
actividades pectato y pectinaliasa de Paenibacillus sp. BP-23.
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3.1.3.1.2. Estudio de la influencia del pH y de la temperatura

Se estudié a continuacion el efecto del pH sobre la actividad pectato liasa de
Paenibacillus sp. BP-23. Se redizaron para ello ensayos de actividad a 40°C en

tampones a diferentes pH en el rango entre 7,0y 11,0.

Se observo elevada actividad en un intervalo de pH basico, entre pH 9,0 y 10,5,
mientras que fuera del mencionado intervalo la actividad disminuia notablemente (Fig.
3.1.4.a). El pH 6ptimo de la actividad pectato liasa fue de 10,0.

Se estudio también el efecto de la temperatura en la actividad pectato liasa. Para
ello se realizaron ensayos de actividad a pH 10 en e rango de temperaturas entre 40 y
80°C.

La temperatura Optima resulto ser 65°C. En €l intervalo comprendido entre 45 y
75°C se observaron valores de actividad superiores al 70% de la maxima, mientras que a
80°C se obtuvieron valores del 47% de la actividad observada a la temperatura Optima
(Fig. 3.1.4.b.).
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Figura 3.1.4. Efecto del pH (a) y de la temperatura (b) sobre la actividad pectato
liasa de Paenibacillus sp. BP-23.
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3.1.3.2. Caracterizacioén de las actividades pectato y pectina liasa de
Bacillus sp. BP-7

3.1.3.2.1. Determinacion de la concentracion éptima de calcio

Se readizd un estudio de lainfluencia del i6n calcio a diferentes concentraciones
en las actividades pectato y pectina liasa, las actividades pectinasa mayoritarias de
Bacillus sp. BP-7.

Los resultados mostraron que la actividad méaxima sobre acido poligal acturdnico
se obtenia a una concentracion de CaCl, de 1 mM. La actividad pectato liasa en
ausencia de calcio afiadido fue del 17% de la maxima, sin embargo, cuando |os ensayos
se realizaron en presencia de EDTA 1 mM no se observé actividad. Estos resultados
indican que la actividad pectato liasa de Bacillus sp. BP-7 presenta un requerimiento

absoluto de Ca®* para la degradacion de écido poligalacturénico (Fig. 3.1.5.).

Por el contrario, la actividad pectina liasa de Bacillus sp. BP-7 no mostré
requerimiento de calcio. Aungue se obtuvieron valores méximos de actividad con CaCl,
2 mM, en ausencia de calcio afadido se observé 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 anadido.
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Figura 3.1.5. Influencia de la concentracion de calcio afiadido en las
actividades pectato y pectinaliasa de Bacillus sp. BP-7.

3.1.3.2.2. Estudio de la influencia del pH y de la temperatura

Para estudiar € efecto del pH sobre la actividad pectato liasa de Bacillus sp.
BP-7, se redlizaron ensayos enzimaticos a 40°C en €l rango de pH entre 7,0y 11,0.

La actividad pectato liasa maxima se observo 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 detecto
aproximadamente el 45% de la actividad méxima mientras que a pH 11,0 no se detect6
actividad. (Fig. 3.1.6.a).

Para analizar €l efecto de la temperatura en la actividad pectato liasa de la cepa
Bacillus sp. BP-7 se redlizaron ensayos de actividad a pH 10 en e rango de
temperaturas de 40 a 80°C.

La temperatura Optima resulto ser 50°C. En € intervalo comprendido entre 40 y
65°C se observo actividad superior a 50% de laméxima (Fig. 3.1.6.b.).
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Figura 3.1.6. Efecto del pH (a) y de la temperatura (b) sobre la actividad pectato
liasa de Bacillus sp. BP-7.

3.1.4. Determinacion de la composicion enzimatica de los

sistemas pectinoliticos

3.1.4.1. Analisis zimografico del sistema pectinolitico de

Paenibacillus sp. BP-23

3.1.4.1.1. Analisis en geles de poliacrilamida con SDS

Los sobrenadantes de cultivo de Paenibacillus sp. BP-23 en |os distintos medios
fueron concentrados y analizados en geles de poliacrilamida a 12% con SDS. Los geles
fueron tefiidos con Azul Brillante de Coomassie para revelar su composicion proteica o,
aternativamente, revelados para actividad degradadora de pectina mediante
zimogramas realizados por superposicion “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 tefiidos 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 |os zimogramas
fueron desarrollados a pH 10. Los zimogramas de cultivos en caldo nutritivo sin
suplementar mostraron Unicamente la banda de pectinasa de 32 kDa, mientras que en las
muestras de cultivos suplementados con acido poligalacturénico no aparecieron bandas
de actividad. Cuando los zimogramas fueron desarrollados a pH 7 se observo e mismo
patron de bandas que a pH 10, sin embargo cuando fueron desarrollados a pH 5,

Unicamente aparecieron las bandas de pectinasa de 32, 44y 53 kDa.

kDa

97 -
66 —
45—
31-

21—

Figura 3.1.7. Andlisis en geles de poliacrilamida con SDS del sistema pectinolitico de
Paenibacillus sp. BP-23. Tincién de proteinas con Azul Brillante de Coomassie (A).
Zimograma de actividad sobre pectinaa pH 10 (B), pH 7 (C) o pH 5 (C). Sobrenadantes de
Paenibacillus sp. BP-23 en caldo nutritivo sin suplementar (1), suplementado con pectina(2) o
suplementado con &cido poligalacturénico (3).

3.1.4.1.2. Analisis en geles de isoelectroenfoque

La muestras de sobrenadantes de cultivo de Paenibacillus sp. BP-23 en medios
suplementados con pectina se analizaron en geles de isoelectroenfoque que fueron

revelados mediante tincién proteicay técnicas zimogréficas (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 pl de las bandas de
pectinasa fue estimado en 5,2, 5,7, 6,6, 7,6 y 8,5, mientras que una sexta banda migré en
el limite de pH superior del gel, indicando un pl igual o superior a 9. Cuando los
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zimogramas se desarrollaron a pH 5, unicamente las bandas de pl 57, 85y > 9
mostraron actividad enzimética. Los zimogramas de cultivos de la cepa en cado
nutritivo sin suplementar mostraron Unicamente la banda de actividad pectinasa de
pl >9.

pI
9,30 gm W

865— =
845- ™
815—- W
7,35 -

6,85 —
6,55 —
585- ™
520-—

4,55 —
3,50 -

Figura 3.1.8. Andlisis en geles de isoelectroenfoque del sistema
pectinolitico de Paenibacillus sp. BP-23. Tincién de proteinas con
Azul Brillante de Coomassie (A). Zimograma de actividad
pectinasa a pH 10 (B) o pH 5 (C). Sobrenadantes de Paenibacillus
sp. BP-23 en caldo nutritivo sin suplementar (2) o suplementado
con pectina (1). (M) Marcador de punto isoel éctrico.

3.1.4.2. Analisis zimografico del sistema pectinolitico de Bacillus
sp. BP-7

3.1.4.2.1. Analisis en geles de poliacrilamida con SDS

Con € fin de estudiar la composicion enzimética del sistema degradador de
pectina de Bacillus sp. BP-7, |os sobrenadantes de cultivo de la cepa en distintos medios
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fueron analizados mediante geles de poliacrilamida y técnicas zimogréaficas. Igual que
en e apartado anterior, se determind tanto la composicion proteica mediante tincion con
Azul Brillante de Coomassie, como la actividad pectinasa mediante técnicas

zimogréficas.

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 écido poligalacturénico, aunque la intensidad de las
mismas era menor que la observada en las muestras de cultivos suplementados con

pectina.
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Figura 3.1.9. Andlisis en geles de poliacrilamida con SDS del sistema pectinolitico de Bacillus
sp. BP-7. Tincidn de proteinas con Azul Brillante de Coomassie (A). Zimograma de actividad
sobre pectinaapH 10 (B), pH 7 (C) o pH 5 (C). Sobrenadantes de Bacillus sp. BP-7 en caldo
nutritivo suplementado con glucosa (1), suplementado con pectina (2) o suplementado con
&cido poligalacturénico (3).
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3.1.4.2.2. Analisis en geles de isoelectroenfoque

Las muestras de sobrenadantes de cultivos suplementados con pectina se
separaron en geles de isoel ectroenfoque que fueron analizados mediante tincidn proteica
y mediante zimogramas que se desarrollaron a pH 10 (Fig. 3.1.10.). Los zimogramas
mostraron 3 bandas de actividad pectinasa, de pl 7,8, 8,5y > 9. Se apreci6 también una

banda difusa de actividad entre |as dos bandas de pl superior.

A
pI
9,30 — -
8,65 — -
8,45 — -~
8,15 — -
7,35—
6,85 — . s
6,55 —
5,85 — .
5,20 —
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M 1 1

Figura 3.1.10. Andlisis en geles de i soel ectroenfoque del
sistema pectinolitico de Bacillus sp. BP-7. Tincién de
proteinas con Azul Brillante de Coomassie (A).
Zimograma de actividad pectinasa a pH 10 (B).
Sobrenadantes de Bacillus sp. BP-7 en caldo nutritivo
suplementado con pectina (1). (M) Marcador de punto
isoel éctrico.
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3.2. CLONACION Y CARACTERIZACION DE LA PECTATO
LIASA A (PelA) DE Paenibacillus sp. BP-23

3.2.1. Clonacién de pelA

Los resultados mostrados indican que la cepa Paenibacillus sp. BP-23 produce
una elevada actividad degradadora de pectina y exhibe un sistema pectinolitico
complejo con diversos enzimas con actividad pectinasa. Nos propusimos e estudio y
caracterizacion de los mismos. Con este objetivo, a partir de una genoteca de
Paenibacillus sp. BP-23, previamente construida en Escherichia coli (Blanco et al.,

1996), serealiz6 un escrutinio paraidentificar clones productores de pectinasa.

El escrutinio de la genoteca se realizd en placas de agar nutritivo suplementadas
con é&cido poligalacturonico. Los clones se sembraron en dichas placas y se incubaron
durante 2 dias a 37°C, tras |os cuales | as placas se revelaron para actividad pectinasa con
HCl 1 N. Uno de los 4.000 clones anadizados mostré un hao claro arededor del
crecimiento, hecho que indicaba la produccion de enzimas degradadores de pectina. Por
este motivo, € clon, que se denomind Escherichia colilpP22, fue seleccionado para su
estudio (Figura3.2.1.).

Figura 3.2.1. Actividad enzimética del clon recombinante
Escherichia colilpP22 en placas de agar nutritivo
suplementadas con acido poligal acturonico.
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Con € objetivo de determinar e tipo de actividad que producia € clon
seleccionado, se realizaron ensayos de actividades liasa e hidrolasa sobre pectina y

acido poligalacturonico.

Los extractos crudos de Escherichia colilpP22 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 é&cido
poligalacturdnico, mostrando sobre éste Ultimo mayor actividad (Tabla 3.2.1.). Por €llo
se considerd que €l enzima clonado era una pectato liasa, que se denomind pectato
liasa A (PelA).

También se analiz6 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.).

Tabla 3.2.1. Actividad hidrolasa y liasa de extractos crudos de Escherichia colilpP22 sobre
diferentes sustratos.

U/ml de Pectina Acido CMC Xilano de Xilano de
cultivo poligalacturoénico Abedul Avena
pH 7 10 7 10 7 10 7 10 7 10
Actividad 100 7008 4410° 001  4x10% 000 2x10* 000 000 2x10*

hidrolasa
Actividad ) 456 005 513 . - ; -
liasa

Los ensayos de actividad liasa realizados contenian CaCl, 0,5 mM en la mezcla
de reaccion. Con el objeto de verificar si el Ca®* era necesario para la actividad del
enzima clonado, se realizd un estudio de la influencia de dicho i6n, a diferentes

concentraciones, en la actividad enzimética.

Los resultados mostraron que PelA necesitaba calcio afiadido para la
degradacion de écido poligalacturénico (Fig. 3.2.2.). La maxima actividad sobre este
sustrato se encontrd a una concentracion de CaCl, entre 0,5 y 0,75 mM. A

concentraciones mayores la actividad disminuia, observandose una actividad inferior al

-112 -



Resultados

9% de la maxima en presencia de CaCl, 10 mM. Por €l contrario, parala degradacion de
pectina no fue necesaria la adicion de calcio en la mezcla de ensayo, aunque dicha
adicion producia un aumento en la actividad. La méxima actividad sobre pectina se
alcanz6 a una concentracion 0,75 mM de CaCl,. La actividad sin calcio afiadido al
ensayo era seguramente resultado de la presencia del ion como contaminante en
pequeiias cantidades en las pectinas usadas como sustrato. Cuando los ensayos se
realizaron en presenciade EDTA 2 mM no se detecto actividad ni sobre pectinani sobre
&cido poligalacturénico. Estos resultados indican un requerimiento absoluto de calcio

paralaactividad del enzima sobre sustratos pécticos.

120

100 —

80 —

—e— Acido poligalacturénico
—=— Pectina

60 &

40 —

Actividad relativa (%)

20 —

0 T T T T T
0 2 4 6 8 10 12

[Ca2+] mM

Figura 3.2.2. Influencia de la concentracion de calcio afiadido en la actividad
de PelA. Se determiné la actividad liasa sobre &cido poligalacturénico y
pectina de limén en presencia de diferentes concentraciones de CaCl..

3.2.2. Caracterizacion del plasmido recombinante

Se determind a continuacion el mapa fisico del plasmido recombinante pP22
contenido en el clon en estudio (Fig. 3.2.3.). Dicho plasmido contiene un inserto de
ADN de 2 Kb en ladiana BamHI del plasmido vector pBR322.

Para comprobar que el inserto contenido en pP22 pertenecia al genoma de

Paenibacillus sp. BP-23, se realiz6 un experimento de hibridacion Southern. Con este
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motivo se fabricd una sonda con e fragmento Pvull-Sphl de 655 pb del inserto del
plasmido pP22. Dicha sonda se hibrido frente al ADN total de Paenibacillus sp. BP-23,
el ADN total de Escherichia coli, € plésmido pP22 y el plasmido pBR322, digeridos
todos ellos con Pvull y Sphl, los mismos enzimas de restriccion utilizados para obtener

la sonda.

. EcoRV
Hindll \Nhel
EcoRl Clal\, Pvull

co ' i EcoRV

Scal ., E
1 Sphl
pP22
5,66 kb _ Sphl

! ~Sall

ﬂori 2.

3 y
4

: Aval
Pvull

Figura 3.2.3. Mapa fisico del plasmido pP22. El fragmento
rayado corresponde al inserto, el negro corresponde al ADN
utilizado como sonda en los ensayos de hibridacion y el gris,
al vector de clonacion pBR322.

Se observé sefial de hibridacion frente al ADN de Paenibacillus sp. BP-23 y al
plasmido pP22, mientras que el ADN de Escherichia coli no dio sefid de hibridacion
con lasonda (Fig. 3.2.4.).

La hibridacion frente al ADN de Paenibacillus sp. BP-23 dio lugar a una Unica
banda, que mostraba un tamafio de 655 pb que coincidia con € de la sonda. Sin
embargo, la hibridacion de la sonda frente @ ADN del plasmido pP22 dio
sorprendentemente tres bandas, dos de las cuales no se esperaban. La banda més intensa
coincidia en tamafio con € de la sonda y con la banda de hibridacién del ADN de

Paenibacillus sp. BP-23. Las otras dos bandas, més débiles, presentaban un tamafio de
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3,0 kb y de 1,4 kb. En la hibridacion de la sonda frente pBR322 se observaron dos
bandas débiles, de tamafio similar a las bandas de menor intensidad detectadas en la
hibridacién frente a plasmido pP22. Esto parecia indicar que en la fabricacion de la
sonda con la banda de 655 pb se produjo una peguefia contaminacion de la misma por

las otras dos bandas, provenientes de pBR322, presentes en el mismo gel.

Los resultados obtenidos confirmaron que e ADN contenido en & plasmido

pP22 provenia del genoma de Pacenibacillus sp. BP-23.

23,1

Figura 3.2.4. Hibridacién del fragmento Pvull
y Sphl de 655 pb del plasmido pP22 frente a
plasmido pP22 (A), € plésmido pBR322 (B),
el ADN total de Paenibacillus sp. BP-23 (C), y
el ADN total de Escherichia coli (D),
digeridos todos €llos con los enzimas de
restriccion Pvull y Sphl.

3.2.3. Determinacion de las propiedades moleculares
3.2.3.1. Determinacion del peso molecular

Los extractos crudos del clon recombinante Escherichia colilpP22 fueron
analizados mediante geles de poliacrilamida al 13% con SDS y técnicas zimogréficas.

La tincién proteica de los geles mostré en los extractos de E. colilpP22 una banda
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proteica prominente de tamafio molecular aparente de 25 kDa, que no se detectd en los
extractos control de E. colilpBR322 (Fig. 3.2.5.).

En los zimogramas de muestras paralelas se observo que la banda proteica de
25 kDa presentaba actividad degradadora de écido poligalacturénico, 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.

1 2 1 2

Figura 3.2.5. Andlisis de PelA en geles de
poliacrilamida con SDS. (A) Tincién de proteinas
con Azul Brillante de Coomassie. (B) Zimograma
de actividad sobre é&cido poligalacturénico.
Extractos crudos de E. colilpBR322 (1) vy
E. colilpP22 (2).

Se analizaron a continuacion mediante técnicas zimogréaficas los sobrenadantes
de cultivo de Paenibacillus sp. BP-23 en medios suplementados con pectina,
conjuntamente con extractos del clon recombinante E. colilpP22 (Fig. 3.2.6.). Estos
andlisis mostraron que la pectato liasa A es la banda de actividad pectinasa de tamafio

menor secretada por Paenibacillus sp. BP-23.

- 116 -



Resultados

kDa

97 —
66 —

45 —
31-

21—

1 2 1 2

Figura 3.2.6. Andlisis en geles de poliacrilamida con
SDS del sobrenadante de cultivo de Paenibacillus sp.
BP-23 (1) y extractos crudos de E. colilpP22 (2).
(A) Tincién de proteinas con Azul Brillante de
Coomeassie. (B) Zimograma de actividad sobre pectina
apH 10.

3.2.3.2. Determinacion del punto isoeléctrico

Las muestras de extractos crudos de E. colilpP22 y E. colil[pBR322 fueron
analizadas en geles de isoelectroenfoque. Los geles fueron tefiidos para proteinas y
paralelamente fueron revelados como zimogramas.

El andlisis de los extractos de E. colilpP22 mostré una banda proteica intensa
gue migro junto a limite de pH superior del gel, que era pH 9 (Fig. 3.2.7.). La banda
mostré actividad pectinasa en los zimogramas indicando que la pectato liasa A presenta
un punto isoeléctrico igual o superior a 9. La muestra control no mostré bandas de
actividad (Fig. 3.2.7.).
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A
pI
9,30 — —
8,65 —
8,45 —
8,15 — m
7,35 - 2 4 ' £
6,85 — -
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Figura 3.2.7. Andlisis de PelA en geles de isoelectroenfoque.
(A) Tincién de proteinas con Azul Brillante de Coomassie.
(B) Zimograma de actividad sobre acido poligalacturénico.
Extractos crudos de E. colilpP22 (1) y E. colilpBR322 (2).

3.2.4. Secuenciacion y caracterizacion del gen pelA

La secuencia de nucledtidos del gen peld se determind mediante la
secuenciacion automatica de 1.214 pb del inserto de ADN exdgeno contenido en €
plasmido recombinante pP22. La secuencia obtenida fue depositada en la base de datos
EMBL con el nimero de acceso AJ237980.

