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INTRODUCCION

1. TAXONOMIA Y CARACTERISTICAS PRINCIPALES DE Penicillium chrysogenum

Penicillium chrysogenum es un hongo filamentoso que carece de ciclo sexual conocido (Ball,
1983; Saunders y Holt, 1987). Presenta un ciclo parasexual caracterizado por la formacion de
heterocariontes (Pontecorvo y Sermonti, 1954; Caten, 1981) que le permite obtener, en parte, los
beneficios de la reproduccion sexual (Alexopoulos y Mims, 1985). Penicillium chrysogenum se
clasifica dentro de los hongos imperfectos, en la subdivision Deuteromicotina, clase Deuteromicetes,

subclase Moniliaceae, orden de los Moniliales y familia Moniliacea (Alexopoulos y Mims, 1985).

Las especies del género Penicillium poseen un ciclo vital caracterizado por la formacion, a
partir de las hifas, de conidioforos largos, erectos y ramificados que reciben el nombre de penicilo (del
latin Penicillium: pincelito), en los cuales se forman los conidios (esporas asexuales). Los conidios, asi
como la fragmentacion y dispersion del micelio constituyen las principales formas de reproduccion de

esta especie.

Desde el punto de vista agronomico, las especies del género Penicillium tienen una gran
importancia debido a la omnipresencia de sus esporas en el ambiente, siendo éstas tipicas
contaminantes de citricos y otras frutas, llegando a formar mohos verdes o azules que causan grandes
pérdidas econdmicas en las cosechas. También, desde el punto de vista del ser humano, Penicillium
tiene una importancia trascendental ya que algunas de las especies de este género tienen la capacidad
de producir antibioticos B-lactamicos. Para profundizar sobre el descubrimiento, historia y origen de

los antibidticos B-lactamicos ver las siguientes revisiones: Fleming (1929) y Queener (1986).

2.  ANTIBIOTICOS B-LACTAMICOS

Los antibidticos son sustancias quimicas organicas de bajo peso molecular producidas por
microorganismos que son capaces de inhibir selectivamente, a bajas concentraciones, el crecimiento
de otros microorganismos (Waksman, 1947). Estos compuestos son sintetizados una vez que la
densidad del cultivo del microorganismo llega a su valor maximo, coincidiendo con una velocidad
especifica de crecimiento (p) baja. Debido a ello, y a que son compuestos que no son indispensables
para la viabilidad del microorganismo productor, los antibidticos son considerados como idiolitos o
metabolitos secundarios. La funcion bioldgica de estos compuestos se atribuye generalmente a que
confieren una ventaja ecologica cuando el microorganismo productor de antibioticos debe competir

con otros microorganismos por los nutrientes del medio (Martin y Demain, 1980).



Metabolismo del Acido Pipecdlico en Penicillium chrysogenum

Los antibioticos B-lactamicos pertenecen al grupo de antibioticos de tipo peptidico, los cuales,
se forman por la condensacion no ribosémica de tres aminoacidos: L-o-aminoadipato, L-cisteina y
L-valina. La condensacion de estos tres aminoacidos y posterior ciclacion da lugar a la formacion del
grupo caracteristico de las B-lactamas: el anillo B-lactimico de cuatro miembros. La estructura general
de las B-lactamas la constituye un nucleo central, formado por el anillo B-lactimico unido a un
segundo anillo (excepto en el caso de las monobactamas), y una cadena lateral que confiere a la
molécula de antibidtico caracter hidrofilico o hidréfobo. La naturaleza del segundo anillo permite
diferenciar los distintos antibioticos -lactamicos. En el caso de las penicilinas, el nicleo central es el
acido 6-aminopenicilanico, formado por el anillo B-lactdmico y un anillo tiazolidinico condensados.
Por otro lado, las cefalosporinas y cefamicinas poseen el acido 7-aminocefalosporanico como niicleo
central, compuesto por el mencionado anillo B-lactimico y un anillo dihidrotiazinico (Martin et al.,

1994, 1997, 1999).

3.  BIOSINTESIS DE PENICILINA EN Penicillium chrysogenum

La ruta biosintética de penicilinas, cefalosporinas y cefamicinas (Fig. 1), comienza con la
condensacion no ribosémica de tres aminoacidos: acido L-a-aminoadipico, L-cisteina y L-valina para
sintetizar el tripéptido 8(-L-oi-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (LLD-ACV). La enzima que cataliza
esta reaccion, es la ACV sintetasa. Dicha enzima, es caracteristica de todos los microorganismos
productores de penicilinas y cefalosporinas. La ACV sintetasa, es una enzima multifuncional que lleva
a cabo la activacion con ATP de los tres aminoacidos precursores, la isomerizacion de la valina del
enantiomero L a su enantiomero D, y la formacion de enlaces peptidicos entre los tres aminoacidos
sintetizando la ACV. Esta enzima esta codificada por el gen pchAB (Diez et al., 1990, Smith et al.,
1990; Mac Cabe et al., 1991; Gutiérrez et al., 1991; Coque et al., 1991).

En un segundo paso el tripéptido ACV se cicla formando un enlace tiazolidinico, dando lugar a
la formacion de la isopenicilina N. Este intermediario de la ruta es el primero que tiene actividad
antibidtica y, en ¢€l, estd presente el anillo B-lactamico y el anillo tiazolidinico, caracteristicos de las
penicilinas. La enzima responsable de su sintesis es la isopenicilina N sintasa codificada por el gen
pcbC (Carr et al., 1986; Barredo et al.,, 1989; Ramon ef al., 1987; Weigel et al., 1988; Leskiw et al.,
1988; Coque et al., 1991). Las rutas de sintesis de cefalosporinas y cefamicinas comparten los dos

primeros pasos con la ruta de sintesis de penicilina.

A partir de la isopenicilina N, la cadena lateral hidrofilica de acido L-oi-aminoadipico puede
remplazarse por una cadena lateral hidrofobica, tal como ocurre en la biosintesis de penicilinas o

conservarse como ocurre en la biosintesis de cefalosporinas y de cefamicinas.
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Fig. 1. Ruta de biosintesis de los antibidticos -lactdmicos: penicilina G, cefalosporina C y cefamicina C.
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En P. chrysogenum, la isopenicilina N sufre la sustitucion de la cadena lateral de o-
aminoadipato por acido fenilacético o acido fenoxiacético activando como CoA dando lugar a la
formacion de la penicilina G o la penicilina V, respectivamente. Este ultimo paso es especifico de
especies productoras de penicilinas hidrofobas. Si se desea obtener mas informacion al respecto,
consultar las siguientes revisiones: Martin et al. (1994, 1997, 1999); Martin (1998); Martin y Liras
(1989a, b); Martin y Gutiérrez (1995) y Gutiérrez et al. (1999a).

4. REGULACION DE LA SINTESIS DE PENICILINA

Existen muchos factores que estimulan o inhiben la produccion de antibioticos B-lactamicos en
los diferentes microorganismos productores. Entre estos factores se incluye la fuente de carbono,
nitrégeno o azufre, el pH del medio de produccion o la presencia de ciertos aminoacidos (Martin y
Aharonowitz, 1983). En P. chrysogenum, son la fuente de carbono y de nitrégeno, asi como la lisina,

algunos de los elementos mas importantes que regulan la sintesis de penicilina.

e Regulacion por la fuente de carbono

La fuente de carbono presente en el medio de produccion es una de las variables que afecta de
manera mas determinante a la produccion de [-lactamas en varios microorganismos, como
P. chrysogenum (Revilla et al., 1984; Martin et al., 1986; Gutiérrez et al., 1999b), A. chrysogenum
(Matsumura et al., 1978; Hinnen y Nuesch, 1976), A. nidulans (Espeso y Pefialva, 1992; Brakhage et
al., 1992)y S. clavuligerus (Aharonowitz y Demain, 1978).

En P. chrysogenum, se conoce desde hace tiempo que la presencia de glucosa (Soltero y
Johnson, 1953), fructosa, galactosa y sacarosa (Revilla et al., 1986) en los caldos de cultivo provoca la
inhibicion de la sintesis de penicilina. Esta disminucion en la produccion de penicilina se debe a la
represion de los genes de biosintesis de penicilina pchbAB y pcbC (Revilla et al., 1986; Feng et al.,
1994; Gutiérrez et al., 1999b).

e Regulacion por la fuente de nitréogeno

Algunos de los compuestos quimicos que P. chrysogenum puede utilizar como fuente de
nitrogeno han demostrado interferir en la capacidad de producir penicilina de este microorganismo
(Sanchez et al., 1981; Martin et al, 1986). Una de las fuentes de nitrogeno que tiene un efecto mas
drastico sobre la sintesis de penicilina es el amonio (Sanchez et al., 1988). En los tltimos afios se han

clonado y caracterizado genes de P. chrysogenum que codifican proteinas reguladoras de la
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transcripcion génica dependientes de la fuente de nitrogeno (Haas et al., 1995; 1997). Uno de estos
genes, denominado nre y homodlogo a los genes nit-2 de Neurospora crassa (Stewart y Vollmer, 1986;
Fu y Marzluf, 1987; Marzluf, 1997) v ared de A. nidulans (Kudla et al., 1990), reconoce una
secuencia diana que esta presente en la region intergénica pcbAB-pcbC de P. chrysogenum (Haas y

Marzluf, 1995).

Algunos aminoacidos, que pueden ser utilizados como fuente de nitrogeno por P. chrysogenum,
también han demostrado inhibir la sintesis de penicilina. Sin embargo, en este caso el mecanismo de
inhibicion parece deberse a que estos aminoacidos (tirosina, triptéfano, fenilalanina y metionina)
interfieren en el transporte de acido fenilacético, necesario para su incorporacion como cadena lateral

de la penicilina G (Martinez-Blanco et al., 1989).

e Regulacion por lisina

En P. chrysogenum la sintesis de penicilina es fuertemente inhibida cuando se afiade lisina al
medio de produccion (Demain, 1957). Este efecto se debe a la retrorregulacion de la primera enzima
de la ruta de sintesis de lisina (Demain y Masurekar, 1974; Friedrich y Demain, 1977; Luengo et al.,
1979, 1980). Dado que el a-aminoadipato, precursor de la sintesis de penicilina, es un intermediario
de la ruta de la lisina, la reduccién en el flujo de metabolitos a través de esta ruta limita el suministro

de a-aminoadipato para la sintesis de penicilina.

En Aspergillus nidulans, se ha descrito que la lisina reprime la transcripcion de los genes de la
ACV sintetasa e isopenicilina N sintasa, lo que puede constituir la causa de la disminucion de la
sintesis de penicilina por lisina en este microorganismo (Brakhage y Turner, 1992). En
P. chrysogenum, sin embargo, la sintesis de las enzimas de la ruta de formacion de penicilina en
P. chrysogenum no se ve afectada por lisina (Masurekar y Demain, 1972). Los estudios sobre la
inhibicion de la homocitrato sintasa por lisina (Demain y Masurekar, 1974; Luengo et al., 1980), junto
con el hecho de que la adicion de homocitrato o a-aminoadipato a los caldos de fermentacion revertia
la inhibicion por lisina de la produccién de penicilina (Somerson et al., 1961; Friedrich y Demain,
1977), demostraron que la regulacion negativa de la sintesis de penicilina es debida a la inhibicion de

la homocitrato sintasa, lo que induce un descenso en la concentracion intracelular de a-aminoadipato.

5. BIOSINTESIS DE LISINA

La sintesis del aminoacido esencial lisina tiene lugar en la naturaleza por medio de dos rutas
biosintéticas completamente distintas: la ruta del acido diaminopimélico y la ruta del acido

o-aminoadipico.
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e Ruta del dcido diaminopimélico

La ruta del acido diaminopimélico es utilizada por bacterias, algunos hongos (los ficomicetos
Hipoquitriales, Saprolegniales y Leptomicetales) y por plantas verdes (Bryan, 1980). Las
caracteristicas de las enzimas implicadas en esta ruta, asi como los genes que las codifican y su
regulacion han sido investigadas profundamente en E. coli (Patte, 1983; Cohen y Saint-Girons, 1987)

y en corinebacterias (Malumbres y Martin, 1996).

¢ Ruta del a-aminoadipato

La ruta del a-aminoadipato para la sintesis de lisina, por el contrario, se encuentra presente en
organismos eucariotas (Bhattacharjee, 1985), en algunos hongos tales como: Quitridiales,
Blastocladiales y Mucorales (Vogel, 1960), ascomicetes, basidiomicetes y deuteromicetes (Vogel,
1960; Lejohn, 1971; Rothsthein y Saffran, 1963), asi como en euglendfitos (Rothsthein y Saffran,
1963). A pesar de que se pensaba que esta ruta biosintética era especifica de eucariotas (Bhattacharjee,
1985), recientemente se ha demostrado que la bacteria termofila Thermus thermophilus utiliza una via
del a-aminoadipato modificada para la sintesis de lisina. Dos grupos de investigadores han clonado y
caracterizado genes implicados en la sintesis de lisina en esta bacteria que parecen codificar dos
enzimas de la ruta del a-aminoadipato: la homocitrato sintasa y la homoaconitato hidratasa (Kosuge y

Hoshino, 1998; Kobashi ef al., 1999).

El descubrimiento de que el a-aminoadipato era un metabolito implicado en la biosintesis de
lisina en algunos microorganismos se debid, en primer lugar, a que mutantes auxoétrofos de lisina de
Neurospora crassa eran capaces de crecer en presencia de o-aminoadipato (Mitchell y Houlahan,
1948). Asi mismo, el o-aminoadipato se acumulaba en mutantes auxotrofos de lisina de S. cerevisiae y
N. crassa, demostrandose, ademas, su conversion en lisina (Windsor, 1951; Bhattacharjee y Tucci,
1969). Finalmente, se demostrd la existencia de actividades enzimaticas dependientes de
o-aminoadipato implicadas en la formacion de lisina en Torulopsis utilis, S. cerevisiae y N. crassa

(Bhattacharjee, 1985).

La ruta del a-aminoadipato ha sido estudiada en detalle en S. cerevisiae (para una revision ver
Bhattacharjee, 1985), siendo tomada como modelo para el estudio de la sintesis de lisina en otros
microorganismos. En esta levadura, la sintesis de lisina se realiza a través de 7 intermediarios y por
medio de 8 reacciones enzimaticas (Fig. 2). Las enzimas implicadas en esta ruta han sido
caracterizadas total o parcialmente, todas ellas en S. cerevisiae y algunas en N. crassa y Yarrowia
lipolytica (Bhattacharjee, 1985). El estudio genético de la ruta del ai-aminoadipato se ha realizado en
gran medida mediante la complementacion de mutantes auxotrofos y la utilizacion de sondas de ADN

heterologas. Durante los ultimos afios, algunos de los genes de la ruta de S. cerevisiaze y
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Schizosaccharomyces pombe han sido descubiertos gracias a los proyectos de secuenciacion del

genoma de estos microorganismos.

A continuacion se describen cada una de las enzimas implicadas en la ruta del a-aminoadipato:

¢ Homocitrato sintasa

La homocitrato sintasa (acetil-CoA:2-cetoglutarato C-acetiltransferasa) es la primera enzima de
la ruta del a-aminoadipato y lleva a cabo la condensacion de a-cetoglutarato y acetil-CoA para dar
lugar al acido homocitrico (Fig. 2). Esta actividad enzimatica se ha identificado en varios
microorganismos en los cuales se sintetiza lisina a través de la ruta del a-aminoadipato, como
S. cerevisiae (Strassman y Ceci, 1964; Maragoudakis y Strassman, 1966), Candida pelliculosa
(Takenouchi et al., 1981), Y. lipolytica (Gaillardin et al., 1976), Pichia guilliermondii (Schmidt et al.,
1989) y P. chrysogenum (Demain y Masurekar, 1974; Luengo et al, 1980; Bafiuelos et al., 1999).
También se ha identificado actividad homocitrato sintasa en bacterias fijadoras de nitrégeno, donde el
homocitrato es el componente organico del cofactor de hierro y molibdeno de la nitrogenasa, enzima
que cataliza la conversion de N, a amonio (Wang et al., 1991; Evans et al., 1991; Masepohl et al.,

1993; Meijer y Tabita, 1992; Stricker et al., 1997; Hoover et al., 1989; Madden et al., 1992).

En P. chrysogenum, el gen que codifica la homocitrato sintasa ha sido clonado mediante
hibridacion heterdloga utilizando un fragmento del gen LYSI de Y. lipolytica (Baiuelos, 1999;
Baiiuelos et al, 1999a, 2000). La secuencia de este gen, denominado /ysl, consta de un marco de
lectura de 1660 pb interrumpido por tres intrones. El marco de lectura abierta, una vez procesados los
intrones, se compone de 1422 pb y codifica una proteina hipotética de 474 aminoacidos con un peso
molecular de 52 kDa. El gen /ysl se encuentra localizado en el cromosoma Il en la cepa silvestre
NRRL1951 y en el cromosoma III en la cepa Wisconsin 54-1255, en su derivado npelQ y en la cepa
AS-P-78. La interrupcion de este gen generd tres mutantes auxotrofos de lisina, denominados
P. chrysogenum HS1°, HS2" y HS3", con lo que se demostrd que solamente existe un gen que codifica
la homocitrato sintasa en P. chrysogenum y confirmé el papel que desempefia dicha enzima en la

biosintesis de lisina (Bafuelos et al., 2002).

En P. chrysogenum, se ha descrito la existencia de dos isoenzimas de la homocitrato sintasa,
una citoplasmatica y otra mitocondrial (Demain y Masurekar, 1974; Luengo et al., 1980; Jaklitsch y
Kubicek, 1990). Bafiuelos et al. (2002), utilizando una proteina quimérica bifuncional formada por la
proteina verde fluorescente (green fluorescent protein, GFP) de la medusa Aequorea victoria y la
homocitrato sintasa de P. chrysogenum, determinaron que la homocitrato sintasa en P. chrysogenum se
localizaba mayoritariamente en el citoplasma tal y como habian descrito previamente Jaklitsch y

Kubicek (1990) y no en el nucleo como se habia descrito en S. cerevisisae (Féller et al., 1999).



Metabolismo del Acido Pipecdlico en Penicillium chrysogenum

e Homoaconitasa

Anteriormente, se habia descrito que la conversion del homocitrato en homoisocitrato la
llevaban a cabo dos enzimas distintas: la homocitrato deshidratasa y la homoaconitato hidratasa.
Aunque no se habia demostrado, se creia que dichas enzimas estaban encargadas respectivamente de
la transformacion del homocitrato en homoaconitato y de la conversion de homoaconitato en
homoisocitrato (Bhattacharjee, 1985). En la actualidad, se cree que la homoaconitasa es capaz de
isomerizar directamente el homocitrato a homoisocitrato (Fig. 2), llevando a cabo una reaccion
enzimatica en dos pasos (Gamonet y Lauquin, 1998; Weidner et al.,, 1997; Teves et al., 2003). Se ha
visto que la homoaconitasa de diferentes microorganismos como: S. cerevisiae, P. chrysogenum y
A. nidulans muestra alrededor de un 20-30 % de similitud con las aconitasas del mismo
microorganismo. Esta Gltima enzima posee un grupo Fe-S en su estructura y es capaz de isomerizar el
citrato a isocitrato en el ciclo del acido citrico (Beinert y Kennedy, 1993). La similitud entre las
secuencias de la homoaconitato hidratasa y la aconitasa sugiere que la homoaconitasa es la enzima
encargada de isomerizar el homocitrato a homoisocitrato (Gamonet y Lauquin, 1998). La
complementacion de un mutante auxotrofo de lisina (LysF88) permitié la clonacion del gen de la
homoaconitasa de A. nidulans, denominado /ysF. Este gen presenta un 55 % de similitud con la
homoaconitasa de S. cerevisiae, y parece ser responsable de toda la actividad homoaconitasa presente

en este hongo filamentoso (Weidner et al., 1997; 2001).

En nuestro laboratorio, se ha caracterizado el mutante P. chrysogenum L2, un auxotrofo de
lisina deficiente en la actividad homoaconitasa. El gen (denominado /ys3) que complementa la
mutacion de L2 fue clonado por transformacion utilizando una libreria genomica de P. chrysogenum
construida en un plasmido de replicacion autonoma (Teves et al., 2003). La proteina codificada por el
gen /ys3 mostro una alta identidad con las homoaconitasas de 4. nidulans, A. fumigatus, S. cerevisiae
y S. pombe. Ademas, se ha caracterizado el alelo /ys3 del mutante P. chrysogenum L2. Los resultados
obtenidos determinaron que la proteina mutante Lys3 tiene alterada en una region imprescindible para
unir la agrupacion 4Fe-4S caracteristica de las homoaconitasas. Dicha alteracion induce auxotrofia y el
incremento de los niveles de transcripcion de algunos genes de la ruta biosintética de lisina, indicando
que la homoaconitasa de P. chrysogenum posee actividad catalitica y reguladora. La propiedad bi-
funcional de la homoaconitasa de P. chrysogenum es similar a las encontradas en las aconitasas y otras

proteinas hierro-azufre como las proteinas reguladoras de hierro (IRPs).

e Homoisocitrato deshidrogenasa

La enzima homoisocitrato deshidrogenasa es la encargada de catalizar la conversion de
homoisocitrato en a-cetoadipato (Fig. 2). El mecanismo de esta transformacion parece ser el siguiente:
la homoisocitrato deshidrogenasa oxida el homoisocitrato, dando lugar a oxalglutarato, que

espontaneamente se descarboxilaria generando a-cetoadipato (Bhattacharjee, 1985).
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e o-Aminoadipato aminotransferasa

La o-aminoadipato aminotransferasa cataliza la reaccion que convierte el a-cetoadipato en
o-aminoadipato (Fig. 2). En S. cerevisiae se han descrito dos isoenzimas, una mitocondrial y otra
citoplasmatica. Ambas han sido purificadas parcialmente, la isoenzima mitocondrial presenta un peso
molecular de 100 kDa y es inactiva en la reaccion reversa. La isoenzima citoplasmatica posee un peso
molecular de 140 kDa y es activa tanto en la reaccion directa como en la reversa (Matsuda y Ogur,
1969a; 1969D). Esta es la parte menos conocida de la ruta de biosintesis de lisina en hongos. Hasta los
momentos, no se ha clonado el gen que codifica la a-aminoadipato aminotransferasa en ninguna

levadura y no se conocen mutantes de S. cerevisiae bloqueados especificamente en esta enzima.

e o-Aminoadipato reductasa

La a-aminoadipato reductasa (o-aminoadipato semialdehido deshidrogenasa) es la primera
enzima de la segunda parte de la ruta de sintesis de lisina y cataliza la inica reaccion no reversible de
la ruta. Mediante la accion de esta enzima el o-aminoadipato se convierte en a-aminoadipato-o-
semialdehido (Fig. 2). Esta transformacion tiene lugar en tres pasos consecutivos: En primer lugar, el
a-aminoadipato es activado mediante la union de AMP (donado por una molécula de ATP) a su grupo
d-carboxilo. A continuacion, el o-aminoadipato-6-AMP se reduce en presencia de NADPH. Por
ultimo, se libera el a-aminoadipato-d-semialdehido y el AMP. La reaccion tiene lugar en presencia de
ATP, NADPH y Mg (Sagisaka y Shimura, 1960; 1962; Sinha y Bhattacharjee, 1971; Hijarrubia et
al., 2001, 2002).

En S. cerevisiae se han aislado dos loci (lys2 y lys5) cuya mutacion inactiva la ai-aminoadipato
reductasa (Chattoo et al., 1979; Zaret y Sherman, 1985). El gen de la a.-aminoadipato reductasa (de la
subunidad con actividad reductasa) de S. cerevisiae se ha clonado mediante complementacion de un
mutante lys2 (Eibel y Philippsen, 1983; Barnes y Thorner, 1986). La proteina deducida de este gen,
denominado LYS2, tendria un peso molecular de 155,3 kDa (Morris y Jinks-Robertson, 1991).
También se han clonado y secuenciado los genes homologos de Acremonium chrysogenum
(Hijarruibia et al, 2001), Pichia sorbitophila (Bleykasten et al, 2001), S. pombe (Ford y
Bhattacharjee, 1995; Bhattacharjee y Bhattacharjee, 1998) y Candida albicans (Suvarna et al., 1998) y
P. chrysogenum (Casqueiro et al., 1998),

En cuanto a la hipotética subunidad “hidrolitica” de la a.-aminoadipato reductasa, se ha clonado,
caracterizado y secuenciado el gen LYS5 responsable de esta actividad en S. cerevisiae (Borell y
Bhattacharjee, 1988; Rajnarayan et al., 1992; Miller y Bhattacharjee, 1996). La proteina deducida de
este gen posee 272 aminoacidos y un peso molecular de 30,6 kDa, que junto a los 155,3 kDa de la
subunidad codificada por el gen LYS2 (Morris y Jinks-Robertson, 1991), parecen completar los 180

kDa descritos para la a-aminoadipato reductasa nativa (Storts y Bhattacharjee, 1989). Recientemente,
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se ha observado que el producto del gen LYS5 actia activando la proteina Lys2p mediante la union de
un grupo de fosfopantoteina (Ehmann ez al., 1999), actuando por lo tanto, como una fosfopantotenil
transferasa, dicha reaccion provoca un cambio conformacional en la Apo-Lys2 convirtiéndola en

Holo-Lys2.

En P. chrysogenum, el gen que codifica la a-aminoadipato reductasa ha sido clonado mediante
hibridacion heterdloga utilizando un fragmento del gen LYS2 de S. cerevisiae. La secuencia de este
gen, denominado /ys2, consta de un marco de lectura de 4330 pb interrumpido por dos intrones, que
codifica una proteina de 1409 aminodcidos y un peso molecular de 154,86 kDa. Este gen esta
localizado en el cromosoma III de la cepa AS-P-78 y en el cromosoma IV de la cepa P2. El analisis de
la secuencia aminoacidica de la proteina deducida del gen /ys2 permiti6é identificar dominios de
adenilacion, union de ATP, union de brazos de fosfopantoteina y un dominio de reduccion (Casqueiro
et al., 1998, 1997). La interrupcion de este gen generé un mutante auxétrofo de lisina, denominado
P. chrysogenum TDX195, lo que demostro su papel en la sintesis de lisina y que sdlo existe un gen
que codifique esta subunidad de la a-aminoadipato reductasa en P. chrysogenum (Casqueiro et al.,

1999b).

e Sacaropina reductasa

La sacaropina reductasa, también conocida como sacaropina deshidrogenasa (formadora de
glutamato) o a-aminoadipico semialdehido-glutamato reductasa, es una enzima dependiente de
NADPH que cataliza la pentltima reaccion de la ruta del acido a-aminoadipico para la formacion de
lisina. En dicha reaccidon, el o-aminoadipato-d-semialdehido y el glutamato se convierten en

sacaropina (Fig. 2), que es el precursor inmediato de la lisina (Bhattacharjee, 1985).

La enzima de S. cerevisiae ha sido parcialmente purificada por dos grupos independientes de
investigadores. El resultado de estos estudios indica que la sacaropina reductasa posee un peso
molecular de entre 73 y 69 kDa, con un pH optimo de actividad de 7,0 para la reaccion directa y
9,5-9,75 para la reaccion reversa. La K, para la sacaropina se estimo en 2,32 mM y en 0,054 mM para

el NAD" (Jones y Broquist, 1966; Storts y Bhattacharjee, 1987).

En S. cerevisiae, se habian descrito dos loci (lys9 y lys14) cuya mutacion inactivaba este paso
enzimatico (Bhattacharjee, 1985). Los primeros estudios de complementacion parecian indicar que
eran necesarios los productos de dos genes (LYS9 y LYS14) para la sintesis de la sacaropina reductasa
(Borell et al.,1984). Estudios posteriores determinaron que el gen LYS9 era el responsable de la
actividad enzimatica, pero también se le atribuia un papel regulador, ya que mutantes inactivados en la
sacaropina reductasa exhibian una clara desrepresion de algunos de los genes de la ruta (Winston y
Bhattacharjee, 1987). Tuvo que esperarse hasta que se caracterizo la proteina reguladora Lys14p para

poder comprobar que el gen LYS9 no posee una doble funcion (biosintética y reguladora), sino que el
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efecto que se observaba en los mutantes /ys9 se debia a la acumulacion de a-aminoadipato-o-
semialdehido, un intermediario de la ruta del a.-aminoadipato que actiia como co-inductor, junto con la

proteina Lys14p, de la transcripcion de los genes de la ruta de biosintesis de lisina (Ramos et al,

1988).

La sacaropina reductasa de Magnaphorte grisea ha sido purificada y cristalizada (Johansson et
al., 2000a). Dicha enzima esta constituida por 450 aminoacidos y tiene un peso molecular deducido de
48,9 kDa. Esta enzima muestra una marcada preferencia por NADPH como co-sustrato, aunque
también puede utilizar NADH pero muestra una menor eficiencia catalitica (Johansson ef al., 2000a).
El analisis estructural descrito recientemente indica que la sacaropina reductasa de M. grisea es un
homodimero y cada sub-unidad esta constituida por tres dominios. El dominio I, contiene una variante
del dominio Rossman fold que une NADPH, el dominio II, contiene una mezcla de 7 laminas Peta
flanqueadas por a-hélices y esta implicado en la unioén de sustrato y en la formacion del dimero, el
dominio III, es todo a-hélices. El sitio activo se localiza entre el domino de union a NADPH vy el

segundo dominio constituido por /o (para revision ver Johansson et al., 2000b).

e Sacaropina deshidrogenasa

La ultima enzima de la ruta del a-aminoadipato es la sacaropina deshidrogenasa formadora de
lisina (Fig. 2). Esta enzima se ha purificado a homogeneidad de S. cerevisiae, observandose que posee
un peso molecular de 39 kDa, una K, de 1,4 mM para el a-cetoglutarato y 25 mM para el NADH, y
un pH 6ptimo mayor de 9 para la reaccion directa y 7,0 para la reversa (Ogawa y Fujioka, 1978). La
proteina homologa de Y. lipolytica se ha purificado parcialmente, determinandose un peso molecular

(40 kDa) similar al de S. cerevisiae (Xuan et al., 1990).

Existen mutantes bloqueados en la sacaropina deshidrogenasa en S. cerevisiae (Bhattacharjee,
1985) y S. pombe (Bhattacharjee, 1985; Ye y Bhattacharjee, 1988). Se ha clonado el gen que codifica
la sacaropina deshidrogenasa de S. cerevisiae (Ramos et al., 1988); Y. lipolytica (Xuan et al., 1990) y
C. albicans (Garrad y Bhattacharjee, 1992; Garrad et al., 1994). Las proteinas deducidas de estos
genes poseen pesos moleculares entre 40,5 y 45,5 kDa, lo que coincide con el peso molecular de 39
kDa y 40 kDa establecido para las proteinas purificadas en S. cerevisiae y Y. lipolytica (Ogawa y
Fujioka, 1978; Xuan ef al., 1990).

Tanto en plantas como en animales, el catabolismo de lisina tiene lugar via sacaropina a través
de dos reacciones enzimaticas consecutivas llevadas a cabo por la sacaropina deshidrogenasa (SDH) y
la sacaropina reductasa (SR), las cuales son codificadas a partir de un tnico polipéptido bifuncional
(Tang et al., 2000; Zhu et al, 2000a, b). Sin embargo, recientemente se ha demostrado que la planta
Arabidopsis thaliana posee no solamente una proteina bifuncional SR/SDH, sino que también posee

una enzima SDH monofuncional, la cual esta codificada por un gen distinto (Tang et al., 2000; Zhu et

12



Introduccion

al, 2000a, b; Epelbaum et al., 1997). Aunque no todas las especies vegetales poseen un gen activo que
codifique una SDH monofuncional, se conoce que la produccion de esta enzima esta directamente

relacionada con un incremento del flujo de lisina via catabdlica (Tang et al., 2000).

6. REGULACION DE LA RUTA DE BIOSINTESIS DE LISINA

La sintesis de lisina, incluyendo los metabolitos intermediarios de la ruta del a-aminoadipato, se
encuentra fuertemente regulada. Algunos mecanismos implicados en la regulacion de la ruta del
o-aminoadipato son comunes en diferentes microorganismos. Algunos de estos mecanismos son: la
inhibicion enzimatica y la represion génica por lisina, el control general de sintesis de aminoacidos y

la actividad de reguladores especificos (Fig. 3).

Ademas de los tipos de regulacion que se han mencionado en el parrafo anterior, se ha
observado en algunos estudios que en presencia de glucosa, P. chrysogenum exhibe mayores niveles
de actividad homocitrato sintasa y sacaropina deshidrogenasa (Revilla et al, 1986), aunque este
resultado no ha sido confirmado por otros investigadores (Jaklitsch et al., 1987). También se ha
descrito que la actividad de una de las a-cetoadipato aminotransferasas de S. cerevisiae podria estar
influenciada por los niveles de glucosa del medio (Bhattacharjee, 1985). Otro factor nutricional, como
la presencia de amonio como tnica fuente de nitrogeno, induce en S. cerevisiae una reduccion en la
concentracion intracelular de lisina, que se localiza casi completamente en las vacuolas en estas
condiciones (Wiemken y Durr, 1974; Bhattacharjee, 1985). Otro mecanismo de regulacion de la
sintesis de lisina parece ser la inhibicion de la homocitrato sintasa por CoA. Este tipo de inhibicion se
ha observado en S. cerevisiae (Tracy y Kohlhaw, 1975) y P. chrysogenum (Jaklitsch y Kubicek, 1990),
y parece estar relacionado con el control del flujo de acetil-CoA hacia rutas biosintéticas (Tracy y

Kohlhaw, 1975; Bhattacharjee, 1985).

6.1. Regulacion por lisina

Como producto final de la ruta del a-aminoadipato, la lisina regula la actividad de algunas de
las enzimas involucradas en su sintesis. Esta regulacion se establece en dos niveles: inhibicion de la

actividad enzimatica y represion de la sintesis de enzimas.

¢ Inhibicién por lisina

La lisina regula su propia sintesis, en parte, por medio de la inhibicion de la primera enzima de

la ruta biosintética: la homocitrato sintasa. Este efecto inhibitorio se ha observado en P. chrysogenum
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en estudios in vivo (Demain y Masurekar, 1974) e in vitro (Luengo et al., 1980), y parece estar
afectado por el pH del medio (Jaklitsch y Kubicek, 1990). La efectividad in vivo de este tipo de
regulacion de la homocitrato sintasa ha sido abordada en varios estudios. Jaklitsch er al. (1986)
apuntaban que la inhibicion por lisina de la homocitrato sintasa no podria darse en condiciones
fisiologicas. Posteriormente, Jaklitsch y Kubicek (1990) afirmaron que debia existir una fuerte
inhibicion de la homocitrato sintasa durante la fase exponencial de crecimiento; no obstante, el
descenso en el pH intracelular durante la fase estacionaria podria provocar la insensibilidad de la

homocitrato sintasa frente a la inhibicion por lisina.

En S. cerevisiae, se ha observado que las dos isoenzimas son fuertemente inhibidas por lisina
(Maragoudakis et al., 1967; Tucci y Ceci, 1972a; 1972b). Sin embargo, la isoenzima codificada por el
gen LYS2] muestra una constante de inhibicion mucho menor que la isoenzima codificada por el gen
LYS20. Esto parece indicar que la isoenzima responsable de la produccion de homocitrato es
predominantemente la proteina Lys20p, “activandose” la homocitrato sintasa Lys21p unicamente en
condiciones extremas de déficit de lisina (Feller ez al., 1999). También se ha observado inhibicion por
lisina de la homocitrato sintasa en N. crassa (Hogg y Broquist, 1968), Candida pelliculosa
(Takenouchi et al., 1981), Pichia guilliermondii (Schmidt et al., 1989), Rhodototula glutinis (Glass y
Bhattacharjee, 1971) y en Y. lipolytica (Gaillardin et al., 1976). En este tltimo microorganismo se ha
demostrado que la lisina inhibe la homocitrato sintasa competitivamente frente al a.-cetoglutarato, pero

uniéndose a la enzima en un sitio distinto del sitio de union de los sustratos (Gaillardin ef al., 1976).

La importancia de la inhibicion por lisina de la homocitrato sintasa, como factor clave de la
regulacion de la sintesis de lisina, se ve claramente en los mutantes desensibilizados en este tipo de
regulacion. Existen mutantes con homocitrato sintasas que no responden a la inhibicion por lisina en
S. cerevisiae (Sinha et al., 1971; Haidaris y Bhattacharjee, 1978; Gasent-Ramirez y Benitez, 1997) y
Y. lipolytica (Gaillardin et al., 1975), y que superproducen lisina debido a esta desregulacion. En
S. cerevisiae, se han identificado algunas sustituciones aminoacidicas en las dos isoenzimas de este

microorganismo que originan este fenotipo insensible a inhibicion por lisina (Feller ef al., 1999).

La tUnica enzima en la que se ha observado inhibicion por lisina, ademas de la homocitrato
sintasa, es la o-aminoadipato reductasa de P. chrysogenum, S. cerevisiae y S. pombe. En
P. chrysogenum, Affenzeller et al. (1989) determinaron una constante de inhibicion para la lisina,
competitivamente frente al a-aminoadipato, de 0,26 mM y determinaron que este tipo de inhibicién
podria darse en condiciones fisioldgicas. En el caso de las enzimas de S. cerevisiae y S. pombe, se
observo que concentraciones de 4 mM de lisina inhibian mas del 80 % de la actividad a-aminoadipato
reductasa (Ford y Bhattacharjee, 1995). Sin embargo, este tipo de regulacion parece no ser muy
efectivo in vivo en S. cerevisiae, ya que la eliminacion de la regulacion al nivel de la homocitrato
sintasa induce una sobreproduccion de lisina, por lo que se puede comprobar que la inhibicion de la a-

aminoadipato reductasa no es un mecanismo capaz de reducir la sintesis de lisina en condiciones de
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exceso de este aminoacido (Feller et al., 1999). A diferencia de S. cerevisiae, S. pombe y P.

chrysogenum; Pichia guilliermondii posee una o-aminoadipato reductasa que no es inhibida por lisina

(Schmidt et al., 1989).

acidos

de Sintesis de

Amino

Control General

Homocitrato
sintasa

Homoaconitasa

Homoisocitrato
deshidrogenasa

a-Aminoadipato
aminotransferasa

a-Aminoadipato
reductasa

Sacaropina

Sacaropina
deshidrogenasa

Fig. 3. Regulacion de la ruta de sintesis de lisina en S. cerevisiae (S) y P. chrysogenum (P). Los circulos indican
regulacion sobre la actividad enzimatica y los cuadrados regulacion sobre la sintesis de la enzima o transcripcion

del gen correspondiente.
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e Represion por lisina

Otro mecanismo mediante el cual la lisina regula su propia sintesis, es la represion de la
formacion de las enzimas de la ruta del a-aminoadipato. En P. chrysogenum existen pocos estudios
acerca de la represion por lisina de la sintesis de las enzimas de la ruta. Uno de estos estudios es el
realizado por Jaklitsch et al. (1987), en el que se afirma que la sintesis de las enzimas implicadas en la
formacion de lisina no es reprimida por este aminoacido. El interés de los investigadores se ha
centrado sobre todo en la homocitrato sintasa. Existen varios estudios publicados que tratan la
represion por lisina de la sintesis de esta enzima (Demain y Masurekar, 1974; Luengo et al., 1980;
Jaklitsch er al., 1987). Recientemente Bafiuelos ef al. (1999a) han demostrado que la represion por
lisina del gen /ysl1, tiene lugar inicamente con concentraciones elevadas de lisina en los caldos de
cultivo, por lo que parece ser un mecanismo poco activo para la regulacion de la homocitrato sintasa
en P. chrysogenum. De manera similar, se ha observado que la transcripcion del gen lys2 que codifica

la a-aminoadipato reductasa de P. chrysogenum es ligeramente reprimida por lisina (Casqueiro, 1997).

En S. cerevisiae se ha establecido que una de las isoenzimas de la homocitrato sintasa es
reprimida por lisina (Tucci y Ceci, 1972b; Urrestarazu et al, 1985). En esta levadura, los
experimentos de Urrestarazu et al. (1985) parecen demostrar que la homoaconitato hidratasa,
homoisocitrato deshidrogenasa, o-aminoadipato reductasa, sacaropina reductasa y sacaropina
deshidrogenasa son también reprimidas por lisina, mientras que se ha observado que la transcripcion
del gen LYS7 (gen de la homocitrato deshidratasa; Horecka er al, 1995) y la sintesis de la o-

cetoadipato aminotransferasa no son reprimidas por lisina (Bhattacharjee, 1985).

En otros microorganismos se ha observado que la lisina reprime la transcripcion de algunos
genes de la ruta. Es el caso del gen que codifica la homoaconitasa de 4. nidulans (Weidner et al.,
1997); el gen que codifica la homocitrato sintasa de N. crassa (Hogg y Broquist, 1968) y de
P. guilliermondii (Schmidt et al., 1989), asi como la sintesis de la sacaropina deshidrogenasa de Y.
lipolytica (Gaillardin y Heslot, 1979), la sintesis de la o-aminoadipato reductasa de S. pombe (Ford y
Bhattacharjee, 1995) y la transcripcion del gen de la a-aminoadipato reductasa de C. albicans

(Suvarna et al., 1998).

6.2. Regulacion por el control general de sintesis de aminoacidos

En S. cerevisiae, la formacion de varias enzimas de las rutas biosintéticas de histidina, arginina,
lisina, triptofano, isoleucina-valina, tirosina, glutamina, leucina y fenilalanina se encuentran reguladas
por el control general de sintesis de aminoacidos (Niederberger et al., 1981; Hinnebusch, 1988). Este
sistema de regulacion también se ha observado en N. crassa, A. nidulans (Hinnebusch, 1988) y
P. chrysogenum (Honlinger et al., 1988; Honlinger y Kubicek, 1989b). Dicho sistema induce la

desrepresion de los genes regulados cuando existe deficiencia de ciertos aminoacidos en la célula. Uno
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de estos aminoacidos es la histidina, por lo que se puede inducir la transcripcion de los genes
regulados por el control general mediante la incubacion del microorganismo en presencia de 3-amino-
1,2,4-triazol (amitrol), un inhibidor de la imidazolglicerol-fosfato deshidratasa, enzima de la ruta de

sintesis de histidina (Flint y Kemp, 1981).

La regulacion por el control general de sintesis de aminoacidos estd mediada en S. cerevisiae
por el producto del gen GCN4. La proteina codificada por este gen es un regulador positivo, que activa
la transcripcion de los genes regulados por el control general, uniéndose a secuencias reguladoras de
los promotores de estos genes. El sitio de unidon de esta proteina esta formado por el hexanucleétido
TGATCT (Donahue et al, 1983). La transcripcion del gen GCN4 parece estar regulada por un
mecanismo complejo (Fig. 4), en el que intervienen los productos de una serie de genes denominados
GCD, que actian como reguladores negativos de la transcripcion del gen GCN4. Los genes GCD son a
su vez regulados negativamente por los productos de los genes GCNI, GCN2 y GCN3. La
transcripcion de los genes GCNI, GCN2 y GCN3 es activada por la deficiencia en la concentracion
intracelular de algunos aminoacidos, lo que provocaria la represion de los genes GCD y por lo tanto la
desrepresion del gen GCN4, que activaria la transcripcion de los genes de sintesis de aminoacidos
(para una revision ver Hinnebusch, 1988). No se han descrito genes homologos al GCN4 en otros
microorganismos, a pesar de que se ha comprobado que el control general es un sistema activo en N.
crassa, A. nidulans y P. chrysogenum (Hinnebusch, 1988; Honlinger et al, 1988; Honlinger y
Kubicek, 1989D).

En P. chrysogenum, existen estudios que indican que las enzimas de la segunda parte de la ruta
de biosintesis de lisina: a.-aminoadipato reductasa, sacaropina reductasa y sacaropina deshidrogenasa;
se encuentran reguladas por el control general; sin embargo, este tipo de regulacion no se observa en el

caso de la homocitrato sintasa (Jaklitsch et al., 1987; Honlinger et al., 1988).

GCD1 His
GCD2
GCD3 Arg
GONT GCD4 'Il-‘rp
DEFICIT EN GCD5 ys
AMINOACIDOS LH® GCN2 —O- 6cos —O— GCN4 Leu
GCN3 GCD7 k
GCD10 lle-Val
GCD11 GIn
GCD12 Phe
GCD13 Tyr

o )

Fig. 4. Cascada reguladora de los genes implicados en la regulacion del sistema general de sintesis de aminoacidos en
S. cerevisiae.
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En S. cerevisiae, también se habia visto que las enzimas de la segunda parte de la ruta de
biosintesis de lisina estdn reguladas por el control general (Wolfner ef al., 1975; Ramos y Wiame,
1985; Urrestarazu et al., 1985). Sin embargo, durante los ultimos afios se ha comprobado que el gen
LYS9 (sacaropina reductasa) no se encuentra bajo este sistema de regulacion (Feller ef al., 1994). La
regulacion de la homocitrato sintasa se ha abordado pero, mientras algunos estudios apuntan a que la
sintesis de esta enzima no responde al control general (Urrestarazu et al., 1985), los resultados de otros
experimentos parecen indicar que si (Ramos y Wiame, 1985). En Y. lipolytica y C. maltosa son las
enzimas de la primera parte de la ruta las que parecen encontrarse reguladas por el control general
(Gaillardin y Heslot, 1979; Schmidt et al, 1985), mientras que en P. guilliermondii este tipo de

regulacion no se ha observado (Schmidt et al., 1989).

6.3. Regulacion por efectores especificos

Ramos y Wiame (1985) identificaron un mutante de S. cerevisiae (lys80-1) que parecia ser un
mutante en una proteina reguladora de la transcripcion de los genes de la ruta del a-aminoadipato. La
transcripcion de los genes de la homocitrato sintasa, sacaropina reductasa y sacaropina deshidrogenasa
era mayor en el mutante /ys80-1 que en la cepa silvestre y, ademas, la transcripcion de estos genes era
menos sensible a represion por lisina, lo que indujo a pensar que la proteina Lys80p era un represor de
los genes de la ruta. Sin embargo, posteriormente se demostré que la mutacion /ys80 tiene un efecto
pleiotropico sobre los genes de la ruta de biosintesis de lisina, ya que induce un mayor flujo de
a-cetoglutarato a través de esta ruta (Feller et al., 1997). También se ha tratado de asignar un papel
regulador al gen LYS9, que codifica la sacaropina reductasa (Borell et al, 1984; Winston y
Bhattacharjee, 1987). Sin embargo, el efecto que ejercen las mutaciones /ys80 y Ilys9 sobre la
transcripcion de los genes de la ruta de biosintesis de lisina de S. cerevisiae, debe buscarse en el papel

que juegan en relacion con la actividad de la proteina reguladora codificada por el gen LYS74.

La proteina Lys14p, que en un principio se pensaba que estaba relacionada con la sintesis de la
sacaropina reductasa (Borell et al., 1984), es un activador transcripcional de los genes de la ruta de
S. cerevisiae, cuyo mecanismo de accion es independiente del control general de sintesis de
aminoacidos (Ramos et al., 1988; Feller et al., 1994). El gen LYSI4 se ha clonado y secuenciado,
observandose que presenta un dominio de unién a ADN del tipo “dedos de Zn” (Feller ef al., 1994).
Esta proteina se une a una secuencia de 9 nucleétidos (TCCRNYGGA) que se ha localizado en los
promotores de los genes LYSY (sacaropina reductasa), LYS/ (sacaropina deshidrogenasa), LYS2
(o-aminoadipato reductasa), LYS4 (homoaconitato hidratasa), LYS20 y LYS21 (homocitrato sintasas)
de S. cerevisiae (Becker et al., 1998). La proteina Lys14p induce la transcripcion de estos genes en
presencia de a-aminoadipato-3-semialdehido, que actiia como co-inductor (Ramos et al., 1988; Feller

et al., 1994).
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La represion por lisina y la activacion por la proteina Lys14p habian sido descritas como hechos
independientes en un primer momento (Ramos ef al., 1988). Sin embargo, un estudio mas profundo ha
revelado que la represion por lisina de los genes de la ruta del a-aminoadipato de S. cerevisiae se debe
a la inhibicion que este aminoacido ejerce sobre las isoenzimas de la homocitrato sintasa. En presencia
de altas concentraciones de lisina, el flujo de metabolitos a través de la ruta de sintesis de lisina se
reduce, con lo cual la concentracion intracelular de o-aminoadipato-6-semialdehido desciende,
evitando la activacion de los genes de la ruta por la proteina Lys14p (Feller et al., 1994; 1997; 1999).
Estos resultados llevan a considerar el efecto represor que la lisina ejerce sobre algunos genes de la
ruta del a-aminoadipato de S. cerevisiae, como un mecanismo de represion indirecta mediado por la

modulacion de la actividad de la proteina Lys14p.

El papel del a-aminoadipato-d-semialdehido como co-inductor explica las caracteristicas de los
mutantes /ys80 y lys9 (transcripcion incrementada de los genes de la ruta que, ademas, son reprimidos
en menor medida por lisina). Estos dos mutantes poseen altos niveles de o-aminoadipato-o-
semialdehido (el mutante /ys80 posee un elevado flujo metabodlico a través de la ruta y el mutante /ys9
esta bloqueado en la sacaropina reductasa), por lo que presentan una mayor actividad de la proteina
Lysl4p (Feller et al., 1997). Ademas, la inhibicion de las homocitrato sintasas por lisina no reduce
drasticamente la concentracion de co-inductor, con lo que incluso en presencia de lisina la proteina
Lys1l4p puede activar la transcripcion de los genes de la ruta en estos dos mutantes (Feller et al.,
1994). Mecanismos de regulacion especificos, como el descrito en S. cerevisiae, no se han encontrado

en ninguno de los otros microorganismos en los cuales se ha estudiado la ruta del a-aminoadipato.

7. EL ACIDO PIPECOLICO Y SU RELACION CON EL METABOLISMO DE LISINA
EN DIVERSOS ORGANISMOS

El 4cido pipecodlico es un iminoacido de seis atomos de carbono que se caracteriza por
desempefiar distintas funciones metabodlicas en diversos organismos. Se ha descrito que el acido
pipecdlico es un intermediario del catabolismo de lisina en mamiferos, plantas, bacterias, levaduras y
hongos. A continuacion se describe el metabolismo de este importante iminoacido en algunos

organismos:

7.1. Metabolismo en Mamiferos

En mamiferos, la lisina puede ser catabolizada por dos vias distintas: por la ruta de la sacaropina

o por la ruta del acido pipecolico (IJIst et al., 2000; Dodt et al., 2000). Aunque la lisina se cataboliza
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principalmente a través de la ruta de la sacaropina en la mayoria de los tejidos, en el cerebro, la ruta
del acido pipecolico es la mas activa. En la ruta del catabolismo de lisina via sacaropina, la lisina se
transforma en 4cido piperidein-6-carboxilico (P6C) a través de dos reacciones consecutivas llevadas a
cabo por la sacaropina deshidrogenasa y la sacaropina reductasa. Como sucede en plantas (Goncalves-
Butruille et al., 1996; Tang et al., 2000; Zhu et al, 2000a, b), estas dos reacciones son catalizadas por
una Unica enzima bifuncional (Fig. 5A). Sin embargo, en el cerebro, la actividad de esta enzima
bifuncional es muy baja, por lo cual, la lisina se cataboliza predominantemente via acido pipecolico a
través de dos reacciones enzimaticas usando acido piperidein-2-carboxilico (P2C) y su cadena abierta
2-ceto-6-aminocaproato como intermediarios (IJlst et al. 2000; Dodt ef al., 2000), tal como muestra la

Figura 5.

La primera pipecolato oxidasa caracterizada y purificada en mamiferos fue descrita en primates
por Mihalik et al. (1991). Dicha proteina, un monémero amarillo, posee un peso molecular deducido
de 46 kDa. En primates y humanos, Mihalik et al. (1991), demostraron que el acido pipecoélico se
oxida mediante dos reacciones consecutivas de deshidrogenacion para formar acido a-aminoadipico
(Mihalik y Rhead, 1989). Los resultados obtenidos por este grupo de investigacion sugerian que la
oxidacion del acido pipecolico en primates y humanos se llevaba a cabo a través de una ruta similar a
la encontrada en Pseudomonas putida (Baginsky y Rodwell, 1967). En esta bacteria, se habia descrito
que el acido pipecolico se oxida inicialmente a P6C a través de una pipecolato oxidasa (acido
pipecolico + O, — P6C + H,0,). El P6C se encuentra en equilibrio quimico constante con el
o-aminoadipato-6-semialdehido, de tal manera, que el P6C se abre espontaneamente al pH fisiologico
para formar o-aminoadipato-d-semialdehido. A continuacion, la oxidacion del aminoadipato-o-

semialdehido produce acido a-aminoadipico (Fig. 5).

Posteriormente, Reuber et al. (1997), aislaron y purificaron la pipecolato oxidasa de conejos.
Esta proteina, constituida por 390 aminodacidos, se caracteriza por tener en el extremo amino terminal
un dominio de unién a ADP formado por una alternancia Bafl, un motivo altamente conservado en
flavoproteinas. Ademas, Reuber et al. (1997) establecieron que la sarcosina, el acido pipecodlico y la

prolina eran buenos sustratos para ésta enzima.

Mas adelante, 1Jlst et al. (2000) describieron la clonacion del gen que codifica la pipecolato
oxidasa en humanos a partir de ADNc usando la informacion de la secuencia de nucleétidos de genes
que codifican pipecolato/sarcosina oxidasas descritas previamente en conejos y ratones. La hipotética
pipecolato oxidasa de humanos present6 una alta homologia con la sarcosina oxidasa de ratones y
algunas de las sarcosinas oxidasas monoméricas descritas en bacterias. Ademas, la proteina deducida

también mostraba un dominio de unién a ADP-Baf3 similar a la pipecolato oxidasa de conejos.

En paralelo, Dodt et al. (2000) describieron la clonacion del gen que codifica la pipecolato
oxidasa de humanos por genética reversa usando la secuencia de aminoacidos de la pipecolato oxidasa

purificada de primates. El ADNc clonado presenté un marco de lectura abierta de 1170 pares de bases
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que codifica una proteina de 390 aminoacidos con una alta identidad con todas las sarcosinas oxidasas
y deshidrogenasas descritas, especialmente, con la sarcosina oxidasa monomérica de Bacillus sp. NS-
129. Ademas, Dodt et al. (2000), también demostraron que esta enzima oxidaba tanto el acido
pipecdlico como la sarcosina, tal como lo habian descrito previamente Reuber et al. (1997) con la

pipecolato oxidasa de conejos.

Con relacion a la localizacion subcelular, en humanos, ratones y primates el acido pipecolico se
metaboliza en los peroxisomas (IJlst et al., 2000; Dodt et al., 2000). En conejos, perros, cerdos y
ovejas la oxidacion del acido pipecolico es predominantemente mitocondrial (Singh et al., 1989;
Mihalik y Rhead, 1991) mientras que, en ratas, este compuesto puede ser metabolizado tanto en

mitocondrias como en peroxisomas (Rao et al., 1993).

La identificacion y caracterizacion de la pipecolato oxidasa humana tiene una gran importancia
desde el punto de vista sanitario, ya que en el ambito clinico se ha descrito que la acumulacion de
acido pipecolico es una de las principales anormalidades bioquimicas asociada con pacientes que
sufren un desorden generalizado en la biogénesis de los peroxisomas (peroxisome biogenesis disorder
o PBD), entre los que destacan: el sindrome cerebro-hepato-renal de Zellweger, una enfermedad
genética que se caracteriza por la ausencia de peroxisomas morfolégicamente distinguibles; la
adrenoleucodistrofia neonatal y la hiperpipecdlico acidaemia (Wanders ef al., 1989, 1988; Mihalik y
Rhead, 1989; Mihalik ef al, 1989; Rao et al., 1993). También, se ha descrito que pacientes con
enfermedades cronicas, especialmente, con encefalopatia hepatica, presentan niveles altos de acido

pipecolico en plasma sanguineo (Fujita ez al., 1999).

Los pacientes con PBD se caracterizan por presentar un profundo retraso mental, una migracioén
neuronal anormal y una degeneracion excesiva del sistema nervioso central. En los pacientes con PBD
los peroxisomas se encuentran ausentes con la deficiencia concomitante de todas las enzimas
peroxisomales. La acumulacion de acido pipecolico en estos pacientes se debe a una actividad
deficiente de la enzima pipecolato oxidasa, lo que indica que esta enzima se encuentra fuertemente
implicada en la degradacion del acido pipecdlico a acido a-aminoadipico y que podria ser peroxisomal

al menos en humanos y monos (IJIst ez al., 2000; Mihalik y Rhead, 1989; Wanders et al., 1988).

Aunque se ha caracterizado la pipecolato oxidasa e identificado el producto de su reaccion, el
mecanismo exacto de oxidacion del acido pipecolico no esta aun totalmente claro. Sin embargo, se ha
descrito que la pipecolato oxidasa cataliza la conversion de acido pipecoélico en P6C el cual, de manera
espontanea, se encuentra en equilibrio con su forma lineal el a-aminoadipato-6-semialdehido (IJlst et
al., 2000; Wanders et al., 1989a, b; Kramar et al., 1989; Mihalik y Rhead, 1989; Dodt et al., 2000;
Rao y Chang, 1990). Posteriormente, el a-aminoadipato-3-semialdehido se convierte a su vez en 4cido
o-aminoadipico a través de una reaccion de deshidrogenacion dependiente de NAD (Chang et al.,

1990).
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CATABOLISMO DE LISINA EN HUMANOS

A B

OTROS
CEREBRO TEJIDOS
LISINA Sacaropina
deshidrogenasa
2-CETO-6-AMINOCAPROATO SACAROPINA
Sacaropina
N’ reductasa
COOH
P2C
H,0, O,
>< \4
FAD FADH,
Q ~— (L == (e
N ;Il COOH Pipecolato N" “coon
oxidasa
PIPERIDINA ACIDO
PIPECOLICO l

a~-AMINOADIPATO

l

a-CETOADIPATO

l

GLUTARIL-CoA

Fig. 5. Representacion esquematica de las dos rutas catabdlicas de lisina presentes en mamiferos: (A) Ruta del catabolismo
de lisina via sacaropina y (B) Ruta del catabolismo de lisina via acido pipecdlico. Aunque la lisina se cataboliza
principalmente a través de la ruta de la sacaropina en la mayoria de los tejidos, en el cerebro, la ruta del acido pipecolico es la
mas activa (IJIst et al.,2000). a-AA-3-SA: a-aminoadipato-3-semialdehido; P6C: acido piperidein-6-carboxilico; P2C: acido
piperidein-2-carboxilico.
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7.2. Metabolismo en Plantas

Las plantas producen una inmensa cantidad y variedad de compuestos organicos, de los cuales,
la gran mayoria parecen no estar implicados directamente con los procesos de crecimiento y desarrollo
de las mismas, es decir, son metabolitos secundarios (Croteau et al., 2003). En plantas, el acido
pipecdlico se considera un metabolito secundario, mientras que su andlogo, el aminoacido prolina, se
considera como un metabolito primario. En plantas, se ha descrito que el acido pipecolico deriva del
catabolismo de lisina via a-aminoadipato-d-semialdehido (Goncalves-Butruille et al., 1996), el cual,
se encuentra en equilibrio quimico con el P6C (Fig. 6). Posteriormente, el P6C podria reducirse a
acido pipecolico mediante una reaccion analoga a la catalizada por la pirrolina-5-carboxilato (P5C)

reductasa (EC 1.5.1.2) (Stewart y Larher, 1980; Rosenthal, 1982; Galili, 1985).

CATABOLISMO DE LISINA EN SEMILLAS

LISINA
o-Cetoglutarato
NADPH gacz_rgpina
NADP" eshidrogenasa
SACAROPINA
NAD* s .
acaropina
NADH reductasa
Glutamato
P6C | e —
N" “coon
NADP}i P6C P6C
NADP reductasa ? deshidrogenasa
a~AMINOADIPATO
N coon
ACIDO
PIPECOLICO

Fig. 6. Catabolismo de lisina en semillas de plantas, donde el acido pipecolico es un intermediario importante (Galili et al.,
1985). En algunas especies vegetales el acido pipecodlico se acumula en grandes cantidades y se encuentra vinculado con
diversas propiedades tales como: actividad insectida, fitotoxica y osmoprotectora, entre otras. a-AA-3-SA: a-aminoadipato-
d-semialdehido; P6C: acido piperidein-6-carboxilico
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Momordica charantia (bitter melon), una planta de la familia Cucurubitaceae de gran interés en
la medicina tradicional china y africana, contiene en sus frutos y semillas, entre otros aminoacidos
libres, acido pipecdlico (Salawu ef al, 1999). Esta planta presenta propiedades antibioticas,
antimutagénicas, antioxidantes, antivirales, antitumorales, astringentes, depurativas, afrodisiacas,
inmunomodulares, citotdxicas, asi como actividad inmunosupresora e insecticida, entre otras (Leung et
al., 1987; Romeo, 1984). Tradicionalmente, se recomienda para combatir problemas de la piel
(dermatosis, quemaduras, erupciones, soriasis, etc.), la gonorrea, el reumatismo, la artritis, el lupus, la
diabetes, como estimulante del apetito, para la regulacion de la fertilidad, para tratamientos
gastrointestinales y como insecticida. Recientemente, M. charantia ha sido utilizada para el
tratamiento de ciertos tipos de cancer e infecciones virales (Leung ef al., 1987) y se ha encontrado que
el extracto hexanico de esta planta posee actividad inhibitoria sobre amastigotes y promastigotes de

diversas especies de Leishmania (Jaramillo, 2000).

Asi mismo, el acido pipecolico es un fitoquimico que se acumula en grandes cantidades en
algunos miembros de la familia Fabaceae y se ha descrito que es el principal constituyente de la
reserva de aminoacidos libres en el género Medicago (Steward y Larher, 1980; Rosenthal, 1982).
Ademas, el acido pipecolico, se ha detectado en frutos inmaduros (pericarpio y semillas) de Coffea
arabica y Camellia sinensis (Higuchi et al., 1995), mientras que, en Sophora secundiflora, Cycas

circinalis y Phaseolus vulgaris se ha identificado en semillas (Izaddoost et al., 1976; Li et al., 1996).

Las plantas conviven con una poblacion depredadora muy activa que esta constituida por
bacterias, insectos, hongos y animales herbivoros, por lo cual, han desarrollado diversos mecanismos
de defensa que le han permitido su supervivencia en este medio tan hostil (Norton, 2002). El estudio
de factores toxicos y anti-nutritivos en las leguminosas Albizia lebbeck y Calliandra calothyrsus
permiti6 identificar la presencia de acido pipecolico en sus hojas (Marlier et al., 1979; Romeo, 1984;
Romeo, 1998). Es importante destacar que el acido pipecdlico y sus derivados que han sido aislados de
las hojas de C. calothyrsus poseen propiedades insecticidas y fitotoxicas (Romeo, 1984), por lo cual,

estos compuestos podrian tener un gran interés comercial en el campo de la industria agroalimentaria.

Por otro lado, se ha observado que pequefias concentraciones de acido pipecoélico inhiben el
crecimiento de la radicula de semillas germinadas en Astragalus sinicus y M. alba, y se ha demostrado
que la conversion de lisina a 4cido pipecolico induce floracion en Lemna paucicostata 151 (Fujioka et
al., 1987). También, se ha descrito que el acido pipecdlico es un soluto asociado con la adaptacion
osmotica en plantas de la especie Ptelea, una planta xerofita que se desarrolla en habitats aridos y

semiaridos (Steward y Larher, 1980; Romeo, 1998).