Se encontrd una pauta abierta de lectura de 666 pb gque codificaba una proteina
de 222 aminoé&cidos. A una distancia de 8 nuclebtidos del coddn de inicio ATG se hallo
la secuencia AAGGGAGGA, similar alaregion consenso de union a ribosoma (Shine-
Dalgarno). En posicion 5 a gen estructura se encontraron secuencias con
caracteristicas similares a |as regiones promotoras reconocidas por la subunidad ¢”* de
la ARN polimerasa de Bacillus subtilis. En concreto se encontraron las secuencias -35
(TAGACA) y -10 (TCAAAT) situadas a 50 y 27 nucledtidos del codon de inicio,
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respectivamente. En posicion 3' a gen estructural se encontré una repeticion invertida

de 20 pb que podria actuar como terminador de latranscripcion (Fig. 3.2.8.).

El gen de la pectato liasa codifica una proteina de 222 aminoécidos con peso
molecular y punto isoeléctrico deducidos de 23.223,2 Da y 9,28, respectivamente
(http://bo.expasy.org/tool /protparam.html), en concordancia con e peso molecular y pl
calculados a partir del andlisis electroforético del enzima. El enzima presenta una region
N terminal de 25 aminoécidos con las caracteristicas tipicas de los péptidos sefid de
Bacillus  (Nagargan, 1993;  http://www.cbs.dtu.dk/services/Signal P/index.html#
submission). De esta forma, €l enzima muestra dos residuos cargados positivamente en
el extremo N terminal, seguidos de un tramo hidréfobo de 18 aminoéacidos. Este nucleo
hidrofobico estd seguido por un residuo de prolina, que favorece e giro B, y una
secuencia de cuatro alaninas similar a las secuencias reconocidas por |la peptidasa sefia
bacteriana (Von Heijne, 1986; Tjalsma et al., 2000), que cortaria € enlace entre las dos
Gltimas 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 TCA AAT TAC TTA AAT TAA GGG AGG ATG TTG ATG ATG AAA AAA 103
-10 R.B.S. M K K 3

ATG TTA ACG CTC TTG CTG TCT GCC GGT CTT GTT GCT TCC ATA TTT GGT GTA 154
M L T L L L S A G L v A S I F G v 20

ATG CCT GCC GCG GCT GCG CCA ACC GTC GTC AAT TCA ACG ATC GTT GTA CCG 205
M P A A ala P T v N S T I v v P v 37

AAG GGC ACG ACC TAT GAT GGA CAG GGG AAA ACC TTT GTA GCG AAT CCC TCT 256
K G T T Y D G Q G K T F v A N P S 54

ACA TTA GGT GAC GGT TCT CAA GCG GAG AAT CAG AAG CCT GTA TTC CGG CTG 307
T L G D S Q A E N Q K P v F R L 71

GAA GCA GGG GCA ACT TTG AAA AAT GTT ATT ATT GGT GCA CCC GCA GCG GAT 358
E A G A T L K N v I I G A P A A D 88

GGT GTG CAT TGT TAC GGC AGC TGT AAT ATT TCC AAC GTT GTA TGG GAA GAT 409
G v H Cc Y G S Cc N I S N v v w E D 105
GTA GGC GAG GAT GCA TTG ACA CTG AAA TCA TCA GGA ACC GTT AAT ATT ACC 460
v G E D A L T L K S S G T v N I T 122
GGC GGA GCA GCG TAT AAG GCT TAC GAT AAA GTG TTT CAG ATG AAC GCT TCG 511
G G A A Y K A Y D K v F Q M N A S 139
GGT ACG ATT AAT ATC AAA AAC TTC CGT GCG GAT GAT ATC GGC AAG CTG GTG 562
G T I N I K N F R A D D I G K L v 156
CGG CAA AAT GGA GGA ACC TCC TAT GCG GTT AAC ATG ACA CTG GAT AAT TCC 613
R Q N G G T S Y A v N M T L D N S 173
AAC ATA TCC AAC GTG AAG GAT TCC ATT ATG CGC ACG GAC AGC AGT GTA TCT 664
N I S N v K D S I M R T D S S v S 190
CAA GGG AAG ATC ACG AAC ACA CGT TAC TCC AAA GTG CCA ACG CTG TTC AAG 715
Q G K I T N T R Y S K v P T L F K 207
GGC TTT GCT TCA GGC AAG ACG AGC CAG TCC_GGA AAT ACA CAG TAT TAA CGC 766

G F A S G K T S Q S G N T Q Y stop 222
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 ppAC CAG TCA ACA TGG CCI, 868

TAA AAC GGG ATG
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

Figura 3.2.8. Secuencia de nucledtidos y secuencia deducida de aminoacidos de PelA. Las
hipotéticas regiones promotoras -10 y -35 y la region de unién a ribosoma (R.B.S.) se
encuentran subrayadas. Se muestran de color morado los aminoacidos que ligarian calcio y de
color naranja los aminoacidos bési cos tedricamente relacionados con la catalisis. La repeticion
invertida de 20 pb se encuentra subrayada con una flecha. Se muestran subrayadas en negro las
zonas correspondientes a los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion y clonacion de
peld en pET28a. Se encuentran subrayadas en rojo las zonas correspondientes a los
oligonuclettidos utilizados para la amplificacion y clonacién de pelid en los plasmidos
lanzadera construidos (Apartado 3.4.2.). Se muestran sombreadas las zonas correspondientes a
las dianas de restriccion introducidas en los oligonucl edtidos cebadores. En azul se muestran los
aminoacidos de PelA. El hipotético lugar de corte por |a peptidasa sefia se indica con unaflecha
vertical.

La composicién de aminoacidos de la pectato liasa A se muestra en la tabla
3.2.2. (http://bo.expasy.org/tools/protparam.html). El ndmero de residuos cargados
negativamente (Asp + Glu) es de 15 y e nimero de residuos cargados positivamente

(Arg + Lys + His) esde 22.
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Tabla 3.2.2. Composicion de aminoécidos de la
pectinasa PelA.

Aminoacidos N° de residuos Composicion (%)

Ala 21 9.5
Arg 5 2,3
Asn 17 7,7
Asp 11 50
Cys 2 0,9
GlIn 8 3,6
Glu 4 1,8
Gly 23 10,4
His 1 0,5
lle 12 54
Leu 13 59
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 aminoacidos de PelA fue comparada con secuencias de
proteinas contenidas en las bases de datos Swissprot y EMBL (Fig. 3.2.9.). Se encontro
homologia con las pectato liasas de la familia PL3, pero no se hall6 homologia
significativa con pectato liasas de otras familias. Los niveles de homologia més
elevados se hallaron con pectato liasas del género Bacillus, tales como la pectato liasa
de Bacillus sp. KSM-15 (Hatada et al., 2000) y la pectato liasa de Bacillus sp. P-2850
(spTREMBL Q8LORS5), que mostraron una identidad del 76 y 56%, respectivamente,
con PelA de Paenibacillus sp. BP-23. También se encontré homologia ata con las
pautas abiertas de lectura deducidas de los genes SCO1110 del genoma de Streptomyces
coelicolor A3(2) (Bentley et al., 2002) y SAV683 de Streptomyces avermitilis (Omura
et al., 2001), que mostraron una identidad con e enzima clonado del 43 y 42%,
respectivamente. Algunas pectato liasas de hongos fitopatdgenos mostraron también
homologia elevada con e enzima clonado. De este modo Pl1 de Fusarium oxysporum
(Huertas et al., 1999), y PelD, PelC, PelB y PelA de Fusarium solani (Guo et al., 1996,
19953, b; Gonzdlez-Candelas y Kolattukudy, 1992) mostraron respectivamente
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identidades del 41, 42, 40, 39 y 37% con PelA de Paenibacillus sp. BP-23. El enzima
también presentd homologia, aungue inferior, con algunas pectato liasas de bacterias
fitopatdgenas tales como PelB de Erwinia carotovora (Heikinheimo et al., 1995), Pel-3
de Erwinia carotovora (Liu et al., 1994) y Pell de Erwinia chrysanthemi (Shevchik et
al., 1997), que presentaron una identidad del 34, 33 y 31% con e enzima clonado,
respectivamente. La comparacion de secuencias mostro también que PelA es altamente
homologa (54% de identidad) a la proteina deducida del gen yvpA de Bacillus subtilis
168 (Kunst et al., 1997), cuya funcién es desconocida.

La secuencia de aminoacidos de PelA contiene tres bloques de residuos
conservados, propuestos como caracteristicos de las pectato liasas de la familia PL3
(Shevchik et al., 1997). Sin embargo, no se encontré un cuarto bloque conservado en

esta clase de enzimas (Fig. 3.2.9.).

El andlisis de los dominios proteicos de PelA con & programa Pfam indica que
PelA presenta e dominio PF03211 (PfamA) comuln 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 aminoacido 26 al 221, es decir la totalidad de |a proteina PelA madura.
De forma similar, e andlisis mediante e programa Prodom de NCBI
(http://prodes.toul ouse.inra.fr/prodom/current/html/home.php) muestra & dominio
ID: PD007605, que comprende del residuo 29 al 163 de PelA, presente en las pectato
liasas de lafamilia PL3.
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BSPBP-23P@LA - - - - - - mm - oo oo oo WEKMLT--- 6
BSPKSM-15P@L == === == m - - oo s oo WEKLLG--- 6
BSUYVPA s m oo oo mm oo WEKIVS--- 6
BSPP-2850P@L28K - = = === == == = = = === m oo e oo MBERLAG--- 7
SAVPEL s e e e e e e e NTAPSEQRV 9
SCOPEL s e e e e NTAVTRPRA 9
FOXPLL  mmmmm e e WEvT----- 4
FSOPELB  m == mmmmmm e e e e WiAs----- 4
EchPell MFKYVIP- - LCALTLAAPSFAAQTTLMLSQKSDVNYLGWSTDESKVARQEVYRGTTSNPDLRERIAVLDA 68
EcaPelB MFKYLTPIFLCTAAFSFQAQADDTMLMLLKKDNATYLSWSTDAGNVVRQDVYRSTSNNQAGSEKIAELNS 70
BSPBP-23P@lA  ----------mmmmmmmm oo LLLSAG-LV. IFGVMP——AAEPT NS vip TIREQCRTEV 50
BSPKSM-15Pel ~  ~-----------mmmmmm - LILSAA-LTLELYGLEPQVAERAP TV HEMNRY PAEOIFIEKCOTYV 52
BSUYVPA =~ mmmmmmmmmmmmmmmmm oo ILFMFG-LVMGFSQFQPSTVFEVADKV\YHERI T\ PKNTIRENEKCORFY 52
BSpPP-2850Pel28K --------------~-~~~---- TVILSGLLVCGFGQALPEKALEN- EVyH VEEKEQ KGRRLI 53
SavPel RHRRRVTKRRAVIGSAAALGLTAGALVTTSLLS GAATSWPEATGSKA‘SS E¥SG—— KLISKES 77
ScoPel R-------- RAVTGALGALGLSVGMLMTSG-ASEAQAAT -WPTPNGSEGHSS Ls¥se-- IBYGMISRLY 67
FOxP1ll mmmmmmmmmmmmmmmeee oo AILALAGV- SEAAVTKTLPKSEGATSFPTAVPYKG - - SHNECMISRFE 48
FSOPElB  —--mmmmmmmmmmmmeeo oo ALITAAVTG. VTTVLPASEGVQSEPTAEPMR D GMIREV 51
EchPell ETRTFKDADTNSGLNYWYWVDVVSENQAQVVSNAVTTAPNAGPLREA— - -KASSECKPEARFENRTVDCG 135
EcaPelB TDRTFTDLTANPKSDYWYWVDTVSSNNNVQKSNAAQTAP - - APLRJAPLKAASSECKAEAVIKDKTVDCG 138
BspBP-23Pela ANPSTLGDGSEABNE K VERIEA SR T Saa AT eye v - € e s 116
BspKSM-15Pel PNV puRertets v\ )N OIS PR FI L NG AL KNV T GAPAADGVHCPEGIBC'T TN 118
BSUYVPA AGK-ELGDCSESENSDEVERVED SR TN VL TN NNNes T v - €N [ 117
BspP-2850Pel28K AGP-ELGDGS [ 118
SavPel GSGDLGTAD- @ SEDEGELE EREDER ViBINate TiyNee . - € SO O 145
ScoPel GTGDLGSGG-SDEDECEILERA PR VIR ARTINT Ve e < - € SIS Offf 135
FoxPll RSPSVCQGQSETGEKDAME TMENERTH SENASTeR S CRECIVCTIAYN | 115
FsoPelB RNPTTCKDQYETGEKDASI TMEDER Tl AR DR S S GEENIR [ 118
EchPell GVTIGTSCPNDSDKEKEL I IMKNATVKNLRESASCREWE 158D SENCI =N 202
EcaPelB GITLGLSCTGDSDKEPEVITMENATIKNLRISEKCCSHE IEeK SENERIENS 205
. . . . . . ok ok * . * .
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Figura 3.2.9. Alineamiento de aminoécidos de diferentes pectato liasas pertenecientesala
familia PL3. El aineamiento fue realizado mediante el programa CLUSTAL W. Los
asteriscos indican los aminoécidos idénticos y los puntos los residuos conservados. Los
aminoécidos idénticos en a menos 6 secuencias estan sombreados en oscuro y 10s
aminoécidos homologos en a 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 Paenibacillus <p.
BP-23; BspKSM-15Pel, Pel de Bacillus sp. KSM-15; BsuYVpA, YVpA de Bacillus
subtilis; BspP-2850Pel28K, Pel28K de Bacillus sp. P-2850; SavPel, SAV683 de
Streptomyces avermitilis; ScoPdl, SCO1110 de Streptomyces coelicolor; FOXPI1, Pl1 de
Fusarium oxysporum; FsoPelB, PelB de Fusarium solani; EchPell, Pell de Erwinia
chrysanthemi;, y EcaPelB, PelB de Erwinia carotovora.
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QOX 622 Pectato liasa PelA de Paenibacillus sp. BP-23 (222 residuos)

QIRHWO Pectato liasa de Bacillus sp. KSM-15 (224 residuos)

050325 Pectato liasa Pell de Erwinia chrysanthemi (344 residuos)

Péptido sefial PfamA PfamB

= i =

Figura 3.2.10. Dominios estructurales de diferentes proteinas de la familia PL 3.

A partir de la estructura descrita para la pectato liasa Pel-15 de Bacillus sp.
KSM-15, determinada por andlisis cristalogréfico (Akita er al., 2001), se generd €
modelo estructural 3D tedrico de PelA de Paenibacillus sp. BP-23, utilizando para ello
el programa SWISS-MODEL (www.expasy.ch/swissmod/swiss-model.html) (Schwede
et al., 2003) (Fig. 3.2.11.). Se observé una gran similitud con la estructura de la
pectinasa Pel-15 de Bacillus sp. KSM-15. Similarmente a este enzima, la estructura de
PelA de Paenibacillus sp. BP-23 consiste en una hélice B paralela hacia la derecha de
8 vueltas, con un largo bucle protuberante en un flanco de la hélice B. Al igual que
Pel-15, PelA uniria @ menos dos cationes calcio, uno de ellos esencial para la catdlisis
(neutralizando las cargas negativas del sustrato acido) y un segundo con funcién
estructural. Por comparacion con Pel-15, los ligandos del ion calcio esencial para la
catdlisis serfan los residuos Asp®, GIu*® y Asp'®, mientras que los ligandos del catién
calcio involucrado en la estabilizacién de la estructura del enzima serian los oxigenos de
los residuos Asp'®, va'® Lys'”® y 3 moléculas de H,O, una de las cuaes
interaccionaria con el oxigeno carbonilico del residuo Gly>® (Akita et al., 2001). Por

comparacion con Pel-15, los residuos del centro activo involucrados directamente en la
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catdlisis de PelA serian Arg™’, Lys™ y Lys"? correspondiendo e residuo de arginina
con e abstrayente de protones catalitico, mientras que los otros dos mediarian la
interaccion con € sustrato y estabilizarian € intermediario de la reaccién (Fig. 3.2.8.,
Fig. 3.2.11).

Figura 3.2.11. Modelo tridimensional tedrico de la pectato
liasa PelA. Se muestran de color morado, negro, y azul los
residuos que se unirian a calcio; y de color rojo los residuos
basi cos tedricamente relacionados con la catélisis.

3.2.5. Purificacion de PelA

Con € fin de caracterizar bioquimicamente el enzima clonado se procedio a su
purificacion. Para facilitar dicho proceso se adiciond a enzima, mediante técnicas de
ingenieria genética, una cola de histidinas que posibilitara la purificacion por
cromatografia de afinidad a niquel.

Inicialmente, con el objeto de clonar peld en e vector de expresion pET28a, a
partir de colonias de Paenibacillus sp. BP-23 se amplificd un fragmento de ADN que
contenia la region codificadora de Pel A desprovista de péptido sefial, flanqueada por las
dianas de restriccion Ndel y Hindlll. La tabla 3.2.3. muestra la secuencia de los

oligonucleotidos utilizados, cuya localizacion en la secuencia del plasmido pP22 se
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indica en la figura 3.2.8. El fragmento amplificado de 609 pb se cloné en el vector de
expresion pET28a entre las dianas Ndel-Hindlll, dando lugar a plasmido pET28a-P22
(Fig. 3.2.12.), que fue introducido por transformacion en Escherichia coli BL21(DES3).
La secuenciacion del ADN recombinante del plasmido pET28a-P22 mostrd que se habia
anadido una cola de histidina fusionada en pauta con la proteina madura PelA,
desprovista del péptido sefia. La construccion se disefié para que la eliminaciéon con
trombina de la cola de histidinas diese lugar ala proteina madura con € minimo ndmero
posible de aminoéacidos adicionales en el extremo N terminal, en concreto Unicamente

cinco aminoécidos adicionales (Gly, Ser, His, Met y Ala).

Tabla 3.2.3. Oligonucledtidos utilizados en la amplificacion del gen pelA. La dianas de
restriccion se encuentran resaltadas en negrita. Los nucleétidos modificados sobre la
secuenciaoriginal paraintroducir las dianas se encuentran subrayadas.

Nombre Secuencia de nucleotidos Diana de restriccion
FwWp22] 5 —-CCCATATGGCGCCAACCGTC-3 Ndel
BKP22] 5 —-GCAAGCTTTAATACTGTGTATTTCCG-3 Hindlll
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Figura 3.2.12. Mapa fisico del plésmido pET28a-P22. El
fragmento rayado corresponde a inserto, e gris
corresponde al vector de expresion pET28a.

La cepa recombinante Escherichia coli BL21(DE3)/pET28a-P22 fue cultivada
en un litro de medio LB suplementado con kanamicina. Cuando €l cultivo alcanz6 una
Aeoo entre 0,5y 0,6, se aiadié IPTG a una concentracion final de 1 mM y se incubd
durante 2,5 h mas. A continuacién se recogieron las células, se obtuvo el extracto
celular y se procedié ala purificacion de la pectato liasa mediante e sistema Ni%*-NTA-
agarosa (apartado 2.6.2.) y a la posterior eliminacion de la cola de histidina (apartado
2.6.3.). Las diferentes fracciones obtenidas durante €l proceso de purificacion se
analizaron por electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS y técnicas
zimograficas (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 €l proceso de purificacion.
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A
kDa -
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Figura 3.2.13. Purificacion de PelA. Andlisis en geles de poliacrilamida a
12% con SDS. (A) Tincidn de proteinas con Azul Brillante de Coomassie.
(B) Zimograma de actividad pectinasa. (1) Extracto de E. coli
BL21(DE3)/pET28a-P22, (2) PelA purificada con la cola de histidinas,
(3) PelA purificada sin la cola de histidinas, (4) Extracto de E. colilpP22.
(M) marcador de peso molecular.