7.3. Metabolismo en Bacterias
En algunas especies de Pseudomonas se ha descrito que el acido pipecolico proviene del

catabolismo de lisina (Baginsky y Rodwell, 1967; Hartline y Rodwell, 1971). En P. putida, la L-lisina
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se convierte inicialmente en D-lisina y P2C. Posteriormente, el P2C se convierte en acido pipecdlico
por accién de la P2C reductasa (Payton y Chang, 1982). Por otro lado, en Streptomyces hygroscopicus,
el acido pipecoélico también deriva del catabolismo de L-lisina. Esta bacteria produce rapamicima, un
inmunosupresor que contiene en su estructura una molécula de acido pipecolico (Khaw et al., 1998).
Ademas, se ha descrito que en el genoma de E. coli existe una “P6C reductasa” que cataliza la
reduccion de P6C en acido pipecoélico. Fujii ef al. (2002a) demostraron con experimentos in vivo € in
vitro que la actividad P6C reductasa la lleva a cabo la pirrolina-5-carboxilato (P5C) reductasa (EC
1.5.1.2) codificada por el gen proC. La P5C reductasa cataliza la reduccion de P5C en L-prolina, una

actividad enzimatica encontrada en una gran variedad de organismos (Leisinger, 1987).

Por otro lado, se ha estudiado la capacidad osmoprotectora de acido pipecdlico en E. coli
(Gouesbet et al., 1994) y Sinorhizobium meliloti (Gouffi et al., 2000), donde se ha demostrado que es
un compuesto efectivo capaz de optimizar el crecimiento de estos microorganismos bajo condiciones

inhibitorias de osmolaridad.

7.4. Metabolismo en Hongos Filamentosos y Levaduras

Al igual que en otros organismos, en levaduras y hongos filamentosos el acido pipecolico es un
intermediario importante que se encuentra estrechamente relacionado con el metabolismo de lisina. El
acido pipecolico tiene un papel nutricional importante en Aspergillus nidulans (Aspen y Meister,
1962) y Rhodotorula glutinis (Kurtz y Bhattacharjee 1975); sin embargo, se ha descrito que no posee
ninguna funcién en la ruta biosintética de lisina de Saccharomyces cerevisiae (Glass y Bhattacharjee,
1971; Kurtz y Bhattacharjee, 1975). A continuacion se menciona el papel que desempena el acido

pipecélico en el metabolismo de lisina en diferentes especies:

o Aspergillus nidulans

Se ha descrito en varios organismos que el acido pipecolico se forma a través del catabolismo de
lisina. Sin embargo, Aspen y Meister (1962), demostraron en Aspergillus nidulans que el acido
pipecolico deriva de la ruta biosintética de lisina (via anabolica) y no de su catabolismo (Fig. 7A).
Aspen y Meister (1962), identificaron algunos mutantes auxétrofos de lisina de A. nidulans que eran
capaces de acumular acido pipecoélico cuando crecian sobre medio minimo con cantidades limitantes
de lisina. Asi mismo, Aspen y Meister (1962), usando 4cido a-aminoadipico marcado con C'* y N y
lisina marcada con C', demostraron que la cadena carbonada del acido pipecdlico procedia
mayoritariamente del acido a-aminoadipico y que el atomo de nitrogeno del acido o-aminoadipico
provenia del acido pipecolico. Por lo tanto, los resultados obtenidos determinaron que el acido
pipecolico producido por los mutantes de A. nidulans procedia principalmente del acido

o-aminoadipico.
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Es interesante resaltar, que la primera y tnica evidencia descrita en hongos filamentosos de que
el acido pipecolico deriva de la ruta biosintética de lisina, especificamente del acido a-aminoadipico,

procede del trabajo inicial de Aspen y Meister, (1962).

o Rhodotorula glutinis

La biosintesis de lisina en Rhodotorula glutinis, una levadura roja aerobica obligada, se lleva a
cabo a través de la ruta del a-aminoadipico como ocurre en levaduras y otros hongos filamentosos
(Broquist, 1971). Kurtz y Bhattacharjee (1975), demostraron que algunos mutantes auxétrofos de
lisina de R. glutinis podian crecer en medio minimo suplementado con acido pipecolico, sugiriendo la
importancia nutricional del &cido pipecoélico en este microorganismo. Ademas, demostraron en la cepa
silvestre de R. glutinis que el acido pipecdlico se convierte en o-aminoadipato-6-semialdehido. Por
otro lado, Kurtz y Bhattacharjee (1975) también demostraron que en S. cerevisiae, a diferencia de los
resultados obtenidos en R. glutinis, el 4cido pipecolico no jugaba ninglin papel en la biosintesis de

lisina.

Posteriormente, Kinzel y Bhattacharjee (1979), presentaron por primera vez evidencias
genéticas y bioquimicas de los pasos especificos implicados en la ruta de conversion de acido
pipecolico en lisina en R. glutinis, demostrando que el acido pipecolico se convertia en lisina via
o-aminoadipato-6-semialdehido y sacaropina (Fig. 7B). Asi mismo, determinaron que, en presencia de
la pipecolato reductasa, el acido pipecolico se convertia en a-aminoadipato-6-semialdehido (en
equilibrio con el P6C), un intermediario de la ruta del acido a-aminoadipico para la formacion de
lisina. Ademads, demostraron que la reaccion llevada a cabo por la pipecolato oxidasa no requeria
ningln cofactor externo y el producto de su reaccion, el a-aminoadipato-d-semialdehido, se convertia
enzimaticamente en sacaropina y lisina. Por otro lado, Kinzel y Bhattacharjee (1979), concluyeron que
el acido pipecdlico era un precursor circunstancial de lisina en R. glutinis y que éste no era un

intermediario de la ruta biosintética de lisina.

Posteriormente, Kinzel y Bhattacharjee (1982), describieron por primera vez la purificacion
parcial y las propiedades de la pipecolato oxidasa de R. glutinis. La pipecolato oxidasa de R. glutinis
presenta un peso molecular aproximado de 43 kDa, se caracteriza por ser soluble y tener un grupo
sulfihidrilo esencial para su actividad. La deteccion de peroxido de hidrogeno indicod que la reaccion
de oxidacion podia ser escrita como se indica a continuacion: acido pipecdlico + O, - a-
aminoadipato-6-semialdehido + H,0O,. Ademas, la capacidad que tiene la enzima purificada de oxidar
el acido pipecolico in vitro indicaba que, a diferencia de la pipecolato oxidasa de Pseudomonas, no

requeria de aceptores de electrones internos o de una cadena transportadora de electrones.
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Fig. 7. El acido pipecolico y su relacion con el metabolismo de lisina en hongos filamentosos y levaduras: (A) Aspergillus
nidulans (Aspen y Meister, 1962); (B) Rhodotorula glutinis (Kinzel y Bhattacharjee, 1979; 1982) y en (C) Neurospora
crassa (Fangmeier y Leistner, 1980). a-AA-3-SA: a-aminoadipato-8-semialdehido; P6C: acido piperidein-6-carboxilico;
P2C: acido piperidein-2-carboxilico.
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Aunque para ese momento se habia descrito que el acido pipecolico estaba implicado en la
biosintesis de lisina en A. nidulans y en el alga E. gracilis, las bases bioquimicas, genéticas y
enzimaticas de la conversion de acido pipecolico en lisina solamente se habian determinado en

R. glutinis.

o N eurospora crassa

En Neurospora crassa, Schweet et al. (1954), inicialmente describieron que el acido pipecolico
era un catabolito de L-lisina. Posteriormente, Miieller y Leistner (1975), propusieron una ruta en la
cual indicaban que la D-lisina y el P2C eran respectivamente los precursores del acido pipecolico en

este hongo filamentoso (Fig. 7C).

Sin embargo, Fangmeier y Leistner (1980), llevaron a cabo estudios cinéticos para dilucidar la
contribucion relativa de D y L-lisina en la biosintesis de acido pipecolico en N. crassa. Los resultados
obtenidos por Fangmeier y Leistner (1980) demostraron claramente que la D-lisina y no la L-lisina era
el precursor del acido pipecolico en este microorganismo y que el acido pipecolico era un
intermediario en la conversion de D-lisina a L-lisina. Por otro lado, en mutantes de N. crassa
observaron que el acido pipecolico no era degradado, a diferencia de mutantes de otros organismos

donde se habia demostrado que se oxidaba.

o Metarhizium anisopliae y Rhizoctonia leguminicola

El interés de estudiar el metabolismo de lisina y del acido pipecolico en Metarhizium anisopliae
y el hongo parasito Rhizoctonia leguminicola, se basa en que estos aminoacidos estan implicados en la
biosintesis de alcaloides octahidroindolizinicos en estos microorganismos (Sim y Perry, 1997;
Wickwire et al,, 1990a; b). A diferencia de N. crassa, donde la D-lisina es el precursor del acido
pipecolico (Fangmeier y Leistner, 1980), se ha descrito que en M. anisopliae y R. leguminicola la
L-lisina es el precursor en la biosintesis de acido pipecolico (Wickwire et al., 1990a; Guengerich y

Broquist, 1973; Sim y Perry, 1997).

En estos hongos filamentosos, el acido pipecolico es un producto del catabolismo de lisina y un
precursor inmediato para la formacion de alcaloides octahidroindolizinicos tales como: la slaframina
(18,6S,8aS-1-acetoxi-6-aminooctahidroindolizina) y la swainsonina (1,2,8-trihidroxioctahidro

indolizina), tal como muestra la Figura §.

La slaframina es un alcaloide con actividad parasimpatomimética, mientras que la swainsonina
es un potente inhibidor de a-manosidasas que tiene una importante actividad antitumoral y es usado
como agente quimioterapéutico en pacientes con cancer (Sim y Perry, 1997; Goss ef al., 1995; Dennis
et al., 1990; Dennis, 1986; Humphries er al, 1986). Mientras que R. leguminicola es capaz de

sintetizar ambos alcaloides, M. anisopliae solamente es capaz de producir swainsonina.
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Los resultados obtenidos por Wickwire ef al, (1990a, b) demostraron que en R. leguminicola el
P6C se forma a partir del catabolismo de L-lisina; ademas, el P6C es el precursor inmediato del acido
pipecdlico. Experimentos biologicos, bioquimicos y la identificacion de los productos de las
reacciones por espectrometria de masas o RMN, permitieron determinar inequivocamente que el P6C,
y no el P2C, se encuentra implicado en la conversion de L-lisina en acido pipecdlico en R.
leguminicola. Por otro lado, Wickwire ef al. (1990a, b) también demostraron en R. leguminicola que la
conversion de sacaropina en P6C no era catalizada por la acciéon de una sacaropina reductasa
dependiente de NADP como se esperaba, sino, que se llevaba a cabo por accion de una flavo-enzima
no descrita anteriormente a la que denominaron sacaropina oxidasa. La reaccion llevada a cabo por la

sacaropina oxidasa se resume a continuacion: Sacaropina + O, — P6C + Glutamato + H,0O,.

Metarhizium anisopliae y Rhizoctonia lequminicola

Pipecolato
reductasa ?
<—
N coon
ACIDO
P|PECOL|C0 Sacaropina Sacaropina
oxidasa reductasa
1
1
v SACAROPINA
1
1
v lT Sacaropina
deshidrogenasa
n QAc T on LISINA
- >
~OH
N N N
H,N
Slaframina 1-cetooctahidroindolizina Swainsonina

R. leguminicola R. Leguminicola
M. anisopliae

Fig. 8. En los hongos filamentosos Rhizoctonia leguminicola y Metarhizium anisopliae, el é4cido pipecodlico deriva del
catabolismo de lisina y es un precursor inmediato para la sintesis de alcaloides octahidroindolizinicos (Wickwire et al.,1990a,
b; Sim y Perry, 1997). Mientras que R. leguminicola es capaz de sintetizar ambos alcaloides, M. anisopliae solamente es
capaz de producir swainsonina, un metabolito secundario que tiene una potente actividad antitumoral. a-AA-3-SA:
a-aminoadipato-6-semialdehido; P6C: acido piperidein-6-carboxilico.
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8. APLICACIONES BIOTECNOLOGICAS DEL ACIDO PIPECOLICO

A continuacion se describen algunas aplicaciones biotecnoldgicas que se pueden obtener de este

importante compuesto:

e Obtencién de Acido Pipecélico y Sus Derivados por Biotransformaciéon

La industria quimica fina (Fine Chemicals Industry) ha tenido un gran auge durante los
ultimos afios. La manufactura de sustancias quimicas puras es cada vez mayor, sobre todo en el area
biofarmacéutica y de la agricultura. Algunos indicativos sefialan que en el afio 2001 las ventas de los
productos originados de la quimica fina alcanzaron dividendos que sobrepasaron los de 52 billones de
dolares (Stinson, 2000). Sin embargo, segin la Corporacion Internacional de Tecnologia Catalitica
(Technology Catalysts International Corp.; TCI), se estima que las ventas de productos quimicos finos

para el afio 2003 alcanzaran los 146 billones de dolares (Stinson, 2001).

Mercian’s y Lonza, entre otras, son dos compaifiias farmacéuticas que se dedican a manufacturar
quimicos finos, tal como: acido pipecolico. El proceso de obtencion de acido pipecolico que emplea la
compaiiia Mercian’s es un claro ejemplo del poder enantioselectivo de las bacterias. Este proceso se
basa en utilizar una cepa recombinante de E. coli y L-lisina como iniciador para llevar a cabo la
biotransformacion de L-lisina a acido pipecolico. Para lo cual, Fujii ef al. (2002a), insertaron en E. coli
IM109 el gen lat de Flavobacterium lutescens que codifica la L-lisina-6-aminotransferasa (LAT)
descrito previamente por Fujii ef al. (2000). En este sistema, la LAT convierte L-lisina en P6C y éste
se reduce a acido pipecoélico por accidon de la P5C reductasa presente en el genoma de la bacteria. Los
resultados obtenidos por Fujii er al. (2002a), demostraron que ambas enzimas son necesarias para
llevar a cabo la bioconversion de L-lisina a acido pipecdlico en E. coli. Por otro lado, el proceso de
obtencion de acido pipecolico que emplea la compaiiia Lonza, consiste en utilizar picolinonitrilo como
iniciador de la biotransformacion, el cual, se convierte sucesivamente en picolinamida, pipecolamida
racémico y finalmente en acido pipecdlico. El método usado en el ultimo paso de la conversion es la

fermentacion con especies de Pseudomonas.

Un aspecto que se debe considerar se refiere al desarrollo del denominado “P6C World” usando
biotransformacion (Asano y Ito, 2002). Aunque la actividad enzimatica implicada en la reduccion de
P6C a acido pipecolico ha sido encontrada en varios microorganismos, no se ha podido caracterizar la
enzima que cataliza dicha conversion, ya que su sustrato, el P6C, es un compuesto quimicamente
inestable (Fujii ef al., 2002a). Sin embargo, la compaiiia farmacologica Mercian’s (Fujii ef al., 2002a;
Asano y Ito, 2002) actualmente esta explorando el “P6C World” y obteniendo una coleccion de
productos quimicos utiles para la farmacologia derivados del P6C usando biotransformacion, entre

dichos productos se encuentran: el acido a-aminoadipico y acido pipecolico (Fig. 9).
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P. chrysogenum, posee una via de biosintesis de a-aminoadipico muy activa, ya que este
compuesto es un precursor esencial de la penicilina. Aunque se conoce que cepas de P. chrysogenum
interrumpidas en el gen /ys2 que codifica la a-aminoadipato reductasa acumulan niveles altos de 4cido
o-aminoadipico (Casqueiro et al., 1999b; 2001; 2002), se desconoce totalmente si P. chrysogenum

tiene la capacidad de acumular P6C o de sintetizar acido pipecolico.

Exploracion del “P6C World”

HN HN COOH

L-LISINA

lat
l (L-lisina-6-aminotransferasa)

a-AA-3-SA
reductasa
e (L -
N “coon OH HN COOH
L-6-HIDROXINORLEUCINA
proC pcd
(P5C reductasa) (P6C deshidrogenasa)
HOOC
Y “coon HN COOH

ACIDO
PIPECOLICO ACIDO «-AMINOADIPICO

Fig. 9. Exploracion del “P6C World” usando biotransformacion (Asano y Ito, 2002). a-AA-5-SA: a-aminoadipato-o-
semialdehido; P6C: acido piperidein-6-carboxilico; /at: gen que codifica la L-lisina-6-aminotransferasa de Flavobacterium
lutescens IFO3084, que convierte L-lisina en P6C; proC: gen que codifica la P5C reductasa, enzima que cataliza la reduccion
de P5SC a L-prolina en diversos organismos; pcd: gen que codifica la P6C deshidrogenasa de F. [utescens IFO3084, enzima
que convierte a-aminoadipato-8-semialdehido en acido a-aminoadipico.
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e El Acido Pipecélico como Osmoprotector

Osmoprotectores son aquellos compuestos que son capaces de optimizar el crecimiento celular
bajo condiciones inhibitorias de osmolaridad. Los mecanismos de osmoregulacion son muy similares
en todos los organismos vivos, incluyendo plantas, animales y bacterias. En respuesta a la elevada
osmolaridad del ambiente, ellos acumulan concentraciones intracelulares relativamente altas de iones
inorgénicos y solutos compatibles. Los solutos compatibles son moléculas organicas de bajo peso
molecular recién sintetizadas, entre los se encuentra el acido pipecolico. Luego de haber disminuido la
osmolaridad ambiental, los compuestos compatibles pueden ser liberados al ambiente y
subsecuentemente ser utilizados como osmoprotectores por otros organismos que se encuentren bajo

estrés hiperosmotico (Gouffi et al., 2000; Bayles y Wilkinson, 2000).

En plantas, se ha descrito que el acido pipecdlico y sus derivados estan relacionados con la
adaptacion osmotica en algunas leguminosas y especies xerofitas que se desarrollan en habitats secos y
alcalinos, sometidas a altas temperaturas y a severas y prolongadas épocas de sequia (Stewart y
Larher, 1980; Romeo, 1998). En bacterias, la capacidad osmoprotectora de acido pipecolico ha sido
solamente estudiada en E. coli (Gouesbet et al., 1994) y Sinorhizobium meliloti (Gouffi et al., 2000),
donde se ha demostrado que la osmoproteccion de las células al estrés salino solamente es efectivo
cuando estan presentes los dos isdmeros del acido pipecédlico, mientras, que otros estudios sefialan que
es preferible usar un solo enatiomero de la molécula como osmoprotector. Se desconoce si en
P. chrysogenum el &cido pipecolico actia como osmoprotector bajo condiciones inhibitorias de

osmolaridad.

e El Acido Pipecélico como Precursor de Alcaloides Octahidroindolizinicos

Se ha mencionado anteriormente que el acido pipecolico es un intermediario del catabolismo de
lisina en hongos filamentosos (Fig. 8). En R. leguminicola y M. anisopliae se ha descrito que el acido
pipecolico es un precursor inmediato en la sintesis de alcaloides octahidroindolizinicos (Sim y Perry,
1997; Wickwire et al., 1990a; b). Estos alcaloides tienen interesantes aplicaciones en el campo de la
salud humana, como la swainsonina, que tiene una potente actividad antitumoral ya que se ha
demostrado experimentalmente que inhibe la tasa de crecimiento de melanomas y metastasis humanos
produciendo una minima toxicidad cuando es administrada en pacientes con cancer (Sim y Perry,

1997; Goss et al., 1995; Dennis et al., 1990; Dennis, 1986; Humphries et al., 1986).

En estos hongos filamentosos, el catabolismo de lisina procede via sacaropina. Se ha observado
que la adicion de L-lisina a los caldos de cultivo de M. anisopliae incrementa significativamente la
produccion de swainsonina, lo cual, indica que modificaciones genéticas en la ruta biosintética de
lisina podrian inducir un aumento de la sintesis de dicho alcaloide en este microorganismo. Con el

objetivo de monitorizar el efecto que producen los cambios en las condiciones de cultivo o las
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provocadas por modificaciones genéticas sobre la produccion del metabolito secundario swainsonina,
Sim y Perry (1997) desarrollaron métodos analiticos con los que es posible estudiar los niveles
intracelulares de cada uno de los metabolitos precursores de la swainsonina: lisina, sacaropina, acido
a-aminoadipico y acido pipecdlico. Actualmente, también se desconoce si P. chrysogenum tiene la

capacidad de sintetizar este tipo de compuestos.

e El Acido Pipecélico como Sustrato de Péptidos Sintetasas No-Ribosomales

Los péptidos sintetasas no ribosomales son proteinas que estan organizadas en unidades
funcionales interactivas denominadas modulos, los cuales catalizan un conjunto de reacciones
cataliticas que llevan a la formacion de un péptido (Doekel y Marahiel, 2001). La arquitectura modular
entre los péptidos sintetasas no ribosomales (NRPS) y los poliquétidos sintasas (PKS) presenta una
fuerte analogia. De hecho, ambos sistemas se han encontrado combinados de manera natural (NRPS-
PKS), representando biofactorias que permiten obtener una diversidad estructural enormemente

extendida de productos naturales (Cane y Walsh, 1999).

La primera mezcla NRPS-PKS fue identificada en la agrupacion de genes biosintéticos de
rapamicina en Streptomyces hydroscopius (Schwecke et al., 1995; Molnar et al., 1996). Esta mezcla
NRPS-PKS consiste en un modulo de NRPS para la incorporacion de acido pipecolico integrada en un
PKS. Una organizacion analoga ha sido encontrada en la agrupacion de genes biosintéticos de FK506

en Streptomyces sp. MA6548 (Motamedi y Shafiee, 1998).

Se ha descrito que S. hydroscopius es capaz de sintetizar acido pipecoélico a partir de L-lisina
(Paiva et al., 1993). Ademas, se ha descrito en este microorganismo que el acido pipecoélico es un
precursor de la rapamicina (Molnar ef al., 1996; Cheng y Demain 1995). La adicion de L-lisina a los
caldos de cultivo de S. hydroscopius incrementa la produccion de rapamicina en un 150 %, lo cual,
puede ser debido a su conversion en acido pipecoélico. En la actualidad, el acido pipecolico se utiliza
como sustrato de algunas PKS en S. hydroscopius con los que se obtienen metabolitos secundarios
(analogos de la rapamicina) con nuevas o incrementadas actividades farmacologicas, tales como:

inmunosupresores, antitumorales y antifingicos (Reynolds y Demain, 1997).

Por otro lado, Nielsen et al. (1991), han descrito en S. hydroscopius var. ascomyceticus una
enzima que activa acido pipecoélico que se encuentra implicada en la biosintesis de la inmunomicina,

un inmunosupresor relacionado con FK506 en este microorganismo.

En los ultimos afios se ha incrementado el nimero de secuencias descritas de NRPS. Basados en
estos datos y en estudios bioquimicos avanzados, se puede obtener una sélida interpretacion sobre los
principios basicos de organizacién y arquitectura de los NRPS. El potencial de la maquinaria
biosintética se ha visto desarrollado por la reciente identificacion de dominios enzimaticos integrados

(Doekel y Marahiel, 2001). El estudio del principio de los mecanismos que integran los NRPS podria
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permitir la modificacion racional de sus multi-dominios, lo cual, abriria un camino lleno de
posibilidades para “redisenar” productos naturales existentes y ampliar la complejidad quimica que
nos ofrece la naturaleza (Doekel y Marahiel, 2001). Todo ello, permitiria enriquecer las alternativas

terapéuticas actuales en la lucha contra las enfermedades en general.

P. chrysogenum posee una ruta de lisina altamente activa a través de la cual suministra acido
o-aminoadipico para la biosintesis del tripéptido no ribosomal &(-L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-
valina (Casqueiro et al., 1999b; Martin, 2000; Banuelos et al., 2002). La enzima que cataliza esta
reaccion es la ACV sintetasa y esta codificada por el gen pchAB (Diez et al., 1990, Smith et al., 1990;
Mac Cabe et al., 1991; Gutiérrez et al., 1991b; Coque et al., 1991).

Finalmente, debido a lo mencionado en los parrafos anteriores, podemos concluir que es
altamente viable la posibilidad de usar P. chrysogenum como una biofactoria para producir
metabolitos secundarios que contengan acido pipecolico con nuevas e interesantes propiedades
farmacologicas. En P. chrysogenum, se podria plantear el disefio de un nuevo péptido no ribosomal
hibrido, que consistiria en la sustitucion del mddulo para la incorporacion del acido a-aminoadipico
(A) en el extremo amino del tripéptido ACV (5 del gen pcbAB), por un mddulo para la incorporacioén
de acido pipecodlico (P). Sin embargo, para poder llevar a cabo el funcionamiento del hipotético
péptido no ribosomal hibrido (PCV), se hace estrictamente necesario: (i) en primer lugar, caracterizar
detalladamente el metabolismo del acido pipecdlico en P. chrysogenum vy, (ii) en segundo lugar,
obtener una cepa recombinante que pueda suministrar acido pipecolico para la biosintesis del

hipotético péptido hibrido PCV, es decir, que tenga la capacidad de sintetizar 4cido pipecélico.

34



Introduccion

9. OBJETIVOS DEL PRESENTE TRABAJO DE INVESTIGACION CIENTIFICA

Como se ha mencionado anteriormente, el acido pipecolico es un iminodcido que esta
relacionado con el metabolismo de lisina en diversos organismos. Ademas, el acido pipecdlico tiene
una importancia trascendental en la industria farmacologica y en el campo de la salud humana, ya que
es un componente y un precursor importante de numerosos metabolitos secundarios de
microorganismos y plantas tales como: inmunosupresores, péptidos no-ribosomales, poliquétidos y

alcaloides.

P. chrysogenum es un microorganismo utilizado industrialmente para la produccion de
penicilina y en el que, por tanto, las técnicas de fermentacion estin muy desarrolladas. En
P. chrysogenum, la ruta biosintética de lisina estd a su vez estrechamente relacionada con la ruta de
biosintesis de penicilina. Existen numerosas evidencias de que ciertos organismos son capaces de
metabolizar 4acido pipecolico; sin embargo, el papel que desempena este iminoacido en
P. chrysogenum es absolutamente desconocido. Por lo tanto, en el presente Proyecto de Investigacion
Cientifica, se decidid estudiar el metabolismo del acido pipecolico en este hongo filamentoso de

significativa importancia industrial.
Esta memoria reune una serie de experimentos cuya realizacion tuvo como objetivo general:

Conocer el metabolismo del dcido pipecdlico en P. chrysogenum.

Para poder llevarlo a cabo, nos propusimos desarrollar los siguientes objetivos especificos:

1. Obtener mutantes de P. chrysogenum auxoétrofos de lisina y que no sean capaces de

crecer con acido pipecolico (mutantes lys/pip").

2. Caracterizar bioquimicamente de los mutantes lys /pip~ 10.25 y 7.2 para estudiar la

conversion de acido pipecolico en lisina en P. chrysogenum.
3. Clonar y caracterizar el gen que complementa la mutacion pip~ de P. chrysogenum 10.25.
4. Interrumpir dicho gen en P. chrysogenum.

5. Conocer el efecto de la interrupcion sobre la produccion de penicilina, la conversion de

acido pipecdlico en lisina y la sintesis de acido pipecdlico en P. chrysogenum.

6. Caracterizar la biosintesis de acido pipecélico en P. chrysogenum.
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1. MICROORGANISMOS

1.1. Cepas bacterianas:

= Escherichia coli DH5a (Hanahan, 1983). Cepa empleada en experimentos de transformacion y
amplificacion de ADN plasmidico. Permite la obtencion de células competentes con alta eficiencia de
transformacion (hasta 5 x 10° transformantes/ug de ADN). Presenta una delecion en el gen Z del
operén lac, lo que permite seleccionar, por su coloraciéon azul, los clones que porten plasmidos
capaces de complementar dicha mutacion. Genotipo: deoR endAl gyrA96 recAl hsdR17(r., my')
relAl supE44 thi-1 A(lacZY A-argFV169) £808lacZDM15 F 1.

= Escherichia coli DH10B. Cepa empleada para experimentos de electroporacion y permite
recuperar plasmidos de gran tamaio a partir del ADN genomico de P. chrysogenum. Genotipo: deoR
endAl gyrA96 recAl hsdR17(r., my") relAl supE44 thi-1 A(lacZY A-argFV169) 1808lacZDM15.
Escherichia coli WK6 mutS. Cepa empleada para la obtencion de ADN circular monocatenario a
partir de plasmidos bicatenarios que posean el origen de replicacion del bacteriofago M13. Genotipo:

F’ lacl"ZDM15 proA+B+ galE strA A(lac-proAB) mutS215::Tn10.

= Escherichia coli LE392. Cepa susceptible de ser infectada por el bacteriofago lambda y sus
derivados. Se utiliza en la amplificacion de librerias genomicas construidas en vectores de sustitucion
derivados del fago lambda. Genotipo: F AsdR514 (r, my) supE44 supF58 lacYlo(laclZY) 6 galK2
2alT22 metB1 trp55 1.

= Micrococcus luteus ATCC 9341 (Alvarez et al., 1987). Cepa sensible a la penicilina G. Se ha

utilizado para la valoracion de dicho antibidtico mediante bioensayo.

1.2. Cepas fungicas:

= Penicillium chrysogenum NRRL1951. Cepa silvestre aislada de un melon en Peoria, Illinois.

(Raper et al., 1944; Raper, 1978; Normansell et al., 1979).

= Penicillium chrysogenum Wisconsin 54-1255. Cepa de baja produccion de penicilina (800 pg/ml).
Posee una sola copia de la agrupacion de genes biosintéticos de penicilina. Cepa de referencia en

muchos laboratorios, obtenida por mutacion y seleccion de la cepa P. chrysogenum NRRL1951.
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Cedida por el Dr. A.L. Demain (Luengo et al., 1979; Lopez-Nieto et al., 1985; Cantoral et al., 1987,
1993; Diez et al., 1987; Fierro et al., 1995).

»  Penicillium chrysogenum AS-P-99. Cepa de alta produccion de penicilina. Cedida por

Antibioticos S.A.U. (Bafiuelos et al., 1999b).

= Penicillium chrysogenum HS . Cepa auxotrofa de lisina obtenida por interrupcion del gen lys1 de

la cepa P. chrysogenum Wisconsin 54-1255 (Baiuelos et al., 2002).

»  Penicillium chrysogenum TDX195. Cepa auxotrofa de lisina obtenida por interrupcion del gen

lys2 de la cepa Wisconsin 54-1255 pyrG™ (auxotrofa de uridina) (Casqueiro et al., 1999b).

»  Penicillium chrysogenum L2. Cepa auxotrofa de lisina bloqueada en la primera parte de la ruta del
acido a-aminoadipico, obtenida por mutacion con etilmetano-sulfonato y defectuosa en la

homoaconitasa (Luengo et al., 1980; Teves et al., 2003).

2. VECTORES PLASMIDICOS Y LIBRERIA GENOMICA

= pBluescript (KS/SK) (+/-) (2,964 kb): Plasmido derivado del pUC19 que presenta el origen de
replicacion ColE1 y el origen de replicacion f1 del fago M13, lo que permite su replicacion en E. coli
y la obtencion de ADN monocatenario. Porta un gen de resistencia a ampicilina que permite su
seleccion en el hospedador y un fragmento del gen lacZ de E. coli subunidad o, util para la
transformacion en cepas bacterianas que posean dicha subunidad mutada. La complementacion de
dicha mutacién provoca, en un medio con IPTG (isopropiltiogalactdsido, inductor de la expresion del
gen lacZ) y X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosido, sustrato cromogénico),
coloracion azul de las colonias. En marco de lectura dentro del gen /acZ se encuentra un sitio multiple
de clonacion (MCS), con sitios de reconocimiento para varias enzimas de restriccion de corte unico.
La transformacion con un pBluescript en el que se haya introducido en este sitio de clonacion un
fragmento de ADN, que interrumpa el marco de lectura del gen /acZ, ocasionara la aparicion de
colonias no coloreadas. Existen cuatro variantes de este vector, las cuales dependen de: (i) la direccion
del origen de replicacion f1 (+ o -; lo que determina cual de las dos hebras monocatenarias se obtendra
al infectar con el fago M13KO7) y, (ii) de la orientacion de los sitios de corte en el sitio de clonacion

KS 6 SK (Fig. 1A).