3.2.6. Caracterizacion enzimatica de PelA

3.2.6.1. Estudio de la influencia del grado de metilacion de la

pectina en la actividad enzimatica

Una vez purificada la proteina se procedié a su caracterizacion enzimatica. Se
estudio en primer lugar la influencia del grado de metilacién de la pectina en la
actividad del enzima. Para ello se determind la actividad liasa a pH 10 sobre sustratos
de diferente grado de metilacion. En concreto se ensayaron: écido poligalacturonico (sin
metilar), pectina de limon del 22%, 64% y 89% de metilacion, pectina de manzana del
68% de metilacion y pectinade limon del 71% de metilacion.

Cuando los sustratos, previamente a la realizacion de los ensayos de actividad,
permanecieron en contacto con tampén a pH 10 periodos de tiempo superiores a una
hora, PElA mostré una actividad muy similar sobre todos €llos, aunque con ligera
preferencia por los sustratos altamente metilados (Fig. 3.2.14.a). Por e contrario,

cuando los sustratos estuvieron en contacto con tampén a pH 10 durante periodos de
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tiempo inferiores a 10 min, PelA mostro clara preferencia por sustratos sin metilar o
poco metilados, presentando maxima actividad sobre acido poligalacturénico y pectina
del 22% de metilacié (Fig. 3.2.14.b.). Estos resultados indican que tal como sugieren
Brown er al., 2001, la determinacién de actividad pectinasa a pH alcalinos sobre
sustratos metilados puede dar lugar a conclusiones falsas, a sufrir dichos sustratos la
desmetilacion espontanea si son almacenados en condiciones alcalinas por periodos de

tiempo superiores a 10 min.

Para evitar datos erréneos de actividad sobre sustratos metilados, en o sucesivo
los sustratos fueron mezclados con los tampones a pH 10 inmediatamente antes de
realizar 10s ensayos enziméticos, de pocos minutos de duracion. La mayor actividad de
Pel A sobre sustratos escasamente metilados indica que €l enzima es una pectato liasa,
aungue con una actividad anormamente elevada sobre pectina de ato grado de
metilacion, ya que presenta sobre pectina del 89% de metilacion € 40% de la actividad

observada sobre acido poligalacturénico.
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0%
0%

89%
64%
22%

s ¢ £ £ g s £
£ I (o)) < N I
S N Iee] © N £ <
4 c 4 c
S a
= =

Metilacion (%)

Figura 3.2.14. Influencia del grado de metilacion de la pectina en la actividad de
PelA. Se determind la actividad liasa sobre acido poligalacturénico, pectinas de
l[imon del 22%, 64% y 89% de metilacion, pectina de manzana del 68% de
metilacion y pectina de limén del 71% de metilacién. Tiempo de contacto entre €l
sustrato y el tampdn apH 10 superior al h (a) o inferior a10 min (b).
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El acido poligalacturonico fue € sustrato que se utilizé a partir de este momento

para continuar |a caracterizacion de la pectato liasa A.

3.2.6.2. Determinacion del efecto del ion calcio en la actividad

Con € fin de comprobar la concentracion optima de ion calcio para la actividad
del enzima, se redlizaron ensayos de actividad enzimética en presencia de CaCl, a

diferentes concentraciones.

Los resultados encontrados corroboraron que PelA necesita calcio afadido para
la degradacion de acido poligalacturédnico. La méxima actividad sobre dicho sustrato se
alcanz6 a una concentracion 0,5 mM de CaCl,, disminuyendo la actividad a
concentraciones mayores. Se observé una actividad inferior a 8% de la méxima cuando
la concentracion de CaCl, fue de 10 mM (Fig. 3.2.15.).
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Figura 3.2.15. Influencia de la concentracion de
calcio en laactividad de PelA.
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3.2.6.3. Determinacion del pH 6ptimo

Se estudio € efecto del pH sobre la actividad pectato liasa del enzima
purificado. Para ello se realizaron ensayos de actividad sobre &cido poligalacturdnico a

55°C en €l rango de pH entre 3,0 y 12,0 en presencia de CaCl, 0,5 mM.

El pH éptimo del enzima fue determinado en 10,0. PelA mostré una actividad
aproximadamente del 40% de la méxima en el estrecho rango de pH entre pH 9,5y
10,5. A pH inferior a 6,0 no se detect6 actividad (Fig. 3.2.16.a.).

3.2.6.4. Determinacion de la temperatura 6ptima

El efecto de latemperatura en la actividad enzimatica se estudié en e rango de
temperaturas de 30 a 85°C. Los ensayos se realizaron a pH 10, en e cual & enzima

presentaba méaxima actividad.

La temperatura Optima de la pectato liasa resultd ser 55°C. Se observd una
actividad superior a 50% de la méxima en € intervalo comprendido entre los 40 y 65°C
(Fig. 3.2.16.h.).
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Figura 3.2.16. Efecto del pH (a) y de la temperatura (b) sobre la actividad
enzimatica de PelA.
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3.2.6.5. Determinacion de la termoestabilidad

El estudio del efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la pectato liasa A
serealizé de tres maneras diferentes.

En primer lugar se valoro la estabilidad del enzima en e rango de temperaturas
de 30 a 85°C. El enzima se incub6 durante 1 h a pH 7 a dichas temperaturas, y a
continuacién se determind la actividad pectato liasa residual en las condiciones Optimas
de actividad.

PelA se mostro relativamente estable hasta los 75°C, observandose una actividad
residual superior al 65% de lainicial trasincubar durante 1 h atemperaturas inferiores a
dichatemperatura (Fig. 3.2.17.).
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Figura 3.2.17. Efecto de la temperatura sobre
la estabilidad de PelA apH 7.

A continuacion, se estudi6 la estabilidad del enzima durante 24 h en las cuatro
temperaturas mas altas en las que se habia observado que conservaba arededor del 80%
de actividad tras 1 h de incubacion, es decir, 40, 45, 50 y 55°C. PelA seincubé apH 7 o
10 a las cuatro temperaturas indicadas, se tomaron alicuotas a varios intervalos y se

determind la actividad enzimética residual.
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En e ensayo de termoestabilidad a pH 7 se observé que € enzima permanecia
basicamente estable durante 24 h a 40°C, mostrando alrededor del 90% de la actividad
inicial tras 24 h de incubacion a dicha temperatura. A 45°C e enzima mostrd
inactivacion a partir de las 8 h de incubacion, observandose tras 24 h una actividad
superior a 70% de la inicial. A 50°C & enzima permanecio estable hasta las 4 h,
mientras que a 55°C & enzima presentd inactivacion a partir de las 2 h de incubacion
(Fig. 3.2.18.a).

En e ensayo de termoestabilidad a pH 10 atodas las temperaturas estudiadas €l
enzima mostro importante inactivacion desde los primeros momentos. A 40°C el enzima
mostré el 40% de actividad inicia tras 1 h de incubacion, mientras que en € resto de
temperaturas ensayadas €l enzima se inactivd mas répidamente. Tras 24 h de incubacion
en todas las condiciones ensayadas el enzima resulto inactivado casi por completo (Fig.
3.2.18.b.).
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Figura 3.2.18. Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de PelA apH 7 (a) y a
pH 10 (b).

Por ultimo, con € fin de estudiar la estabilidad del enzima a largo plazo en
condiciones de almacenamiento, se evalud la estabilidad de PelA apH 7 durante 15 dias
a 0°C o a temperatura ambiente. Para estos andlisis se utilizaron extractos crudos de

Escherichia colilpP22, en lugar del enzima purificado.
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Se observo que a ambas temperaturas €l enzima permanecio estable durante
2 dias. A temperatura ambiente se observo una inactivacion elevada del enzima a partir
del segundo dia de la incubacion, en cambio a 0°C fue a partir del quinto dia cuando se
detectd dicha inactivacion (Fig. 3.2.19.). Aun asi, tras 15 dias de incubacion a 0°C el

enzima mantuvo cas el 40% de la actividad inicial.

Actividad relativa (%)

0 2 4 6 8 10 12 14 16
Tiempo (d)

Figura 3.2.19. Efecto de la temperatura en la
estabilidad de PelA alargo plazo.

3.2.6.6. Determinacion del efecto del pH en la estabilidad

Después de estudiar la termoestabilidad de la pectato liasa A, y observando que
a40°Cy pH 7,0 e enzima era estable durante periodos inferiores a un dia, se estudio €
efecto del pH en la estabilidad a dicha temperatura. El enzima se incubo durante 1 h a
40°C en tampones a diferentes pH entre 3,0 y 12,0, y posteriormente se midio la
actividad residual.

El enzima se mostr6 estable en € rango de pH entre 4,0 y 7,5, presentando por
tanto la maxima estabilidad en € intervalo de pH acido-neutro. A pH acainos no
superiores a 10,0 el enzima retuvo més del 40% de la actividad inicia, mientras que a

pH superiores a 10,0 el enzima seinactivo casi por completo (Fig. 3.2.20.).
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Figura 3.2.20. Efecto del pH en la estabilidad de
PelA.

3.2.6.7. Determinacion del efecto de iones metalicos

Con € fin de conocer la influencia de iones metalicos distintos del calcio sobre
la actividad de la pectato liasa A, se realizaron ensayos de actividad en presencia de
sales de estos iones a concentracion 1 mM, sin adicionar calcio alamezcla de ensayo.

Cuando el ensayo se realizG en presencia de bario, mercurio 0 manganeso se
observo e 25, 27 o 30%, respectivamente, de la actividad maxima, detectada en
presencia de calcio 0,5 mM (Fig. 3.2.21.a). Sin embargo, con € resto de los iones
ensayados no se detect6 actividad pectato liasa. Estos resultados indican que ninguno de

los iones evaluados puede sustituir al Ca?*.

Con € fin de ensayar si los iones estudiados producian efecto inhibidor o
estimulador de la actividad pectato liasa en presencia de Ca’*, se realizaron ensayos de
actividad con la adicién simultdnea de CaCl, y los iones metdlicos a concentracion
1 mM.

Se observé que bario, mercurio, plata y magnesio causaban una importante
inhibicion del enzima, detectandose una actividad del 45, 48, 51 y 68% del control,
respectivamente. Zinc, cobalto, amoniaco y niquel causaron una pequefiainhibicion (80,

82, 84 y 86% de actividad residual, respectivamente), mientras que manganeso y sodio
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no inhibieron a enzima (Fig. 3.2.21.b). Tal como se esperaba, € EDTA inhibio la
actividad de PelA.
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Figura 3.2.21. Efecto de diferentes iones metalicos en la actividad Pel A sobre acido
poligalacturdnico en ausenciade calcio (a) y en presenciade calcio (b).

3.2.7. Determinacion de las constantes cinéticas

Para determinar las constantes cinéticas del enzima se realizaron ensayos de
actividad con una cantidad fija de PelA (0,26 ug) y cantidades crecientes de sustrato
(&cido poligalacturénico) (Fig. 3.2.22.).

L as constantes cinéticas cal culadas fueron:

Vmax = 109,9 + 13,36 umol/min.mg de proteina
km = 0,94 £+ 0,37 mg de sustrato/ml
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Figura 3.2.22. Efecto de la concentracion del sustrato sobre la
actividad de PelA.

3.2.8. Cromatografia en capa fina

Para estudiar el modo de accién de PelA sobre distintos sustratos, |os productos
liberados de los mismos por la accién enzimética fueron analizados por cromatografia
en capafina (TLC). Los sustratos ensayados fueron: acido poligal acturénico, pectina de

limén del 89 % de metilacion y acido trigal acturonico.

La mezcla reaccién contenia tampon glicina 0,15 M pH 10, CaCl, 0,5 mM,
sustrato al 0,15% y 2,6 ug de PelA. Las incubaciones se realizaron a 40°C durante 24 h

y se extrgjeron alicuotas de cada muestraatiempo 0, 30 min, 3hy 24 h.

El acido poligalacturénico y la pectina de 89% de metilacion originaron patrones
similares de productos de reaccion que consistian en una mezcla de oligosacéridos. En
los dos casos aparecieron productos de movilidad intermedia entre los &cidos mono, di y
trigalacturénico, que posiblemente se tratan de &acido digalacturonico y &cido
trigalacturonico insaturados. Se liberaron también de los dos sustratos
oligogalacturonatos de longitud superior. Por € contrario € enzima no causd
degradacidon del acido trigalacturénico. Estos resultados indicarian que la pectato
liasa A tiene actividad endo, siendo por tanto una endopectato liasa.
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Figura 3.2.23. Andlisis mediante cromatografia en capa fina de los productos de
reaccion de PelA. Los carriles 1, 2 y 3 muestran los patrones é&cido
monogal acturonico (G1), &cido digalacturénico (G2) y é&cido trigalacturéncio
(G3), respectivamente. El carril 4 contiene la mezcla de los tres patrones.
Productos de reaccién del acido poligalacturdnico, carriles 5-8; pectina de limoén
del 89% de metilacién, carriles 9-12; &cido trigalacturénico, carriles 13-16. Las
incubaciones de |os sustratos con € enzima se realizaron durante O min, carriles
5,9y13; 30 min, carriles 6, 10y 14; 3 h, carriles 7, 11y 15; y 24 h, carriles 8, 12
y 16.
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3.3. CLONACION Y CARACTERIZACION DE LA PECTATO
LIASA YvpA DE Bacillus subtilis 168

3.3.1. Aislamiento y clonacién de yvpA

La caracterizacion genética de la pectato liasa PelA de Paenibacillus sp. BP-23
mostré que el enzima presentaba homologia con la pauta abierta de lectura deducida del
gen yvpA, identificado en e genoma de Bacillus subtilis 168 (Kunst et al, 1997) (Fig.
3.3.1.). La hipotética proteina codificada por yvpA no habia sido descrita hasta la fecha,
pero dada su elevada homologia (54% de identidad) con la pectato liasa A de
Paenibacillus sp. BP-23, era probable que correspondiera a un enzima degradador de
pectina similar. Con € fin de caracterizarlo se procedié a su clonacion por

amplificacion por PCR apartir de la secuencia de yvpA.

suph
LwpE
STIEL L {E 1 1 35363
"7 SoucE hisl hisA ,  hisE, hisG,
wucH izF hisH " hisD " hisZ
- ra
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Coding sequences:
= G| lular processes
mp Information pathways
m Similar to unknown proteins

= rREHA W tRHA

== Ivtermediary metabol ism

m=p Other functions
Mo =imilaritw

r promoter "?'ter‘m inator

Figura 3.3.1. Localizacion de yvpA dentro del genoma de Bacillus subtilis 168
(Extraida de http://genolist.pasteur.fr/SubtiList/).

Se disefiaron 2 cebadores de localizacion externa ala zona codificadora de yvpA,
gue se denominaron FWyvpA4 y BKyvpA4 (Tabla 3.3.1.). Dichos cebadores abarcaban la
hipotética region codificante del gen ywA y las putativas zonas promotora y

terminadora.
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Tabla 3.3.1. Oligonucledtidos utilizados en la amplificacion
del gen yvpA.

Nombre Secuencia de nucleotidos

FWyvpA 5 —ATCACCCGGGAAGATCGATTC-3
BKyvwA4 5 —CCGGAGCTCTTGTCCATAAG-3

Como molde para la amplificacion se utilizaron colonias de diferentes cepas de
Bacillus 'y Paenibacillus que mostraban elevada actividad pectinolitica, tal como se
observo tras su cultivo en placas de medio suplementado con &cido poligalacturénico
(Figura 3.3.2.a.). Las cepas fueron Bacillus subtilis MB216, Bacillus subtilis MW15,
Bacillus subtilis 497, Bacillus subtilis 168, Bacillus sp. BP-7'y Paenibacillus sp. BP-23.
En todas las reacciones de amplificacion con cepas de Bacillus subtilis Se consiguiod
amplificar una anica banda intensa de 980 pares de bases, del tamarfio esperado. Por €
contrario, cuando se utilizé como molde Bacillus sp. BP-7 0 Paenibacillus sp. BP-23 se
obtuvieron bandas de amplificacion muy tenues de tamarfio diferente a esperado (Fig.
3.3.2.b.).

.B. subtilis MB216
B. subtilis MW 15

B. subtilis 497
! B. subtilis 168
E. coli |
\ |I iR
Paenibacillus sp. BP-23 : /)
Bacillus sp. BP-T ’

o N
W

123456

Figura 3.3.2. Actividad pectinasa de las diferentes cepas de Bacillus sp. y
Paenibacillus 5p. (a) y andlisis electroforético de las bandas de amplificacion
con cebadores especificos para el gen yvpA (b). 1, Bacillus subtilis MB216;
2, Bacillus subtilis MW15; 3, Bacillus subtilis 497; 4, Bacillus subtilis 168;
5, Bacillus sp. BP-7; 6, Paenibacillus sp. BP-23.
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Los fragmentos amplificados con las cepas de Bacillus subtilis fueron
secuenciados, mostrando elevada homologia con la secuencia publicada del gen yvpA.
El fragmento amplificado a partir de Bacillus subtilis 168 fue escogido para su estudio.
Dicho fragmento, que presentaba |os extremos romos a haber sido amplificado con la
polimerasa Pfu, se ligd de manera no direccionada en € plasmido pJF118HE
previamente linealizado con Smal y se procedio alatransformacion de Escherichia coli
con la construccion obtenida. Los clones recombinantes que se obtuvieron fueron
sembrados en placas de agar nutritivo suplementado con acido poligalacturénico al 1%.
Todos ellos produjeron un halo de degradacion alrededor de las colonias, indicando la

produccion de pectinasas.

De entre ellos los clones obtenidos se escogi6 €l clon Escherichia colilpJY vpA.
El clon contenia el plasmido pJYvpA, que incluia un inserto de 980 pb en la diana Smal
del vector pJF118HE (Fig. 3.3.3.).

& o
E::\) _ Pvul

rrnB >

Hindl<__ Tdpromotor  Dla

pIY VpA
lacl  6.28Kkb

4
s

)

7/
Hindll

Figura 3.3.3. Mapa fisico del plasmido pJYVvpA. El
fragmento rayado corresponde a gen yvpA insertado
en €l vector de clonacion pJF118HE en gris.

Con € fin de caracterizar € tipo de actividad pectinasa del enzima clonado, se
realizaron ensayos de actividad liasa 'y de actividad hidrolasa, ambas actividades sobre

pectina de limén y écido poligal acturdnico.

Los extractos crudos de Escherichia colilpJY vpA mostraron actividad liasa pero

no exhibieron actividad hidrolasa. La actividad liasa degradd |os dos sustratos pécticos
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ensayados, pectina y écido poligalacturonico, pero sobre e primero fue més elevada
(Tabla3.3.2.).

Para conocer megjor la actividad enzimatica de YvpA, se andizo la actividad
hidrolitica sobre diferentes sustratos no pécticos: xilano de madera de abedul, xilano de
espelta de avena y CMC (carboximetilcelulosa). Los resultados mostraron que €

enzima no presenta actividad sobre |os sustratos no pécticos ensayados (Tabla 3.3.2.).

Tabla 3.3.2. Actividad hidrolasa y liasa de extractos crudos del clon recombinante
Escherichia colilpJY vpA sobre diferentes sustratos.

U/ml de Pectina Acido CMC Xilano de Xilano de
cultivo poligalacturénico Abedul Avena
pH 7 10 7 10 7 10 7 10 7 10
Activided 0 8105 000 16x10¢ 000 000 000 000 000 0,00
hidrolasa
Activided 0 17 00 0,07 S
liasa

La mayor actividad liasa sobre pectina que sobre &cido poligalacturénico parecia
indicar que e enzima clonado era una pectina liasa. Sin embargo, para identificar
correctamente la actividad del enzima clonado, era necesario estudiar €l efecto de la

concentracion de calcio sobre la actividad enzimética

Los resultados indicaron que YVpA necesitaba calcio afiadido en la mezcla de
ensayo para la degradacién de écido poligalacturénico. La maxima actividad se
encontrd6 a una concentracion de CaCl, 2,5 mM. A concentraciones mayores la
actividad disminuia, obteniéndose una actividad inferior a 20% de la maxima a una
concentracion de CaCl, 10 mM (Fig. 3.3.4.). En cambio, para la degradacion de pectina
no fue necesaria la adicién de calcio en la mezcla de ensayo, aunque la actividad sin
cacio afiadido fue muy baja. La adicion de dicho ion producia un aumento de la
actividad sobre pectina, alcanzandose la maxima actividad a una concentracion 3 mM
de CaCl,. Al igual de lo descrito con PelA, cuando se adicioné EDTA 1 mM alamezcla

de reaccion no se detecto actividad ni sobre pectina ni sobre &cido poligalacturénico,
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indicando un requerimiento absoluto de calcio para la actividad de YvpA sobre

sustratos peécticos. Por o tanto se concluyd que Y vpA era una pectato liasa.