= pBC (3,399 kb): Plasmido de similares caracteristicas al pBluescript, salvo en que el gen de

resistencia a ampicilina se ha sustituido por un gen de resistencia a cloranfenicol.

= pAMPFIL (7,5 kb): Plasmido funcional tanto en P. chrysogenum como en E. coli, construido en

nuestro laboratorio por Fierro et al. (1996). Es un derivado del pBC KS+, contiene el brazo izquierdo

38



Materiales y Métodos

del fragmento AMAIl de Aspergillus nidulans lo que le confiere la capacidad de replicarse
autonomamente en Penicillium y posee el ColE1 que le confiere la capacidad de replicacion en E. coli.
Ademas, porta el gen pyrG de P. chrysogenum como marcador de transformacion en cepas flngicas

pyrG™ auxotrofas de uridina (Fig. 1D).

* LIBRERIA GENOMICA DE P. chrysogenum AS-P-78: La libreria genémica utilizada en este
trabajo de investigacion fue construida en nuestro laboratorio por Bafiuelos O. La cepa P.
chrysogenum AS-P-78 se caracteriza por ser de alta produccion y presentar la agrupacion de genes
biosintéticos de penicilina repetida en tandem hasta 7 veces (Fierro et al., 1993). Para construir la
libreria gendémica, el ADN genomico de P. chrysogenum AS-P-78 se digirié parcialmente con Sau3Al
y se ligd en el sitio Bg/ll de pAMPFIL. Los fragmentos de ADN Sau3Al se fraccionaron previamente
en gradientes de sacarosa para seleccionar el tamafio 6ptimo del ADN (entre 4 y 6 kb). Para que una
libreria gendmica se considere representativa, debe existir un numero de clones igual o mayor al
calculado teéricamente mediante la formula siguiente: N = In(1-P) / In(1-f); donde: N, es el nimero
minimo de clones que debe existir para que en la genoteca esté representado todo el genoma del
organismo; P, es la probabilidad de que un conjunto de N clones contenga un fragmento de un tamafio
medio determinado y, f, es el cociente entre el tamafio del inserto y el tamafio del genoma dado en

pares de bases.

Siendo el tamafio del genoma de P. chrysogenum ASP-78 de aproximadamente 25 Mb (Fierro et
al., 1993) y el tamafio medio del inserto de 5,35 kb, para que un fragmento de ADN de dicho tamafio
tenga una probabilidad de estar representado al menos una vez (P = 0,99) en la genoteca, se debe
obtener un niumero minimo de clones (V) de 43.894. Como la genoteca es producto de la union de
varias genotecas parciales, se determin6 que el porcentaje de recombinantes totales era del 78,5 %; por
tanto, la libreria genomica de P. chrysogenum ASP-78 empleada poseia un total de 44.803 clones

recombinantes (Bafiuelos, comunicacion personal).

= pLARA (10,6 kb): Plasmido de replicacion autonoma derivado del pAMPFIL, contiene el gen lys1
bajo el control de su propio promotor (Bafiuelos et al., 2000) (Fig. 1B).

= pC43 (4,9 kb): Plasmido integrativo construido a partir de un pBC KS+, contiene un casete de
resistencia a la fleomicina como marcador de seleccion. En el policonector de este vector se encuentra
el gen ble de Streptoalloteicus hindustanus bajo el control del promotor del gen pcbC de
P. chrysogenum y el terminador CYC1 de Saccharomyces cerevisiae (Fig. 1C). La expresion de este

gen confiere resistencia a fleomicina a las células fingicas hospedadoras (Gutiérrez et al., 1999).
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Fig. 1. Mapas de restriccion de los plasmidos pBluescript KS 11 (A), pLARA (B), pC43 (C) y pAMPFIL (D).

3. CONSTRUCCIONES DE LOS PRINCIPALES PLASMIDOS UTILIZADOS

Para la realizacion del presente trabajo de investigacion se llevaron a cabo diversas

construcciones plasmidicas. A continuacion se describen los principales plasmidos utilizados:

3.1. Construccion del plasmido p10PB (8,16 kb):

Esta construccion se realizé con la finalidad de facilitar el mapeo de restriccion del fragmento

de ADN clonado de 6 kb clonado en el plasmido de replicacion autonoma pl10T1. Dicho plasmido

proviene de la libreria genomica de P. chrysogenum y fue rescatado del ADN genoémico del

transformante T1 (descrito en el Capitulo I, apartado 5.2 de Resultados).
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El plasmido p10T1 contiene un inserto de ADN de 6 kb en el que se encuentra el gen lys7 de la
sacaropina reductasa y complementa la mutacion pip” presente en la cepa P. chrysogenum 10.25. Para

la construccion del plasmido p10PB se siguieron los siguientes pasos:

1. Se realizé un mapeo de restriccion detallado del plasmido p10T1.
2. Se extrajo un fragmento BamH]I/Pstl de 5,2 kb del plasmido p10T1.

3. A continuacion, el fragmento BamHI/Pstl de 5,2 kb se ligd en un pBluescript SK+
previamente digerido BamHI/Pstl. Al plasmido obtenido se le denomin6 p10PB (Fig. 2).

3
s
<
_ BamHI Pstl
Bglll el
' HzncII
[ I L]
BamHI : Xbal SalI Sacl Bgll Sacl Xbal Pstl ' Pstl
(6 kb)
i (5,2 kb)
Sacl Kpnl
Sacll Sall 1kb
BstXI Clal —
Notl HindIII
Xbal Hll’lCH EcoRV
Spel EcoRI
Bglll
BamHl1 Xbal SalI Sacl bgHL Sacl Xbal Psd p10PB
‘\‘ / / / / / / / (8,16 kb)

lys7 pBSK+

Fig. 2. Construccion del plasmido p10PB.
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3.2. Construccion de los plasmidos p10BS y p10SB (5,16 kb):

Estas construcciones se realizaron a partir del plasmido plOPB con la finalidad de obtener
clones de secuencia del inserto de ADN de 6 kb clonado en pl0T1. El sistema utilizado para la
obtencion de clones fue el de FErase-a-base que se basa en la generacion de delecciones

unidireccionales de ADN (Promega Co., Madison, WI). Se siguieron los siguientes pasos:

1. Se extrajo un fragmento Sacl de 2,2 kb del plasmido p10PB.
2. Posteriormente, se ligo6 el fragmento en un vector pBluescript SK+ digerido Sacl.

3. Los plasmidos obtenidos se seleccionaron segun la orientaciéon del fragmento de ADN
clonado, los cuales, se denominaron: pl10BS y p10SB (Fig. 3).

Sacl Kpnl
Sacll Sall
BstX1 Clal
Notl HindIII
Xbal Hincll EcoRV
Spel Accl ; EcoRI
Bglll )
BamHI Xbal Sall  Sacl bg Sacl Xbal Pstl p1 OPB
'\‘ / / / / / / (8,16 kb)
1 > e
. lys7 : pBSK+
(2,2 kb) : 1 kb
| —
I II Kpnl
Sall
Kpnl HindIIT
Sacl Sall BamHI
Sacll Clal Xbal
BstX1 HindIll Sacll
Nodl BamHI Sacl
Xbal Hincll ~ Xbal Hincll Sacll
Spel Accl Sacll Accl Xbal
BamHI Xbal Sall Sacl Sacl Sall Xbal BamHI
p10BS p10SB
\l / / (5,16 kb) '\I / / (5,16 kb)
| P |« e
lys7 pBSK+ lys7 pBSK+

Fig. 3. Construccion de los plasmidos p10BS (I) y p10SB (II) a partir del plasmido p10PB.

3.3. Construccion del plasmido pF4L7 (18,96 kb):

Esta construccion se realizo con la finalidad de insertar un fragmento Notl de 16 kb en un vector

de clonacion pBluescript SK+ y facilitar su posterior manipulacion. Dicho fragmento de ADN fue
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clonado de una genoteca de ADN genémico de P. chrysogenum construida en el vector fagico

AEMBL3. La construccion se realizdo como se detalla a continuacion:

1. Se extrajo un fragmento Notl de 16 kb del Fago 4 purificado mediante el rastreo de una
genoteca de ADN genomico utilizando como sonda un fragmento interno Bg/II de 0,9 kb del gen /ys7

que codifica la sacaropina reductasa (descrito en el Capitulo I, apartado 1.1 de Resultados).

2. A continuacion, el inserto Notl de 16 kb se ligd en el sitio Notl del vector pBluescript SK+.
Al plasmido obtenido se le denominé pF4L7 (Fig. 4).

Sacl
Notl

—

Sacl
Notl

\ F4

]
/4 ! ! /-
Brazo Izquierdo Fragmento de ADN clonado Brazo Derecho
(20 kb) (16 kb) (9 kb)
Sacl ' . Kpnl
Sacll ! ! EcoRV
BstXI Bolll Bolll ! Pstl
Notl E g g E Notl pF 4L7
l\i \ / r/ (18,96 kb)
L =
lys7 pBSK+
1kb i
— — 09kb (Sonda)

Fig. 4. Construccion del plasmido pF4L7.

3.4. Construccion del plasmido pDL7 (14,9 kb):

Esta construccion se llevoé a cabo para interrumpir el gen lys7 que codifica la sacaropina
reductasa de P. chrysogenum. Se parti6 del plasmido pF4L7 (Fig. 4) que porta un fragmento de ADN
genomico Notl de 16 kb que contiene el gen lys7 y del plasmido pC43 (Fig. 1C) que porta el casete de
resistencia a fleomicina como marcador de seleccion (descrito en el apartado 13.1 de Materiales y

Meétodos). Para la construccion del plasmido pDL7 se siguieron los siguientes pasos:
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1. Se extrajo un fragmento de 5,9 kb Clal/BglII® aguas arriba del gen lys7 del plasmido pF4L7
(Fig. 4), y se ligo en el sitio HindIII*/Clal del plasmido pC43. El extremo Bg/II del fragmento de 5,9
kb extraido del plasmido pF4L7 y el extremo HindIll del plasmido pC43 fueron rellenados

previamente. Al plasmido resultante se le denominé pDL7-A.

2. A continuacién, se extrajo un fragmento de 4,1 kb Bg/II"/Nofl aguas abajo del gen lys7 del
plasmido pF4L7, y se ligd en el sitio EcoRI¥/Notl del plasmido pDL7-A. El extremo Bg/Il del
fragmento de 4,1 kb proveniente del plasmido pF4L7 y el extremo EcoRI del plasmido pDL7-A fueron

rellenados previamente. Al plasmido obtenido se le denomin6 pDL7 (Fig. 5).

1 kb
—
Sacl Kpnl
Sacll EcoRV
Baixt Clal Bglll* Bglll Bglll Bglll* ol
a 24 8 8! 34 Notl
Nor o pF4L7
'\I / \\ / / / (18,96 kb)
1 —>
: v IysT : pBSK+
. '
5,9 kb 4,1 kb
1.- Digestion Clal/BgllI® de pF4L7
2.- Digestion HindllI"/Clal de pC43
3.- Ligacion
Kpnl Sacl
Xhol Xbal
Sall Notl
Cl.lll . Kpnl BamHI
HindIII Xhol Smal
Sall Pstl
Clal BgllI*/HindIIT* EcoRI*

pDL7-A
\k ,/ (10,8 kb)

EcoRI

3.- Ligacion
Kpnl
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Clal BglII*/HindIIT* EcoRI*/BglIT*
| — — L
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Fleomicina
(1,5 kb)

Fig. 5. Construccion del plasmido pDL7.
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4. REACTIVOS QUIMICOS

4.1. Reactivos quimicos de uso general:

Los reactivos empleados para la realizacion de los experimentos presentados en esta memoria
han sido adquiridos a las siguientes casas comerciales: Aldrich Chemie GmbH & Co. (Steinheim,
Alemania), Amersham International (Reino Unido), Bethesda Research laboratories (California,
USA), BioRad (California, USA), Boehringer Mannheim GmbH (Mannheim, Alemania), Carlo Erba
(Milan, Italia), Difco (Detroit, Michigan, USA), ICN Biomedicals Inc. (Irvine, California, USA),
Merck (Darmstadt, Alemania), Panreac (Barcelona, Espafia), Pharmacia (Uppsala, Suecia), Probus
(Barcelona, Espafia), Promega Co. (Madison, Wisconsin, USA), Quiagen (Crawley, Reino Unido),
Sigma Chemical Co. (St. Louis, Missouri, USA), USB (Cleveland, Ohio, USA), Stratagene (USA).

4.2. Oligonucleotidos:

Los oligonucledtidos utilizados como cebadores en reacciones en cadena de la polimerasa
(PCR) fueron adquiridos a las casas comerciales Pharmacia o Sigma Chemical. Para la realizacion de
reacciones de PCR estandar se han utilizado como cebadores oligonucleotidos entre 18 y 22 pb,
fosforilados en su extremo 5° cuando se quiso clonar posteriormente el fragmento de ADN

amplificado.

5. MEDIOS DE CULTIVO

5.1. Medios de cultivo para bacterias y bacteriéfagos:

. Medio Luria-Bertani (LB). (Miller, 1972).

Bacto-triptona 10g
Extracto de levadura 5¢g
NaCl 10g
Agua destilada 1 litro
pH 7,5

Para conseguir medio solido se afiadié un 2 % de agar.

45



Metabolismo del Acido Pipecdlico en Penicillium chrysogenum

= Medio Terrific-Broth (TB).

Bacto-triptona
Extracto de levadura
Glicerol

Agua destilada

Después de esterilizar se afiaden 100 ml de la siguiente solucion de sales:

KH,PO,
K,HPO,

= Medio NZY. (Miller, 1972).

NZ amina tipo A
Extracto de levadura
NacCl

MgCl,.7 H,O

Agua destilada

pH 7,5

Para medio solido se anadi6 agar al 2 %. Cuando se utilizd este medio como cobertera la

concentracion de agar fue 0,7 %.

. Medio 2xTY. (Maniatis et al., 1982).

Bacto-triptona
Extracto de levadura
Agua destilada

pH 7,2.

= Medio SOB. Hanahan, 1983.

Bacto-triptona
Extracto de levadura
NaCl

Agua destilada

pH 7,5

Antes de su utilizacion se afiaden 20 ml de una soluciéon MgSO, 1 M.

= Medio TSB.

Peptona de caseina
Peptona de soja
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12¢g
24 ¢
4 ml
0,9 litros

170 mM
720 mM

10g
5g
5g
2g
1 litro

20g
10g
1 litro

20g

5g
0,5¢g
1 litro

16 g
3g



5.2.

Glucosa

NaCl

K,HPO,

Agua destilada
pH 7,0

Materiales y Métodos

Para la determinacion de la concentracion de antibidticos por bioensayo, se afiade agar al 1 %.

Medios de cultivo para Penicillium chrysogenum:

Medio Power.

PM1 0,5 litros

Czapek + KC1 0,7 M 0,5 litros
Medio Czapek.

Sacarosa

NaNO3
K,HPO,

FeS0,.7H,0 0,0l g

Agar
Agua destilada

Cuando se utiliza como medio de regeneracion de protoplastos se afiade un estabilizador

osmoético (sorbitol 1M o KCI 0,7 M).

Medio MPPY. Modificado de Anné, 1977.

Glucosa

NaNO;

Extracto de levadura
KCl

MgS0O,.7H,0

FeS0O,4.7H,O 0,01 g

Agua destilada
pH 6,0
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Medio MDIP. Medio definido de inoculo de Penicillium (Casqueiro ef al., 1999a).

Solucion A:
Acido citrico 10g
Acido acético 25¢g
Etilamina 3¢g
(NH4)2S04 5¢g
KH,PO, lg
MgS0,.7H,0 05¢g
FeSO,.7H,0 0,05¢g
ZnS0,4.7H,0 0,01g
CuS04.5H,0 0,01g
MnS0O4.4H,0 0,01g
CoSOy4 0,005 g
NacCl 0,001 g
Agua destilada 0,8 litros
pH 5,5

Solucién B:
Glucosa 40 g
Agua destilada 0,2 litros

Las soluciones A y B se esterilizan por separado y se mezclan antes de su uso. Para 80 ml de

medio MDIP se afiaden 20 ml de solucion B.

Medio MDFP. Medio definido de produccion de Penicillium.

Solucién A:

Misma solucion que en el MDI, afiadiendo en este caso 1 g de fenilacetato potasico.

Solucién B:
Lactosa 30g
Agua destilada 0,1 litro
Solucién C:
Sacarosa 10g
Agua destilada 0,1 litro

Las soluciones A, B y C se esterilizan por separado y se mezclan antes de su uso. Para 80 ml

de medio MDFP se afiaden 10 ml de solucion B y 10 ml de solucion C.
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6. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS

6.1. Cepas bacterianas

6.1.1. Crecimiento de las cepas bacterianas

Para el crecimiento en medio so6lido de las diferentes estirpes de E. coli empleadas se incubaron
a 37 °C durante 16-18 h. El cultivo en medio liquido se realizd en matraces de 500 ml sin
indentaciones incubando a 37 °C y 250 r.p.m. de agitacion. Cuando se cultivaron clones resistentes a
antibioticos los medios fueron complementados para presentar las siguientes concentraciones de
antibidticos: Ampicilina (Ap) 100 pg/ml; Cloranfenicol (Cm) 30 pg/ml; Tetraciclina (Tc)
12,5 pg/ml y Kanamicina (Km) 50 pg/ml.

6.1.2. Mantenimiento de las cepas bacterianas

La conservacion de las cepas bacterianas se realizd de diferentes formas, dependiendo del

periodo de tiempo de almacenamiento requerido:

= Siembra en placa petri, selladas con parafilm y a 4 °C (2-3 semanas).
= Suspension en glicerol al 20 % y a -20 °C (1 afio).

= Liofilizacién (varios afios).

6.2. Cepas fungicas

6.2.1. Crecimiento de P. chrysogenum

Para el crecimiento sobre medio sélido de las diferentes estirpes de P. chrysogenum empleadas
se incubaron a 28 °C durante 4-5 dias, utilizando medio Power para crecimiento y esporulacion, y
medio Czapek exclusivamente para el crecimiento micelial del hongo. Para el crecimiento de
P. chrysogenum en medio liquido se utilizaron matraces de 500 ml sin indentaciones, con 100 ml de
medio MPPY e incubados a 25 °C y 250 r.p.m. en agitadores orbitales. Las fermentaciones se iniciaron
con un 10% de cultivo de inoculo. El cultivo de inoculo se obtuvo afiadiendo esporas frescas (esporas
de una placa de medio Power para cada 100 ml de medio de indculo) en medio definido de in6culo
(MDIP), e incubando durante 24-48 h en las condiciones de crecimiento descritas anteriormente. Las
cepas auxotrofas de lisina fueron crecidas en medios que contenian lisina a una concentracion final

1,75 mM.
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6.2.2. Mantenimiento de las cepas de P. chrysogenum:

Para el mantenimiento de P. chrysogenum se utilizaron esporas frescas en todos los tipos de

conservacion que siguen:

= Siembra en placa petri, selladas con parafilm y a 4 °C (3-4 semanas).
=  Suspension de esporas en glicerol al 20 % y a -20 °C (2-3 afios).
= Liofilizacion (varios afos).

7. DETERMINACION DEL CRECIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS

El crecimiento bacteriano, fue determinado midiendo la turbidez del medio de cultivo liquido

utilizado mediante la lectura de la absorbancia a 600 nm en un espectrofotdmetro.

En P. chrysogenum, la tasa de crecimiento en medio liquido se valoré mediante el calculo de
peso seco por volumen de medio. Para ello, se recogieron muestras de fermentacion (1-5 ml) y se
lavaron varias veces con NaCl 0,9 %. El micelio fue recogido por centrifugacion y secado a 80 °C en
condiciones de vacio en cestillos de papel de aluminio hasta peso seco constante. Posteriormente

fueron pesados y se calculo el peso seco restando el peso de los cestillos vacios.

8. DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE PENICILINA G EN CALDOS
DE FERMENTACION DE P. chrysogenum (BIOENSAYO)

La determinacion de la produccion de antibidtico en fermentaciones de P. chrysogenum se
realizé por duplicado a partir de muestras del caldo de fermentacion. Para ello, un microorganismo
sensible a la penicilina G (M. [uteus) se inocula en medio TSB con agar al 1 % (a 45 °C), y este medio
se extiende en placas petri de 15 cm de diametro. Una vez solidificado el medio de cultivo, se perforan
de 6 a 8 agujeros con un sacabocados. En dichos huecos se anadiran las muestras (60 ul) de caldo de
fermentacion y los patrones de penicilina G. Una vez cargadas las placas de bioensayo, se incuban a
4 °C durante al menos 1 hora, tiempo en el que el antibiotico difundira a través del medio. Después, las
placas de bioensayo se incubaran durante 12-15 horas a 37 °C. El antibidtico presente en el medio
inhibird el crecimiento del microorganismo inoculado, dando lugar a halos de inhibicion del
crecimiento. El diametro de dichos halos de inhibicion es proporcional a la concentracion de

antibiodtico.
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Los controles con diferentes concentraciones de penicilina G nos permitiran realizar una recta
patrén que relaciona directamente el logaritmo de la concentracion de penicilina con el diametro del
halo de inhibicién de crecimiento en el antibiograma. La interpolacion en esta recta de los diametros
de los halos de inhibiciébn de las muestras problema permitira determinar la concentracion de

penicilina G en los caldos de fermentacion.

9. MANIPULACION DE ACIDOS NUCLEICOS

9.1. Eliminacion selectiva de acidos nucleicos:

Los procesos de purificacion de ADN o ARN conllevan habitualmente la contaminacion de las
muestras con ARN o ADN respectivamente. Para eliminar selectivamente alguno de los dos tipos de
acidos nucleicos, se utilizaron las enzimas ARNasa y ADNasa, libres de ADNasa y ARNasa para cada
caso. Ambas enzimas se utilizaron a una concentracion final de 10 pg/ml, incubando la reaccion 90

minutos a 37 °C.

ARNasa: Stock a 10 mg/ml en Tris-HCI 10 mM pH 7,5; NaCl 15 mM. Las ADNasas presentes se eliminan hirviendo la
solucion durante 15 min. Se enfria lentamente y se almacena a -20 °C. ADNasal: Solucion de 10 mg/ml en agua.

9.2. Manipulacion de ADN

9.2.1. Eliminacién de proteinas en muestras de ADN mediante extraccion con fenol-

cloroformo:

1. Se anade un vol. de fenol neutro a la muestra de ADN, se agita vigorosamente durante 20-30
s y se centrifuga 5 minutos a 14.000 r.p.m. y a temperatura ambiente.

2. Se recoge la fase acuosa (superior) con una pipeta o micropipeta y se pasa a un tubo limpio.
Se anaden 0,5 vol. de fenol neutro y 0,5 vol. de CIA. Se agita vigorosamente de nuevo durante 20-30
s. Se centrifuga 5 minutos a 14.000 r.p.m. y a temperatura ambiente. La fase acuosa se transfiere a un
tubo limpio.

3. Se repite el paso 2 hasta que la interfase queda completamente libre de proteinas.

4. Se afiade 1 vol. de CIA y se agita durante 20-30 s. Se centrifuga de igual manera que en los
pasos anteriores, recogiéndose la fase acuosa al final del proceso.

5. Se precipita el ADN mezclando la fase acuosa con 2,5 vol. de etanol absoluto y 0,1 vol. de
acetato sodico 3 M pH 5,2. Esta mezcla se incuba a -20 °C durante 3-4 h 6 14-16 h si la cantidad de
ADN en solucion es pequeia.
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6. Se centrifuga a 14.000 r.p.m. y 4 °C durante 30 minutos, se desecha el sobrenadante y se
limpia el precipitado con etanol al 70 % en agua destilada. Se secan los restos de etanol al aire y se

resuspende el ADN en agua o en TE.

Fenol neutro: Se mezclan por agitacion fuerte 4 vol. de fenol acido con 1 vol. de Tris-HCI 1 M pH 8,0. Se deja reposar hasta
que se separan las fases. Fenol acido: Se mezclan por agitacion fuerte 500 ml de fenol cristalino con 500 ml de agua
destilada. Se deja reposar hasta que se separen dos fases y se retira la fase superior (acuosa). La fase orgénica se somete a una
atmosfera de N, durante 15 minutos y se guarda a 4 °C. CIA: Cloroformo 24 vol.; alcohol isoamilico 1 vol. TE: Tris-HCI 10
mM, EDTA 1 mM, pH 8,0.

9.2.2. Digestion de ADN con enzimas de restriccion:

Las enzimas de restriccion empleadas para la realizacion de este trabajo fueron utilizadas
siguiendo las recomendaciones de los proveedores (Fermenta’s, Boehringer Mannheim, Amersham,
Promega, England Biolabs). La composicion del tampén de reaccion, pH y concentracion de sales
apropiado para cada enzima se respetd en todo momento, utilizando en cada caso el tampén de
reaccion suministrado por la casa comercial. Las normas seguidas a la hora de realizar una reaccion de

digestion de ADN fueron:

= Afadir siempre menos de 1/10 de vol. de enzima con respecto al vol. final de reacciéon, con
objeto de diluir suficientemente el glicerol presente en las soluciones de conservacion de las enzimas,

evitando que este compuesto pueda inhibir la actividad enzimatica.

= Siel ADN se encuentra disuelto en TE, realizar la reaccion en un vol. 10 veces superior al vol.
de solucion de ADN que se va a digerir. De esta forma el TE no altera significativamente las

caracteristicas del tampon de reaccion.

= Incubar las reacciones a la temperatura especificada por el proveedor y durante un periodo de

tiempo que no exceda el tiempo de actividad descrito para la enzima.

9.2.3. Eliminacion de extremos protuberantes en fragmentos de ADN:

En algunos casos fue necesario eliminar o rellenar los extremos protuberantes (tanto 5° como 3")
que dejan algunos enzimas de restriccion después de digerir el ADN. Para ello, se utilizo la nucleasa

Mung Bean (Boehringer Mannhein) y el fragmento Klenow de la ADN polimerasa I de E. coli.

» Eliminacion de extremos 5” protuberantes:

La nucleasa Mung Bean posee actividad exonucleasica 3°'—>5" y 5'—3", por lo que puede
utilizarse para la eliminacion tanto de extremos 5™ protuberantes como extremos 3” protuberantes. La

reaccion para eliminar extremos protuberantes se realizo de la siguiente forma:
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1. Se mezclan en un tubo eppendorf 10 ul de tampoén 10x para Mung Bean, el ADN, acetato

de zinc (concentracion final 1 mM) y se lleva a un vol. final de 100 pl con agua.
2. Seanade 1 pl de enzima (50 U/ul) y se incuba a 37 °C durante 1 h.

3. Se detiene la reaccion por adicion de 5 pul de EDTA 0,5 M; se eliminan las proteinas por
fenolizacion y se precipita el ADN con 2,5 vol. de etanol y 0,1 vol. de acetato sddico 3 M pH 5,2.

» Eliminacion de extremos 3" protuberantes:

Para eliminar este tipo de extremos mediante la enzima Mung Bean se siguidé el mismo
protocolo descrito para extremos 5°. En este caso también se empled el fragmento Klenow
(Boehringer Mannheim), aprovechando su actividad 3'—5" exonucleasa. El protocolo seguido se

detalla a continuacion:
1. El ADN (en 17 pl) se mezcla con 2 pl de tampon de Klenow 10x y 1 pl de enzima (2
U/ul), y se incuba a 37 °C durante 30 min.

2. Se afiade 1 pl de cada nucledtido tri-fosfato (stock a 0,3 mM), 1 ul de tampoén de Klenow
10x, 4 ul de agua y 1 ul de enzima. Se incuba a 28 °C durante 20 min.

3. Se eliminan las proteinas de la reaccion y se precipita con etanol absoluto y acetato
sodico 3 M pH 5,2.

> Rellenado de extremos 5° protuberantes:

Para rellenar los extremos 5" protuberantes se utilizo la actividad 5'—3" polimerasa del

fragmento Klenow.

1. El ADN, disuelto en 13 pl de agua, se mezcla con 2 pl de tampoén de Klenow 10x, 1 ul de
cada nucledtido tri-fosfato (stock a 0,3 mM) y con 1 ul de enzima (2 unidades). Esta reaccion se

incuba a 28 °C durante 20 min.

2. Se eliminan las proteinas por fenolizacion y se precipita con etanol y acetato sdédico 3 M
pH 5.2.

Tampoén de Mung Bean 10x: Acetato de sodio 300 mM, NaCl 500 mM, acetato de zinc 10 mM, Triton X-100 0,01 %; pH
4,6. Tampon de Klenow 10x: Tris-HC1 0,4 M, MgCl, 0,2 M, NaCl 0,5 M, pH 7,5.

9.2.4. Desfosforilacion de extremos 5 de fragmentos de ADN mediante la fosfatasa

alcalina de intestino de ternera (Boehringer Manheim):

La desfosforilacion de extremos 5° de fragmentos de ADN se utilizo para evitar la autoligacion

de los extremos de una misma molécula lineal de ADN.
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1. El ADN, en un vol. de 40 pl de agua, se mezcla con 5 pl de tampon de fosfatasa 10x. Se

calienta 10 minutos a 65 °C para favorecer la disolucion del ADN y la separacion de sus extremos.

2. Después de dejar enfriar la mezcla durante 4-5 minutos, se afiaden 5 pl de enzima (5 U/pl,
Boehringer Mannheim) y se incuba a 37 °C durante 30 minutos.

3. Se calienta a 65 °C durante 15 minutos para inactivar la enzima, se eliminan las proteinas
mediante fenolizacidon y se precipita el ADN con 2,5 vol. de etanol absoluto y 0,1 vol. de acetato
sodico 3 M pH 5,2.

Tampon fosfatasa 10x: Tris-HC1 0,5 M; EDTA 1 mM, pH 8.

9.2.5. Ligacion de moléculas de ADN:

Para la ligacion de extremos de moléculas lineales de ADN se utiliz6 la enzima ADN ligasa

del bacteriofago T4.

1. Se mezclan cantidades equimolares de los fragmentos de ADN que se quieren ligar,

aproximadamente 25-50 ng, en un vol. final de 8 pl.

2. Se calienta a 65 °C durante 30 s y se deja enfriar durante 2-3 minutos a temperatura

ambiente.

3. Se afiade 1 pl de tampon de ligasa 10x, se mezcla bien y se anade 0,1-1 pl de enzima

(5 unidades/pl, Boehringer Mannhein).

4. La reaccion se incuba 1 h a 37 °C en caso de que los fragmentos de ADN tengan extremos

cohesivos, 6 12 h a 13-14 °C si los extremos son romos.

5. Finalmente, los productos de la reaccion de ligacion se transforman en una cepa apropiada
de E. coli.

Tampon de ligasa 10x: Tris-HC1 0,5 M; MgCl, 0,1 M; DTT 0,2 M; dATP 10 mM, Seroalbumina bovina 500 pg/ml, pH 7,8.

9.2.6. Generacion de delecciones unidireccionales:

Este sistema, basado en el procedimiento desarrollado por Henikoff (1984), se utiliza
generalmente para la obtencion de colecciones de clones para secuenciacion, y se fundamenta en la
utilizacion de la enzima exonucleasa III (Exo III). Esta enzima es capaz de degradar una de las hebras
del ADN bicatenario cuando hay accesible un extremo 5’ protuberante o romo. Sin embargo, la
enzima no es activa sobre extremos 3° protuberantes o extremos 5" protuberantes con nucledtidos

modificados (con grupos a-fosforotioatos). La longitud del fragmento de ADN degradado por la
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Exolll depende de la cantidad de enzima, ADN, temperatura y tiempo de incubacion; describiéndose

una actividad tedrica a 37 °C de 500 pb/min con 40 unidades de enzima/pug de ADN.

El sistema Erase-a-base, desarrollado por Promega Co. (Madison, WI), ha sido utilizado en el
presente trabajo para la generacion de delecciones en fragmentos de ADN clonados en el vector

pBluescript. El procedimiento seguido para la utilizacion de este sistema se detalla a continuacion:

1. Se digiere el vector con dos enzimas de restriccion de corte unico en el plasmido, que dejen
un extremo 3" protuberante (extremo protegido de la accion de la Exolll) y un extremo 5 protuberante

(extremo que sera degradado por la Exolll).

2. Se resuspende el ADN en tampoén de la Exolll 1x, pudiendo llegar hasta 100 pg/ul y
teniendo en cuenta que se requieren 2,5 upl de esta mezcla para cada tiempo de reaccion. A
continuacion se incuba a 37 °C durante 3 min. Se afiaden 40 U de enzima Exolll (200 U/ul) por pg de
ADN y se mantiene a 37 °C.

3. A intervalos de 30 s se toman alicuotas de 2,5 ul y se mezclan con 7,5 ul de mezcla de
reaccion para la enzima S1. Se mantienen todas las alicuotas en hielo hasta que se toma el tltimo

tiempo de reaccion.

4. Se incuban todos los tiempos 30 minutos a temperatura ambiente para dejar actuar a la
enzima S1. Una vez transcurrido este tiempo, se afiade 1 pl de tampon de paro para S1 y se calienta a
65 °C durante 10 min.

5. Se incuban las muestras a 37 °C y se afiade 1 ul de mezcla de reaccion de Klenow. Se
incuba durante 3 minutos y en ese momento se afiade 1 pl de mezcla de nucledtidos tri-fosfato
(concentracion final 0,125 mM) y se incuba otros 5 minutos a 37 °C. En este paso se habran rellenado
los extremos protuberantes 5° o degradado los extremos protuberantes 3°, generandose extremos

romos.

6. Se enfrian las mezclas a temperatura ambiente y se afaden 40 pl de mezcla de reaccion de
la ligasa, con objeto de recircularizar los productos plasmidicos del proceso. Se incuba 1-2 h a
temperatura ambiente y transcurrido este tiempo se transforma E. coli con 20 ul de cada tiempo de

reaccion.

Tampoén de ExolllI 10x: Tris-HC1 660 mM, MgCl, 6,6 mM; pH 8,0. Mezcla de S1: Tampon de S1 1x, enzima S1 2,5 U/ug
de ADN. Tampon de S1 7,4x: Acetato potasico 0,3 M; NaCl 2,5 M; ZnSO, 10 mM, Glicerol 50 %, pH 4,6. Tampon de
paro para S1: Tris-HCI 0,3 M; EDTA 50 mM. Mezcla de Klenow: Tampon de Klenow 1x, enzima Klenow 0,2 U/ug de
ADN. Tampén 1x de Klenow: Tris-HCI 20 mM, MgCl, 100 mM, pH 8,0. Mezcla de ligasa: Tampon de ligasa 1x, PEG 5%,
DTT 1 mM, enzima ligasa 0,2 U/ug de ADN. Tampon de ligasa 10x: Tris-HCI 0,5 M; MgCl, 0,1 M; ATP 10 mM, pH 7.6.

9.2.7. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR):

La reaccién en cadena de la polimerasa es un método de amplificacion in vitro de ADN en el
que se reproducen, en cierta medida, las condiciones de replicacion del ADN en la célula. Los

constituyentes principales de una PCR son:
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= (Cebadores (primers): moléculas lineales de ADN monocatenario que determinan el punto de inicio

de sintesis de ADN, a partir de los cuales la polimerasa sintetizara la cadena de ADN. Habitualmente
se utilizaron oligonucleotidos de 18-22 pb, con extremos 5° fosforilados cuando el fragmento a

amplificar se quiso clonar posteriormente en algun vector.

= ADN polimerasa: la caracteristica principal de estas enzimas es ser termoestables, ya que la PCR

implica la incubacién a altas temperaturas (94-96 °C) en la fase de desnaturalizacidon. Estas enzimas
proceden de microorganismos termofilos. Actualmente se utilizan enzimas modificadas por ingenieria

genética con las que se puede amplificar fragmentos de ADN de gran tamafio y con gran fiabilidad.

= Molde: Molécula de ADN en la cual existen secuencias nucleotidicas complementarias a la
secuencia de los cebadores. El fragmento de ADN comprendido entre los dos cebadores sera el
fragmento que se amplificard. Esta molécula es la que porta la informacion necesaria para que la

polimerasa sintetice las nuevas hebras de ADN.

» Nucleotidos tri-fosfato: Sustratos de la polimerasa para la sintesis de nuevas hebras de ADN.

El esquema general de una PCR consta de tres pasos:

v’ Desnaturalizacion: 94-96 °C, 60 s. En este punto se desnaturaliza completamente el ADN

molde, haciéndolo accesible para la union de los cebadores a sus zonas complementarias.

v’ Hibridacidn o anillamiento: 37-70 °C, 60 s. La disminucion de la temperatura favorece la union

de los cebadores a sus zonas complementarias en el ADN molde. La temperatura de renaturalizacion
debe diferir 5 °C como maximo de la temperatura de fusiéon (Tm) de los cebadores, establecida

empiricamente por su composicion nucleotidica.

v’ Extensidn o elongacion: 70-72 °C. El tiempo de elongacion dependera del tamafio del fragmento

de ADN que se quiera amplificar. Las polimerasas (Taq, Pfu, Platinum Pfx) que se han utilizado para
la realizacion de este trabajo tenian una velocidad de sintesis entre 2 y 4 kb/min, por lo que los

tiempos de extension fueron de 1-2 min para fragmentos de entre 1 y 4 kb.

El conjunto de estos tres pasos constituye un ciclo de PCR. Las reacciones completas pueden
constar de entre 20 y 40 ciclos, duplicandose, tedricamente, la cantidad de ADN correspondiente al
fragmento a amplificar en cada ciclo. Adicionalmente se suele realizar un paso inicial de
desnaturalizacion, a 94-96 °C durante 2-5 min, para asegurarse de que en el primer ciclo todo el ADN
molde se encuentre completamente desnaturalizado. Igualmente, después de finalizar el Gltimo ciclo
de PCR se puede programar un paso de extension, a 70-72 °C durante 5-10 min, en el que se permite

que la polimerasa termine de sintetizar todas las hebras que no hubiera completado.
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El procedimiento experimental seguido para la amplificacion mediante PCR fue el siguiente:

1. Se mezclan los siguientes componentes en un tubo eppendorf de 500 pl en el orden indicado:

Agua estéril 46 pl
Tampon de Taq polimerasa 10x 10 ul
MgCl, (25 mM) 8 ul
Cebador 1 (20 uM) Sul
Cebador 2 (20 pM) Sul
dNTPs (1,25 mM de cada uno) 16 ul
Molde 10 ul
Enzima (5U/pl) 0,5 ul

2. Se anaden 75-100 pl de aceite mineral esterilizado y se coloca la mezcla de reaccion en el
termociclador (DNA Thermal Cycler, Perkin Elmer Cetus).

3. Se recoge la reaccion, descartando la fase superior de aceite mineral, se eliminan las
proteinas y se precipita con etanol y acetato sédico 3 M pH 5,2.

Tampon de Taq polimerasa 10 x: Tris-HCI 0,1 M; KC1 0,5 M; pH 8,3.

9.3. Manipulacion de ARN

9.3.1. Purificacion de ARN total de P. chrysogenum:

Para la purificacion de ARN total de P. chrysogenum se utilizo el sistema RNeasy' " (Qiagen),
basado en la retencion del ARN en columnas de cromatografia y su posterior elucion. El protocolo

utilizado es el siguiente:

1. Se crece el microorganismo en las condiciones deseadas y se cosecha el micelio por
filtracion a través de filtros de nilon (30-45 pm de didmetro de poro). Se lava el micelio con NaCl 0,9
%; se seca entre papeles de filtro y se congela rdpidamente con N, liquido. El micelio puede ser

utilizado en este momento o almacenado a -80 °C.

2. Se toman 0,4-0,6 g de micelio y se pulverizan con ayuda de un mortero de porcelana,
anadiendo N, liquido para evitar la descongelacion de la muestra. El polvo obtenido se introduce en un
tubo eppendorf y se mezcla bien con 600-700 ul de tampon de lisis RTL (al que se ha adicionado 10

pl de B-mercaptoetanol por cada ml de tampon).

3. Se centrifuga durante 3 minutos a 14.000 r.p.m., recogiéndose el sobrenadante en un tubo
limpio. Este paso se repite hasta que no aparezca ningun resto celular en el fondo del eppendorf.

4. Se mezclan con una pipeta 700 pl de etanol al 70 % en H,O-DEPC con el sobrenadante.
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5. Se cargan 700 pl de la mezcla anterior en una columna de purificacion y se centrifuga
durante 30 s a 10.000-12.000 r.p.m., de forma que todo el sobrenadante atraviese la columna. Se

cargan los 700 pl restantes de sobrenadante en la misma columna y se vuelve a centrifugar.

6. Se lava la columna con tampon RW1 (700 ul) y con tampén RPE (2 veces con 500 pl),
centrifugando 30 s a 10.000-12.000 r.p.m.. En el ultimo lavado se centrifuga durante 3 minutos para

eliminar completamente el etanol que contiene el tampon RPE.

7. Se eluye el ARN dos veces, con 30 pul de agua libre de ARNasas cada vez. El ARN puede
conservarse a -20 6 -80 °C. La concentracion de ARN y su integridad puede visualizarse en un gel de

agarosa al 1 %, cargando 3 pl de muestra de ARN.

H,O0-DEPC: Se disuelve dietilpirocarbonato al 0,1 % en agua destilada mediante agitacion durante 12-15 h. Se esteriliza en
autoclave.

9.3.2. Retrotranscripcion de ARN y amplificacion por PCR (RT-PCR):

La confirmacion de la presencia de intrones en el ADN puede realizarse mediante la
secuenciacion del ARNm maduro. Sin embargo, generalmente los protocolos de secuenciacion estan
disenados para la secuenciacion de ADN, por lo que es necesario llevar a cabo la retrotranscripcion de
las moléculas de ARN a moléculas de ADN, antes de su secuenciacion. Ademas, es mucho mas
comodo manipular ADN que ARN ya que éste ultimo se degrada facilmente. La retrotranscripcion de
ARN se llevo a cabo utilizando el sistema SuperScript ™ One-Step RT-PCR with Platinum ® Taq (Life
Technologies), basado en la sintesis de la hebra complementaria al ARN por medio de una

retrotranscriptasa.
La reaccion se prepar6 de la siguiente manera:

1. Se mezclan en un tubo eppendorf libre de ARNasas los siguientes componentes:

Tampodn de reaccion 2x (Mix) Sul
Enzima RT/Platinum Taq Mix 1 ul

Oligo A (10 uM) 1l

Oligo B (10 uM) Tl
10pg-1pg ARN molde (extraido por RNeasy) 2-5ul
Agua DEPC hasta 50 pl

2. Se afiaden 50 pl de aceite mineral.

3. Se programa el termociclador tomando en cuenta las condiciones Optimas de temperatura
para la sintesis de cDNA, la cual dependera de los oligos utilizados en la reacciéon. Se introducen las
muestras y posteriormente se analiza el producto de la amplificaciéon por PCR mediante electroforesis

en un gel de agarosa.

Tampon de transcriptasa reversa 10 x: Tris-HC1 100 mM, KCI 500 mM, Triton X-100 1 %, pH 8,8.
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10. PREPARACION DE CELULAS COMPETENTES DE Escherichia coli PARA
TRANSFORMACION

10.1. Método del TSS: (Chung et al., 1989).

Es un método sencillo que se empled cuando no fue indispensable obtener eficiencias altas de

transformacion. Este método se ha utilizado para obtener células competentes de la cepa WK6mutS.
1. Se inocula una colonia de E£. coli en 100 ml de medio LB. Se incuba a 37 °C hasta que el
cultivo alcanza una DOgyy nm de 0,5 unidades.

2. Después de enfriar en hielo el cultivo, se recogen las células por centrifugacion a 5000 r.p.m.
durante 10 min. y a 4 °C.

3. El precipitado obtenido se resuspende en 10 ml de solucidén TSS y se reparte la suspension
en tubos eppendorf (400 pl/tubo).

4. Las células pueden ser usadas en el momento o ser almacenadas a -80 °C, después de ser

congeladas en N, liquido o en hielo seco/etanol.

TSS: se prepara en LB: Polietilenglicol 3350/8000 10 %, DMSO 5 %, MgCl/MgSO,4 20-50 mM, pH 6,5.

10.2. Método del cloruro de rubidio: (Hanahan, 1983; 1985).

Este método se ha utilizado para obtener eficiencias de transformacion elevadas (hasta 5 x 10°
transformantes/ug ADN). Con este método se han obtenido células competentes de la cepa DH5a,

cepa empleada en la mayoria de los protocolos de manipulaciéon de ADN.

1. Se inocula una colonia en 10 ml de medio SOB y se incuba durante 6 horas a 37 °C.

2. Se inoculan 100 ml de medio SOB con 1 ml del indculo, incubando a 37 °C hasta que el

cultivo alcanza una DOgyynm de 0,4-0,5 unidades.

3. El cultivo se enfria en hielo y se recogen las células por centrifugacion durante 5 min. (3000
r.p.m., 4 °C). A partir de este punto, es muy importante conservar las células a una temperatura de 4 °C

en todo momento.

4. El precipitado se resuspende en un pequefio vol. de solucién RF1, mediante agitacion suave,
y se lleva la suspension a un vol. final de solucion RF1 de 33 ml, incubandose posteriormente 15 min.

en hielo.

5. Se recogen las células por centrifugacion a 3.000 r.p.m. y 4 °C durante 5 min. El precipitado
se resuspende en 8 ml de soluciéon RF2. Una vez resuspendidas las células se mantienen 15 min. en
hielo.

6. Las células asi obtenidas se reparten en alicuotas de 100-200 pl y pueden utilizarse bien
directamente para transformar o pueden ser congeladas en N, liquido y almacenadas a -80 °C.
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RF1: RbCl 100 mM, MnCl, 50 mM, Acetato potasico 30 mM, CaCl, 10 mM, Glicerol 15 %, pH 5,8 con acido acético 0,2 M.
Esterilizar por filtracion. RF2: MOPS 10 mM, RbCl 10 mM, CaCl, 75 mM, Glicerol 15 %, pH 6,8 con NaOH. Esterilizar por
filtracion.

10.3. Preparacion de células electrocompetentes:

La sencillez de preparacion de células electrocompetentes, asi como la alta eficiencia de
transformacion que se obtiene mediante este método de transformacion (hasta 10°-10'° transformantes/
pg de ADN) ha hecho que se haya utilizado este sistema para transformar E. coli en algunos

experimentos. La cepa bacteriana elegida para obtener células electrocompetentes fue £. coli DH10B.
1. Se inoculan 100 ml de medio LB con una colonia aislada de E. coli DH10B, y se incuba a
37°C y 250 r.p.m. hasta obtener una DOssgny entre 0.4 y 0.5.

2. Se recogen las células por centrifugacion en una supercentrifuga Sorvall (Du Pont
Instruments) a 5.000 r.p.m. y 4 °C durante 10 min.

3. Se desecha el sobrenadante y se resuspenden las células en 100 ml de glicerol al 10 % en
agua Milli-Q.

4. Se recogen las células de nuevo como en el primer paso.
5. Se desecha el sobrenadante y se resuspenden las células en 100 ml de glicerol al 10 %.

6. Se recogen las células y se resuspenden en 330 ul de glicerol al 10%. Esta suspension de
células puede ser utilizada inmediatamente o repartida en alicuotas de 30 ul y almacenadas a —80 °C.

11. TRANSFORMACION DE Escherichia coli Y OBTENCION DE ADN PLASMIDICO

11.1. Transformacioén de E. coli:
En el presente trabajo se ha seguido el protocolo descrito por Hanahan (1983) para la

transformacion de células competentes de E. coli obtenidas por métodos quimicos.

1. Se descongelan las células en un bafio con hielo.

2. Se mezclan suavemente 100 pl de solucion de células con 1-10 pl de solucion de ADN y se
incuban en hielo durante 20 min.

3. Se somete a la mezcla de reaccion a un choque térmico, incubando a 42 °C durante 45 s.

Posteriormente se incuba la mezcla en hielo durante 2 min.

4. Se afiaden 600-900 pl de medio LB a la mezcla de transformacion y se incuba a 37 °C y en
agitacion durante 45-60 min.

5. Se siembra en un medio sélido selectivo para clones transformados, habitualmente medio

LB suplementado con algin antibiotico.
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11.2. Electroporacion de E. coli:

El protocolo de electroporacion que se ha utilizado es el siguiente:

1. Se descongelan en hielo las células electrocompetentes DH10B y se mezclan con el ADN,
utilizando 30 pl de suspension de células y 1-5 pl de ADN.

2. Se transfiere la mezcla de células y ADN a una cubeta de electroporacion de 0,2 cm
previamente enfriada en hielo. La mezcla debe estar en contacto con las dos laminas metalicas de la

cubeta y sin formar burbujas.

3. Se seca bien el exterior de la cubeta y se coloca en el soporte, previamente enfriado a —20°C,
del aparato de electroporacion.

4. Se ajustan las condiciones (25 pF, 2.500 V y 200 Q) y se realiza la electroporacion. La
duracion del pulso debe ser de 4-5 milisegundos para obtener una buena eficiencia de transformacion.
Se coloca la cubeta en hiclo hasta que se recojan las células.

5. Se anade 1 ml de medio LB en la cubeta de transformacion, se mezcla con una micropipeta,

se recoge el medio y se incuba en un tubo eppendorfa 37 °C y 250 r.p.m. durante 1 h.

6. Se siembra en un medio sé6lido adecuado para la seleccion de clones transformantes.

11.3. Minipreparaciones de ADN plasmidico (minipreps):

Se ha seguido el protocolo descrito por Holmes y Quigley (1981):

1. Se realizan cultivos a pequeila escala en tubos eppendorf con 1 ml de medio TB,
complementado con el antibidtico apropiado, inoculando dichos cultivos con colonias aisladas de

E. coli. Los cultivos se incuban durante 8-12 h a 37 °C y con agitacion (250 r.p.m.).

2. Se recogen las células por centrifugacion durante 10 minutos a 10.000 r.p.m. y temperatura
ambiente. Después de descartar el sobrenadante, se resuspende el precipitado en 300-350 ul de STET
mediante agitacion fuerte.

3. Se afiaden 10 pl de una solucion de lisozima alcalina en agua (10 mg/ml) y se incuba 45 s
con agitacion fuerte.

4. Una vez lisadas las células, se incuban las reacciones en agua hirviendo durante 45 s. Este
proceso provocara la coagulacion de los restos celulares, ADN cromosémico y proteinas; que seran
concentrados por centrifugacion durante 15 minutos a 14.000 r.p.m.. El precipitado formado por estos
componentes celulares se retira del fondo de los tubos con un palillo estéril libre de nucleasas.

5. El sobrenadante obtenido se mezcla con 40 pl de acetato sodico 3 M pH 5,2 y 400 pl de 2-
propanol, precipitando con este procedimiento el ADN plasmidico. Dicho ADN se recoge por
centrifugacion durante 10 minutos a 14.000 r.p.m., y una vez descartado el sobrenadante, se lava con
etanol al 70 % en agua.

6. El precipitado se seca al aire y se resuspende en 30-40 pl de TE, almacenandose a 4 °C o a
temperatura ambiente.

61



Metabolismo del Acido Pipecdlico en Penicillium chrysogenum

STET: Sacarosa 8 %, Triton X-100 0,5 %; Tris-HC1 10 mM, EDTA 50 mM, pH 8.

11.4. Obtencion de ADN plasmidico a gran escala mediante lisis alcalina:

Se ha seguido el protocolo descrito por Maniatis ef al. (1982):

1. Se inoculan 100 ml de medio TB, complementado con el antibidtico apropiado, con una

colonia aislada de E. coli y se incuba el cultivo durante 8-12 horas a 37 °C y agitacion a 250 r.p.m.

2. Una vez crecido el cultivo, se recogen las células en un tubo GSA por centrifugaciéon durante
5 minutos a 5.000 r.p.m., utilizando una super centrifuga Sorvall (DuPont Instruments). El precipitado

obtenido se resuspende en 2 ml de solucion GTE, y se transfiere a un tubo SS34.

3. La solucién de células se mezcla con 2 ml de lisozima alcalina (10 mg/ml en GTE) y se

incuba 5 minutos a temperatura ambiente.

4. Se anaden 8 ml de solucion alcalina/SDS, se mezcla suavemente por agitacion y se incuba
durante 10 minutos en hielo. Este proceso facilitard la desnaturalizacion selectiva del ADN

cromosomico.

5. Se afiaden 6 ml de una solucion de acetato potasico pH 4,8 y se agita vigorosamente hasta
conseguir una mezcla homogénea, incubando posteriormente en hielo durante 10 min. Esto provocara
la precipitacion de las proteinas en la solucion.

6. A continuacion, se eliminan los restos precipitados centrifugando durante 15 minutos a
15.000 r.p.m. y 4 °C en una super centrifuga Sorvall. El sobrenadante se recupera y se filtra a través de
un filtro de nilén a un tubo SS34 limpio para eliminar restos celulares que pudieran quedar en la

solucion.

7. Se afiaden 0,7 volumenes de 2-propanol y 0,1 vol. de acetato sédico 3 M pH 5,2 para

precipitar los acidos nucleicos. Esta mezcla se mantiene a temperatura ambiente durante 10-15 min.

8. Se centrifuga durante 10 minutos a 8.000 r.p.m. en una centrifuga Sorvall para recoger los
acidos nucleicos, lavando posteriormente el precipitado con etanol al 70 % en agua. Se seca el tubo al
aire para eliminar restos de etanol y se resuspende el precipitado en 1 ml de TE.

9. Se trata la solucion obtenida con ARNasa (concentracion final 10 pg/ml) durante 60-90
minutos a 37 °C para eliminar el ARN. Se eliminan las proteinas por fenolizacidén y se precipita el
ADN en tubos eppendorf con 2,5 vol. de etanol absoluto frio y 0,1 vol. de acetato sdédico 3 M pH 5,2.

10.Después de recuperar el ADN por centrifugacion durante 30 minutos a 14.000 r.p.m. y 4 °C,
se lava con etanol al 70 % y se resuspende en 75-150 pl de TE.

GTE: Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM, pH 8. Solucién alcalina/SDS: NaOH 0,2 M; SDS 1 %. Acetato
potasico pH 4,8: Acetato potasico 3 M, acido acético glacial 2 M.
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12. MANIPULACION DE GENOTECAS FAGICAS DE ADN

La manipulacion de genotecas de ADN construidas en fagos requiere la realizacion de una serie

de pasos que se detallan a continuacion:

12.1. Preparacion de células de E. coli para infeccion:

1. Se siembra la cepa E. coli LE-392 en medio NZY soélido. Se incuba a 37 °C durante 12-16 h
y se toma una colonia aislada para inocular 100 ml de medio NZY-maltosa-MgSQO4 (0,2 % y 10 mM
respectivamente). Se incuba a 37 °C con agitacion orbital hasta obtener una DOgg o de 0,5-0,8; lo que

equivale a 4 x 10°- 6,4 x 10® células/ml.

2. Se recogen las células por centrifugacion a 4.000 r.p.m. en tubos de 10 ml, se elimina el
sobrenadante y las células de cada tubo se resuspenden en 1 ml (células 10x) o en 2,5 ml (células 4x)

de MgSO, 10 mM. Esta suspension de células puede almacenarse a 4 °C durante 15 dias.

12.2. Infeccion en medio sélido:

1. Se mezclan en un tubo de 10 ml 100-500 pl de células 4x con 10-100 ul de suspension de
fagos (diluida en tampon SM cuando sea necesario) y se incuba a temperatura ambiente 10 min y 30
min a 37 °C.

2. Se anade al tubo 3 ml (para placas de 90 mm de diametro) 6 7,5 ml (para placas de 150 mm)
de NZY al 0,7 % de agar a 48 °C. Se mezcla el medio con la infeccion y se extiende sobre una placa

con una base de NZY al 2 % de agar.

3. Se incuba a 37 °C hasta la aparicion de halos de lisis (7-8 h). Una vez observados los halos

de lisis se almacenan las placas a 4 °C hasta su uso.

Tampon SM: NaCl 0,1 M; MgSO, 10 mM, Tris-HC1 50 mM pH 7,5; gelatina 0,01 %.

12.3. Transferencia de placas de lisis a filtros de nitrocelulosa:

1. Se coloca un filtro de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell) sobre la placa, evitando dejar
burbujas de aire, y se deja la transferencia durante 3 min. Se marca el filtro con un boligrafo para
identificar la cara que ha estado en contacto con las placas de lisis. Si se realiza una segunda copia, se

mantiene el filtro durante 4 min.

2. Se retira el filtro y se incuba durante 3 min en solucién desnaturalizante con la cara que ha

estado en contacto con las placas de lisis hacia arriba. Se seca el filtro 1 min sobre papel de filtro y se
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sumerge dos veces en solucion neutralizante durante 5 min. Se seca de nuevo y se incuba en solucion
SSC 2x durante 10 min.

3. Se retira el filtro de la ultima solucion, se seca al aire y se fija el ADN al filtro mediante
vacio a +80 °C durante 2 h o mediante luz ultravioleta.

Solucion desnaturalizante: NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M. Solucién neutralizante: NaCl 3 M, Tris-HCI 1 M, pH 7,5. SSC
20x: NaCl 3 M, citrato sodico 0,3 M, pH 7.

12.4. Amplificacion de bacteriéfagos en medio sélido:

1. Se recoge con una punta de pipeta estéril la placa de lisis seleccionada y se introduce en un
tubo eppendorf con 100 pl de tampon SM y 2 ul de cloroformo. Se incuba a 4 °C durante 2-4 h para
facilitar la difusion del fago. Se utilizan 10 ul de la suspension obtenida para realizar una infeccion

como se ha descrito en el apartado 12.2.

2. Una vez obtenidas las placas de lisis se seleccionan aquellas placas en las cuales se haya
obtenido lisis confluente. Si no se ha obtenido ninguna placa con esta caracteristica, se recogen los
fagos mediante el método que se describe a continuacion y se repite la infeccion.

3. Se recogen los fagos afiadiendo sobre las placas 5 ml de tampon SM. Se incuba con agitacion
suave a 4 °C durante 2-4 h y se recoge en un tubo de 10 ml el sobrenadante y la cobertera de la placa.
A este medio se le afiade un 2 % (v/v) de cloroformo, se mezcla y se centrifuga a 4 °C y 10.000 r.p.m.
durante 10 min. Se recoge el sobrenadante y se realiza una infeccion con distintas diluciones de esta
suspension para estimar el numero de unidades formadoras de placas de lisis (ufp) que se han
obtenido.

12.5. Obtenciéon de ADN de fagos recombinantes:

Se ha seguido el protocolo descrito por Malik et al. (1990):

1. Se infectan 10° células con 107 ufp y se incuban a 37 °C sin agitacion.

2. Se inocula la infeccion en un matraz de 500 ml con 100 ml de NZY-maltosa-MgSO;, (2 %
maltosa y 10 mM MgSQOy,). Se incuba a 37 °C y 250 r.p.m. durante 4-6 h con objeto de obtener una
lisis total del cultivo bacteriano.

3. Se centrifuga el medio a 8.000 r.p.m. durante 20 min y se recoge el sobrenadante,

desechando el precipitado de restos celulares.

4. El sobrenadante se traspasa a un tubo limpio y se afiaden 100 pul de ADNasa I, 100 pl de
ARNasa y se incuba a 37 °C durante 1 h. Se afiaden 10 g de polietilenglicol 8.000, 4 g de NaCl y se
calienta a 65 °C hasta que se disuelvan estos componentes. Se incuba a 4 °C durante mas de 1 h
(incluso toda la noche).
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5. Se centrifuga a 8.000 r.p.m. y 4 °C durante 40 min y se desecha el sobrenadante. El
precipitado de fagos se resuspende en 5 ml de tampon SM, se afiaden 50 pl de ADNasa [ 'y 50 pl de
ARNasa y se incuba durante 30 min a 37 °C.

6. Se lisan los fagos mediante la adicion de SDS a una concentracion final del 0,2 % y se
eliminan las proteinas incubando simultaneamente con 50 pl de proteinasa K (10 mg/ml). Se incuba

esta reaccion a 37 °C durante 1 h.

7. Se limpia la solucién mediante fenolizacion y se precipita el ADN con 2,5 vol de etanol frio
y 0,1 vol de acetato sodico 3 M pH 5,2. Se centrifuga a 14.000 r.p.m. y 4 °C durante 30 min, se lava el
precipitado con etanol al 70 % y se resuspende el ADN en 100 pl de tampon TE.

Proteinasa K: solucién 10 mg/ml en agua. ADNasa I y ARNasa: solucion 10 mg/ml en agua.

13. TRANSFORMACION DE Penicillium chrysogenum

La introduccion de ADN en P. chrysogenum se ha realizado siguiendo los procedimientos

descritos por Cantoral ef al. (1987) y Diez et al. (1987).

13.1. Sistemas de seleccion positiva de transformantes en P. chrysogenum:

Generalmente, los marcadores de transformacion empleados para la seleccion de transformantes
en P. chrysogenum han sido la complementacion de auxotrofias en cepas mutantes deficientes en
algun gen esencial. En nuestro caso, la complementacion de la auxotrofia de lisina ha sido el sistema
de seleccion positiva de transformantes mas utilizado. Sin embargo, la utilizacion del gen ble de
Streptoalloteicus hindustanus, que confiere resistencia frente al antibidtico fleomicina, también se
utiliz6 como sistema de seleccion positiva de transformantes. La fleomicina es un antibidtico metalo-
glucopeptidico de la familia de la bleomicina (Berdy, 1980). Es un antibidtico de amplio espectro cuyo
mecanismo de accion se basa en la rotura del ADN actuando sobre ADN monocatenario con
secuencias repetidas invertidas o sobre ADN bicatenario no metilado (Hetzberg et al. 1985). La
resistencia frente a este antibidtico se puede producir por bloqueo fisico de las moléculas de
fleomicina mediante el producto del gen ble. Este gen se ha encontrado en bacterias Gram negativas
(Genilloud et al. 1984; Collins y Hall, 1985), en bacterias Gram positivas (McKenzie ef al. 1986) y en
el actinomiceto productor de fleomicina S. hindustanus (Drocourt et al. 1990). En nuestros
experimentos de transformacion para la interrupcion del gen lys7 que codifica la sacaropina reductasa
de P. chrysogenum, se utiliz6 un plasmido (denominado pDL7) que contiene el gen ble de S.

hindustanus integrado en un casete de expresion compuestos por: (i) el promotor del gen pchC de
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P. chrysogenum; (ii) el gen ble y; (iii) el terminador del gen CYCI de S. cerevisiae (Banuelos et al.,

2003).

13.2. Obtencion de protoplastos:

El protocolo que se ha seguido para transformar P. chrysogenum se basa en la utilizacion de

protoplastos de este microorganismo.

1. Se inoculan 100 ml de medio MPPY con esporas procedentes de una placa de medio Power,
incubada durante 5 dias a 28 °C. Se incuba el cultivo durante 12-18 h a 25 °C y 250 r.p.m. de forma
que la mayoria de las esporas estén germinadas, pero sin que se haya generado un micelio muy

entrelazado. Si se utiliza una cepa auxotrofa debe complementarse el medio con el aditivo adecuado.