120

100 —

S
S 80—
E —e— Acido poligalacturénico
2 60 —=a— Pectina
©
©
=
2 40+
=
(%)
<

20 —

0-¢ \ \ \ \ \

0 2 4 6 8 10 12
[Ca2*] mM

Figura 3.3.4. Influencia de la concentracion de calcio afadido en la
actividad de YvpA. Se determind la actividad sobre écido poligal acturdnico
y pectina de limén en presencia de diferentes concentraciones de CaCl.,.

3.3.2. Determinacion de las propiedades moleculares

3.3.2.1. Determinacion del peso molecular

Los extractos crudos de E. colilpJYVvpA fueron analizados en geles de
poliacrilamida a 12% con SDS. Se determind tanto €l peso molecular mediante la
tincion con Azul Brillante de Coomassie como la actividad pectinasa mediante

Zzimogrameas.

Cuando los geles fueron revelados para proteinas se observo una banda
prominente de unos 25 kDa en los extractos crudos de E. colilpJYVpPA, que no se
detectd en los extractos control de E. colilpJF118HE (Fig. 3.3.5.). En los zimogramas de
muestras paralelas se observo que la banda proteica de 25 kDa presentaba actividad
pectinasa, no observandose bandas de actividad en la muestra control (Fig. 3.3.5.). La

banda de 25 kDa detectada corresponde a la pectato liasa Y vpA.
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kDa

21—

14—

Figura 3.3.5. Andlisis de YVvpA en geles de poliacrilamida con SDS.
(A) Tincion de proteinas con Azul Brillante de Coomassie.
(B) Zimograma de actividad pectinasa. Extractos crudos de
E. colilpJF118HE (1) y E. colilpJYVpA (2). (M) marcador de peso
molecular.

3.3.2.2. Determinacion del punto isoeléctrico

Las muestras de extractos crudos de E. coli/pJY vpA fueron analizadas mediante
geles de isoelectroenfoque de rango de pH entre 3y 9. Los geles fueron teflidos para
proteinas y paralelamente se analizo la actividad pectinasa mediante zimogrameas.

En el andlisis proteico de los extractos de E. colilpJY vpA se observo una banda
intensa de punto isoeléctrico 8,6 que no aparecia en los extractos control (Fig. 3.3.6.).
La banda observada en los geles proteicos presentd actividad pectinasa en los
Zzimogramas, mientras que en la muestra control no se observaron bandas de actividad
(Fig. 3.3.6.).
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Figura 3.3.6. Andlisis de YVvpA en geles de isoelectroenfoque.
(A) Tincion de proteinas con Azul Brillante de Coomassie.
(B) Zimograma de actividad pectinasa. Extractos crudos de
E. colilpJF118HE (1) y E. colilpdYVpA (2). (M) marcador de

punto isoel éctrico.

3.3.3. Secuenciacion del gen yvpA

La secuencia del gen yvpA clonado en E. colilpJYVPA se obtuvo mediante

secuenciacion automatica de 967 pb del inserto de ADN exdgeno presente en dicho

clon. La secuencia fue idéntica a la del gen yvpA del genoma de Bacillus subtilis 168

(Kunst et al; 1997) (Fig. 3.3.7.). La secuencia deducida de aminoécidos del gen yvpA se

encuentra depositada en la base de datos EMBL con el nimero de acceso 034310.

La secuencia de yvpA4 contiene una pauta abierta de lectura de 663 pb que

codifica una proteina de 221 aminoé&cidos. A diferencia de la mayoria de genes

estructurales de Bacillus subtilis, 1a region codificante comienza con € triplete TTG de
inicio de traduccion (Kunst ef al., 1997; Sawada et al., 2001). Siete nucledtidos delante

del coddn deinicio se encuentra la secuencia GGAGGA, similar alaregién consenso de

unién a ribosoma (Shine-Dalgarno). En posicion 5 a gen estructural se observan
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regiones con caracteristicas similares a los promotores reconocidos por |a subunidad ¢
dela ARN polimerasa de Bacillus subtilis. En concreto se encuentran las secuencias -35
(TTTACT) y -10 (TATGAT) situadas a 125 y 102 nucledtidos del codon de inicio. En
posicion 3’ a gen estructural se localiza una repeticion invertida de 14 pb que podria

actuar como terminador de latranscripcion (Fig. 3.3.7.).

El gen yvpA codifica una proteina de 221 aminoécidos, 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 proteina de secrecién, ya que presenta una region N termina de
27 aminoécidos con las caracteristicas tipicas de los péptidos sefia de Bacillus subtilis
(Nagaragjan, 1993). Dicha region muestra dos residuos cargados positivamente seguidos
de un tramo hidrofobo de 18 aminoécidos. El aminoacido prolina, que favorece un giro
B, se encuentra a continuacion del nucleo hidrofobico y seguidamente se encuentra la
secuencia VFAA, similar a las reconocidas por la peptidasa sefia bacteriana (Von
Heljne, 1986; Tjalsmaet al., 2000), lacual cortaria 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 TTG AAA AAA ATC GTG TCT ATC CTA 206

R.B.S. M K K I Vv s I L 8

TTT ATG TTC GGT TTG GIT ATG GGT TTC AGC CAG TTT CAG CCA TCA ACC GTT 257
F M F 6 L VvV M 66 F S @Q F @Q P S T V 25
TTT GCA GCT GAC AAA GTG GTG CAC GAA ACA ATT ATC GTA CCA AAA AAT ACA 308
F Ala p X v v H E T I I Vv P K N T 42
ACA TAT GAC GGG AAA GGA CAG CGG TTT GTG GCA GGG AAA GAA TTA GGT GAC 359
T Y D 6 K 6 Q R F V A 6 K E L G D 59
GGA AGC CAG TCA GAA AAC CAA GAC CCT GTT TTT CGT GTG GAG GAT GGA GCA 410
G S 9 S E N Q@ D P V F R V E D G A 76
ACC CTG AAA AAT GTG GTG CTT GGT GCA CCT GCA GCT GAT GGC GTG CAC ACT 461
T L X N V VvV L 6 A P A A D G V H T 93

TAT GGA AAC GTT AAC ATT CAG AAT GTG AAA TGG GAA GAT GTT GGT GAG GAT 512
Y ¢ N v N I Q@ N V K W E D V G E D 110
GCG TTA ACG GTG AAG AAG GAA GGA AAA GTG ACG ATC GAC GGC GGT TCT GCT 563
A L T Vv K K E G K Vv T I D G G S A 127
CAA AAA GCG TCA GAT AAG ATA TTC CAA ATC AAT AAA GCC AGT ACC TTC ACA 614
Q K A 8§ D K I F @@ I N K A S T F T 144
GTG AAA AAT TTC ACG GCG GAT AAT GGC GGG AAG TTC ATT AGA CAG CTT GGT 665
vV K N F T A D N G G K F I R Q@ L G 161
GGT TCA ACC TTC CAC GTT GAT GTG ATC ATC GAC AAG TGC ACC ATC ACA AAC 716
G s T F H VvV D V I I D K C€C T I T N 178
ATG AAG GAA GCG ATA TTC CGG ACG GAC AGC AAA ACA AGC ACG GTC AGA ATG 767
M K E A I F R T D S K T S8 T V R M 195
ACA AAT ACA CGC TAC TCT AAT GTC GGT CAA AAA TGG ATT GGT GTT CAG CAT 818
T N T R Y S8 N V G Q K W I 6 V Q H 212
ATT TAC GAA AAC AAC AAC ACT CAA TTT TAA CAA AAA AAG TCC GCT GAT GTT 869
I Y E N N N T Q F stop ! 221
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

Figura 3.3.7. Secuencia de nucledtidos y secuencia deducida de aminoacidos de yvpA. Las
regiones hipotéticas promotoras -10 y -35 y la regién de union a ribosoma (R.B.S.) se
encuentran subrayadas. Se presenta de color morado los aminoacidos que ligarian calcio y de
color naranja los aminoacidos bési cos tedricamente relacionados con la catalisis. La repeticion
invertida de 14 pb se encuentra subrayada con una flecha. Se muestran subrayadas en rojo las
zonas correspondientes a los oligonucledtidos utilizados para la amplificacion y clonacion de
ypA en e pldsmido pJF118HE, y subrayadas en negro las zonas correspondientes a los
oligonucledtidos utilizados para la amplificacion y clonacion de yvpA en el plasmido pET28a.
Se encuentran sombreadas las zonas correspondientes a las dianas de restriccion introducidas en
los oligonuclettidos cebadores. En azul se muestran los aminoécidos de YvpA. El hipotético
lugar de corte por la peptidasa sefia se indica con una flecha vertical.

La composicion de aminoacidos de YvpA se presenta en la tabla 3.3.3.
(http://bo.expasy.org/tools/protparam.html).  EI  nimero de residuos cargados
negativamente (Asp + Glu) es de 23 y € nimero de residuos cargados positivamente
(Arg + Lys +His) es de 30.
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Tabla 3.3.3. Composicion de aminoécidos de |la pectinasa

YVpA
Aminoiacidos N° de residuos Composicion (%)

Ala 13 59
Arg 6 2,7
Asn 15 6,8
Asp 14 6,3
Cys 1 0,5
Gln 12 54
Glu 9 4,1
Gly 21 9,5
His 4 18
lle 15 6,8
Leu 7 3,2
Lys 20 9,0
Met 5 2,3
Phe 14 6,3
Pro 4 18
Ser 12 54
Thr 20 9,0
Trp 2 0,9
Tyr 4 18
Va 23 10,4

La secuencia de aminoéacidos de YvpA fue comparada con otras secuencias
proteicas contenidas en las bases de datos Swissprot y EMBL (Fig. 3.2.9.). Iguamente
gue en € caso de PelA, se encontré homologia con las pectato liasas de la familia PL3,
pero no se hallé homologia con pectato liasas de otras familias. Las homologias mas
altas se encontraron con pectato liasas de cepas de |os géneros Bacillus y Paenibacillus.
De esta forma, la pectato liasa de Bacillus sp. P-2850 (sp. TREMBL Q8LOR5), la
pectato liasa de Bacillus sp. KSM-15 (Hatada et al., 2000) y la pectato liasa PelA de
Paenibacillus sp. BP-23 mostraron una identidad del 73, 54 y 54% con YVpA,
respectivamente. También mostraron alta homologia las pautas abiertas de lectura
deducidas de los genes SAV683 del genoma de Streptomyces coelicolor A3(2) (Bentley
et al, 2002) y SCO1110 de Streptomyces avermitilis (Omura et al., 2001), que
presentaron una identidad del 45 y 40%, respectivamente, con YvpA. Se observo
también homologia elevada con pectato liasas de hongos fitopatdgenos, tales como Pl1
de Fusarium oxysporum (Huertas et al., 1999), y PelA, PelB, PelC y PelD de Fusarium
solani (Gonzélez-Candelas y Kolattukudy, 1992; Guo et al., 1995b, & Guo et al., 1996)
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gue mostraron una identidad del 44, 44, 36, 33 y 32%, respectivamente, con € enzima
clonado. Pectato liasas de bacterias patogenas, como Pell de Erwinia chrysanthemi
(Shevchik et al., 1997), PelB de Erwinia carotovora (Heikinheimo et al., 1995) y Pel-3
de Erwinia carotovora (Liu et al., 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 homologia con Y vpA.

BspBP-23Peld
BspKSH-15Pel
BsuYvPA
BspP2850Pel28K
SavPel

ScoPel

I FoxPI1

L FsoPelB
I EchPell

1 EcaPelB

Figura 3.3.8. Dendrograma las pectato liasas homologas a la pectato liasa YvpA de
Bacillus subtilis.

De los cuatro blogues de residuos conservados de las pectato liasas de la
familia PL3 propuestos por Shevchik er al. (1997), YVpA contiene Unicamente |os tres
primeros blogques, similarmente a lo que ocurria con PelA de Paenibacillus sp. BP-23
(Fig. 3.2.9.).

El modelo estructural 3D tedrico de YVpA se gener0 a partir de la estructura
cristalizada descrita para la pectato liasa Pel-15 de Bacillus sp. KSM-15 (Akita et al.,
2001), utilizando para ello & programa SWISS-MODEL (www.expasy.ch/swissmod/
swiss-model.html) (Schwede er al., 2003) (Fig. 3.3.9.). YVpA, a igua que PelA de
Paenibacillus sp. BP-23, presenta una gran similitud con la pectato liasa Pel-15 de
Bacillus sp. KSM-15. Andlogamente a dicho enzima, la estructura tedrica de YVpA es
una hélice  paralela hacia la derecha de 8 vueltas con un largo bucle protuberante en un
flanco de la hélice B. Similarmente a Pel-15, YvpA uniria dos cationes calcio. Los
ligandos del i6n calcio esencial para la catdlisis corresponderian a los residuos Asp®,
Glu'™ y Asp™™®. Los ligandos del catién calcio relacionado en la estabilidad estructural
del enzima serian los oxigenos de los residuos Asp™®, Va'%, Lys'® y 3 moléculas de

H,0. Una de estas moléculas de H,O estaria ligada al oxigeno carbonilico del residuo
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Gly®™. Los residuos béasicos del centro activo relacionados con la catdlisis serian Arg*™®,
Lys®y Lys™ (Fig. 3.3.7., Fig. 3.3.9.).

Figura 3.3.9. Modelo tridimensiona tedrico de la
pectato liasa Y vpA. Se muestran de color morado, negro
y azul los residuos que se unirian a calcio y de color rojo
los residuos basicos tedricamente relacionados con la
catalisis.

3.3.4. Purificaciéon de YvpA

Se procedio a afladir a YVpA una cola de histidinas para facilitar su purificacion

mediante cromatografia de afinidad a niquel.

En primer lugar, con €l fin de clonar e gen de la pectato liasa Y vpA en el vector
de expresion pET28a, a partir de ADN cromosdémico de Bacillus subtilis 168 se
amplificd un fragmento de ADN que contenia la regidén codificadora de yvpA
flanqueada por las dianas de restriccion Nhel-Hindlll. La tabla 3.3.4. muestra la
secuencia de los oligonuclettidos utilizados, cuya localizacion en la secuencia de yvpA
se indica en la figura 3.3.7. El fragmento amplificado de 602 pb se cloné en pET28a
entre las dianas Nhel-Hindlll, obteniéndose €l plasmido pET28a-Y vpA que se introdujo
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por transformacion en Escherichia coli BL21(DE3) (Fig. 3.3.10.). La secuenciacion del
ADN recombinante del plasmido pET28aY vpA mostrd que se habia afiadido una cola
de higtidina fusionada en pauta con la proteina madura YvpA, desprovista del péptido
sefidl. La construccion fue disefiada para que la eliminacion con trombina de la cola de
histidinas diese lugar a la proteina madura con Unicamente seis aminoacidos adicionales
(Gly, Ser, His, Met, Ala, y Ser) en el extremo N terminal.

Tabla 3.3.4. Oligonucledtidos utilizados en la amplificacion del gen yvpA. La dianas de
restriccion se encuentran resaltadas en negrita. Los nucletidos modificados sobre la
secuenciaoriginal paraintroducir dianas se encuentran subrayadas.

Nombre Secuencia de nucleotidos Diana de restriccion
FwyvpAB 5 —-TTGCTAGCGCTGACAAAGTGG- 3 Nhel
BKyvpAB 5 —CTAAGCTTGTTAAAATTGAGTGTTG- 3 Hindll|
Hindl|
R Ndel
Pvul 4 B
Clal - KM pET28aYvpA
5,91 kb lacl
:’4 - 2
{jon 2 " EcoRV
3

Figura 3.3.10. Mapafisico del plasmido pET28a-YVPA. El
fragmento de rayado corresponde al gen yvpA insertado en €l
vector de expresion pET28aen gris.

La cepa Escherichia coli BL21(DE3)/pET28a Y VvpA se cultivd en medio LB en
condiciones de induccion de la expresion de yvpA. A partir de los extractos celulares de
la cepa se purificd YvpA mediante el sistema Ni?*-NTA-agarosa (apartado 2.6.2.) y se

elimin6 la cola de histidina (apartado 2.6.3.). Las diferentes fracciones obtenidas
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durante el proceso de purificacion se analizaron en geles de poliacrilamida con SDS y
zimogramas (Fig. 3.3.11.). Se observo un excelente grado de pureza de la pectinasa

Y VpA aislada, asi como un gran rendimiento en la purificacion.

A B
kDa p— o
97 - -
66—  E—
45- .
31- R =
— —
21 -
-
14 — e o
M 1 2 3 4 1 2 3 4

Figura 3.3.11. Purificacion de YvpA. Andisis en geles de
poliacrilamida a 12% con SDS. (A) Tincion de proteinas con Azul
Brillante de Coomassie. (B) Zimograma de actividad pectinasa.
(1) Extracto de E. coli BL21(DES3)/pET28a-YVvpA, (2) Y VpA purificada
con la cola de histidinas, (3) YvpA purificada sin la cola de histidinas,
(4) Extracto de E. colilYvpA. (M) marcador de peso molecular.

3.3.5. Caracterizacidon enzimatica de YvpA

3.3.5.1. Estudio de la influencia del grado de metilacion de la

pectina en la actividad enzimatica

Se procedi6 a la caracterizacion enzimatica de YVpA purificada. En primer lugar
se estudié lainfluencia del grado de metilacion de la pectinaen la actividad del enzima.
Se determind la actividad liasa sobre sustratos con diferente grado de metilacion. Se
utilizaron para ello acido poligalacturénico, pectina de limén del 22%, 64% y 89% de
metilacion, pectina de manzana del 68% de metilacidn, y pectina de limén del 71% de
metilacion.
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Cuando los sustratos se mantuvieron en contacto con tampén a pH 10 periodos
de tiempo superiores a una hora, previamente a la realizacion de los ensayos
enziméticos, se pudo observar que YVpA presentaba preferencia clara por pectinas de
alto grado de metilacion, mostrando actividad maxima sobre pectina del 64% de
metilacion. Sobre pectina del 22% de metilacion y écido poligalacturénico se detecto el
42% y e 14% de la actividad maxima, respectivamente (Fig. 3.3.12.a.). Por €l contrario,
cuando los sustratos permanecieron en contacto con el tampon previamente al ensayo
periodos de tiempo inferiores a 10 min, los resultados fueron distintos. EI enzima
presentd maxima actividad sobre pectina del 22% de metilacién. Sobre pectinas de alta
metilacion y sobre écido poligalacturonico la actividad fue inferior. En concreto, la
actividad sobre acido poligalacturonico fue el 29% de la detectada sobre pectina del
22% de metilacion (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 metilacion,
pectina de limén del 22% de metilacion. Dicho sustrato se €ligio parala caracterizacion

enzimaticade YVpA.
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Figura 3.3.12. Influencia del grado de metilacion de la pectina en la actividad de
YVpA. Se determind la actividad liasa sobre &cido poligalacturonico, pectinas de
limén del 22%, 64% y 89% de metilacion, pectina de manzana del 68% de
metilacién y pectina de limén del 71% de metilacion. Tiempo de contacto entre el
sustrato y el tampdn apH 10 superior al h (a), o inferior a 10 min (b).