2. Se recoge el micelio por filtracion a través de un filtro estéril de nilén de 30 um de poro,

lavandose a continuacién con 100 ml de NaCl 0,9 %.

3. Se toma entre 1 y 3 g de micelio y se resuspende en 10 ml de tampoén de protoplastos (TPP),
mezclandose en un matraz de 250 ml con 10 ml de una solucién de enzimas liticas (Sigma Chemical
Co.) a una concentracion de 1,5-2,5 mg/ml en TPP. Esta solucion se esteriliza por filtracion a través de
un filtro millipore de 0,22 pm. La mezcla se incuba a 25 °C con agitacion suave (70-90 r.p.m.) durante
3-4 h. Se sigue el proceso de liberacion de protoplastos observando alicuotas al microscopio cada

hora.

4. Una vez que se han liberado la mayoria de los protoplastos, se filtra la suspension a través de
un filtro estéril de nilon de 30 um de poro, y se reparte en dos tubos de 10 ml. Se centrifuga el filtrado
en una centrifuga basculante a 1.500-2.000 r.p.m. durante 2-3 minutos para recoger los protoplastos.
Se elimina el sobrenadante y se lava el precipitado dos veces con solucion KCM, centrifugando de
nuevo y eliminando el sobrenadante. Antes de la ultima centrifugacion se hace un recuento de

protoplastos en una camara Thoma.

5. Los protoplastos obtenidos en el paso anterior se resuspenden en KCM con un 10 % de
soluciéon PCM, procurando que queden a una concentracion de 2,5 x 10° protoplastos/ml. La

suspension se mantiene en hielo hasta que se proceda a transformar.

Tampén de protoplastos (TPP): Tampoén fosfato potasico S0 mM, KCI 0,7 M; pH 5,8. Selucion KCM: KCI 0,7 M; CaCl,
50 mM, Mes 10 mM, pH 5,8. Solucién PCM: Polietilenglicol 6000 50 %, CaCl, 50 mM, Mes 10 mM, pH 5,8.

13.3. Transformacion:

1. En un tubo eppendorf estéril se mezclan los siguientes componentes:

Suspension de protoplastos 100 wl
ADN (1 pg/ul) 1-10 ul
Acido aurintricarboxilico (ATA) 0,1 M 10 ul
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2. Se mezcla suavemente con ayuda de una pipeta sin dejar burbujas y se incuba en hielo

durante 20 min.

3. Se anaden 500 pl de solucion PCM, se mezcla con una pipeta y se incuba a temperatura

ambiente durante 20 min.

4. Se diluye el polietilenglicol de la solucion PCM de la reaccion de transformacion con 600 ul
de soluciéon KCM, mezclando con una pipeta. Si es necesario diluir mas la reaccion de transformacion
se hara siempre utilizando KCM.

Ademas de las reacciones de transformacion propiamente dichas, se realiza una reaccion control
de regeneracion de protoplastos en la cual no se aflade ADN plasmidico. Esta reaccion, sembrada en
medio selectivo y no selectivo informara de la viabilidad de los protoplastos, de la aparicion de
colonias revertientes (si se emplea la complementacion de una mutacion como sistema de seleccion) y

de la posible presencia de microorganismos contaminantes.

13.4. Seleccion de los transformantes:

La seleccion de transformantes se realiza comprobando su capacidad de crecer en medio solido
selectivo. Estos medios deben poseer un estabilizante osmotico para evitar la lisis de los protoplastos
(en nuestro caso se utilizo KCI 0,7 M o Sorbitol 1M). Cuando el método de seleccion fue la
complementacion de una auxotrofia el medio utilizado fue Czapek-KCI, medio definido en el cual sélo
pueden crecer cepas prototrofas. Cuando el método de seleccion fue resistencia a fleomicina, se utilizo
medio Czapek-Sorbitol (la alta concentracion de sales en el Czapek-KCl impide la accion del

antibiotico) con una concentracion de 10-20 pg/ml de fleomicina (10 mg/ml en H,O).

1. Se prepara una base de medio selectivo, con 5 ml para placas de 60 mm de didmetro y con

10 ml para placas de 90 mm de diametro. Se dejan polimerizar durante 10 min.

2. Se reparte la reaccion de transformacion en 4 tubos de 10 ml. Se mezclan los protoplastos
con medio selectivo a 45 °C (5 ml para siembra en placas de 60 mm de diametro y 10 ml para placas
de 90 mm de didmetro), y se extiende sobre la base antes preparada. Se deja polimerizar durante 5
min. Si se ha utilizado en la transformaciéon un plasmido de replicacion autébnoma, es necesario
sembrar diluciones de la mezcla de reaccion (300 ul de diluciones 107, 107y 107), ya que la alta
eficiencia de transformacion que presentan estos plasmidos puede ocasionar la aparicion de un césped

en las placas, imposibilitando el aislamiento de transformantes.

3. Seincuban las placas a 28 °C durante 4-6 dias hasta la aparicion de colonias transformantes.
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14. OBTENCION DE ADN TOTAL DE Penicillium chrysogenum

Para la obtencion de ADN total de P. chrysogenum se ha utilizado el método desarrollado por

J.F. Fernandez en nuestro laboratorio, que se detalla a continuacion:

1. Se inoculan 100 ml de medio MPPY con esporas frescas procedentes de medio Power. El
cultivo se incuba en un matraz liso (500 ml) durante 24-48 h a 25 °C y agitacion a 250 r.p.m. Una vez
crecido el microorganismo, se recoge el micelio a través de un filtro de nilén estéril (30-45 um de
poro) y se lava con 100 ml de NaCl 0,9 %. El micelio obtenido se seca entre papeles de filtro, se

congela y se liofiliza.

2. Se toman 0,5-1 g de micelio liofilizado y se pulveriza con ayuda de un mortero y afiadiendo
N, liquido. El polvo obtenido se introduce en un tubo eppendorf (2,2 ml) y se mezcla bien con 1 ml de
tampon de rotura. A esta suspension se le anaden 1 ml de fenol neutro, se mezcla mediante agitacion
suave y se incuba en un bafio con agua a 50 °C durante 30 minutos, agitando a intervalos de 5 minutos

aproximadamente.

3. Se centrifuga a 14.000 r.p.m. y temperatura ambiente durante 10 min. Se recoge la fase
acuosa (superior) y se extrae con fenol/CIA hasta que la interfase quede limpia de restos celulares.

Una vez llegados a este paso, se extrae una vez con CIA para eliminar los restos de fenol.

4. Se precipita el ADN con 2,5 vol. de etanol absoluto y 0,1 vol. de acetato s6dico 3 M pH 5,2.
Se incuba a -20 °C durante mas de 1 h y se centrifuga 30 minutos a 14.000 r.p.m. y 4 °C. El
precipitado obtenido se lava con etanol al 70 %, se seca al aire y se resuspende en 30-40 ul de TE.

Tampon de Rotura: Tris-HCI 0,18 M; EDTA 10 mM, SDS 1 %, pH 8,2.

15. ELECTROFORESIS DE MACROMOLECULAS

15.1. Electroforesis de ADN:

Las condiciones de electroforesis para separar moléculas de ADN en geles de agarosa son las
descritas por Maniatis et al. (1982) y Sambrook et al. (1989). Se utiliz6 agarosa GIBCO BRL ultra
PURE (Life Technologies) a diferentes porcentajes (desde 0,3 % hasta 2,5 %), dependiendo del
tamafio de los fragmentos de ADN a separar, utilizando TAE como tampon y preparando el gel

mediante calentamiento del tamp6n y la agarosa en un microondas.

Las muestras de ADN se mezclaron con 0,1 vol. de tampon de carga 6x y se calentaron durante
5 minutos a 65 °C. Posteriormente se enfriaron durante 5 minutos en un bafio con hielo y se cargaron
en el gel. La electroforesis se desarrollo generalmente en geles del 0,8 % (14 x 11 cm) aplicando una

diferencia de potencial de 80-100 voltios durante 3 h. Una vez finalizada la electroforesis, se tifieron
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los geles sumergiéndolos en una solucion de bromuro de etidio durante 15-20 min. Los geles se
observaron sobre un transiluminador de luz UV (Spectroline TR-302, A= 302 nm), y se fotografiaron

mediante una video impresora (Video Graphic Printer UP-890CE, Sony).

El tamafio de las bandas de ADN en los geles de agarosa se estim6 por comparacion con varios
marcadores de peso molecular. A continuacion se citan algunos de ellos y el tamafo de las bandas que

los componen:

=  ADN del bacteriofago A digerido con Hindlll: 23.130; 9.416; 6.557; 4.361; 2.322; 2.027,;
564; 125 pb.

= ADN del bacteriéfago A digerido con Pstl: 11.509; 5.080; 4.649; 4.505; 2.840; 2.577,
2.454;2.443; 2.140; 1.980; 1.700; 805; 516; 467, 448; 339, 265; 247; 210 pb.

TAE 50x: Tris base 242 g, acido acético glacial 57,1 ml; EDTA 0,5 M pH 8 100 ml, H,O 1 litro. Tampoén de carga 6x: Azul
de bromofenol 0,25 %, Sacarosa 40 %, Xileno cianol 0,25 %. Bromuro de etidio: Se prepara una solucion stock a 10 mg/ml
y se conserva a 4 °C y oscuridad. Para tincion de geles se prepara una solucion diluida a 5 pg/ml.

15.2. Extraccion de ADN de geles de agarosa:
Para la extraccion y purificacion de fragmentos de ADN a partir de geles de agarosa se han

utilizado los siguientes métodos:

» Freeze squeeze (Polman y Larkin, 1989):

1. Se practica un agujero en el fondo de un tubo eppendorf y se cubre el orificio con lana de
vidrio estéril. Se introduce en el eppendorf el fragmento de gel del cual se quiere recuperar el ADN y
se congela a -20 °C.

2. Se encaja el tubo eppendorf con el fragmento de gel en la boca de otro tubo eppendorf y se
centrifuga el conjunto a 14.000 r.p.m. durante 4 min. Una vez finalizada la centrifugacion, se obtendra
en el tubo eppendorf inferior el tampon contenido en el gel de agarosa con el ADN disuelto en él,

mientras que la agarosa habra quedado retenida por la lana de vidrio del eppendorf superior.

3. Se limpia la solucion obtenida mediante extraccion con fenol-cloroformo y se precipita el
ADN con 2,5 vol. de etanol y 0,1 vol. de acetato sédico 3 M pH 5,2.

» GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences):

1. Colocar en un tubo eppendorf el fragmento de gel de agarosa que contiene el ADN que se
desea purificar. El peso maximo de gel de agarosa debe utilizar es de 300 mg y el volumen maximo de

las columnas es de 600 pl.
2. Anadir 10 pl de capture buffer por cada 10 mg de gel de agarosa (maximo 300 pl).

3. Cerrar el tubo eppendorf y mezclar el contenido en un vortex vigorosamente. Incubar a 60 °C

hasta que la agarosa se disuelva completamente (5-15 min).

69



Metabolismo del Acido Pipecdlico en Penicillium chrysogenum

4. Centrifugar y transferir la muestra a una columna GFX previamente colocada en un tubo de

collection. Incubar a temperatura ambiente durante 1 min.

5. Centrifugar a 14.000 r.p.m. durante 30 s. Descartar la solucidon recogida en el tubo de

collection y colocar la columna GFX en un tubo nuevo.

6. Anadir 500 pl de wash buffer a la columna GFX. Centrifugar a 14.000 r.p.m. durante 30 s.
Descartar la solucion recogida en el tubo de collection y colocar la columna GFX en un tubo
eppendorf de 1.5 ml.

7. Anadir 50 pl de elution buffer, agua destilada o TE directamente a la matriz de fibra de
vidrio de la columna GFX. Incubar a temperatura ambiente durante 1 min. Para obtener el ADN mas
concentrado se debe reducir el volumen de elucion, pero no éste no debe ser menor de 10 pl.

8. Centrifugar a 14.000 r.p.m. durante 1 min. Recuperar el ADN purificado.

Capture Buffer: Solucion tamponada que contiene acetato. Columnas GFX: Columnas MicroSpin™ que contienen una
matriz de fibra de vidrio. Wash Buffer: Tampo6n Tris-EDTA (10 mM TRis-HCI pH 8; 1 mM EDTA). Es necesario diluir el
Wahs buffer, por lo que se afiaden a la botella 48 ml de etanol absoluto. Elution Buffer: 10 mM Tris-HCI pH 8,0.

15.3. Electroforesis de ARN:

La electroforesis de moléculas de ARN puede realizarse en geles de TAE-agarosa cuando se
necesita comprobar la integridad o la concentracion de una muestra de ARN. En este caso, la
electroforesis se desarrolla de igual forma a lo descrito para la electroforesis de moléculas de ADN,
con la salvedad de que las muestras no deben calentarse y el tampén de carga debe ser especial para

ARN.

Tampén de carga 6x para ARN: Azul de bromofenol 4 %, xileno cianol 4 %, EDTA 1 mM, glicerol 50 %.

16. TRANSFERENCIA DE MACROMOLECULAS

16.1. Transferencia de ADN por capilaridad (Southern):
La técnica de transferencia de ADN a filtros de nilon o nitrocelulosa es conocida como Southern

(Southern, 1975), y para su realizacion se han seguido las indicaciones de Sambrook et al. (1989):

1. Una vez tefiido y fotografiado el gel de agarosa, se lava con agua destilada y se incuba en
agitacion suave durante 15 minutos en una solucion de acido clorhidrico 0,25 M. Mediante este

tratamiento se produce una rotura parcial del ADN que facilita su difusion a través de gel.

2. Se retira la solucion de acido clorhidrico y se sustituye por una solucion desnaturalizante, en
la que se incubara el gel durante 45-60 min.
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3. Se elimina la solucioén desnaturalizante y se afiade una solucion neutralizante, en la que se

mantendra el gel en agitacion suave durante 45-60 min.

4. Se corta un taco de papeles de filtro (20-25 cm de alto) a la medida del gel, 4 papeles
Whatman 3MM también de la medida del gel y un filtro (nilén o nitrocelulosa) ligeramente mayor que
el gel. Los papeles Whatman y el filtro se incuban durante 1 minuto en agua destilada y

posteriormente 2 minutos en solucion SSC 15x.

5. Se prepara el sistema de transferencia por capilaridad, colocando en una bandeja un taco de
8-10 cm de alto de papeles de filtro. Sobre el taco de papeles se colocan en el orden en el que se cita
los siguientes componentes: 2 papeles Whatman 3MM, el gel, el filtro de nilén o nitrocelulosa y otros
dos papeles Whatman 3 MM. Sobre los papeles Whatman se colocara otro taco (12-15 c¢cm) de papeles

de filtro y sobre estos un peso (0,5-1 Kg) que facilitara la transferencia.

6. Se afiade solucion SSC 15x a la bandeja, asegurandose que sea suficiente para empapar la
torre inferior de papeles de filtro, pero sin que el nivel de solucion llegue a la altura del gel. La

transferencia se deja durante 12 h.

7. Se retiran los papeles de filtro y papeles Whatman superiores, se marca sobre el filtro la
posicion de los pocillos y se lava el filtro en solucion SSC 6x para eliminar el exceso de sales.

8. Se seca al aire el filtro. Si el filtro es de nilon se fija el ADN al filtro con luz ultravioleta

(Stratalinker, Stratagene). Si el filtro es de nitrocelulosa se incuba a 80 °C y en vacio durante 2 h.

16.2. Transferencia de ADN mediante sistema de vacio:

Este sistema de transferencia se utilizd en aquellos casos en los que se quiso transferir ADN
plasmidico digerido y desarrollado en geles de agarosa, ya que permite una eficiencia adecuada para la
transferencia de moléculas de ADN de tamafio medio y pequeio. El método que se ha seguido es el

siguiente:

1. Una vez visualizado el gel de agarosa, se incuba 15 minutos en acido clorhidrico 0,25 M y en

agitacion suave. Una vez transcurridos los 15 minutos se lava el gel con agua destilada.

2. Se monta el aparato de transferencia, colocando un filtro de nildon sobre la placa porosa de la
cubeta de transferencia. Sobre el filtro se coloca una ldmina de plastico que cubra toda la placa porosa
y que posea una apertura rectangular en el centro y de un tamafio ligeramente inferior al gel. Debe

colocarse de forma que el filtro quede centrado en la apertura de la lamina de plastico.

3. Se coloca el filtro sobre la apertura de la lamina de plastico y se conecta la bomba de vacio.
Una vez que comienza la succion se afiade sobre el gel solucion desnaturalizante, cubriendo toda la

superficie del gel. Se incuba de esta forma durante 20 min.

4. Se elimina la solucion desnaturalizante y se sustituye por solucion neutralizante, incubando

durante otros 20 min.

5. Se elimina la solucién neutralizante y se cubre el gel con SSC 20x. Se mantiene la
transferencia durante al menos 2 h. Una vez transcurrido el tiempo, se apaga el sistema de vacio, se

retira el gel, se recoge el filtro y se fija mediante luz ultravioleta.
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17. HIBRIDACION DE ACIDOS NUCLEICOS

17.1. Marcaje no radiactivo de sondas:

El sistema de marcaje no radiactivo utilizado se basa en la utilizacién del nucleétido dUTP,
modificado por la unién covalente de un hapteno esteroide denominado digoxigenina (DIG), que actaa
como antigeno de los anticuerpos que posteriormente se utilizaran para la deteccion. Los nucledtidos
modificados se introducen por medio de la amplificacion, a partir de cebadores unidos al azar, de la
molécula de ADN (random primer; Feinberg y Vogelstein, 1983). La reaccién de marcaje con el

sistema DIG-High Prime (Roche) se realiza de la siguiente forma:
1. Se utiliza 1 ug de ADN disuelto en 16 ul de agua. Esta solucion se hierve durante 10
minutos con objeto de desnaturalizar el ADN y se incuba posteriormente en hielo durante 2-3 minutos.

2. Se afiaden 4 pl de la mezcla random primer 5x y se incuba a 37 °C durante 1-20 h. Una vez
marcada, la sonda puede almacenarse a -20 °C durante mas de un afio.

Mezcla de random primer 5x: Klenow 1 U/ul, dATP/dCTP/dGTP cada uno 1 mM, dTTP 0,65 mM; DIG-11-dUTP 0,35
mM; Tampodn de reaccion 5 x 50 %.

17.2. Prehibridacion e hibridacion:

>  Prehibridacion:

Los filtros, tanto con ADN como con ARN, deben bloquearse para eliminar los sitios activos del
filtro que podrian retener la sonda y producir la aparicion de sefiales inespecificas de hibridacién. En
el caso de hibridacion con sondas no radiactivas se utiliza un producto bloqueante (Blocking reagent,

Boehringer Mannhein).
1. Se coloca el filtro entre dos pedazos de plastico transparente para envasar y se sellan los
cuatro lados dejando una solapa (10-15 cm de longitud) sin sellar en una de las esquinas.

2. Se afiade el agente bloqueante al tampdn de hibridacion quedando a una concentracion final
de 200 pg/ml. Se introduce el tampén de hibridacién en la bolsa (como maximo 100 ul de tampdn por
cm’ de superficie del filtro) y se sella completamente la bolsa evitando que queden burbujas de aire en

su interior.

3. Se incuba en agitacién a la temperatura adecuada durante 3-5 h.

Tampon de hibridacién no radiactiva para ADN: Formamida 30-40 %, SSC 5x, Sarcosina 0,1 %; SDS 0,02 %; agente
bloqueante 2 %.
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>  Hibridacion:

1. Se abre la bolsa por la solapa y se elimina su contenido. Se afiade tampdn de hibridacion

fresco con la sonda desnaturalizada (hervida 10 minutos y enfriada 2-3 minutos en hielo).

2. Se cierra la bolsa eliminando burbujas de aire y se incuba durante 12 h a la temperatura

seleccionada y con agitacion.

Las condiciones de astringencia de la hibridacion se controlaron mediante la temperatura de
hibridacion y mediante la composicion del tampon de hibridacion, principalmente atendiendo a la
concentracion de formamida. La hibridacion estandar de filtros con ADN se realizé a 42 °C y con un

40 % de formamida.

17.3. Lavado de los filtros:

Una vez finalizado el tiempo de hibridacion, se elimina la sonda libre y el exceso de sonda
unido inespecificamente mediante el lavado de los filtros en varias soluciones. La intensidad del

lavado y la temperatura dependera de la especificidad de la sonda.

La composicion de las soluciones de lavado y las condiciones estandar de incubacion en ellas se

describen a continuacion:

1. SSC 2x; SDS 0,1 %. 15 minutos a la temperatura de hibridacion.
2. SSC 0,1x; SDS 0,1 %. 15 minutos a la temperatura de hibridacion.
3. SSC 0,1x; SDS 0,1 %. 10 minutos a 65 °C.

Una vez lavados los filtros se dejan secar al aire y se realiza la deteccion inmunologica.

17.4. Deteccion inmunologica:

La deteccion de filtros hibridados con sondas no radiactivas se realiza por métodos
inmunoldgicos. La sonda se detecta por su union a un anticuerpo anti-digoxigenina que lleva unida la
enzima fosfatasa alcalina. La incubacion del filtro con sustratos cromogénicos hidrolizados por esta
enzima revelara la posicion en el filtro de las bandas de hibridacion. El protocolo utilizado para la

deteccion fue el siguiente:
1. Se lava el filtro durante 1 minuto a temperatura ambiente con solucion 1. En agitacion.

2. Se incuba durante 30 minutos con solucion 2. En agitacion.

3. Se introduce el filtro en una bolsa transparente de plastico para envasado y se incuba 30
minutos en tampon 2 (20-50 ml) con 5 pl de anticuerpo frente a la digoxigenina (anticuerpo conjugado

a la fosfatasa alcalina).
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4. Se lava el filtro dos veces con solucion 1 durante 15 minutos para eliminar el exceso de

anticuerpo. Posteriormente se incuba 2 minutos en tampo6n 3.

5. Se realiza la reaccion de color, incubando el filtro en una bolsa de plastico transparente con
tampon 3 (20-40 ml) mas 45 pl de solucion de NBT (azul de nitrotetrazolio) y 35 pul de solucion de
BCIP (5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato) por cada 10 ml de tampdn. Se incuba en oscuridad y reposo

durante 2-60 min.
6. Una vez que aparecen las sefiales de hibridacion, se detiene la reaccion de color incubando el

filtro en TE.

La intensidad de la sefal se degrada con el tiempo, por lo que es recomendable guardar la

imagen de la hibridacion en un formato mas estable (fotografia, digitalizacion, etc.).

Solucién 1 hibridacién no radiactiva: Acido maléico 11,61 g; NaCl 8,76 g; H,O 1 litro, pH 7,5. Solucién 2 hibridacién no
radiactiva: Solucion 1 mas agente bloqueante al 0,2 %. Solucion 3 hibridacién no radiactiva: Tris base 12,11 g; NaCl 5,84
g; MgCl, 10,15 g; H,O 1 litro, pH 9,5. Solucion NBT: 75 mg/ml en N,N-dimetilformamida al 70 %. Solucion BCIP: 50
mg/ml en N,N-dimetilformamida.

18. SECUENCIACION DE ADN

18.1. Obtencién de ADN plasmidico monocatenario (ADN de cadena sencilla):

Los métodos empleados para la secuenciacion de fragmentos de ADN han requerido la
utilizacién de ADN de cadena sencilla (ADNcs). Para la obtencion de ADNcs se emplearon plasmidos
que portan las secuencias del bacteriofago fl que codifica las proteinas que llevan a cabo su
empaquetamiento y replicacion. Dichos plasmidos, transformados en la cepa de E. coli WK6mutS (que
presenta pili sexuales) y en presencia del bacteriéfago ayudante M13K07, son capaces de replicarse en
forma monocatenaria. El método experimental seguido para la obtenciéon de ADNcs se describe a

continuacion:

1. Se transforma el plasmido del cual se quiere obtener ADNcs en la cepa de E. coli WK6mutS.

2. Una vez que se han obtenido colonias aisladas de los transformantes del punto anterior, se
inocula una colonia en un tubo eppendorf con 1 ml de medio 2xTY complementado con el antibidtico
adecuado. Se incuba a 37 °C durante 2-3 h en agitacion (250 r.p.m.).

3. Una vez que el cultivo alcanza una DOggpnm de 0,6 unidades se prepara en un tubo de 10 ml
la mezcla siguiente: 150 pl de cultivo del transformante, 150 pl de medio 2xTY y 15 pl de suspension
de bacteriofago M13K07. La proporcion de células y bacteriofago debe ser 1 célula por cada 20 ufp,

aproximadamente. Esta mezcla se incuba durante 1 h a 37 °C, mezclando suavemente cada 10-15 min.
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4. Se afiaden a la mezcla anterior 1,3 ml de medio 2xTY con kanamicina (50 pg/ml) y el
antibiotico adecuado para la seleccion del transformante. Se incuba durante 15 h a 37 °C en agitacion
(250 r.p.m.).

5. Se centrifuga a 4.000 r.p.m. durante 10 minutos y se recoge el sobrenadante, que se
centrifuga de nuevo a 14.000 r.p.m. Se recoge el sobrenadante libre de células y se precipita el ADNcs
con PEG-NaCl (400 ul) incubando a 4 °C durante 3-4 h.

6. Se recoge el ADNCcs centrifugando a 14.000 r.p.m. a 4 °C durante 30 min. El precipitado se
resuspende en 400 pl de TE. Se eliminan las proteinas por fenolizacion y se precipita el ADNcs con
etanol frio y acetato sédico 3 M pH 5,2 durante 12-16 h.

7. Se centrifuga a 14.000 r.p.m. y 4 °C durante 30 minutos; se lava el precipitado con etanol al
70 %, se seca al aire y se resuspende el ADNcs en 8-12 pl de TE.

Solucion PEG-NaCl: Polietilenglicol 6000 20 %, NaCl 2,5 M.

18.2. Reacciones para la secuenciacion de ADN:

La secuenciacion de ADNcs obtenido en el paso anterior se llevo a cabo utilizando el sistema
AutoRead™ (Pharmacia). Este procedimiento se basa en la sintesis de ADN a partir de un

oligonucledtido marcado con fluorescencia que actiia como cebador de la polimerasa.

El protocolo que se ha seguido para la realizacion de las reacciones de secuenciacion es el

siguiente:

>  Anillamiento:

1. Se mezcla en un tubo eppendorf los siguientes componentes:

ADNcs (1-2 pg, se ajustan con agua hasta el volumen final)

Primer marcado con fluorescencia (1 pmol)
Tampoén de anillamiento 2 ul
Agua destilada hasta 17 pl

Esta mezcla se incuba a 65 °C durante 10 minutos y se enfria lentamente hasta 35 °C durante, al

menos, 10 minutos. Se centrifuga a continuacion.

> Extension-Terminacion:

1. Se preparan 4 tubos para cada clon afiadiendo 2,5 ul de cada ANTP Mix (A Mix, C Mix, G
Mix y T Mix) y se incuban en bafio de agua a 37 °C.
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2. Se anade 1 ul de tampon de extension a las reacciones de anillamiento.

3. Se anaden 2 pl de enzima T7 polimerasa diluida (1,5 U/ul), se mezcla bien y se
centrifuga.

4. Se anaden 4,5 pl a cada tubo con los ANTPs y se incuban durante 5 minutos a 37 °C.

5. Seafiaden 5 pl de tampon de parada y se pasa a temperatura ambiente. Se congela la mezcla.

18.3. Analisis de la secuencia de ADN:

Las secuencias se analizaron mediante el programa informatico DNASTAR (Comprehensive
Microcomputer Systems for Molecular Biology, ADNstar Inc., Madison). La comparacion y busqueda
de similitud entre secuencias se realizo utilizando secuencias obtenidas de bases de datos (GenBanK,

EMBL, SwissProt, Prosite, etc.).

19. AISLAMIENTO DE MUTANTES DE P. chrysogenumn lys-/pip-

Para la obtencién de mutantes lys /pip~ se sigui6 la estrategia descrita por Riafio (1998), la cual,

se detalla a continuacion:

1. Esporas de P. chrysogenum HS™ (10%/ml) se incubaron en 0,1 M tampén Tris-malato a pH 9,0
durante 12-15 horas. Para inducir la germinacion sincronizada, la cual esta correlacionada con la
sintesis de ADN (Martin ef al., 1974), se le anadio6 a la suspension de esporas 1,75 mM de lisina, 15
g/l de glucosay 1 g/l (NH4),SO,.

2. Las esporas fueron sometidas a mutacion quimica, para lo cual se afiadi6 a la suspension 0,5
mM de N-metil-N’-nitro-N- nitrosoguanidina (NTG), obteniéndose a los 90 minutos una mortalidad
del 90 %. Se plaquearon varias diluciones de esporas mutadas en medio Power suplementado con
lisina (1,75 mM).

3. Se procedid a estudiar la capacidad de utilizar 4cido pipecdlico para complementar la
auxotrofia de lisina en los mutantes /ys  / pip obtenidos. Para ello, se sembraron en medio minimo
Czapek suplementado con acido pipecdlico (0,1 M) como unica fuente de nitrogeno y en medio
minimo Czapek con lisina (1,75 mM) como Unica fuente de nitrogeno (sin acido pipecolico).
Se seleccionaron los mutantes que eran incapaces de crecer en medio minimo Czapek suplementado
con acido pipecolico.
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20. DETERMINACION DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

20.1. Preparacion de extractos libres de células:

1. Se pulveriza el micelio (0,5-1 g) en mortero manteniéndolo congelado con N liquido.

2. Se recoge 30-500 ul del polvo obtenido y se mezcla en un tubo eppendorf (2,2 ml) con 0,8-1
ml de tampon Tris-HCI 50 mM; 1 mM EDTA; pH 7,5.

3. Se resuspende y se mezcla bien utilizando una pipeta (no utilizar vortex) y se incuba durante

10 min en hielo.

4. Se centrifuga a 14.000 r.p.m. y 4 °C durante 15 min. Se recoge el sobrenadante y se vuelve a
centrifugar a 14.000 r.p.m. y 4 °C durante 5 min para evitar restos de precipitado. Se recoge de nuevo

el sobrenadante y se conserva en hielo hasta el momento de su utilizacion.

20.2. Determinacion de la concentracion de proteinas totales:

Para determinar la concentracion de proteinas totales se sigui6 el método colorimétrico descrito

por Bradford (1976), utilizando el sistema Protein assay (BioRad):
1. Se preparan una serie de soluciones de concentracion conocida de seroalbiimina bovina (10,
7,5;5; 2,5; 1,25 y 0 ug/ml) y diluciones del extracto libre de células (1:100; 1:200).

2. Las soluciones proteicas anteriores se mezclan con tampoén Tris-HCl 50 mM; pH 7,5 hasta

alcanzar un volumen de 800 pl.
3. Se afiaden 200 pl del reactivo de Bradford y se incuba durante 5 min a temperatura ambiente.

4. Se mide la absorbancia de las reacciones de seroalbimina bovina a 595 nm, para realizar una
recta patron. La absorbancia a 595 nm es directamente proporcional a la concentracion de proteinas
totales.

5. Finalmente, la interpolacion de la absorbancia del extracto libre de células en esta recta patron,

nos permitira determinar la concentracion de proteinas totales.

20.3. Ensayo de la actividad sacaropina deshidrogenasa:

En la ruta biosintética de lisina, la sacaropina deshidrogenasa cataliza la formacion de lisina a
partir de sacaropina; sin embargo, dicha actividad enzimatica se mide en sentido reverso. El protocolo

que se ha seguido para determinar la actividad sacaropina deshidrogenasa se describe a continuacion:

1. La actividad sacaropina deshidrogenasa se determind midiendo el consumo de NADH. Para

ello, se afiade a un tubo eppendorf (en un volumen final de 1ml):
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Tampon Tris/HCL; pH 7,5 250 pl (250 mM)
Lisina (2 mM) 25 pl (50 mM)
a-cetoglutarato (500 mM) 20 pl (10 mM)
NADH (30 mM) 5ul (0,15 mM)

Muestra (extracto libre de células; aprox. 50 ug proteina) 20 pl
Agua Milli-Q 680 pl
El control se realiz6 sin afiadir lisina a la mezcla de reaccion (se sustituye por Tampon).
2. Se inicia la reaccion incubando a 37 °C durante 3 minutos.
3. Se mide la absorbancia a 340 nm en el espectrofotometro.

4. La actividad enzimatica fue expresada en unidades (1 unidad = 1 pmol de NADH
consumido/min-ml; Coeficiente de extincion molar (¢) = 6.220 I/mol-cm a 340 nm). Las

reacciones y los controles se realizaron por duplicado en todos los casos.

20.4. Ensayo de la actividad sacaropina reductasa:

En la ruta biosintética de lisina, la sacaropina reductasa cataliza la formacion de sacaropina a
partir de piperidein-6-carboxilico (P6C) y NADP. Esta actividad enzimatica también se determiné en
sentido reverso. Para medir la actividad sacaropina reductasa se siguio6 el protocolo que se describe a

continuacion:

1. La actividad sacaropina reductasa se determind midiendo la formacién de acido piperidein-6-
carboxilico (P6C) por derivatizacion con OAB. Para ello, se afiade a un tubo eppendorf (en un
volumen final de 400 ul):

Tampon Tris/HCI; pH 9,0 (100 mM) 320 pl (100 mM)
Muestra (extracto libre de células; aprox. 50 ug proteina) 20 pl
NADP (10 mM) 20 ul (0.5 mM)
Sacaropina (40 mM) 40 pl (4 mM)
El control se realiz6 sin afiadir sacaropina a la mezcla de reaccion (se sustituye por Tampon).
2. Seincuba la reaccion a 30 °C durante 45 min.

3. Posteriormente, se detiene la reaccion afiadiendo 200 pl de 5 % acido tricloroacético en
etanol (TCA 5%).

4. El P6C formado se cuantifica mediante su derivatizacion con OAB. Para cllo, se tomaron
400 pl de mezcla de reaccidon y se les afiadio 600 ul de orto-amino-benzaldehido (OAB; 1 mg/ml en
2% etanol).

5. Lareaccion se incuba durante 45 minutos a 37 °C.
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6. Se determina la absorbancia a 465 nm en el espectrofotometro.

7. La actividad fue expresada en unidades (1 unidad = 1 pmol P6C formado/min-ml;
Coeficiente de extincién molar (g¢) de P6C-OAB = 2.800 I/mol-cm).

20.5. Ensayo de la actividad pipecolato oxidasa:

Para determinar la actividad pipecolato oxidasa se siguio el protocolo descrito por Mihalik et al.

(1991), el cual, se describe a continuacion:

1. La actividad pipecolato oxidasa se determiné midiendo la formacion de perdxido de hidrogeno
(H,0,) producto de la reduccion de acido pipecoélico en acido piperidein-6-carboxilico (P6C). Para

ello, se afiade a un tubo eppendorf (en un volumen final de 1 ml):

Tampon HCI/ 40mM, pH 8,5; KC1 80 mM; EDTA 0,8 mM 890 ul

Muestra (extracto libre de células; aprox. 50 ug proteina) 40 ul
horseradish peroxidasa (2.000 U/ml) 10 ul (20 U)
Acido pipecélico (0,5 M) 20 ul (10 mM)
o-dianisidina (16 mM) 40 pl (640 uM)

El control se realiz6 sin afiadir pipecoélico a la mezcla de reaccion (se sustituye por Tampon).
2. Se incuba la reaccion a 37 °C durante 15 min.

3. La formacion de H,O, se determina midiendo la absorbancia de la o-dianisidina oxidada a 460

nm en el espectrofotometro.

4. La actividad pipecolato oxidasa fue expresada en unidades (1 unidad =1 umol de o-dianisidina

oxidada/min-ml; Coeficiente de extincion molar (g) de la o-dianisidina = 11.300 1/mol-cm).

21. VALORACION DE SACAROPINA, ACIDO o-AMINOADIPICO, ACIDO
PIPECOLICO Y LISINA EN EXTRACTOS CRUDOS DE P. chrysogenum

La deteccion mediante HPLC de sacaropina, acido o-aminoadipico, acido pipecolico y lisina en
extractos crudos de micelio de P. chrysogenum Wis 54-1255, P. chrysogenum SR™y P. chrysogenum

TDX195 crecido en los diferentes medios de cultivo, se llevo a cabo utilizando el siguiente protocolo:
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21.1. Preparacion de los extractos libres de células:

1. Se recogen 400-500 mg de micelio congelado y se pulverizan en un mortero con N, liquido.
Se introduce el polvo en un tubo eppendorf y se mezcla con 500 ul de tampon borato (500 mM;
pH 7.7).

2. Se incuba en hielo durante 10 min. Luego, se centrifuga a 14.000 r.p.m. a 4 °C durante 30 min.

El sobrenadante se vuelve a centrifugar a 14.000 r.p.m. a 4 °C durante 5 min.

3. El sobrenadante se transfiere a otro tubo eppendorf y se eliminan las proteinas mediante la
adicion de 1 vol de metanol. Se centrifuga a 14.000 r.p.m. a 4 °C y durante 20 min.

4. Se recoge el sobrenadante y se almacena a -20 °C.

21.2. Derivatizacion y cromatografia de los extractos:

La deteccion de aminoacidos en extractos crudos de micelio de P. chrysogenum se realizo
mediante su derivatizacion con 9-fluorenilmetilcloroformato (FMOC-CI), como ha sido descrito
previamente por Sim y Perry (1997), pero con algunas modificaciones. El FMOC-CI reacciona con las
aminas primarias y secundarias de los aminoacidos estableciendo la formacion de carbamatos. La

reaccion de derivatizacion se realizo de la siguiente manera:

1. Se toman 500 pl de muestra, se le anaden 500 ul de FMOC-CI 10 mM disuelto en acetona y se
incuba a temperatura ambiente durante 1 min.

2. A continuacion, se afiaden 2 ml de ciclohexano a la reaccidon, se mezcla vigorosamente en
vortex, se centrifuga y se descarta la fase superior (organica). Esta operacion se repite tres veces

seguidas.

3. La fase acuosa se recoge en un tubo eppendorf'y se centrifuga a 14.000 r.p.m. durante 20 min

para descartar restos de sales. Se transfiere el sobrenadante a un tubo eppendorfy se conserva en hielo.

4. Se inyectan 100 pl de muestra derivatizada en una columna de fase reversa pBondapack Cig
(Waters) de 300 x 4 mm, montada en un cromatdgrafo Beckman System Gold (bomba modelo 126 y

detector de longitud de onda variable modelo 166).

La elucion se realizd con una mezcla de solventes: A, acetato/acético 50 mM pH 4.2 y B,
acetonitrilo, siguiendo el gradiente de elucion que se muestra en la Tabla 1, con un flujo de 1 ml/min y

midiendo la absorbancia a 265 nm.

La sacaropina, acido a-aminoadipico, acido pipecdlico y lisina fueron identificados mediante la

cromatografia de patrones derivatizados de estos aminoacidos.
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Tabla 1. PROGRAMA DEL GRADIENTE DE ELUCION

Tiempo *Solucién A "Soluciéon B
Gradiente
(min) (%) (%)

0 75 25 -
20 50 50 Lineal
30 42 58 Lineal
35 30 70 Lineal
40 30 70 Isocratico
45 75 25 Lineal
50 75 25 Isocratico

*Solucién A: acetato sodico 50 mM pH 4,2; P Solucién B: acetonitrilo.
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RESULTADOS

I- CONVERSION DE ACIDO PIPECOLICO EN LISINA EN P. chrysogenumn

1. EL ACIDO PIPECOLICO SE CONVIERTE EN LISINA EN P. chrysogenum

Con la finalidad de estudiar la relacion entre el metabolismo del 4cido pipecoélico y la biosintesis
de L-lisina en P. chrysogenum, se sembraron tres mutantes auxotrofos de lisina sobre medio minimo
Czapek suplementado con 4cido D,L-pipecolico (0,1 M) para evaluar su capacidad de crecimiento.
Dichos mutantes eran: (i) P. chrysogenum HS™ (interrumpido en el gen /ysl que codifica la
homocitrato sintasa), (ii) P. chrysogenum L2 (mutado en el gen /ys3 que codifica la homoaconitasa) y

P. chrysogenum TDX195 (interrumpido en el gen lys2 que codifica la a-aminoadipato reductasa).

0-CETOGLUTARATO + ACETIL-CoA

HS Iys1 { H.omocitrato
sintasa
HOMOCITRATO
L2 Iys3 { Homoaconitasa

HOMOISOCITRATO

L

0o~CETOADIPATO

!

o-AMINOADIPATO

TDX195  pys2 ){/ Aminosdipato
ACIDO
PIPECOLICO a-AAA-SEMIALDEHIDO
| ey
SACAROPINA

Sacaropina
deshidrogenasa

~
~ao
.
-~
.
--------

Fig. 1. Ruta de biosintesis de L-lisina en P. chrysogenum. Las reacciones enzimaticas bloqueadas en los mutantes auxotrofos
de lisina P. chrysogenum HS’, L2 y TDX195 se indican con el simbolo //.
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Los mutantes HS™ y L2 estan bloqueados en la sintesis de acido a-aminoadipico, mientras, que

el mutante TDX195 esta bloqueado en la conversion de acido a-aminoadipico en a-aminoadipato-o-

semialdehido (Fig. 1).

Los resultados (Fig. 2) mostraron que los tres mutantes auxotrofos de lisina eran capaces de
crecer tanto en medio minimo Czapek suplementado con L-lisina' como en medio minimo Czapek
suplementado con acido D,L-pipecélico (en este caso mostrando un crecimiento pobre). Estos
resultados sugieren que, en P. chrysogenum, el acido pipecolico se convierte en lisina. Ademas, este
experimento evidencia por primera vez que P. chrysogenum es capaz de utilizar el acido pipecdlico

para complementar la auxotrofia de lisina.

Cz + NaNO, Cz + Acido Pipecolico Cz + L-Lisina

Fig. 2. Crecimiento de la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 y tres mutantes auxotrofos de lisina derivados de ésta
sobre medio minimo Czapek (izquierda), Czapek suplementado con acido pipecoélico (centro) y Czapek suplementado con
L-lisina (derecha). Wis: P. chrysogenum Wis 54-1255, HS™: P. chrysogenum HS'; TDX: P. chrysogenum TDX195; y L2:
P. chrysogenum L2. Se observa que los tres mutantes auxotrofos de lisina presentan un crecimiento menor en medio Czapek
suplementado con acido pipecdlico en comparacion con el crecimiento obtenido en medio Czapek con L-lisina.

2.  AISLAMIENTO DE MUTANTES DE P. chrysogenumn lys-/ pip-

Con el objetivo de estudiar y caracterizar la ruta de conversion del acido pipecdlico en lisina en
P. chrysogenum, se aislaron mutantes de P. chrysogenum HS incapaces de utilizar acido pipecolico
para complementar la auxotrofia de lisina (mutantes pip~). Estos mutantes deberian estar alterados en
alguna de las enzimas implicadas en la conversion de acido pipecolico en lisina. Para obtener los
mutantes pip” se llevd a cabo una mutacion con N-metil-N"-nitro-N-nitrosoguanidina (NTG) de la cepa

P. chrysogenum HS como se describe en el apartado 19 de Materiales y Métodos. Se analizd la

Nota: en los estudios posteriores, la L-lisina se designara simplemente como lisina. Cuando nos referiremos al isomero D,
se especificard siempre con la designacion D-lisina.

84



Resultados

utilizacion de acido pipecolico para complementar la auxotrofia de lisina de 5.000 colonias por réplica
en placa, empleando los medios: (i) Czapek (Cz); (ii) Cz + acido D,L-pipecolico y; (iii) Cz + lisina. De
este estudio se aislaron tres mutantes /ys /pip” que se denominan: P. chrysogenum 8.46, 7.2 y 10.25.
Los mutantes lys /pip~ eran incapaces de crecer en medio minimo Czapek suplementado con acido

pipecdlico pero eran capaces de crecer en medio minimo Czapek suplementado con lisina (Tabla 1).

3. CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS MUTANTES lys/pip- DE
P. chrysogenumn

3.1. Crecimiento

Con el objetivo de determinar si el acido pipecdlico se convierte directamente en lisina o si se
transforma en algun intermediario de la ruta biosintética de lisina, los mutantes lys /pip~ se sembraron
en placas sobre medio minimo Czapek suplementado con acido a-aminoadipico y se procedio a

estudiar su crecimiento incubandolas a 28 °C durante varios dias.

Los resultados mostraron (Tabla 1) que el mutante 10.25 era incapaz de crecer en medio minimo
suplementado con acido a-aminoadipico, indicando que la mutacion pip de la cepa 10.25 alteraba
algin punto de la segunda parte de la ruta de biosintesis de lisina (en la sacaropina reductasa o
sacaropina deshidrogenasa), mostrando, por tanto, que la ruta biosintética de lisina estaba involucrada

en la conversion de acido pipecdlico en lisina en P. chrysogenum (Fig. 1).

Por otro lado, los resultados mostraron que el mutante 7.2, aunque era incapaz de crecer en
medio minimo suplementado con acido pipecdlico, era capaz de crecer en medio minimo Czapek
suplementado con &cido a-aminoadipico, indicando que la mutacidon pip  de la cepa 7.2 podria

encontrarse en algin punto externo a la ruta biosintética de lisina.

3.2. Tasa de Reversion

Una caracteristica importante que se debe conocer de una cepa mutante es la probabilidad que
existe de que la mutacion revierta regenerandose el fenotipo original de la cepa parental. Para
determinar el porcentaje de reversion de los mutantes lys /pip~ de P. chrysogenum, se obtuvo una
suspension de esporas de cada uno de los mutantes. Una vez conocida la concentracion de esporas
viables en cada una de las suspensiones, se procedié a sembrar aproximadamente 1 x 10° esporas de
cada una de las cepas en medio minimo Czapek. Después de 5 dias de incubacion a 28 °C se observo

la aparicion de colonias revertientes.
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Los calculos y el analisis de los datos obtenidos permitieron conocer que los mutantes lys /pip~
7.2 y 10.25 presentaban una alta estabilidad fenotipica (Tabla.1), mientras que, por el contrario, el
mutante 8.46 mostraba una alta inestabilidad de su mutacién con una tasa de reversion aproximada de
un revertiente por cada 10° esporas. Teniendo en cuenta la tasa de reversion de los distintos mutantes,
se continud el estudio con los mutantes lys /pip” 10.25 y 7.2 por la alta estabilidad fenotipica que

presentan sus mutaciones.

Tabla 1. Crecimiento de los mutantes de P. chrysogenum lys /pip- sobre medio minimo Czapek

suplementado con L-lisina, acido D,L-pipecolico y acido a-aminoadipico.

CRECIMIENTO EN DIFERENTES MEDIOS DE CULTIVO

Cepas Defecto e a e e
Lisina Pipecdlico a-AAA reversion
P. chrysogenum Wis 54-1255 No Si Si Si Si N.d.?
P. chrysogenum TDX195 lys2” No Si Si No <4x10°
P. chrysogenum HS™ lys1~ No Si Si Si <3,3x10°
P. chrysogenum 8.46 lys17; pip~°© No Si No N.d.? 3,3x10°
P. chrysogenum 7.2 lys17; pip~© No Si No Si <6,2x10°
P. chrysogenum 10.25 lys17; pip~© No Si No No <5,8x10°

2N.d., No determinado; "a-AAA, 4cido a-aminoadipico; € pip-, bloqueado en la conversién de acido pipecolico en lisina.

4. ESTUDIO DE LA VIA DE CONVERSION DE ACIDO PIPECOLICO EN LISINA
EN P. chrysogenum

4.1. En P. chrysogenum el acido pipecdlico se convierte en lisina por accion de la sacaropina

reductasa y de la sacaropina deshidrogenasa

La sacaropina reductasa y la sacaropina deshidrogenasa estan implicadas respectivamente en la
conversion de a-aminoadipato-d-semialdehido en sacaropina (la forma lineal de P6C) y de ésta en
lisina (Fig. 1). Para determinar si el acido pipecdlico se convertia en lisina a través de la sacaropina

reductasa y/o de la sacaropina deshidrogenasa, se procedié a medir dichas actividades enzimaticas en
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las cepas de P. chrysogenum: Wis 54-1255, 10.25 y 7.2. Los extractos crudos analizados se obtuvieron
a partir de micelio crecido en medio minimo MDFP suplementado con L-lisina (25 mM) y cosechado

a las 48 horas.

Los resultados (Tabla 2) mostraron que la actividad sacaropina deshidrogenasa estaba presente
en todas las cepas estudiadas. Sin embargo, el mutante 10.25 no presentaba actividad sacaropina
reductasa. Por lo tanto, estos resultados sugieren que: (i) el mutante 10.25 esta bloqueado en la
sacaropina reductasa; (ii) que dicha enzima esta implicada en la conversion de acido pipecdlico en
lisina en P. chrysogenum y; (iii) que el acido pipecolico se incorpora en la ruta biosintética de lisina a

través del a-aminoadipato d-semialdehido (Fig. 1).

Tabla 2. Actividades enzimaticas medida en extractos crudos de micelio de los mutantes P. chrysogenum

lys /pip” 10.25 y 7.2 crecidos en medio minimo Czapek suplementado L-lisina

ACTIVIDADES ENZIMATICAS (mU/mg proteina)

Cepas Sacaropina deshidrogenasa Sacaropina reductasa Pipecolato oxidasa
P. chrysogenum Wis 54-1255 381 44 2,1
P. chrysogenum HS™ 402 46,1 1,9
P. chrysogenum 10.25 571 0 2,1
P. chrysogenum 7.2 450 35,4 0

4.2. El acido pipecélico se incorpora en la ruta biosintética de lisina mediante su conversion en
P6C por accion de la pipecolato oxidasa

La pipecolato oxidasa cataliza la conversion de acido pipecolico en acido piperidein-6-
carboxilico (P6C; el cual es la forma ciclada del a-aminoadipato-d-semialdehido) como ha sido
descrito en varios organismos (Payton y Chang, 1982; Kurtz y Bhattacharjee, 1975; Kinzel y
Bhattacharjee, 1982; Llst et al., 2000; Dodt et al., 2000). Para determinar si el acido pipecdlico se
convierte en P6C por accion de la pipecolato oxidasa en P. chrysogenum se llevaron a cabo dos

experimentos que se describen a continuacion:
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4.2.1. Ensayo de la actividad pipecolato oxidasa en los mutantes P. chrysogenum lys /pip~

Para profundizar en la caracterizacion de los mutantes P. chrysogenum lys /pip-, se procedio a
medir la actividad pipecolato oxidasa en las cepas 10.25 y 7.2 a partir de extractos de micelio crecido

en medio minimo MDFP suplementado con L-lisina (25 mM) y cosechado a las 48 horas.

Los resultados obtenidos (Tabla 2) mostraron que la actividad pipecolato oxidasa estaba
presente tanto en la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 como en el mutante 10.25. Sin
embargo, los resultados revelaron que el mutante P. chrysogenum 7.2 no presentaba dicha actividad,
por lo cual, esta cepa no podia complementar su auxotrofia de lisina cuando se le afnadia acido
pipecolico al medio de cultivo. Estos resultados indican que la actividad pipecolato oxidasa esta

implicada en la conversion de acido pipecdlico en lisina en P. chrysogenum.

4.2.2. Ensayo de la actividad pipecolato oxidasa en P. chrysogenum Wis 54-1255

Para determinar si la pipecolato oxidasa cataliza la conversion de acido pipecolico en P6C en
P. chrysogenum Wis 54-1255, se procedio a medir dicha actividad enzimatica en extractos de micelio
crecido en tres condiciones distintas: (i) en medio minimo MDFP con NHy4 (37,8 mM) como tUnica
fuente de nitrogeno; (ii) en medio minimo MDFP con acido D,L-pipecolico (25 mM) como unica
fuente de nitrégeno; y (iii) en medio minimo MDFP con NH, (37,8 mM) y acido D,L-pipecolico (25

mM) como fuente de nitrégeno.

—o— MDFP + NH,
—— MDFP + NH, + Pip
—o— MDFP + Pip

Actividad Pipecolato Oxidasa
(mU/mg proteina)

0 I I 1 I
0 24 48 72 96 120

Tiempo (h)

Fig. 3. Actividad pipecolato oxidasa en P. chrysogenum Wis 54-1255 en medio definido de produccion (MDEFP)
suplementado con acido pipecolico como unica fuente de nitrogeno (O), con acido pipecélico y amonio (A) y solamente con
amonio (®). Se observa que la actividad pipecolato oxidasa se induce en medio minimo MDFP con écido pipecolico como
Unica fuente de nitrégeno (O) y se reprime cuando se le aflade amonio al medio.
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Los resultados obtenidos (Fig. 3) revelaron que, cuando P. chrysogenum Wis 54-1255 se crece
con acido pipecolico como Unica fuente de nitrogeno, se induce la actividad pipecolato oxidasa, lo
cual, sugiere que el acido pipecoélico se cataboliza a través de su conversion en P6C por accion de la

pipecolato oxidasa.

Por otro lado, es importante resaltar que la induccidon de la pipecolato oxidasa por acido
pipecélico se inhibe cuando se aflade amonio (37,8 mM) junto con acido pipecolico al medio de

cultivo, tal como ocurre con otros aminoacidos en P. chrysogenum (Banuelos et al., 2000).

Estos resultados indican que la primera reaccion enzimatica en la conversion de acido pipecoélico
en lisina en P. chrysogenum, se lleva a cabo a través de la pipecolato oxidasa, tal como sucede en

R. glutinis (Kurtz y Bhattacharjee, 1975; Kinzel y Bhattacharjee, 1982).

5.  CLONACION DEL GEN lys7 QUE CODIFICA LA SACAROPINA REDUCTASA DE
P. chrysogenumn

5.1. Complementacion de la mutacién lys~/pip” de P. chrysogenum 10.25

Con el proposito de profundizar en el estudio sobre la caracterizacion de la conversion de acido
pipecélico en lisina en P. chrysogenum, se procedid a clonar el gen que complementa la mutacion pip”
de la cepa 10.25. Este mutante deriva de la cepa P. chrysogenum HS™ que se encuentra interrumpida en
el gen lysl que codifica la homocitrato sintasa. Por lo cual, para la clonacion del gen responsable del
fenotipo pip, se realizd una co-transformacion utilizando el pldsmido pLARA, plasmido de
replicacion autébnoma que contiene el gen /ys1 bajo el control de su propio promotor (Bafiuelos et al.,
2000), y una libreria genoémica P. chrysogenum construida en el plasmido pAMPFIL (ambos
plasmidos se describen en el apartado 2 de Materiales y Métodos). El plasmido pAMPFIL contiene un
fragmento de la region AMAI que le confiere la capacidad de replicarse autonomamente en
Penicillium chrysogenum (Fierro et al., 1996; Bafiuelos et al., 2003), lo cual, permite recuperar los
plasmidos del ADN genémico de los co-transformantes que hayan complementado la mutacion
lys Ipip.

Se obtuvieron dos co-transformantes (denominados T1 y T2) que fueron seleccionados
directamente en medio minimo Czapek. Los transformantes T1 y T2 eran protétrofos indicando que la
doble mutacién lys/pip- se habia complementado y, ademds, eran capaces de convertir acido

pipecolico en lisina, ya que podian crecer un medio minimo suplementado con acido pipecdlico.
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5.2. Recuperacion de los plasmidos que complementan la mutacién Ilys/pip- de

P. chrysogenum 10.25

El ADN genoémico obtenido de los transformantes T1 y T2 se transformé en E. coli DH10B con
la finalidad de rescatar los plasmidos presentes en sus genomas, tal como se describe en el apartado 11
de Materiales y Métodos. El andlisis de la poblacidon de plasmidos rescatados demostrd que algunos de
estos plasmidos eran idénticos (Fig. 4A, carriles 2, 3, 4, 5, 7, 11 y 15) al plasmido pLARA (Fig. 4A,
carril 1), mientras, que el resto de los plasmidos presentaban un patron de restriccion distinto (Fig. 4A,
carriles 6, 8, 9, 10, 12, 13, 15, 16, 17, 18, 19 y 20). Para identificar cuales de estos pldsmidos portaban
el gen lys1, se procedié a realizar una hibridacion de Southern utilizando como sonda un fragmento

interno Accl de 650 pb del gen Jys1.

A T2 T

12345678911 121314151617181920

-
» el B-w  _ __ DEEVIS
-w-mme O

———oe ® T ORI «— 36 kb

o s e e g @ o oo GdlD R - e L RS 4— 1 5kb

B 1234567 8910111213141516171819 20
o e = <+— 90kb
- aseawe ® - - -0e <4— 55kb

Fig. 4. (A), Digestion del DNA plasmidico de los co-transformantes T1 (carriles 15 al 20) y T2 (carriles 2 al 13) con la
enzima Hindlll, después de ser rescatados en E. coli DH10B. Como control se utilizé el plasmido pLARA que posee el gen
lysl de P. chrysogenum (carril 1). (B), Hibridacion con el fragmento interno Accl de 650 pb del gen /ysl (sonda) con los
plasmidos presentes en los transformante T1 y T2. Se observa que los plasmidos recuperados del transformante T1 de los
carriles 18, 19 y 20 no hibridaron con la sonda lys1. Estos plasmidos contienen un inserto que complementa la mutacion pip”
de la cepa 10.25.
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Los resultados (Fig. 4B) mostraron que hubo hibridacion con todos los plasmidos, excepto con
los plasmidos presentes en los carriles 18, 19 y 20, indicando que, posiblemente, éstos provenian de la
libreria gendmica y contenian un fragmento de ADN que complementaba la mutacion pip . A este

plasmido se le denominé p10T1.

5.3. Complementacion de la mutacién lys/pip~ de P. chrysogenum 10.25 con los plasmidos

pLARA y p10T1

Con el objeto de comprobar si el plasmido pl0T1 contenia el fragmento de ADN responsable de
complementar la mutacion pip -, se realizod una co-transformacion del mutante 10.25 con los plasmidos
pLARA (complementa la mutacion del gen lys1) y p10T1 (proveniente de la genoteca, recuperado del
ADN total del co-transformante T1). Como resultado de la co-transformacion se obtuvieron
numerosos transformantes prototrofos crecidos en medio minimo Czapek. Posteriormente se
rescataron los plasmidos de tres transformantes prototrofos seleccionados al azar. El analisis de

restriccion demostré que los plasmidos rescatados eran pLARA y el p10T1 (Fig. 5).

Los resultados obtenidos demuestran que ambos plasmidos eran necesarios para complementar
la mutacion doble (lys~ y pip”) presente en la cepa P. chrysogenum 10.25. Ademas, se confirma que el

plasmido p10T1 contenia el fragmento de ADN que complementa la mutacion pip~.

™ T2 T3

12345 678910 1121314151617 18

Fig. 5. Plasmidos rescatados en E. coli DH10B de tres co-transformantes prototrofos obtenidos por retransformacion del
mutante 10.25: T1 (carriles 1 al 5), T2 (carriles 6 al 10) y T3 (carriles 11 al 15). E1 ADN plasmidico fue digerido con la
enzima de restriccion Pstl. Plasmidos control: pLARA (carril 17) y p10T1 (carril 18). Se observa que los plasmidos pLARA
y plOT1 estan presentes en los co-transformantes derivados de la cepa 10.25, los cuales, complementan la doble auxotrofia
de lisina presente en dicho mutante.
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6. SECUENCIACION DEL GEN QUE CODIFICA LA SACAROPINA REDUCTASA
DE P. chrysogenum

6.1. Estrategia de secuenciacion del ORF1

Una vez localizado el fragmento de ADN que complementaba la mutacion pip™ presente en la
cepa P. chrysogenum 10.25, era necesario secuenciarlo para poder caracterizarlo. El analisis de
restriccion del plasmido pl10T1 reveld la presencia en dicho plasmido de un inserto de ADN gendémico
de aproximadamente 6 kb. Para facilitar la secuenciacion de dicho inserto, se procedio a subclonar el
fragmento BamHI/PstI de 5,2 kb en un pBluescript SK+, obteniéndose el plasmido p10PB (descrito en
el apartado 3.1 de Materiales y Métodos).

p10SS1
p10SBB
«
p10SB3*
—
p1OSB2*E
p10SB1* !
p10SB
< ‘ : |
i ! . Kpnl
i 0 : : 3 . ] Sall
Sacl ! ! ! . ' : : Hindlll
Xbal ! ' ' ! . EcoRV
BamHI Sall, SacI Bng Sacl Pstl
\h / / M
: : ; p10PB
: — P > (8,16 kb)
'p10BS; ! ' p10SS2
'p10BS1*  :p10SalSa
'p10XS '
: p10BS2*
.
p10BS3*

Fig. 6. Clones utilizados para la secuenciacion del gen lys7 de P. chrysogenum. Mapa fisico de los plasmidos p10BS y p10SB
construidos mediante la insercion del fragmento Sacl de 2,2 kb del plasmido p10PB en ambas orientaciones en el sitio Sacl
del vector pBSK-+. Los clones obtenidos mediante deleccion unidireccional se indican con asteriscos (*).
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Después de realizar un mapeo de restriccion mas detallado del inserto contenido en el plasmido
p1OPB, se procedid a extraer un fragmento Sacl de 2,2 kb y subclonarlo en ambas orientaciones en un
vector pBluescript SK+ previamente digerido Sacl. Los plasmidos obtenidos se denominaron pl10BS y

p10SB (descritos en el apartado 3.2 de Materiales y Métodos).

Dichos plasmidos se utilizaron para obtener una coleccion de clones de tamafio decreciente
mediante delecciones unidireccionales por el sistema Erase-a-base como describe el apartado 9.2.6 de
Materiales y Métodos. Se seleccionaron varios clones con diferencias de tamafio entre 300 y 500 pb,

que permitieron leer por ambas cadenas la secuencia completa del fragmento Sacl de 2,2 kb (Fig. 6).

6.2. Secuencia de nucleotidos

Los clones seleccionados permitieron leer la secuencia de nucleétidos de una region de ADN de
2.987 pb. El protocolo seguido para la secuenciacion del ADN se describe en el apartado 18 de
Materiales y Métodos. Posteriormente, se analizaron las secuencias de nucledtidos empleando el
paquete informatico DNASTAR, observandose la existencia de un marco de lectura abierta (ORF1) de

1.953 pb interrumpido por la presencia de diez posibles intrones (Fig. 7).

6.3. Confirmacion del nimero, tamaiio y localizacion de intrones en el ORF1

Para confirmar la presencia y el niimero de intrones del ORF1 fue necesario llevar a cabo, antes
de su secuenciacion, la retrotranscripcion de las moléculas de ARN mensajero maduro a moléculas de
ADN, tal como se describe en el apartado 9.3.2 de Materiales y Métodos). Este proceso se llevo a cabo
utilizando el sistema SuperScript™ One-Step RT-PCR with Platinum® Taq (Gibco BRL; Life
Technologies). Se realiz6 una amplificacion por RT-PCR usando como molde RNA total de
P. chrysogenum Wis 54-1255 extraido de micelio recogido a las 24 horas de fermentacion y como
cebadores se emplearon los oligonucledtidos la: 5-TGCGATGTTCTCCAGTTG-3" y
Ib: 5'-CGCATATACATCCCATTG-3". El resultado de la RT-PCR mostré una banda de ADNc del
tamafio esperado (1.350 pb) luego del procesamiento de los diez intrones. La banda de ADNc

amplificada fue secuenciada por ambas cadenas.