3.3.5.2. Determinacion del efecto del ion calcio en la actividad

El estudio del efecto del i6n calcio en la actividad liasa del enzima purificado
verificd que YvpA necesita calcio para la degradacion de sustratos pécticos. La
degradacién de &acido poligalacturénico requirio la adicion de calcio en la mezcla de
ensayo. Por el contrario, para la degradacion de pectina del 22% de metilacién no fue
necesaria la adicion de calcio en la mezcla de ensayo, aunque la actividad de YVpA en
estas condiciones fue muy baga La adicion de calcio produjo un aumento muy
importante de la actividad sobre pectina del 22% de metilacion, acanzandose la
maxima actividad con una concentracion 2 mM de CaCl,. Sin embargo, cuando se

adicion6 EDTA 1 mM alamezcla de reaccion no se detecto actividad sobre pectina.

Estos resultados evidenciaron un requerimiento absoluto de calcio para la
actividad de Y VpA sobre sustratos pécticos, y confirmaron a'Y vpA como pectato liasa.
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Figura 3.3.13. Influencia de la concentracion de calcio en la actividad de Y VpA.

3.3.5.3. Determinacion del pH 6ptimo

Se estudio € efecto del pH sobre la actividad enzimética de YvpA en el rango de
pH entre 3,0 y 12,0. Los ensayos de actividad se realizaron sobre pectina del 22% de

metilacion a 65°C en presenciade CaCl, 2 mM.

El enzima mostroé actividad en un estrecho margen de pH alcalino. EI pH optimo
del enzima fue de 10,0, mostrando una actividad de aproximadamente el 50% de la
actividad maximaentre pH 9,5y 10,5 (Fig. 3.3.14.a).

3.3.5.4. Determinacion de la temperatura 6ptima

El efecto de la temperatura se estudio en e rango de temperatura de 30 a 85°C.
Los ensayos se realizaron a pH 10 en presenciade CaCl, 2 mM.

La temperatura éptima resulto ser 65°C. En el intervalo comprendido entre 50 y

85°C se observo una actividad superior al 50% de lamaxima (Fig. 3.3.14.b.).
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Figura 3.3.14. Efecto del pH (a) y de la temperatura (b) sobre la actividad
enzimatica de Y VpA.

3.3.5.5. Determinacion de la termoestabilidad

El estudio del efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la pectato liasa

YVpA serediz6 de dos maneras diferentes.

Primeramente, se valord la estabilidad de la pectato liasa en e rango de
temperaturas de 30 a 85°C. El enzima se incub6 durante 1 hora a pH 7 a dichas
temperaturas, y a continuacion se determin0 la actividad enziméatica residua en las

condiciones Optimas de actividad.

El enzima se mostr6 estable hasta los 60°C. A partir de dicha temperatura se
observl una inactivacion progresiva de YVpA, observandose una actividad residual del
45% tras 1 horaa 85°C (Fig. 3.3.15.).
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Figura 3.3.15. Efecto de la temperatura sobre
la estabilidad de YvpA apH 7.

A continuacion, se estudi6 la estabilidad del enzima durante 24 h a las cuatro
temperaturas mas atas en las que se habia observado que permanecia basicamente
estable durante 1 hora de incubacién, es decir, 50, 55, 60 y 65°C. YVpA seincubo a pH
7 0 10 alas cuatro temperaturas indicadas, se tomaron aicuotas a varios intervalos y se
determind la actividad enzimética residual.

Cuando las incubaciones se realizaron a pH 7, se observd que € enzima
permanecia estable durante 24 h a 50°C. A 55°C YvpA mostro inactivacion a partir de
las 4 h, observandose una actividad residual del 37% de la inicial tras 24 h en dichas
condiciones. A 60°C y 65°C el enzima mostré un patron de inactivacion mas rapido,

observandose inactivacion casi completatras 24 h (Fig. 3.3.16.a.).

A continuacion se realizd el ensayo de termoestabilidad a pH 10. Se observé que
a todas las temperaturas estudiadas el enzima mostraba inactivacion desde |os primeros
momentos. Sin embargo, tras 24 h a 50°C YvpA mostraba casi el 60% de la actividad
inicial, mientras que a 55°C se observo aproximadamente el 50% de la actividad inicial
después de 8 h de incubacion. A 60°C y 65°C el enzima se inactivo rapidamente en las

primeras 4 h de incubacion (Fig. 3.3.16.b.).
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Figura 3.3.16. Efecto de |latemperatura sobre la estabilidad de YvpA apH 7 (a) y a
pH 10 (b).

3.3.5.6. Determinacion del efecto del pH sobre la estabilidad

Después de estudiar la termoestabilidad de la pectato liasa YVpA, y observando
gue dicho enzima era estable a 55°C y pH 7 durante 1 hora, se estudio la estabilidad en
diferentes pH a dicha temperatura. El enzima se incub6 durante una hora a 55°C en
diferentes tampones a pH entre 3,0 y 12,0, y posteriormente se midid la actividad

residual.

El enzima se mostré basicamente estable en el rango de pH entre 4,0 y 11,0.
Fuera de este intervalo, apH inferior a 4,0 la actividad residual fue inferior a 40% de la
inicial, mientras que a pH superior a 11,0, la actividad residual tras el tratamiento fue
superior a 70% (Fig. 3.3.17.).
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Figura 3.3.17. Efecto del pH sobre la estabilidad
de YvpA a55°C.

3.3.5.7. Determinacion del efecto de iones metalicos

Con € objeto de estudiar la influencia de iones metalicos distintos del calcio
sobre la actividad enzimatica de YVpA, se realizaron ensayos de actividad en presencia

de sales de estos iones a una concentracion de 1 mM, sin anadir calcio a la mezcla de

ensayo.

Cuando € ensayo se realizd en presencia de mercurio se detectd actividad
superior a la actividad méxima, detectada en presencia de calcio 2,0 mM. Al redizar €
ensayo en presencia de plata 0 manganeso se observo € 30 y € 50% de la actividad
maxima, respectivamente. Por el contrario, con €l resto de los iones ensayados se
observé actividad pectinasa muy bagja (Fig. 3.3.18.a.). Estos resultados indican que, de

entre todos los iones ensayados, el mercurio podria sustituir al Ca?*.

Con € fin de ensayar si los iones estudiados producian efecto inhibidor o
estimulador de la actividad pectato liasa en presencia de Ca’*, se realizaron ensayos de

actividad con CaCl, 2 mM vy losiones metdlicos a una concentracion 1 mM.

Se observo 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 afecto a la actividad enzimatica. El resto de los iones, bario, magnesio,
sodio, zinc y niquel causaron una pequefia inhibicion, 62, 93, 93, 96 y 99% de actividad
residual, respectivamente (Fig. 3.3.18.b.).
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Figura 3.3.18. Efecto de diferentes iones metélicos en la actividad enzimética de
YVpA sobre pectina con 22% de metilacion en ausencia (a) y en presencia de
calcio (b).

3.3.6. Determinacion de las constantes cinéticas

Para estudiar |as constantes cinéticas de Y vpA se realizaron ensayos de actividad
pectato liasa con una cantidad fija de enzima (0,12 ug) y cantidades crecientes de
sustrato, pectina de limén del 22% de metilacion (Fig. 3.3.19.).

L as constantes cinéticas cal culadas fueron:

Vuax = 324,4 + 26,84 umol/min.mg de proteina
km = 1,24 + 0,23 mg de sustrato/ml
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Figura 3.3.19. Efecto de la concentracion del sustrato sobre la
actividad YvpA.

3.3.7. Cromatografia en capa fina

Con € fin de estudiar el modo de accidn enzimatica de YVpA, los productos de
reaccion liberados por € enzima a patir de diferentes sustratos (&cido
poligalacturonico, pectina del 22% de metilacion y &cido trigalacturonico) fueron
analizados mediante cromatografia en capafina (TLC).

La mezcla de reaccion contenia tampén glicina 0,15 M pH 10, CaCl, 2 mM,
sustrato al 0,15%y 1,2 ug de YVvpA. Las incubaciones se realizaron a 55°C durante 24 h

y se extrgjeron alicuotas de cada muestraatiempo 0, 30 min, 3hy 24 h.

YVpA cataliz6 laformacién de una mezcla de diferentes productos de reaccion a
partir de la pectinay del &cido poligalacturénico. Entre ellos se encontraron productos
gue por movilidad corresponderian a acidos digalacturénico y trigalacturénico
insaturados y a oligogal acturonatos insaturados de longitud superior. Estos resultados
indican que YVpA es una endopectato liasa, similarmente a PelA de Paenibacillus sp.
BP-23. Sin embargo, a diferencia de PelA, YvpA fue capaz de degradar écido
trigalacturonico, observandose como productos de reaccion mayoritarios los écidos

monogal acturdnico y digal acturonico insaturado.
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Acido Pectina del Acido
poligalacturénico  22% de metilacion  trigalacturénico
r N7 N B
G1 £ L3
G2 - - S—
G3 PP ==
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Figura 3.3.20. Andlisis mediante cromatografia en capa fina de los productos de
reaccion de YvpA. Los carriles 1, 2 y 3, muestran los patrones é&cido
monogal acturonico (G1), &cido digalacturénico (G2) y écido trigalacturoncio (G3),
respectivamente. El carril 4 contiene la mezcla de los tres patrones. Productos de
reaccion del acido poligalacturénico, carriles 5-8; pectina de limon del 22% de
metilacién, carriles 9-12; acido trigalacturénico, carriles 13-16. Las incubaciones de
los sustratos con el enzima se realizaron durante O min, carriles 5, 9 y 13; 30 min,
carriles6, 10y 14; 3 h, carriles 7, 11y 15; y 24 h, carriles 8, 12 y 16.
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3.4. CONSTRUCCION DE VECTORES LANZADERA Y
PRODUCCION DE LA PECTATO LIASA A EN HUESPEDES
HETEROLOGOS

3.4.1. Construccion de vectores lanzadera

En e contexto de utilizacion creciente de enzimas en la industria se planted la
produccion de la pectato liasa PelA en cantidades elevadas para poder redlizar ensayos
de aplicacién industrial. Para €llo, se procedié a la clonacion del enzima en cepas
huésped de Bacillus subtilis, dadala eficiente expresion y secrecion de enzimas por este

microorgani smo.

Con este fin, en primer lugar se construyeron vectores lanzaderas que replicaran
tanto en Bacillus subtilis como en Escherichia coli. Se partié para ello de los plasmidos
multicopias pUC19 y pBR322 de Escherichia coli (Y anisch-Perron et al., 1985; Bolivar
et al., 1977), y pUB110 y pC194, vectores de clonacion en Bacillus subtilis (McKenzie
et al., 1986; Horinouchi y Weisblum, 1982). Para conseguir niveles elevados de
expresion de la pectato liasa, delante del lugar de clonacion mdltiple de los vectores
lanzaderas construidos, se insertaron promotores fuertes en Bacillus subtilis, como €l
promotor del fago SPO2 (Williams et al., 1981) y el promotor de la amilasa de Bacillus
amyloliquefaciens (P-amy) (Palva et al, 1981). Estos promotores se obtuvieron
mediante amplificacion por PCR con cebadores deducidos de las secuencias
correspondientes, contenidas en € plasmido pGAL9 (Pérez et al., 1992) en € caso del
promotor P-spo2, 0 en el genoma de Bacillus amyloliquefaciens en el caso del promotor
P-amy. Con el objeto de mejorar la expresion de la pectato liasa, a continuacion del
lugar de clonacién maltiple de los vectores lanzadera se inserté e terminador de

transcripcion rrnB de Escherichia coli (Brosius et al., 1981).

3.4.1.1. Construccion del vector lanzadera pMS1

El vector se construyé a partir de los plasmidos pUC19 y pUB110, y de
promotor P-spo2. El promotor P-spo2 se obtuvo por amplificacién mediante PCR con
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los cebadores FWspo?2 y BKspo2 (Fig. 3.4.1.). Mediante dichos cebadores se amplifico
un fragmento de 281 pb conteniendo el promotor P-spo2, que se clond en la region de
multiclongje del plasmido pUC19 entre las dianas Xbal y BamHIl. El plasmido
resultante se digiri6é con EcoRl y se ligé al plasmido pUB110 previamente digerido con
el mismo enzima. Se obtuvo de esta forma el vector lanzadera pMSL1, de 7,5 kb (Fig.
3.4.2).

FWspo2
TCTAGACACTGGCCTTGGTTAAGGTTAAGATGTGGACGGAATGGGTAAAGTGTAGT
Xbal -35
AAAGTACAATTAATCGGGAGCTTAGATGTCCCTTCAACATCTTATATAGAAGGGAA
-10
GGTTGGCAAATGGAAATTGAAAGAATTAACGAGCATACAGTAAAATTTTATATGTC
-35 -10
TTACGGAGATATTGAAGATCGCGGTTTITGACAGAGAAGAAATTTGGTATAACCGTG
-35 -10
BKspo2
AGCGCAGTGAAGAACTTTCTGGGAAGTCATGGATGAAGTTCATGAAGAAGAGGAT
BamHI

CC

Figura 3.4.1. Secuencia de nuclettidos del promotor P-spo2 contenida en el plasmido pGALS9.
Las regiones promotoras -35 y -10 del promotor se encuentran subrayadas. Las secuencias
correspondientes a los cebadores utilizados en la amplificacion se encuentran sombreadas. Las
dianas introducidas en los cebadores se encuentran resaltadas en negrita. La sustitucion de
nucledtidos sobre la secuencia original paraintroducir las dianas se hallan subrayadas.
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Banll Aval
Sacl Smal Xbal Psil Hindlll
agtgAATTCGAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGT CGACCTGCAGGCATGCAAGCTTGGcgtaatcatggtcat
EcoRI Kpnl BamH|I Sall Sphl
Apol Hincll

Figura 3.4.2. Mapa fisico del vector lanzadera pMS1. El fragmento de color blanco
corresponde a pUC19 y d de color gris a pUB110. El promotor P-spo2, introducido entre
las dianas Xbal y BamHI se muestra de color negro. Laregion de multiclongje de pUC19 se
encuentra enmarcada en negro.

3.4.1.2. Construccion del vector lanzadera pMS-R

Se construy6 a partir de los plasmidos pUC19, pUB111 (construido en este
trabgjo) y del terminador rrnB. El plasmido pUB111 es un vector derivado de pUB110,
del que se delecciond € fragmento Scal y Thal de 1.351 pb con € fin de disminuir su
tamario, pero manteniendo el marcador de resistencia a kanamicina. El terminador de
transcripcion rrnB de Escherichia coli (Brosius et al, 1981) fue obtenido por
amplificacion mediante PCR con los cebadores FWrrnB y BKrrunB (Fig. 3.4.3)
utilizando como molde colonias de Escherichia coli. Con los mencionados cebadores se
amplificd un fragmento de 277 pb conteniendo »rnB que se clono entre las dianas Sacl y
EcoRI de laregion de multiclonagje de pUC19. El plasmido resultante fue digerido con
EcoRl y ligado a plasmido pUB111 digerido con € mismo enzima, dando lugar al
vector pMS-R de 6,2 kb.
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FWrrnB
GAGAGCTCGGAACTGCCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTG
Sacl T1
GGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTCCTGAGTAGGACAAATCC
GCCGGGAGCGGATTTGAACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGA
CGCCCGCCATAAACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGG
T2

BKrrnB
CCTTTTTGCGTTTCTACAAACTCTTCCTGTCGTCATATCTACAAGAATTCCCCC
EcoRI

Figura 3.4.3. Secuencia de nucledtidos del terminador rrnB de Escherichia coli. Las zonas
correspondientes a las estructuras T1 y T2 del terminador estdn doblemente subrayadas. Las
secuencias correspondientes a los cebadores utilizados en la amplificacion estan sombreadas.
Las dianas introducidas en los cebadores se encuentran resaltadas en negrita. La sustitucion de
nucledtidos sobre la secuencia original paraintroducir las dianas se hallan subrayadas.

3.4.1.3. Construccion de los vectores lanzadera pMS-RA y pMS-RS

Los vectores pMS-RA y pPMS-RS se construyeron a partir del plasmido pMS-R
y de los promotores P-amy o P-spo2, respectivamente. Los cebadores utilizados para la
amplificacion por PCR de la secuencia del promotor P-amy se denominaron FWamyp y
BKamyp (Fig. 3.4.4.) y los utilizados para la amplificacion del promotor P-spo2 se
denominaron FWspo24 y BKspo24 (Fig. 3.4.5.). Los fragmentos amplificados se
clonaron entre las dianas Sp/l y Pstl de laregion de multiclongje del plasmido pMS-R,
dando lugar a vector pMS-RA cuando se inserté el promotor P-amy, o pMS-RS en €
caso del promotor P-spo2 (Fig. 3.4.6.).

FWamyp
GAAAAGCATGCCTGAAAACATTGAGCCTTTGATGACTGATGATTTGGCTGAAGAA
Sphl
GTGGATCGATTGTTTGAGAAAAGAAGAAGACCATAAAAATACCTTGTCTGTCATCA
GACAGGGTATTTTTTATGCTGTCCAGACTGTCCGCTGTGTAAAAATAAGGAATAAA

BKamyp
GGGGGGITGTTATTATTTTACTGATATGTAAAATATAATTTGTATAAGAAAATGAG
-35 -10
CTGCAGAG

Pstl

Figura 3.4.4. Secuencia de nuclettidos del promotor P-amy de Bacillus amyloliquefaciens. Las
regiones promotoras -35 y -10 del promotor se encuentran subrayadas. Las secuencias
correspondientes a los cebadores utilizados en la amplificacion estan sombreadas. Las dianas
introducidas en |os cebadores se encuentrasn resaltadas en negrita. La sustitucion de nucledtidos
sobre la secuenciaorigina paraintroducir las dianas se hallan subrayadas.
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FWspo24
GAATGCATGCTGGCCTTGGTTAAGGTTAAAGATGTIGGACGGAATGGGTAAAGTGT
Sphl -35
AGTAAAGTACAATTAATCGGGAGCTTAGATGTCCCTTCAACATCTTATATAGAAGG
-10 R.B.S.
GAAGGTTGGCAAATGGAAATTGAAAGAATTAACGAGCATACAGTAAAATTTTATAT
-35 -10
GTCTTACGGAGATATTGAAGATCGCGGTTTITGACAGAGAAGAAATTTGGTATAACC
-35 -10
GTGAGCGCAGTGAAGAACTTTTCTGGGAAGTCATGNATGAAGTTCATGAAGAAGA
BKspo24
GGAATTCACTGCAGTG
Pstl

Figura 3.4.5. Secuencia de nucledtidos del promotor P-spo2 del plasmido pGAL9. Lasregiones
promotoras -35 y -10 del promotor se encuentran subrayadas. L as secuencias correspondientes a
los cebadores utilizados en la amplificacion estdn sombreadas. Las dianas introducidas en los
cebadores se encuentran resaltadas en negrita. La sustitucion de nucledtidos sobre la secuencia
original paraintroducir las dianas se hallan subrayadas.

Banll Aval
Sacl Smal Xbal Pstl
GAGCTCGGTACCCGGGGATCCTCTAGAGTCGACCTGCAGG
Kpnl BamHI Sall
Hincll
Pull
EcoRl, = ps
& ,Promotor
rrnB ‘C?
ori N

" PMSRAIRS p,
6,4 kb

Km

Pvull
EcoRlI

Figura 3.4.6. Mapa fisico de los vectores lanzadera
PMSRA y pMSRS. El fragmento de color blanco
corresponde a pUC19 y el de color gris a pUuB111. El
promotor, introducido entre las dianas Sphl y Pstl se
muestra de color negro y el terminador, intercalado entre
las dianas EcoRl y Sacl, se muestra punteado. La region
de multiclongje de pUC19 se encuentra enmarcada en

negro.
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3.4.2. Clonacion de la pectato liasa PelA en los vectores

lanzadera

La secuencia de nuclettidos de peld se amplificd por PCR a partir del plésmido
pP22 mediante los cebadores FWp222 y BKp222 (Tabla 3.4.1.), deducidos de la
secuencia del gen y modificados por la introduccién de las dianas de restriccion Smal y
Sacl. El fragmento amplificado, de 904 pb, contenia la region codificante completa del
gen pelA precedida por 42 pb en los que se encontraba una secuencia con similitud ala
region —10 de promotores de Bacillus subtilis (Fig. 3.2.8.). El fragmento amplificado se
digirié con los enzimas Smal y Sacl, y se ligo a continuacion a los distintos vectores
lanzadera construidos, previamente digeridos con los mismos enzimas, para orientar €l
gen peld a continuacién de los promotores P-spo2 0 P-amy, y delante del terminador

rrnB.

El gen peld se clono en los vectores construidos asi como en €l vector lanzadera
pN5, vector derivado de pUC19 y pUC194 que no contiene promotores ni terminador
de transcripcion flanqueando la region de multiclongje (Pastor er al., 1999).

Tabla 3.4.1. Oligonuclettidos utilizados en la amplificacion del gen peld. Las
dianas de restriccion se encuentran resaltadas en negrita. Los nucledtidos
modificados sobre la secuencia original para introducir dianas se encuentran

subrayados.
Nombre Secuencia de nucleotidos Diana de restriccion
FWp222 5 — GCCCGGGGCTTGTTTATC-3 Smal
BKp222 5 —GTTGAGCTCCCTGGAGAG -3 Sacl

3.4.2.1. Expresion en Escherichia coli de la pectato liasa A clonada

en los diferentes vectores lanzadera

Las construcciones realizadas, pN5-P22, pMS1-P22, pMS-R-P22, pMS-RA-P22
y PMS-RS-P22 se introdujeron por transformacion en Escherichia. coli con la finalidad
de garantizar su mantenimiento y de poder obtener ADN en cantidad suficiente para

poder transformar posteriormente la cepa huésped Bacillus subtilis MW15. Se
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obtuvieron clones recombinantes de Escherichia coli 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 toxica para E. coli, y por €llo no se podia
obtener clones estables con las construcciones que tedricamente producian la expresion
mas elevada de dicho enzima, que eran las construcciones con € gen pel4 bajo control
de los promotores fuertes P-spo2 y P-amy, y conteniendo simulténeamente el
terminador de transcripcion rrunB, que garantizaba la formacion de mensajeros estables.

Con €l objeto de evaluar la produccion de la pectato liasa A en las diferentes
cepas recombinantes de E. coli, se redizaron cultivos de las mismas en medio LB
suplementado con ampicilina. Como control se cultivaron E. colilpP22 y E. coli Sin

transformar.

Las diferentes cepas recombinantes mostraron un crecimiento similar a de las
cepas control, obteniéndose en todas €ellas |os val ores méximos de absorbancia a 600 nm

alas 24 htras cultivo (Fig. 3.4.7.).

2,5

2,0 1

—o— E. coli

1,5 - — —a— E. colilpP22
—=a— E. colilpN5-P22
—e— E. colilpMS1-P22

107 —e— E. colilpMS-R-P22

Absorbancia 600 nm

0,5 —

0,0 T T T

Tiempo (d)

Figura 3.4.7. Crecimiento de las cepas recombinantes de Escherichia coli.

Las muestras de los diferentes cultivos fueron centrifugadas para separar 10s

sobrenadantes de las células, siendo estas Ultimas lisadas por sonicacion para obtener
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los extractos celulares correspondientes. Se determind a continuacion la actividad
pectato liasa en condiciones éptimas de actividad de PelA, pH 10 y 55°C, en los
sobrenadantes y extractos celulares obtenidos (Fig. 3.4.8.). En todas las cepas
recombinantes de E. coli los maximos valores de actividad se obtuvieron tras 24 h de
cultivo. Las distintas cepas recombinantes mostraron niveles de produccién de actividad
pectato liasa aproximadamente similares, a excepcion de la cepa que contenia €
plasmido pN5-P22, que produjo niveles de actividad notablemente inferiores. En todas
las cepas los valores de actividad detectada en 1os extractos celulares fueron similares a
los obtenidos en los sobrenadantes, a excepcion de la cepa E. colilpMS-R-P22 que
mostré 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 deteccion de niveles importantes de
actividad en los sobrenadantes de cultivo indica la existencia de lisis celular,

seguramente como consecuencia de latoxicidad del enzima apuntada anteriormente.

—o— E. coli

—a— E. colilpP22

—=— E. colilpN5-P22
—e— E. coliipMS1-P22
—e— E. colilpMS-R-P22

U/ml de cultivo

Tiempo (d)

Figura 3.4.8. Actividad pectato liasa de las cepas recombinantes de Escherichia
coli. (a) Actividad enzimdtica en los sobrenadantes de cultivo, (b) actividad
enzimética en los extractos celulares.

Las muestras de extractos crudos y sobrenadantes de las cepas recombinantes de
Escherichia coli se analizaron a continuacién mediante geles de poliacrilamida con SDS

y técnicas zimogréficas.
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Latincidn proteica de los geles mostro que los sobrenadantes y extractos crudos
de todas las cepas recombinantes contenian una banda prominente de 25 kDa,
correspondiente a PelA, que no se detectd en las muestras control (Fig. 3.4.9.). En los
zimogramas de muestras paralelas se observd que la banda de 25 kDa presentaba
actividad pectinasa, no observandose bandas de actividad en el cultivo control (Fig.
3.4.9.). Laintensidad de las bandas de pectinasa detectadas en las distintas muestras fue
aproximadamente similar, en concordancia con los datos de actividad enzimética
expuestos.

kDa
o7 - == B

31-

i

21 -

14—
.

M 1 2 3 4

Figura 3.4.9. Andlisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y zimograma de las
cepas recombinantes de E. coli. (A) Tincién de proteinas con Azul Brillante de Coomassie.
(B) Zimograma de actividad pectinasa. Extractos celulares (1, 3,5y 7) y sobrenadantes (2, 4, 6y
8) de cultivos de E. coli (1, 2), E. coli/pMS1-P22 (3, 4), E. colilpMS-R-P22 (5, 6) y E. colilpP22
(7, 8).

3.4.2.2. Expresion en Bacillus subtilis MW15 de la pectato liasa A

clonada en los diferentes vectores lanzadera

Bacillus subtilis es frecuentemente considerado como un huésped idoneo parala
produccion y secrecion de proteinas, tanto enddgenas como heterdlogas, debido a su
capacidad secretora y rendimiento productivo (Harwood y Archibald, 1990). En €
presente trabgjo se utilizd la cepa Bacillus subtilis MW15 como huésped para la
expresion de PelA, por ser deficiente en las proteasas neutra y acaina (Wolf et al.,
1995).
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Bacillus subtilis MW15 se transformd con las construcciones pN5-P22,
pMS1-P22 y pMS-R-P22, derivadas de E. coli, y con las construcciones pMS-RA-P22 y
pPMS-RS-P22, procedentes directamente de ligacién. Para ello se utiliz6 el método de
transformacion de protoplastos (Contente y Dubnau, 1979) y los clones transformantes
se seleccionaron en placas de agar DM 3 suplementadas con kanamicina, a excepcion de
los transformantes con la construccion pN5-P22, que fueron seleccionados en placas
suplementadas con cloranfenicol. La construccion pMS-RS-P22 no se pudo introducir
en la cepa huésped. Este hecho podria ser debido a la dificultad de transformar Bacillus
subtilis a partir de ligacion, 0 a que la pectinasa se expresaba a elevado nivel en esta
construccion resultando téxica para la cepa. Los clones que se obtuvieron con e resto
de construcciones se mantuvieron por resembra en agar LB con kanamicina o agar
nutritivo con cloranfenicol. El andlisis de restriccion del ADN plasmidico de los clones
obtenidos y su posterior secuenciacion reveld que contenian las construcciones

correctas.

A continuacién, las cepas recombinantes de Bacillus subtilis MW15 se
cultivaron en LB con el correspondiente antibidtico durante 8 dias a 30°C. Se tomaron

muestras cada 24 h, determinandose la absorbancia a 600 nm y la actividad pectinasa.

Los diferentes cepas recombinantes mostraron un crecimiento muy similar a de
la cepa control Bacillus subtilis MW15. Los valores maximos 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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2,5
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MW15
MW15/pN5-P22
MW15/pMS1
MW15/pMS1-P22
MW15/pMS-R
MW15/pMS-R-P22
MW15/pMS-RA
MW15/pMS-RA-P22

Figura 3.4.10. Crecimiento de los clones recombinantes de Bacillus subtilis

MW15.

La actividad pectato liasa se determiné a pH 10 y 55°C de temperatura. En las

muestras de extractos celulares se observo actividad enzimética muy baja, mientras que

en las muestras de sobrenadantes se obtuvieron buenos niveles de actividad pectato

liasa, que mostraron su maximo valor a las 24 h de cultivo (Tabla 3.4.2.). Los valores

mas altos de actividad se obtuvieron con la cepa Bacillus subtilis MW15/pM S-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 Bacillus subtilis MW15/pMS-R-P22 origin6 valores totales de

actividad pectinasa de 4,36 U/ml, mientras que las cepas que contenian los plasmidos

recombinantes pN5-P22 o pMS1-P22 originaron niveles bagjos de produccion, sblo

ligeramente superiores a los mostrados por las cepas control, que produjeron un nivel

basal de actividad pectinasa autoctona.
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Tabla 3.4.2. Actividad pectato liasa de sobrenadantes de cultivo de las cepas
recombinantes de Bacillus subtilis MW15.

Plasmido Dias de cultivo
1 P 3 4 8
- 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
pM S1-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
pPMS-RA-P22 11,37 5,51 1,15 0,90 2,36
a b
12
el 1 e Mwis

—=— MW15/pN5-P22
—o— MW15/pMS1

o

2 °7 | —e— MW15/pMS1-P22

3 7 1 —o— MWI15/pMS-R

g ° 1 —e— MW15/pMS-R-P22
T ° 1  —+— MWI15/pMS-RA

5 47 7 —a— MW15/pMS-RA-P22

Tiempo (d)

Figura 3.4.11. Actividad pectato liasa de las cepas recombinantes de Bacillus
subtilis MW15. (@) Actividad enzimética en los sobrenadantes de cultivo, (b)
actividad enzimética en |os extractos celulares.

Los sobrenadantes y los extractos crudos de las distintas cepas recombinantes
fueron analizados en geles de poliacrilamida al 12% con SDS. Latincion proteica de los
geles mostro 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 detect6 en la
cepa control (Fig. 3.4.12.). En los zimogramas de muestras paralelas se comprob6 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 Bacillus subtilis MW15/pMS-RA-P22, cepa que presentaba la
maxima produccion, se pudo observar una segunda banda proteica de 27,5 kDa que
podria corresponder a precursor de PelA, con el péptido sefial sin procesar (Fig. 3.4.12.,
cale A6). El precursor de PelA se liberaria a exterior de la célula por lisis bacteriana
debida a fendmenos de toxicidad de la proteina sobreexpresada. El hecho de que la
banda de actividad pectinasa detectada en los zimogramas correspondientes (Fig.
3.4.12., cdle B6) sea més 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 maduray a enzimasin € procesamiento del péptido

sefial.
A
kDa
. =
97 - g oy
66-“
45—
.
o oo
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21—
13-
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Figura 3.4.12. Andlisis mediante electroforesis en geles de poliacrilamida y zimograma de las
cepas recombinantes de Bacillus subtilis MW15. (A) Tincion de proteinas con Azul Brillante de
Coomassie. (B) Zimograma de actividad pectinasa. Extractos celulares (1, 3, 5y 7) y
sobrenadantes (2, 4, 6 y 8) de cultivos de Bacillus subtilis MW15 (1, 2), Bacillus subtilis
MWI15pMS-R-P22 (3, 4), Bacillus subtilis MW15/pMS-RA-P22 (5, 6) y Escherichia colilpP22
(7, 8).
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4. DISCUSION

El objetivo principal del grupo de investigaciéon en e que se ha desarrollado €
presente trabgjo es la identificacion y estudio de enzimas microbianos con actividades
degradadores de polimeros vegetales y su posterior evaluacion en procesos industriales.
En este contexto € grupo dispone de una amplia coleccidn de microorganismos aislados
a partir de suelo de arrozal, de entre los que se seleccionaron para su estudio las cepas
Paenibacillus sp. BP-23 (Blanco y Pastor, 1993) y Bacillus sp. BP-7 (Lopez et al.,
1998) por presentar una elevada actividad degradadora de pectina. El trabajo realizado
se ha centrado en la caracterizacion del sistema pectinolitico de las dos cepas
seleccionadas, la clonacion y aislamiento de dos pectinasas de elevada actividad, asi
como la construccion de cepas recombinantes secretoras de pectinasas.

4.1. Caracterizacion de los sistemas pectinoliticos de

Paenibacillus sp. BP-23 y Bacillus sp. BP-7

Las dos cepas microbianas objeto de estudio secretaron elevada actividad
pectinolitica cuando se cultivaron en medios suplementados con pectina. En las dos
cepas la maxima produccion de pectinasas se obtuvo a las 48 h de cultivo, momento en
gue existia mayor biomasa en la mayoria de los medios ensayados. El hecho de que las
cepas requieran Unicamente 2 dias para alcanzar una produccién maxima es un factor

favorable para su aplicacion industrial.

De entre los distintos tipos de pectinasas despolimerizantes producidas por las
cepas en estudio, tanto Paenibacillus sp. BP-23 como Bacillus 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
Bacillus subtilis y otras bacterias gram positivas, que muestran liasas como enzimas
pectinoliticos mayoritarios (Dave y Vaughn, 1971; Chesson y Codner, 1978; Tardy et
al, 1997; Zhai et al., 2003). En e mismo sentido, han sido caracterizadas y clonadas
diferentes pectato y pectina liasas del genero Bacillus (Nasser et al., 1993; Sakamoto et

al., 1996; Kobayashi et al., 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
solo recientemente ha sido clonada una poligalacturonasa del género Bacillus (Sawada
et al, 2001). Los resultados indicarian una preferencia por actividades
despolimerizantes tipo liasa en las cepas en estudio, en concordancia con la escasez de
hidrolasas bacterianas degradadoras de pectinay en contraste con la abundancia de este

tipo de enzimas entre los hongos (De Vriesy 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

gue los hongos secretan pectina liasas preferentemente (Pitt, 1988).

El estudio del efecto de la fuente de carbono del medio en la produccién de
liasas por Paenibacillus sp. BP-23 'y Bacillus sp. BP-7 mostré que en las dos cepas la
produccion fue maxima en medios suplementados con pectina. En estos medios se
obtuvieron valores de actividad pectato y pectina liasa muy superiores a los obtenidos a
cultivar las cepas en medios sin este polisacarido. El efecto inductor de la pectina fue
muy notable en Paenibacillus sp. BP-23, donde la produccion de actividades liasa en
medios suplementados con pectina alcanzd valores hasta 300 veces superiores a los
obtenidos en medios sin suplementar. En la cepa Bacillus sp. BP-7 los valores de
produccion 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 expresion de liasas y de pectinasas en general (Moran y Starr, 1969;
De Vriesy Visser, 2001). Los resultados son también similares a los descritos en cepas
de Bacillus sp. que muestran que medios con extracto de levadura y pectina son los més
apropiados para la produccion de liasas (Kashyap ef al., 2000). La expresion de pectato
liasas ha sido estudiada en Erwinia chrysanthemi mediante la realizacion de fusiones
geénicas de los promotores de las pectato liasas con proteinas marcadoras. Los resultados
obtenidos han permitido la identificacion del gen kdgR, regulador de la expresion de
pectato liasas en E. chrysanthemi (Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1994, 1996). En

Bacillus subtilis se hadescrito también un gen regulador similar (Pujic et al., 1998).
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La glucosa gercio un efecto negativo en la produccion de liasas por
Paenibacillus sp. BP-23, no detectandose actividad en los medios suplementados con
este azlicar. Este hecho sugiere gue la expresion de las liasas en la cepa esta sometida a
represion por catabolito, tal como se ha descrito en E. chrysanthemi (Hugouvieux-
Cotte-Pattat et al., 1996), Amylocota sp. (Bruhlmann, 1995) y hongos como Fusarium
oxysporum, en € que no se detectan transcritos de la pectato liasa PI1 en medios con

glucosa (Huertas-Gonzdlez et al., 1999).

Por el contrario, la expresion de actividades liasa en la cepa Bacillus BP-7 no
resulto reprimida por glucosa, detectandose elevados niveles de actividad en medios con
este azUcar. La ausencia de represion catabdlica de las pectato y pectina liasas en esta
cepa contrasta con |os resultados obtenidos con numerosas liasas microbianas citados en
el parrafo anterior, pero son similares a los descritos para la pectato liasa Pel de Bacillus
subtilis que muestra elevados niveles de expresion en medios con glucosa (Nasser ef al.,
1990). De forma similar, en otros tipos de pectinasas microbianas, tales como algunas
poligalacturonasas y protopectinasas, se han descrito varios gemplos en los que la
expresion tampoco resulta reprimida por glucosa (Riou et al., 1992; Sakamoto et al.,
1994).

La caracterizacion enzimética de las actividades liasa de las cepas en estudio
indica que mientras en €l caso de Paenibacillus sp. BP-23 |as preparaciones enziméticas
crudas requieren calcio para despolimerizar tanto € acido poligalacturonico como la
pecting, las muestras de Bacillus sp. BP-7 Unicamente requieren calcio para degradar €l
acido poligalacturénico. Una de las diferencias entre las pectato liasas y las pectina
liasas descritas hasta la fecha es € absoluto requerimiento de calcio parala actividad de
las pectato liasas, mientras que las pectina liasas no requieren calcio para su actividad
enzimética (Jurnak er al, 1996). Los resultados obtenidos indicarian que la cepa
Bacillus sp. BP-7 produce auténticas pectina y pectato liasas, mientras que
Paenibacillus sp. BP-23 produciria Unicamente pectato liasas. La realizacion de los
ensayos de actividad liasa con preparaciones enziméticas crudas permitiria la actividad
simulténea de varios tipos de pectinasas presentes en las muestras. En el caso de la cepa
Paenibacillus sp. BP-23, la actividad liasa detectada sobre pectina, que requeria calcio,
podria no corresponder a la despolimerizacion de pectina, sino a la despolimerizacion

de &cido poligalacturonico procedente de la pectina de la mezcla de reaccién, que habria
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sido desmetilada previamente por pectinesterasas que también estarian presentes en las
preparaciones enzimaticas crudas. Alternativamente, la pectina podria ser
desesterificada de forma espontanea a pH de la reaccion enzimética (pH 10) hasta acido
poligalacturdnico, tal como sugieren Brown ef al. (2001), y por tanto la actividad liasa
encontrada sobre pectina en e caso de Paenibacillus sp. BP-23 corresponderia
realmente a pectato liasas. Por uUltimo, hay que indicar que algunas pectato liasas,
ademés de despolimerizar el acido poligalacturdnico, pueden degradar la pectina aunque
con menor actividad especifica (Tardy er al., 1997). Es posible por tanto que la
actividad pectina liasa mostrada por Paenibacillus sp. BP-23 corresponda a pectato

liasas con actividad sobre pectina.

El andlisis del sistema pectinolitico de Paenibacillus sp. BP-23 mediante geles
de poliacrilamida con SDS y zimogramas mostré 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 apH 10y 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 Unica que se detectdé en medios de cultivo sin suplementar, mientras que
el resto de bandas de actividad sdlo aparecieron en los medios suplementados con
pectina, indicando por tanto que corresponden a enzimas inducidos por dicho

polisacérido.

Cuando e sistema pectinolitico de Paenibacillus sp. BP-23 fue analizado
mediante geles de isoelectroenfoque y zimogramas desarrollados a pH 10, se
visualizaron 6 bandas de actividad pectinasa. La deteccion de mayor nimero 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 produccién de diferentes isoenzimas del mismo producto génico se
ha descrito en muchos microorganismos, tal como Erwinia chrysanthemi Yy Erwinia
carotovora, donde los diferentes isoenzimas de pectato liasas y poligalacturonasas
pueden diferir ampliamente en su punto isoeléctrico (Collmer, 1987; Guevara et al.,
1997). Cuando los zimogramas de geles de isoelectroenfoque se desarrollaron a pH 5,
Unicamente se observaron 3 bandas de actividad de pl 5,7, 85y > 9,0. Estas bandas

corresponderian 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 pl > 9 debe corresponder a la banda de

32 kDaya que fue la tinica que se detecté 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 (capitulo 2 de resultados), que
presenta alta actividad sobre &cido poligalacturénico y sobre pectina de ato grado de
metilacion, 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 Paenibacillus sp. BP-23, sugiere que todas las bandas
observadas en los zimogramas corresponden a liasas. Dado que tal como se ha indicado
anteriormente, Paenibacillus sp. BP-23 Unicamente producia pectato liasas, las distintas
bandas de actividad deben corresponder a pectato liasas que, de forma similar a PelA,
presentan actividad simultdnea sobre acido poligalacturonico y sobre pectina. Estas
pectato liasas diferirian entre si en e rango de pH de actividad y en su expresion,
inducida o no por pectina. Los resultados obtenidos indican que Paenibacillus Sp.
BP-23 posee un sistema complejo para degradar la pectina, con una bateria de pectato

liasas, despolimerizadoras de dicho polisacarido.

La multiplicidad de pectato liasas producidas por Paenibacillus sp. BP-23 tiene
paralelismo con los sistemas multienziméticos degradadores de pectina descritos en
varios microorganismos. En Erwinia chrysanthemi 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 regulacion de expresion (Shevchik et
al., 1999b ; Tardy et al., 1997; Hugouvieux-Cotte-Pattat e al., 1996). Fusarium solani
también presenta multiples genes de pectato liasa, habiéndose clonado y caracterizado
cuatro pectato liasas diferentes (Guo er al., 1996). La multiplicidad de enzimas
degradadores de pectina presentes en los microorganismos pectinoliticos también
incluye a las poligalacturonasas, habiéndose descrito en € caso de Aspergillus niger

hasta 7 poligalacturonasas distintas (Patenicova et al., 1998, De Vriesy Visser, 2001).

El andlisis zimogréfico del sistema pectinolitico de Bacillus sp. BP-7 mostro
también un patrén multiple 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 € rango de pH entre 5y 10. Las bandas de 42 y 56 kDa se produjeron en
todos los medios de cultivo ensayados, incluyendo los suplementados con glucosa,
indicando expresion congtitutiva. Por e contrario, las otras dos bandas, de 28 y 63 kDa,
aparecieron Unicamente en medios con pectina indicando que su expresién era inducida
por éste polisacarido. Similarmente a estos resultados, numerosos microorganiSmos
producen pectato liasas tanto de expresion constitutiva como de expresion inducible.
Este es el caso de Fusarium solani, donde la expresion de peld esinducida por pectinay
la expresion de pelB es constitutiva (Guo et al., 1996). Los andlisis zimogréficos del
sistema pectinolitico de Bacillus sp. BP-7 mediante geles de isoelectroenfoque
mostraron 3 bandas de actividad de pl 7,8, 85y > 9,0. Dado que la Ultima de estas
bandas de pl > 9,0 corresponde al limite de pH superior del gel, posiblemente sea €l
resultado de la coalescencia de varias bandas de actividad de pl superiores a 9. Las
bandas de actividad pectinasa detectadas en la cepa Bacillus sp. BP-7 corresponderian a
liasas, aunque los resultados obtenidos no permiten inferir S 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 indicaria que la cepa produce
auténticas pectina liasas. Por este motivo, proponemos que € sistema degradador de

pectina de Bacillus sp. BP-7 contiene tanto pectina liasas como pectato liasas.

4.2. Caracterizacion de PelA de Paenibacillus sp. BP-23 e

YvpA de Bacillus subtilis

La caracterizacion de las cepas en estudio mostré que Paenibacillus sp. BP-23
posee un elevado poder pectinolitico y secreta un sistema multienzimético para degradar
la pectina Nos propusimos el aidlamiento y estudio de los diferentes enzimas
degradadores. Para €ello, realizamos un escrutinio de la genoteca de Paenibacillus Sp.
BP-23 en Escherichia coli, construida previamente en el grupo de investigacion (Blanco
et al, 1996), para aislar clones recombinantes con actividad pectinasa. Como resultado
de dicho escrutinio se aid6 € clon recombinante E. coli/pP22 que expresaba la pectato
liasa PelA.

Las pectato liasas conocidas presentan habitualmente un pH de actuacion entre 8

y 10. Se ha descrito que en estas condiciones acalinas pueden hidrolizarse de forma
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espontanea los enlaces éster que unen los grupos metilo a écido poligalacturonico en
las pectinas esterificadas (Daas et al., 1998). Dicho proceso de saponificacion puede
tener lugar durante e contacto del tampon con el sustrato en € transcurso de las
determinaciones enzimaticas y dar lugar a conclusiones errdneas en cuanto a valores de
actividad sobre pectinas esterificadas. Brown er al. (2001) demostraron que la
saponificacion era insignificante en intervalos de tiempo inferiores a 10 min, aunque
transcurrido este tiempo podia ser significativa en € rango de pH entre 9,5y 10,5. Los
estudios de especificidad de sustrato que se realizaron con las pectinasas clonadas
mostraron claramente la influencia que e tiempo de contacto enzima-sustrato a pH 10

puede tener en |os resultados que se obtienen.

En & caso de PelA, cuando los diferentes sustratos ensayados (acido
poligalacturénico y pectinas de diferentes grados de metilacién) se mantuvieron,
previamente a las determinaciones enzimaticas, en tampon a pH 10 interval os de tiempo
superiores a una hora, se observé preferencia por las pectinas en lugar del acido
poligalacturénico. Sin embargo, cuando los sustratos permanecieron a pH 10
Unicamente durante la realizacion de los ensayos enzimaticos (menos de 10 min), €
enzima mostré maxima actividad sobre &cido poligalacturénico y pectina del 22% de
metilacion (actividad aproximadamente idéntica). La actividad disminuyd a medida que
aumentaba el grado de metilacion de la pectina, y sobre pectina del 89% de metilacién

se observo e 40% de la actividad maxima.

La especificidad de sustrato de la mayoria de |as pectato liasas descritas hasta €l
momento consiste en que degradan acido poligalacturonico como sustrato preferido,
pero también degradan pectinas, aunque con actividad decreciente a medida que
aumenta su grado de metilacion, no siendo activas sobre pectinas altamente metiladas
(Burns, 1991; Hugouvieux-Cotte-Pattat et al., 1996; Kobayashi et al., 19993, b, 2000;
Hatada et al., 2001). Sin embargo, se han caracterizado algunas pectato liasas, como
PelB y PelC de Erwinia chrysanthemi, que aunque muestran elevada actividad sobre
&cido poligalacturénico, presentan la méxima actividad especifica sobre pectinas con
bajo grado de metilacién (7-22%), y muestran actividad, aunque muy reducida, sobre
pectinas de elevada metilacion (Tardy er al., 1997). PelA de Paenibacillus sp. BP-23,
por el contrario, presenta una especificidad de sustrato singular a presentar actividad

elevada tanto sobre &cido poligalacturénico como sobre pectina atamente metilada. La
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actividad sobre pectina de elevado grado de metilacion podria indicar que el enzima
clonado es una pectina liasa. Sin embargo, las pectina liasas conocidas presentan
actividad creciente a medida que € grado de metilacién de la pectina aumenta, y no
muestran actividad significativa sobre écido poligalacturonico. Adicionalmente, las
pectina liasas no suelen requerir Ca®* para su actividad, mientras que el enzima clonado
no muestra actividad en ausencia de este ion. De los resultados obtenidos podemos
concluir que PelA de Paenibacillus sp. BP-23 es una pectato liasa con una inusual alta
actividad sobre pectina de alto grado de metilacion.

La comparacion de la secuencia de aminoéacidos de Pel A con las presentes en las
bases de datos Swissprot y EMBL muestra que e enzima clonado presenta homologia
con las pectato liasas pertenecientes a la familia PL3, indicando que pertenece a dicha
familia de polisacérido liasas. PlA muestra la homologia mas elevada con la pectato
liasa Pel-15 de Bacillus sp. KSM-P15, con la que presenta el 76% de identidad (Hatada
et al., 2000). El andlisis de los dominios proteicos de PelA mediante los programas
Prodom de NCBI y Pfam indica que € enzima presenta el dominio caracteristico de las
pectato liasas de lafamiliaPL3.

La comparacion de secuencia con las pectato liasas Pel-15 de Bacillus sp.
KSM-P15 y PelC de Erwinia chrysanthemi (perteneciente a la familia PL1), enzimas
cuya estructura cristalina ha sido determinada (Akita et al., 2001; Y oder et al., 1993), ha
permitido identificar los aminoacidos de PelA potencialmente involucrados en la
catdlisis por reaccion de B-eliminacion. Dichos residuos corresponderian a Arg™’, que
actuarfa como base catalitica o abstrayente de protones; Lys™*, que mediaria la
interaccion con el sustrato (podria actuar hipotéticamente como donador de protones a
oxigeno glucosidico); y Lys'®, que estabilizaria el intermediario de reaccion. La
comparacion de secuencia también ha permitido identificar una serie de residuos que
actuarian como ligandos de los dos iones calcio esenciales para la catalisis y para €
mantenimiento de la estructura del enzima. Estos residuos son Asp®, GIu'®, Asp'®,
Asp™®, va'® Lys® y Gly™. La comparacion de secuencia con Pel-15 de Bacillus sp.
K SM-P15 ha permitido identificar en PelA los residuos Cys™ y Cys®, que establecerian
un puente disulfuro responsable de conectar laminas 3 adyacentes 'y del mantenimiento

de la estabilidad estructural delahélice § en este enzima (Akitaet al., 2001).

- 186 -



Discusién

PelA, similarmente a resto de las pectato liasas de la familia PL3, no presenta
las tres regiones conservadas en la superfamilia de las pectato liasas (Heffron et al.,
1995; Henrissat er al., 1995), que se han propuesto como esenciales parala catalisis 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 polisacérido liasas.

Las pectato liasas de la familia PL3 suelen presentar mayor actividad sobre
pectina que sobre &cido poligaacturonico. En este sentido, Pell de Erwinia
chrysanthemi (Shevchik et al., 1997) y PelB de Erwinia carotovora (Heikinheimo et al.,
1995) muestran su maxima actividad sobre pectina de grado de metilacion intermedio,
45% y 68% respectivamente, y presentan sobre &cido poligalacturénico una actividad
muy baja o indetectable. Sin embargo, e hecho de requerir Ca?* para su actividad y la
no preferencia por pectina atamente metilada (93% de metilacion) hace que estos dos
enzimas se clasifiquen entre las pectato liasas. PElA de Paenibacillus sp. BP-23 difiere
de estos enzimas en que €l grado de metilacién no afecta notablemente a la actividad del
enzima, presentando alta actividad tanto sobre écido poligalacturénico como sobre las
diferentes pectinas. Este hecho convierte a PelA de Paenibacillus sp. BP-23 en un

enzima unico entre las pectato y pectina liasas existentes.

Como se ha mencionado anteriormente, PelA de Paenibacillus sp. BP-23
muestra elevada homologia con la pectato liasa Pel-15 de Bacillus sp. KSM-15 (Hatada
et al., 2000). Este enzima ha sido purificado y caracterizado previamente, mostrando un
tamanio (26 kDa), pl (10,3) y condiciones Optimas de actividad (50-55°C y pH 10,5)
(Kobayashi et al., 1999b) similares a PelA de Paenibacillus sp. BP-23, que muestra un
peso molecular de 25 kDa, pl > 9, y temperatura y pH optimos de 55°C 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 €l acido
poligalacturénico y exhibe muy poca actividad sobre pectinas (15, 4,4y 2,7% de la
actividad maxima sobre pectina del 28, 67 y 93% de metilacion, respectivamente). En
contraste con la similitud de secuencia con Pel-15 de Bacillus sp. KSM-15, PelA no
muestra homologia significativa con la pectato liasa y pectina liasa de Bacillus subtilis,
clonadas y caracterizadas previamente (Nasser et al., 1990, 1993; Sakamoto et al.,

1996). Dichos enzimas pertenecen a la familia PL1 de polisacérido liasas y muestran
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propiedades distintas a PelA. De estaforma, |a pectato liasa de Bacillus subtilis tiene un
peso molecular y pl (42 kDay 9,6), y unas propiedades enziméticas (temperaturay pH
Optimo de 42°C y 8,4) (Nasser et al, 1990) claramente distintas a PelA, no
disponiéndose de datos acerca de su especificidad de sustrato. La comparacion de
secuencia de PelA con proteinas de Bacillus y otros gram positivos endosporulados
aerdbicos, mostré 56% de homologia con la pectato liasa de Bacillus sp. P-2850
(spTREMBL Q8LORS5), enzima que no ha sido caracterizado hasta la fecha, y 54% de
homologia con la proteina deducida del gen yvpA4, identificada en €l genoma de Bacillus

subtilis (Kunst et al., 1997), cuyafuncién es desconocida.

La elevada homol ogia encontrada con |a hipotética proteina codificada por yvpA
indicaba que, con toda probabilidad, este gen se expresaba para dar lugar a una proteina
con actividad pectato liasa. Con € fin de comprobar la existencia de la hipotética
proteina, se procedio a su clonacion por amplificacion por PCR mediante cebadores que
se disefiaron a partir de las secuencias flanqueantes del gen yvpA. El resultado de la
amplificacion fue positivo para todas las cepas de Bacillus subtilis utilizadas como
molde, de entre las que se escogid Bacillus subtilis 168 parala clonacién del enzima. El
clon recombinante obtenido presentd actividad degradadora de pectina, demostrando

por ello que yvpA codifica una pectinasa.

La caracterizacion enziméatica revel 6 que YVpA de Bacillus subtilis 168 presenta
actividad sobre écido poligalacturénico y sobre pectinas de alto grado de metilacion,
muestra un absoluto requerimiento de Ca?* para degradar anbos tipos de sustratos, y no
presenta actividad creciente conforme e grado de metilaciéon de la pectina aumenta,
hechos que indican claramente que el enzima clonado es una pectato liasa. Similarmente
a PelA de Paenibacillus sp. BP-23, YVpA es una pectato liasa con una inusual gran
actividad sobre pectinas de elevado grado de metilacion. La diferencia més importante
con PelA radica en que YVpA presenta como sustrato preferido pectina del 22% de
metilacion y exhibe sobre dicho sustrato una actividad 3 veces superior a la mostrada

sobre &cido poligal acturonico.

La comparacion de secuencia con la de pectato liasas cristalizadas permitio

también identificar en el caso de YVvpA los residuos béasicos Lys™, Lys™y Arg™®, que
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estarfan directamente involucrados en la catdlisis, y los residuos Asp®, GIu'®, Asp™,

Asp'®, va” Lys'®y Gly*, que actuarian como ligandos de calcio.

YVvpA no muestra una homologia significativa con la pectato liasa ni con la
pectina liasa de Bacillus subtilis (Nasser et al., 1993; Sakamoto er al., 1996). Dado que
en Bacillus subtilis N0 se han descrito hasta la fecha hidrolasas despolimerizadoras de
pectina, YVpA es la tercera pectinasa que se identifica en esta especie, hecho que
permitiria denominarla como PelC de Bacillus subtilis. Similarmente a PelA de
Paenibacillus sp. BP-23, YvpA sOlo presenta homologia significativa con dos
pectinasas del género Bacillus, |a pectato liasa de Bacillus sp. KSM-15 (Hatada et al.,
2000) y la pectato liasa de Bacillus sp. P-2850 (spTREMBL Q8LORS5), con los que
muestra el 73y 54% de identidad, respectivamente.

Las dos pectato liasas caracterizadas en el presente trabgo, PeA de
Paenibacillus sp. BP-23 e YVpA de Bacillus subtilis, constituyen 2 enzimas muy
homologos (54% de identidad) de la familia PL3 de polisacérido liasas. En cuanto a su
tamaio aparente (25 kDa en los dos casos) es similar a muchas pectato liasas de la
familia PL3, como la anteriormente mencionada Pel-15 de Bacillus sp. KSM-15, Pl1 de
Fusarium oxysporum (Huertas-Gonzdlez et al., 1999) y PelA, PelB, PelC y PelD de
Fusarium solani, (Guo et al, 1996; Guo et al, 1995a, b; Gonzalez-Candelas y
Kolattukudy, 1992). Sin embargo, otros enzimas de esta familia, como PelB de Erwinia
carotovora (Heikinheimo et al., 1995) y Pell de Erwinia chrysanthemi (Shevchik et al.,
1997), presentan tamanios superiores (35 y 34 kDa, respectivamente). Los pl de PelA e
YVpA son > 9y 8.6, respectivamente, en el rango de valores de pl de las pectato liasas
de esta familia que suele oscilar entre 8 (Pel-3 de Erwinia carotovora, Liu et al., 1994)
y 10,3 (Pel-15 de Bacillus sp. KSM-15, Kobayashi et al., 1999b).

Los pardmetros de temperatura 'y pH Optimos de actividad de PelA e YvpA
(55°C, pH 10y 65°C, pH 10, respectivamente) son similares alos mostrados por muchas
pectato liasas, incluidas las de lafamilia PL3, que suelen presentar pH Optimo cercano a
pH 9 (Brown et al, 2001, Herron et al., 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 actlia como abstrayente de protones en €

mecanismo de rotura del enlace glucosidico por -eliminacion (Charnock et al., 2002).
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El aineamiento de las pectato liasas de la familia PL3 ha permitido identificar
cuatro regiones o blogues de residuos conservados en los enzimas de esta familia
(Shevchik et al., 1997). Es de destacar que las dos pectato liasas caracterizadas en este
trabgjo, conjuntamente con las pectato liasa Pel-15 de Bacillus sp. KSM-15 y |la pectato
liasa de Bacillus sp. P-2850, muestran Unicamente 3 de estas cuatro regiones
conservadas. En la zona correspondiente a la cuarta region conservada de la familia
PL3, gue no se presenta en estas pectato liasas, € andlisis de dominios proteicos con el
programa Prodom de NCBI ha identificado el dominio ID: PD346936 (que abarca en €l
caso de PelA desde €l residuo 171 a 222) que se halla Unicamente en estas pectato
liasas, es decir, en PlA de Paenibacillus sp. BP-23, YVpPA de Bacillus subtilis, Pel-15
de Bacillus sp. KSM-15y la pectato liasa de Bacillus sp. P-2850. Estas 4 pectato liasas
presentan una homologia en su composicion de aminoécidos superior a 50% de
identidad y presentan un bajo contenido en residuos de cisteina (1-3), en contraste con
el resto de enzimas de la familia PL3, tal como PelA, B, C y D de Fusarium solani,
PelB y Pel-3 de Erwinia carotovora y Pell de Erwinia chrysanthemi, que muestran un
elevado contenido en residuos de cisteina (entre 10 y 14). Estos resultados indican que
PelA e YVpA, junto con Pel-15 de Bacillus sp. KSM-15y la pectato liasa de Bacillus sp.
P-2850 forman un subgrupo de homologia dentro de lafamilia PL3 de pectato liasas. La
presencia del dominio mencionado anteriormente, en lugar de la cuarta region
conservada, puede determinar caracteristicas enzimaticas propias, por identificar, a
subgrupo de pectato liasas que contiene a los dos enzimas estudiados. PelA e YvpA
presentan como caracteristica mas notable su elevada actividad tanto sobre é&cido
poligalacturonico como sobre pectinas atamente metiladas (89% de metilacion),
propiedad que las convierten en enzimas Unicos entre las polisacérido liasas descritas
hasta la fecha. Sin embargo, dentro de este rasgo comun existen diferencias entre la
especificidad de sustrato de las dos pectato liasas. La actividad de PelA estéd poco
influida por e grado de metilacion del sustrato, mientras que YvpA muestra una clara
preferencia por pectina del 22% de metilacion. La especificidad de sustrato de YvpA
tiene cierto paralelismo con la especificidad de la pectato liasa Pell de Erwinia
chrysanthemi (Shevchik et al., 1997), enzima de la familia PL3 anteriormente citado,
gue muestra su maxima actividad sobre pectina de 45% de metilacién. Sin embargo Pell
presenta muy baja actividad sobre &cido poligalacturonico, mientras que YVpA exhibe

sobre este sustrato el 29% de la actividad maxima.
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Las caracteristicas inusuales de PelA e YvpA en cuanto a especificidad de
sustrato no son compartidas por los otros dos enzimas del subgrupo de homologia
descrito. Mientras que de la pectato liasa de Bacillus sp. P-2850 no se han publicado
datos de actividad, Pel-15 de Bacillus sp. KSM-15, contrariamente a PelA e YVpA,
muestra una clara preferencia por acido poligalacturonico y Unicamente presenta sobre

pectina de elevada metilacion e 2,7% de la actividad maxima.

Con € fin de caracterizar mejor la actividad enzimatica de los dos enzimas en
estudio se analizaron los productos de degradacion liberados a partir de acido
poligalacturdnico, pectinas y acido trigalacturénico. En cuanto a la acciéon sobre los
sustratos poliméricos (acido poligalacturonico y pectinas), PElA e YVpA mostraron
patrones similares de productos de degradacion. Los productos mayoritarios fueron en
los dos casos acido digalacturénico y &cido trigalacturdnico insaturados, y oligdbmeros
insaturados de longitud superior. La liberacion a partir de los sustratos poliméricos de
una mezcla de productos de degradacion, muchos de ellos de longitud superior a dos
monomeros, indica que los dos enzimas tienen un modo de accion endo, es decir, son
endopectato liasas. El modo de actuaciéon de PElA e YVpA es similar a de la pectato
liasa A de Clostridium cellulovorans (Tamaru y Doi, 2001), PelB y PelD de Erwinia
chrysanthemi (Shevchik et al., 1997), miembros de la familia PL1 de pectato liasas,
PelL de Erwinia chrysanthemi (Lojkowska et al., 1995), de la familia PL9, y Pell de
Erwinia chrysanthemi (Shevchik et al., 1997), de la familia PL3, que presentan todas
ellas modo de accion endo. Por € contrario, PelX y PlW de Erwinia chrysanthemi
(Shevchik er al., 1999, b), de las familias 9 y 2, respectivamente, presentan modo de
accion exo, liberando é&cido digalacturonico insaturado como Unico producto de
degradacién del &cido poligalacturénico. Con respecto a la actividad sobre écido
trigalacturdnico los enzimas en estudio presentan diferentes resultados. Mientras que
Pel A no muestra actividad sobre este sustrato, Y vpA degrada €l acido trigalacturonico a
acido galacturonico y écido digalacturonico insaturado. La falta de degradacion del
&cido trigalacturonico por parte de PelA es similar al comportamiento de la endopectato
liasa de Clostridium cellulovorans, mientras que la degradacion de este sustrato por
YVpA es semejante a lo descrito para las exopectato liasas PlW y PelX de Erwinia
chrysanthemi. La falta de resultados publicados acerca del reconocimiento del &acido

trigalacturonico como sustrato por otras endo y exo pectato liasas no permite extraer
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conclusiones de la discrepancia de comportamiento entre PlA e YVpA sobre este

oligbmero.

Los estudios realizados indican que PelA e YVpA son enzimas nuevos, con
caracteristicas diferentes a las pectato liasas conocidas, que permiten identificar un
subgrupo de enzimas dentro de las pectato liasas de la familia PL3, que formarian un
nuevo tipo de pectato liasas. La elevada actividad sobre pectina de los dos enzimas
estudiados en este trabajo |os hace buenos candidatos para aplicaciones biotecnol dgicas

relacionadas con la degradacion de pectina de sustratos natural es.

4.3. Produccion de PelA en Bacillus subtilis

Bacillus subtilis se utiliza frecuentemente en la industria para la produccion de
proteinas y enzimas. Dada su no patogenicidad, su elevada capacidad de secrecion y
rendimiento productivo, asi como los conocimientos en tecnologia de fermentacion de
gue se dispone actuamente, Bacillus subtilis Se considera un huésped atractivo para la

secrecion de proteinas tanto enddgenas como heterdlogas (Harwood y Archibald, 1990).

La caracterizacion de las pectato liasas PelA e YVpA revel6 que los dos enzimas
mostraban por una parte propiedades moleculares de gran interés y por otra tenian
caracteristicas compatibles con procesos industriales, dada su elevada actividad sobre
pectinas y su relativa estabilidad. Por este motivo, y para posibilitar la realizacion de
ensayos de aplicacion industrial, se abordd la clonacion de los enzimas en Bacillus
subtilis con €l objetivo de construir cepas recombinantes de elevada produccion y
secrecion, necesarios paralos ensayos industriales.

Como primera etapa se procedié a construir una serie de vectores lanzadera
Escherichia coli-Bacillus subtilis que facilitasen la manipulacion genética de las pectato
liasas. Todos los vectores construidos derivaban de pUC19, para e mantenimiento en
Escherichia coli, y contenian la region de multiclongje de este plasmido. Para el
mantenimiento en Bacillus subtilis se utiliz6 pUB110 (de alto nimero de copia) en €
caso del vector pMSL1. Con € fin de disminuir € tamafio y aumentar |la estabilidad de
los pléasmidos construidos, e vector pUB110 fue deleccionado en una region
dispensable de 1,3 kb para dar lugar a plésmido pUB111, que se utiliz6 para la
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construccion de los vectores lanzadera pM S-R, pMS-RA y pMS-RS. También se ensayo
el vector pN5, derivado del plasmido pC194, construido previamente en e grupo de
investigacion. Para facilitar la expresion de los genes clonados, en ocasiones se
utilizaron los promotores P-spo2 (del fago SPO2, Williams et al., 1981) y P-amy (de la
a amilasa de Bacillus amyloliquefaciens, Pava et al., 1981), y también en ocasiones €

terminador de transcripcion rrnB de Escherichia coli (Brosius et al., 1981).

Se procedio a continuacion a clonar PelA en los distintos vectores por ser el
enzima caracterizado en € presente trabajo con mayor actividad sobre un rango mas
amplio de pectinas. Debido a la bgja frecuencia de transformacion cuando se utiliza
Bacillus subtilis como primer huésped, la clonacion se reaizé en primer lugar en
Escherichia coli para después transferir |os pléasmidos recombinantes a Bacillus subtilis.
De forma sorprendente, todas las cepas recombinantes de Escherichia coli obtenidas
mostraron mayor actividad pectato liasa en los sobrenadantes de cultivo que en los
extractos celulares. En concreto, e clon Escherichia colilpMS-R-P22 mostré 8,31 U/ml
liberadas a medio y 1,52 U/ml en los extractos celulares. El hecho de que en E. coli los
niveles de actividad detectados en € medio fueran superiores a los detectados en €
compartimento intracelular indicarian que PelA es tdxicaa E. coli y su produccion en
cantidades elevadas causa lisis celular. Estos resultados concuerdan con los descritos
por otros autores que muestran la toxicidad en Escherichia coli de pectinasas de
Bacillus subtilis (Nasser et al., 1990) 0 Pseudomonas cellulosa (McKie et al., 2001),
sugiriendo que las pectinasas no serian estables o serian letales para la bacteria entérica.
También se ha advertido que altos niveles de expresion de varias glucosil hidrolasas de
Pseudomas cellulosa son letales en Escherichia coli debido a la ausencia de secrecion
de éstas (Braithwaite et al., 1997; McKie et al., 1997). La toxicidad de la pectinasa en
E. coli explicaria la fata de obtencién de recombinantes con las construcciones
PMS-RA-P22 y pPMS-RS-P22. Estas construcciones tedricamente causarian la maxima
expresion del enzima al contener peld bajo el control de los promotores fuertes P-amy o
P-spo2, con los que se han descrito excelentes niveles de produccién heteréloga (Van
Leen et al., 1991; Inoue et al., 2002; Overbeeke et al., 1990), y delante del terminador

de transcripcion rrnB, que garantizaria la obtencién de transcritos del tamafio correcto.

Para expresar la pectinasa en Bacillus subtilis se €ligio como huésped |la cepa

MW15, deficiente en las proteasas neutra 'y alcaling, las dos proteasas mayoritarias en
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Bacillus subtilis (WoIf et al., 1995). La maxima produccién y secrecion de actividad
pectato liasa se obtuvo con la cepa recombinante Bacillus subtilis MW 15/pM S-RA-P22
con la que se secretaron 11,37 U/ml de cultivo. Dichos niveles de secrecion, siendo
importantes, fueron sdlo ligeramente superiores a los niveles de actividad de las cepas
recombinantes de E. coli construidas. Es interesante destacar que la cepa Bacillus
subtilis MW15/pMS-RA-P22 presentd un maximo de secrecion a las 24 horas de
cultivo, pero que los valores de actividad disminuyeron drésticamente tras dicho
momento (48,5 y 10,1% del maximo a segundo dia y tercer dia, respectivamente).
Teniendo en cuenta que € promotor P-amy del plasmido recombinante pMS-RA-P22 es
activo durante la fase estacionaria (Fahnestock y Fisher, 1986) y teniendo en cuenta
también que en la cepa origina Paenibacillus sp. BP-23 la secrecion de pectinasas se
mantiene en niveles elevados a menos los tres primeros dias de cultivo, la aparicion de
un pico agudo de produccion y secrecion alas 24 horas de cultivo parece indicar que la
expresion elevada de PelA resulta toxica a la cepa huésped Bacillus subtilis MW15. En
concordancia con estos resultados, en los zimogramas de sobrenadantes de Bacillus
subtilis MW15/pMS-RA-P22 aparece una banda gruesa de actividad, probablemente
como resultado de la coalescencia de PelA madura y de un enzima con tamafio
ligeramente superior, que corresponde con toda probabilidad a la pectato liasa con €
péptido sefial sin procesar, que apareceria en € medio por lisis celular. En este sentido
se ha descrito que e procesamiento por peptidasas sefia puede ser un factor limitante
para la secrecion en Bacillus subtilis (Bolhuis et al., 1996; Tjalsma et al., 2000). De
hecho la sobreexpresion de algunas proteinas heterdlogas en Bacillus subtilis puede
originar cuerpos de inclusion (Jirgen et al., 2001). La saturacion de la maquinaria de
secrecion, conjuntamente con la toxicidad del enzima podria ser responsable de los
niveles discretos de produccién obtenidos. La falta de obtencién de recombinantes con
la construccion pMS-RS-P22 estaria en concordancia con la propuesta toxicidad del

enzima

Trabgjos realizados previamente por e grupo de investigacion en € que se ha
realizado € presente trabgjo, han mostrado la expresion eficiente de enzimas de
Paenibacillus sp. BP-23 clonados en Bacillus subtilis MW15. En concreto, se han
obtenido niveles atos de expresion de la xilanasa B mediante la utilizacion del plasmido
lanzadera pRBSPO (Gallardo et al., 2003). Los buenos resultados obtenidos con la
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xilanasa indican que e mencionado vector posibilita la produccion de determinadas
proteinas en Bacillus subtilis. Sin embargo, la utilizacibn de pRBSPO para la
produccion de la pectinasa PelA fue ensayada durante €l desarrollo del presente trabajo
con resultados negativos. Este hecho motivé la construccién de los nuevos plésmidos
lanzadera cuyas caracteristicas se han detallado. Los discretos resultados obtenidos al
expresar PelA en Bacillus subtilis pueden estar relacionados con los problemas de
toxicidad de la pectato liasa mencionados. Una alternativa para solucionar dichos
problemas puede ser la utilizacion de promotores inducibles, como e de lalevansucrasa
SacB, con e que se han obtenido excelentes resultados (Wong, 1989; Petit-Glatron y
Chambert, 1992) o la utilizacion de nuevas cepas huésped de Bacillus subtilis,
deficientes en un niumero mayor de proteasas (Wu et al., 1991, Wong, 1995). La
obtencion de niveles elevados de sintesis y secrecion de enzimas heterdlogos en
Bacillus subtilis €s una tarea compleja que requiere la evaluacion y ensayo de un gran
numero de factores. Los resultados obtenidos en este trabajo suponen una aproximacion
a la tarea de sobreproducir pectato liasas, que han permitido la identificacién de
problemas especificos de la expresién de los enzimas en estudio y posibilitaran la
construccion futura de nuevas cepas recombinantes de productividad y rendimiento

aumentado.
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5. CONCLUSIONES

Se ha caracterizado la produccién de enzimas degradadores de pectina por
Paenibacillus sp. BP-23. La maxima produccion y secrecion de pectinasas tiene
lugar en medios suplementados con pectina, gerciendo este polisacarido un
notable efecto inductor. Por € contrario, la produccion de pectinasas en
Paenibacillus sp. BP-23 esta reprimida por glucosa.

El sistema degradador de pectina de Paenibacillus sp. BP-23 esta constituido
mayoritariamente por enzimas con actividad liasa. El requerimiento de calcio para
la actividad enzimédtica, conjuntamente con la multiplicidad de bandas de
pectinasa detectadas en |os zimogramas, indica que Paenibacillus sp. BP-23 posee
un sistema enzimético complejo para la degradacion de la pectina que contiene

varias pectato liasas.

La produccién y secrecion de pectinasas por la cepa Bacillus sp. BP-7 ha sido
caracterizada. Los niveles absolutos de actividad obtenidos son notablemente
inferiores a los mostrados por Paenibacillus sp. BP-23. La produccion de
pectinasas por Bacillus sp. BP-7 estéa inducida por pectinay no presenta represion

por glucosa.

El sistema pectinolitico de Bacillus sp. BP-7 est4 constituido mayoritariamente
por enzimas con actividad liasa. La ausencia de requerimiento de calcio para la
actividad enzimética sobre pectina, conjuntamente con la diversidad de bandas
detectadas en los zimogramas, indica que Bacillus sp. BP-7 posee un sistema
multienzimético para la degradacion de la pectina que incluye pectato liasas y

pectinaliasas.

Se ha clonado la pectato liasa PelA de Paenibacillus sp. BP-23. La secuencia
deducida de aminoé&cidos de peld presenta homologia con las polisacarido liasas
de la familia PL3. El enzima muestra un tamafio aparente de 25 kDa y un punto

isoel éctrico experimental igual o superior a9.
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6.

10.

La purificacion y caracterizacion bioquimica de PelA muestra que e enzima es
una pectato liasa con elevada actividad sobre pectinas, que presenta maxima
actividad especifica sobre &cido poligalacturonico y pectina de limén del 22% de
metilacion. PelA exhibe méaxima actividad a 55°C y pH 10 en presencia de Ca®*
0,5 mM. El enzima muestra un modo de accion endo, liberando una mezcla de

productos de reaccion a partir de pectinay de acido poligal acturonico.

Se ha identificado y clonado la pectato liasa YVpA de Bacillus subtilis, que
muestra elevada homologia con PelA y con las pectato liasas de lafamilia PL3. El
enzima presenta un tamafio aparente de 25 kDa y un punto isoeléctrico

experimental de 8,6.

La purificacion y caracterizacion bioquimica de YvpA muestra que € enzima es
una pectato liasa que presenta la méxima actividad especifica sobre pectina de
l[imén del 22% de metilacion. YvpA exhibe méxima actividad a 65°C y pH 10 en
presencia de Ca?* 2 mM. El enzima muestra un modo de accién endo, liberando
una mezcla de productos de reaccion a partir de sustratos poliméricos, y degrada
el trigalacturonato a &cido galacturonico y &cido digalacturdnico insaturado.

Los enzimas caracterizados en este trabgjo, PElA de Paenibacillus sp. BP-23 e
YVpA de Bacillus subtilis, conjuntamente con Pel-15 de Bacillus sp. KSM-15y la
pectato liasa de Bacillus sp. P-2850 son enzimas de elevada similitud que
constituyen un subgrupo de homologia dentro de las pectato liasas de la familia
PL3. Los cuatro enzimas presentan de forma exclusiva e dominio proteico
PD346936 y muestran un contenido en residuos de cisteina anormal mente bajo en

comparacion con las pectato liasas de lafamilia PL3.

Se han realizado varias construcciones genéticas que han permitido la expresion y
secrecion de PelA en Bacillus subtilis. Los niveles de secrecion obtenidos en la
mayoria de las cepas recombinantes construidas no son elevados, probablemente
como consecuencia de toxicidad del enzima. Los mejores resultados de secrecion
en Bacillus subtilis se han obtenido con el plasmido recombinante pM S-RA-P22
que contiene € gen peld delante del terminador de transcripcion rrnB de
Escherichia coli y bajo € control del promotor de la o amilasa de Bacillus

amyloliquefaciens.
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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 Pell
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.
Ca?* was required for activity on pectic substrates, while the enzyme was

strongly inhibited by Ba?*.

Keywords: pectate, pectin, lyase

INTRODUCTION

Pectin is a heteropolysaccharide composed of 1,4-a-
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 g-
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 SK (Godessart et al., 1988) was used as the
recipient strain for recombinant plasmids. E. coli SK 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 Sau3Al; 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 Ap" T¢® 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 100 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 pmol 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 100, 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 07 kb Poull-Sphl
fragment from pP22, used as a probe, hybridized to
identically sized DNA bands from Bacillus sp. BP-23 and
pP22 doubly digested with Pvull/Sphl, 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)~". (b) Influence
of Ca?" concentration on PelA activity. Activity on poly-
galacturonic acid (@) and citrus pectin (1) was determined
at 50 °C and pH 10-0 in the presence of different concentrations
of CaCl,. One hundred per cent PelA activity was equivalent to
140 and 132 units (mg protein)~' 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 CacCl,, whilst activity decreased
at higher concentrations and only 9% of maximum

(a) (b)

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
075 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 SK /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 Ill. 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 Ill pectate lyases are boxed. The sequences shown are: BspPelA,
PelA from Bacillus sp. BP-23; BsuYvpA, YvpA from B. subtilis, FoxyPI1, PI1 from F. oxysporum; FsoPelA, PelA from F.

solani;

Erwinia amylovora; PsyHrpW, HrpW from P. syringae.

FsoPelB, PelB from F. solani; FsoPelC, PelC from F. solani;
carotovora; EcaPel3, Pel-3 from Erwinia carotovora; EchPell, Pell from Erwinia chrysanthemi;

EcaPelB, PelB from Erwinia

FsoPelD, PelD from F. solani;
i; EamHrpW, HrpW from

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).

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 -
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 ¢* subunit of
Bacillus RNA polymerase, showing a —35 (TAGACA)
and —10 (TCAAAT) region was found upstream of the
pel A 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 PelA was 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 PI1 from Fusarium oxysporum (TREMBL
G3764095) and PelC, PelB and PelA from F. solani (Guo
et al., 1995a, b; Gonzalez-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
Pell 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 Il 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.
(Brithlmann & 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, Pell
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, pl 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 Il 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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