El nimero, tamafio y localizacién de los intrones se determinaron mediante el alineamiento de
las secuencias de ADN genémico y ADNc. Los resultados mostraron que el ORF1 contenia diez
intrones de 104, 62, 53, 50, 52, 59, 52, 55, 53 y 63 nucleotidos respectivamente, los cuales, eran
eliminados en los sitios de procesamiento correspondientes localizados entre los nucledtidos: 53-156,
211-272, 455-507, 629-678, 752-803, 847-905, 920-971, 1019-1073, 1178-1230 y 1795-1857,

enumerados a partir del codon de inicio de la transcripcion ATG (Fig. 7).
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Fig. 7. Secuencia de nucleodtidos en la que se encuentra el ORF1 del gen de la sacaropina reductasa de P. chrysogenum. Se
sefialan los diez intrones que interrumpen el marco de lectura y las secuencias de entrada y salida de dichos intrones. Las
flechas presentes en la figura representan los oligonucleétidos utilizados para la amplificacion por RT-PCR y secuenciacion
del fragmento de ADNc obtenido, con lo que se demostré la presencia de los diez intrones que interrumpen el ORF1.
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7. MOTIVOS ENCONTRADOS EN LA SACAROPINA REDUCTASA DE
P. chrysogenum Y MECANISMO MOLECULAR DE SINTESIS DE SACAROPINA

7.1. Analisis de la secuencia aminoacidica deducida del ORF1

EL ORF1, una vez procesados los diez intrones, codifica una proteina de 449 aminoacidos con
un peso molecular deducido de 48,8 kDa. La secuencia de aminoacidos deducida del ORF1 se
compar6 con las sacaropinas reductasas deducidas por otros microorganismos fungicos, utilizando el

programa informatico ClustalW (http://www?2.ebi.ac.uk/clustalw/).

P. chrysogenun MVKQIAGSKALLLGSGEVTKPTVEVLS-KADVEVIVACRTLESAQATL.ASGFKNAKATISLD 59
N. crassa M---ASQHKVIMLGAGEVTRPTLDVLS-EAGI PVTVACRTLASAQKL SEGVKNATPISLD 56
M. grisea M----ATKSVIMLGSGEVTRPTLDVLT-DSGIKVIVACRTLESAKKLSAGVQHSTPISLD 55
5. cerevisiae M----- GKNVLLLGSGEVAQPVI DTLAANDDI NVIVACRTLANAQAT.AKP-SGSKAISLD 54
5. pombe M------ PSILLLGSGEVAHPTLEYLSRRKENNITVACRTL SKAEAF INGIPNSKAIALD 54

VNDDAALDAALNQADVVISLIPYTFHATVIKSAIRTKTNVVTTSYVSPAMMELDEQCREAGITVMNEIGLDPGLDH 135
VTNDEALDAEVAKHDLVI SLIPYTFHATVIKSAI ROKKHVVTTSYVSPAMMELDAEAKAAGITVMNEIGLDPGIDH 132
VNDDAALDAEVAKHDLVISLIPYTFHATVIKSAIRQKKHVVTTSYVSPAMMELDQAAKDAGITVMNEIGLDPGIDH 131
VTDDSALDKVLADNDVVISLIPYTEFHPNVVKSAIRTKTDVVTSSYI SPALRELEPEIVKAGITVMNEIGLDPGIDH 130
VNDEAALEKAVSEHDLTISLIPYTYHATVMKAAT KHGKHVCTT SYVNPKMAELEEAAI KAGSICMNEIGVDPGIDH 130

LYAVKT IHEVHAAGGKVT GEVSFCGGLPAPECSNNPLGYKFSWSSRGVLLALRNAAKIYQDGKIVSI DGPDLMATA 210
LYAIKTIDEVHQAGGKILSFLSYCGGLPAPEDSDNPLGYKFESWSSRGVLLALRNAGKWWQDGKI VEVEGKDLMKMA 208
LYAIKTIEGVHAAGGKIKTFLSYCGGLPAPESSDNPLGYKFSWSSRGVLLALRNAASFYKDGKVTNVAGPELMATA 207
LYAVKTIDEVHRAGGKLKSFLSYCGGLPAPEDSDNPLGYKFSWSSRGVLLALRNSAKYWKDGKI ETVSSEDLMATA 206
LYAIKTIEEVHKAGGKIKSFLSYCGGLPAPEDSNNPLGYKFSWSSRGVLLALRNSAKFYENGKLVEI DGKDLMETA 206

KPFFIYPGFAFVGYPNRDSTPFRERYGIPEAQTVIRGTLRYQGFPEMIKVLVDIGFLNDAPNSVFEDK-~--ATSWKE 283
KPYFIYPGYAFVAYPNRDSTIYKERYNIPEAQTVIRGTLRYQGFPQFIKTLVDIGFLDDTARESLSK---QTPWKE 281
KPYFIYPGFAFVAYPNRDSTPYKERYQIPEADNIVRGTLRYQGFPQFIKVLVDIGFLSDEEQPFLKE ---AIPWKE 280
KPYFIYPGYAFVCYPNRDSTLFKDLYHIPEAETVIRGTLRYQGFPEFVKALVDMGMLKDDANEI FSK---PIAWNE 279
KPYFIYPGYAFVCYPNRDSTVYQERYQIPEAETI IRGTLRYQGFPEFIHCLVDMGFLDETAQEY LSPEAPALPWKE 282

ATKQVLGATSSDEKDLHWATIASKTKFPNNDERDRLLSGLRWIGLFSDEQIIPRGNALDTLCATLEQKMOY GPGERD 359
ATKEIVGAASSSQADLEAAILSKATFESAEDQKRILSGLRWIGLESDET ITPRGNPLDTLCATLEQKMOF EEGERD 357
ATQKIVKASSASEQDIVSTIVSNATFESTEEQKRIVAGLKWLGIFSDKKITPRGNALDTLCATLEEKMOF EEGERD 356
ALKQYLGAKSTSKEDLIASIDSKATWKDDEDRERILSGFAWLGLESDAKITPRGNALDTLCARLEELMQY EDNERD 355
VTARVIKAESSSEADLIKKISSIHKFKDEDDKKRILNGLKWLGME'S SKPVTPRGNPLDTLCATLEELMQY EEGERD 358

LVMLOHKFE IENKDGSKETRT STLCEYGNEVS-- --SAMARTVGIPCGVAVKQVLDGTISKTGVIAPVIWDICAPL 428
LVMLOHKFE IEHADGSRETRT STLVEY GDPKGY - --SAMAKTVGVP CAVAVKQVLSGQISGKGVLAPMSTDITEPL 430
LVMLOHKFE IENKDGSRETRT SSLCEYGAPIGSGGYSAMAKFVGVPCAVAVKFVLDGTISDRGVLAPMNS KINDPL 432
MVVLOHKEFGIEWADGTTETRT STLVDYGKV---GGYS SMAATVGYPVAIATKFVLDGT IKGPGLLAPYSPEINDPI 428
MLILOHKFEVETKEGKRQTRTCTLLDYGVP ---NGYT SMAKLVGVPCGVATQQILDGVINTPGVLAPNDMKLCGEL 431

IKTLKEDYGMELIERTL--- 449
MKELHEKYGITMIEKTIS-- 448
MKELKEKYGIECKEKVVA-- 450
MKELKDKYGIYLKEKTVA-- 446
IDTL-AKEGIRLEEEIIDEE 450

Fig. 8. Alinecamiento de la proteina deducida del ORF1 de P. chrysogenum con sacaropinas reductasas deducidas de
N. crassa, M. grisea, S. cerevisiae y S. pombe. Se han sombreado los aminoécidos que son idénticos en las cuatro proteinas
comparadas.
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El alineamiento de las secuencias proteicas (Fig. 8) mostro un alto porcentaje de aminoacidos
idénticos entre la proteina deducida del marco de lectura (ORF1) de P. chrysogenum y las sacaropinas
reductasas de Neurospora crassa (70,4 % de identidad), Magnaphorte grisea (66,6 % de identidad),
Saccharomyces cerevisiae (63,2 % de identidad) y Schizosaccharomyces pombe (60 % de identidad).
Ademas, es interesante destacar que el extremo carboxilo terminal de la proteina deducida del marco
de lectura abierta del ORF1 de P. chrysogenum es similar (cerca del 38 % de identidad) a la region
carboxilo terminal (entre los residuos 500-1000 aproximadamente) de la proteina bifuncional lisina-o.-
cetoglutarato reductasa/lisina deshidrogenasa (SR/SDH) de varios organismos tales como: Homo

sapiens, Mus musculus, Zea mays 'y Arabidopsis thaliana (Kemper et al., 1999; Zhu et al., 2000a, b).

Estos resultados sugieren que la proteina codificada por el ORF1 corresponde a la sacaropina
reductasa de P. chrysogenum. El gen que codifica la sacaropina reductasa en P. chrysogenum ha sido

denominado lys7.

En resumen, los resultados bioquimicos, sustentados con los datos obtenidos por biologia
molecular, han permitido caracterizar la ruta de conversion de acido pipecdlico en lisina en
P. chrysogenum. Dicha ruta de conversion se lleva a cabo utilizando a-aminoadipato-d-semialdehido y
sacaropina como intermediarios y la accidon de tres enzimas esenciales: la pipecolato oxidasa, la
sacaropina reductasa y la sacaropina deshidrogenasa. En conclusion, el acido pipecoélico se convierte
en lisina a través de su transformacién en acido piperidein-6-carboxilico (P6C) por accion de la
pipecolato oxidasa, el P6C (que es la forma ciclada del a-aminoadipato-6-semialdehido) se convierte
en sacaropina y lisina mediante dos reacciones enzimaticas consecutivas catalizadas por la sacaropina

reductasa y sacaropina deshidrogenasa respectivamente (Fig. 9).

Mutante
7.2

Pipecolato
oxidasa
E COOH N* “coon
ACIDO
PIPECOLICO lysT % Sacaropina
reductasa
SACAROPINA
Sacaropina
l deshidrogenasa
LISINA

Fig. 9. Ruta de conversion de acido pipecolico en lisina en P. chrysogenum via o-aminoadipato-6-semialdehido y sacaropina.
a-AA-3-SA: o-aminoadipato-3-semialdehido; P6C: acido piperidein-6-carboxilico; lys7: gen que codifica la sacaropina
reductasa de P. chrysogenum. Los pasos bloqueados en los mutantes 7.2 y 10.25 estan indicados con el simbolo //.
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7.2. Prediccion de la estructura secundaria y terciaria de la sacaropina reductasa de

P. chrysogenum

Con el propdsito de profundizar sobre la caracterizacion de la proteina deducida del gen /ys7, se
procedié a estudiar in silico la estructura secundaria y terciaria de la sacaropina reductasa de

P. chrysogenum.

7.2.1. Prediccion de la estructura secundaria de la sacaropina reductasa

Para la prediccion de la estructura secundaria de la sacaropina reductasa de P. chrysogenum, se
utilizaron diversos programas disponibles en servidores tales como: PredictProtein-PHDsec (The
PredictProtein server, Columbia, USA; http://dodo.cpmec.columbia.edu/predictprotein/) y Psi-Pred
(Protein structure prediction server, secondary structure & transmembrane topology, Brunel, UK;
http://insulin.brunel.ac.uk/psipred/). Este tltimo es un programa de alta fiabilidad para la prediccién de
las estructuras tipicas de los polipéptidos, que se basa en un sistema de redes neuronales alimentado

con Blast y es capaz de conseguir una media de predicciones correctas cercanas al 76 %.

Los resultados mostraron que la proteina en estudio se encuentra en un 31,6 % formando
a-hélices, en un 20,3 % formando ldminas Beta y en un 48,1 % formando horquillas (loop). Tomando
en cuenta los valores asociados a las estructuras tipicas de los polipéptidos que se han encontrado en la
sacaropina reductasa de P. chrysogenum se puede predecir que esta proteina pertenece a la clase alfa-

beta (% a-hélices < 30; y % laminas Peta > 20).

La prediccion de dominios y de la familia de la proteina se realizd utilizando diversas
herramientas bioinformaticas, tales como Pfam (Protein families database of alignments y HMMs;
Sanger, UK; http://www.sanger.ac.uk/Pfam/). Pfam es una base de datos de familias de proteinas que
busca en las moléculas dominios relacionados con su funcién especifica tomando en cuenta su
posicion en el alineamiento multiple. La prediccion obtenida (Evalue: 0,043) sefiala que la sacaropina
reductasa de P. chrysogenum es miembro de la familia de las oxidorreductasas (NAD-binding
Rossmann fold). Las oxidorreductasas es una familia de enzimas que se caracterizan por presentar un
dominio de union conocido como Rossmann fold, el cual, es estructuralmente muy conservado en
muchas proteinas y consiste en una alternancia de laminas Peta y de a-hélices (Rossmann et al,
1975). Esta familia de enzimas utiliza NADP o NAD como donador/aceptor de electrones y se conoce

como la familia GFO_IDH_MocA®en la base de datos Swiss-Prot.

En P. chrysogenum, la sacaropina reductasa presenta una variante del dominio Rossmann fold

que une NADPH. Dicho dominio se localiza en el extremo amino terminal de la proteina, comienza en

2 GFO_IDH_MocA. Numero de acceso en Pfam y Swiss-Prot: PF01408. GFO: Glucosa-Fructosa Oxidorreductasa de
Zymomonas mobilis implicada en la ruta biosintética de gluconato-sorbitol. MocA: es una proteina implicada en el
catabolismo de rhizopina en Rhizobium MocA.
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el aminoacido 8 y termina en el aminoacido 127. En P. chrysogenum, el dominio Rossmann fold de

union a NADPH contiene un motivo Bof} con una secuencia consenso conservada: Gly-X-Gly-X-X-

Gly (donde X puede ser cualquier aminodcido), que se encuentra localizada en el extremo carboxilo

terminal de la primera lamina Peta (lesk, 1995; Johansson et al., 2000). En la sacaropina reductasa de

P. chrysogenum esta secuencia corresponde a los aminoacidos 14-19, Gly-Ser-Gly-Phe-Val-Thr,

donde la ultima Gly de la secuencia consenso es cambiada por una Thr. De la misma manera, este

cambio en la secuencia consenso sucede en otras sacaropinas reductasas, como en la descrita en el

hongo patogeno de plantas M. grisea (Johansson et al., 2000)

La Figura 10 muestra la prediccion de la estructura secundaria de la sacaropina reductasa de

P. chrysogenum obtenida por Psi-Pred. En el extremo amino terminal de la proteina, se puede apreciar

claramente una alternancia de laminas Peta y de a-hélices a lo largo de la secuencia de aminoacidos,

que consiste en una variante del dominio Rossmann fold que une NADPH, definido entre los

aminodacidos 8 y 127 de la proteina.
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Fig. 10. Prediccion de la estructura secundaria de la
sacaropina reductasa de P. chrysogenum por Psi-Pred.
Los cilindros indican regiones dispuestas en o-hélice y
las flechas indican regiones dispuestas en laminas
beta. Se indica un dominio definido entre los
aminodcidos 8 y 127 de la proteina, que consiste en
una variante del Rossman fold. Se indica la fiabilidad
de la prediccion para cada aminoacido de la proteina.
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7.2.2. Prediccion de la estructura terciaria de la sacaropina reductasa

Es posible modelar la estructura tridimensional de una secuencia de aminoacidos si se tiene un
homologo claro de estructura conocida. Si la homologia es alta (> 30 %) y el alineamiento es bueno,
las regiones con estructura secundaria (core de la proteina) no suelen tener problemas a la hora de

modelarse (Gomez-Puertas, Roca y Garcia, Comunicacion Personal. Curso de Bioinformatica, 2001).

Nuestra proteina tiene un homologo claro de estructura tridimensional conocida. Recientemente,
la sacaropina reductasa de M. grisea ha sido purificada y cristalizada (Johansson et al., 2000a y
2000b), por lo cual, se procedié a modelar la sacaropina reductasa de P. chrysogenum basandonos en
su estructura tridimensional. La prediccion de la estructura tridimensional de la sacaropina reductasa
de P. chrysogenum se llevo a cabo utilizando un disefio por homologia, ya que el porcentaje de
identidad de residuos idénticos en la proteina (> 66,4 %) se encontraba dentro de los valores limites de

aplicacion para este tipo de modelado, es decir, un porcentaje de identidad mayor al 30 % con

proteinas homologas cristalizadas y descritas en la base de datos de proteinas PDB (Protein Data

Base).

Fig. 11. (A), Modelado de la estructura tridimensional de la sacaropina reductasa de P. chrysogenum utilizando un disefio por
homologia. (B), Dominio Rossmann fold que une NADPH, caracteristico de la familia de las dxidorreductasas, y definido
entre los aminoacidos 8 y 127. (C), Extremo amino de la proteina en el que se observa el dominio Rossmann fold.
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Para ello, se utilizo el servidor SWISS-MODEL (An Automated Comparative Protein Modelling
Server, ExPASy, CH; http://www.expasy.ch/swissmod/SWISS-MODEL.html), que es un programa
totalmente automatico y de gran fiabilidad que realiza todo el proceso, desde la busqueda de proteinas
cristalizadas homologas hasta la generacion del modelo tridimensional final (Guex y Peitsch, 1997;

Peitsch, 1996; Peitsch, 1995).

El analisis estructural descrito recientemente de la sacaropina reductasa de M. grisea indica que
es un homodimero y que cada sub-unidad esta constituida por tres dominios. El dominio I, contiene
una variante del dominio Rossman fold que une NADPH. El dominio II, contiene una mezcla de 7
laminas Peta flanqueadas por a-hélices y esta implicado en la union de sustrato y en la formacion del
dimero, el dominio III, es todo a-hélices y su funcion es desconocida hasta los momentos. El sitio
activo se localiza probablemente entre el domino de union a NADPH y el segundo dominio

constituido por la mezcla de B/a (para revision ver Johansson et al., 2000b).

El resultado de la prediccion se muestra en la Figura 11, donde las perspectivas de la estructura
tridimensional de la sacaropina reductasa de P. chrysogenum permiten apreciar detalladamente la

alternancia de laminas Peta y de a-hélices que define al dominio Rossman fold que une NADPH.

7.3. Mecanismo molecular de sintesis de sacaropina por la sacaropina reductasa

En la naturaleza existen dos rutas completamente diferentes para sintetizar lisina: la ruta del
acido diaminopimélico y la ruta del acido a-aminoadipico. La ruta del diaminopimélico es usada por
plantas, bacterias y hongos inferiores, mientras, que la ruta del o-aminoadipico esta presente en
hongos superiores y algas verde-azuladas (como describe el apartado 5 de Introduccion). En
P. chrysogenum, la lisina se sintetiza a través de la ruta del 4cido a-aminoadipico. El penultimo paso
de la ruta del acido a-aminoadipico es catalizado por la sacaropina reductasa, una enzima dependiente
de NADPH (EC 1.5.1.10). Esta enzima muestra una marcada preferencia por NADPH como co-
sustrato, aunque también puede utilizar NADH pero muestra una menor eficiencia catalitica
(Johansson et al., 2000a). En dicha reaccion, la sacaropina se produce via anabolica a partir de acido

glutdmico y oa-aminoadipato-d-semialdehido, tal como muestra a continuacion:

NADPH NADP" H,N-CH-COOH

CH,
COOH H,N-CH-COOH \ i CH,
H-C-NH, CH, CH,
+ ( + H’ ﬁ HOOC + H,0

CH, CH, - CH,
CH,COOH CH;CHO CH—NH
CH,
NADPH NADP CH;COOH
ACIDO GLUTAMICO a-AA-3-SEMIALDEHIDO SACAROPINA
Sacaropina
reductasa
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II. CONSTRUCCION POR INTERRUPCION GENICA DE UN MUTANTE
INACTIVADO EN LA SACAROPINA REDUCTASA (SR-)

1. INTERRUPCION DEL GEN lys7 DE P. chrysogenum WIS 54-1255

Con el objeto de estudiar la funcién que desempefia la sacaropina reductasa en el metabolismo
del acido pipecolico en P. chrysogenum, se procedio a inactivar el gen /ys7 mediante la técnica de la
doble recombinacion. Dicha técnica, desarrollada en nuestro laboratorio para la inactivacion de genes
de P. chrysogenum implicados en la biosintesis de lisina (Casqueiro et al., 1999b; 2002), consiste en la
inactivacion dirigida del gen de interés mediante la transformacion con un plasmido integrativo que
contenga un marcador de seleccion inactivando y/o reemplazando dicho gen de interés y
seleccionando aquellos transformantes que experimenten un evento de doble recombinacion
homologa. De esta manera, los transformantes interrumpidos mediante esta técnica presentan mayor
estabilidad genética en el Jocus interrumpido en comparacion con los transformantes interrumpidos

mediante entrecruzamiento simple (Casqueiro et al., 1999a; 1999b).

En P. chrysogenum se ha descrito que para aumentar la probabilidad de que se produzca un
evento de recombinacion e integracion homologa, es necesario utilizar fragmentos de ADN
homoélogos de gran tamafio, siendo aconsejable emplear fragmentos homoélogo mayores de 8 kb
(Casqueiro et al., 1999a; 2002; Baiiuelos et al., 2002). Por lo tanto, para llevar a cabo la interrupcion
del gen lys7, se hizo necesario obtener un fragmento de ADN de gran tamafio para favorecer la
integracion homologa en la transformacion de la cepa hospedadora. Para la clonacién de dicho

fragmento de ADN se siguieron los pasos que se describen a continuacion:

1.1. Clonacion de la region del genoma de P. chrysogenum que contiene el gen lys7

Como se ha indicado en el apartado 6.1 de Resultados, el fragmento de ADN clonado en el
plasmido p10T1 que contiene el gen lys7 tiene un tamafio aproximado de 6 kb. Para aumentar la
probabilidad de que se produzca un evento de recombinacion e integracion homologa se procedio a

clonar un fragmento de ADN homologo de mayor tamafio.

La estrategia que se siguio fue el rastreo de una genoteca de ADN genémico de P. chrysogenum
AS-P-78 construida en el vector fagico AEMBL3 utilizando como sonda un fragmento interno Bg/II de
0,9 kb del gen lys7 de P. chrysogenum. En primer lugar, se determind el titulo de la genoteca
infectando la cepa E. coli LE392. Posteriormente, se infecté de nuevo la cepa E. coli LE392 con la
genoteca para obtener aproximadamente 80.000 ufps en 4 placas de Petri de 150 mm de diametro. Una
vez realizada la infeccion, plaqueo e incubacion, se transfirio el ADN de los fagos a filtros de

nitrocelulosa y se hibridaron con la sonda interna del gen /ys7. Como resultado de la hibridacién se
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obtuvieron un total de 6 fagos positivos que fueron purificados en tres rondas mas de infeccion,
transferencia e hibridacion. En dichas rondas, la infeccion de E. coli LE392 se llevd a cabo cada vez
con un numero menor de fagos permitiendo, de esta manera, purificar a homogeneidad cada uno de los
fagos positivos obtenidos. En la ultima ronda de infeccidon e hibridacion, los fagos se picaron con una
pipeta Pasteur estéril, con el fin de seleccionar una unica placa de lisis. Los seis fagos positivos

aislados se denominaron F1, F2, F3, F4, F5 y F6 respectivamente.

Posteriormente, y con la finalidad de localizar bandas comunes que contienen el gen lys7 de
P. chrysogenum, se llevaron a cabo una serie de digestiones del ADN de los fagos obtenidos utilizando
las enzimas de restriccion Bg/ll, Notl y Xbal. El estudio de los patrones de restriccion obtenidos revelo
que el fago 4 presentaba patrones de restriccion idénticos al gen lys7. Por lo cual, seleccionamos el
fago 4 para continuar los experimentos. El fago 4 portaba un fragmento de 16 kb Notl que se subclono
en el sitio Notl de un vector pBluescript SK+ para dar lugar al plasmido pF4L7 (como se describe en
al apartado 3.3 de Materiales y Métodos). A continuacion, se llevo a cabo un analisis de restriccion
mas detallado del fragmento de ADN genomico de 16 kb clonado en el plasmido pF4L7,

comprobandose que el gen lys7 se encontraba en la zona central del mismo (Fig. 12A).

1.2. Estudio del nimero de copias del gen lys7 presentes en el genoma de P. chrysogenum

Con el proposito de estimar el nimero de copias del gen lys7 presentes en el genoma de
P. chrysogenum, se realizd un analisis de Southern utilizando tres cepas diferentes de este hongo:
P. chrysogenum NRRL1951, P. chrysogenum Wis 54-1255 y P. chrysogenum AS-P-99. Luego de
extraer ADN gendmico de cada una de las cepas, se procedio6 a digerirlo con las enzimas de restriccion
Bglll (libera un fragmento interno del gen lys7 de 0,9 kb), Smal (digiere dentro y fuera del gen lys7,
liberando un fragmento de ADN de 3,05 kb) y PstI (libera un fragmento de ADN de 12,2 kb en el que
se localiza el gen lys7 completo), se realizé una electroforesis en gel de agarosa de dichas muestras y
se transfirid el ADN a un filtro de nilon. Para la hibridacion se utiliz6 como sonda un fragmento

interno Bg/II de 0,9 kb del gen lys7 de P. chrysogenum (Fig. 12A).

El resultado de la hibridacion (Fig. 12B) revelo la existencia de una sola banda de hibridacion en
el ADN genomico de las tres cepas estudiadas digerido con cualquiera de las tres enzimas de
restriccion empleadas. El tamafio de las bandas de hibridacion coincidia con el deducido a partir del
mapa de restriccion del fragmento Notl de 16 kb clonado de la cepa P. chrysogenum Wis 54-1255 y
que contiene el gen /ys7 en la zona central (Fig. 12A). Los resultados indican que, al menos en las tres
cepas estudiadas de P. chrysogenum, existe un unico gen (lys7) que codifica la enzima sacaropina

reductasa.
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enzima en la posible biosintesis de acido pipecoélico en P. chrysogenum.

Fig. 12 (A), Mapa de restriccion de la region cromosémica que contiene el gen lys7. (B), Hibridacion de muestras de ADN
total de P. chrysogenum Wis 54-1255 (carriles 1, 4 y 7); P. chrysogenum NRRL1951 (carriles 2, 5y 8) y P. chrysogenum
AS-P-99 (carriles 3, 6 y 9) usando una sonda Bg/Il de 0,9 kb interna del gen lys7 de P. chrysogenum. Las muestras se
digirieron con las enzimas Bg/II (carriles 1, 2 y 3), Smal (carriles 4, 5y 6) y Pstl (carriles 7, 8 y 9).

1.3. Disefio y construccion del plasmido a utilizar para la interrupciéon del gen lys7 de

Uno de los objetivos de mayor interés de este trabajo de investigacion, fue sin duda la

interrupcion del gen lys7 que codifica la sacaropina reductasa y estudiar el papel que desempefia dicha
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Como se ha sefialado anteriormente, al disefiar el sistema para interrumpir el gen lys7, se eligio
el sistema de doble recombinacion. Habitualmente, en nuestro laboratorio, para inactivar genes de
P. chrysogenum, se utiliza un casete de transformacion que consta de dos fragmentos de ADN
homologos a las regiones que flanquean el gen que se desea interrumpir y de un marcador de
transformacion insertado entre ambos. En este caso, se utilizoé un casete que confiere resistencia frente
al antibidtico fleomicina como sistema de seleccion positiva de transformantes. Este casete de
resistencia a fleomicina esta constituido por el gen ble de Streptoalloteicus hindustanus fusionado
transcripcionalmente al promotor del gen pchC de P. chrysogenum y al terminador del gen CYCI de
Saccharomyces cerevisiae (Bafiuelos et al., 2003), tal como se describe en el apartado 13.1 de

Materiales y Métodos

El vector pDL7 utilizado para llevar a cabo la interrupcion del gen lys7 de P. chrysogenum se
construy6 como se describe en el apartado 3.4 de Materiales y Métodos. Es importante resaltar que el
plasmido pDL7 contiene dos fragmentos de ADN homologos de 10 kb en total que flanquean el casete

de resistencia a fleomicina (Fig. 5 del apartado 3.4 de Materiales y Métodos).

1.4. Transformacion y seleccion de transformantes

Para obtener transformantes interrumpidos, se transformaron protoplastos de la cepa
hospedadora P. chrysogenum Wis 54-1255 con el plasmido pDL7 utilizando la resistencia a
fleomicina como marcador de seleccion. Después de la transformacion, se seleccionaron aquellos
transformantes que presentaban un fenotipo de resistencia a fleomicina. Como resultado de dicha
seleccion, se obtuvieron un total de 3.000 transformantes. Dichos transformantes fueron analizados
tomando en cuenta su capacidad de crecer en medio minimo Czapek. Se identificd un transformante
auxotrofo de lisina por su incapacidad de crecer en medio minimo Czapek, lo cual, sugeria que se
habia producido la inactivacion de algiin gen implicado en la biosintesis de este aminoacido. Al
transformante auxotrofo de lisina seleccionado se le denomind P. chrysogenum TDL7-111 (por

Transformante Deleccionado en el gen [ys7).

1.5. Analisis del transformante auxotrofo de lisina P. chrysogenum TDL7-111

Para comprobar si el fenotipo lys™ observado en el transformante P. chrysogenum TDL7-111 se

habia generado por la inactivacion del gen lys7 se llevaron a cabo los siguientes experimentos:

1.5.1. Estudios genéticos mediante hibridacion (Southern)

Para realizar el analisis de Southern se obtuvieron muestras de ADN gendémico del
transformante P. chrysogenum TDL7-111, de la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 y de dos

transformantes prototrofos (no auxotrofos de lisina) seleccionados al azar denominados
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P. chrysogenum TDL7-233 y P. chrysogenum TDL7-913. Las muestras de ADN gendmico fueron
digeridas con Pstl, separadas mediante electroforesis en gel de agarosa y transferidas a un filtro de
nilon. El filtro se hibridé con tres sondas diferentes: I, un fragmento de 2,8 kb Bgl/II correspondiente al
extremo 5° del gen lys7 (Fig. 13A; sonda I); I, un fragmento de 0,9 kb Bg/II interno del gen lys7
(Fig. 13A; sonda II); y III, un fragmento de 1,8 kb Bgl/lII correspondiente al extremo 3" del gen lys7
(Fig. 13A; sonda III).
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Fig. 13. Interrupcion del gen lys7 de P. chrysogenum Wis 54-1255 y analisis molecular de los transformantes. (A) Mapa de
restriccion de la region del cromosoma que contiene el gen lys7. Se indican las tres sondas utilizadas para la hibridacion del
ADN genoémico digerido con la enzima Pstl. Sonda I: fragmento Bg/II de 2,8 kb correspondiente al extremo 5° del gen /ys7;
Sonda II: fragmento Bg/II de 0,9 kb interno del gen lys7; Sonda III: fragmento Bg/II de 1,8 kb correspondiente al extremo
3" del gen lys7. (B), I. Hibridacién con la sonda I. II. Hibridacion con la sonda II. III. Hibridacion con la sonda III.
ADN genomico digerido con la enzima PstI de: P. chrysogenum Wis 54-1255 (carril 1); transformantes TDL7-233 y TDL7-
913 (carril 2 y 4 respectivamente) y P. chrysogenum TDL7-111 (carril 3). Se observa que cuando se utiliza la sonda III, la
banda de 9 kb desaparece indicando que el mutante P. chrysogenum TDL7-111 carece del extremo 3" del gen lys7.
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En los tres experimentos, los resultados de hibridacion (Fig. 13B) mostraron la presencia de una
banda de 12,2 kb, correspondiente a la region cromosoémica que contiene el gen lys7, tanto en la cepa
parental P. chrysogenum Wis 54-1255 (Fig. 13B; carril 1) como en los transformantes protdtrofos
(Fig. 13B; carriles 2 y 4). Sin embargo, en el transformante auxétrofo de lisina P. chrysogenum TDL7-
111, se observo que la banda de hibridacion de 12,2 kb era reemplazada por una banda de hibridacién
de 9 kb cuando se utilizaban como sondas el fragmento de 2,8 kb Bg/Il (extremo 5" del gen lys7;
sonda I) o el fragmento de 0,9 kb Bg/ll (interno del gen lys7; sonda II) (Fig. 13B; carril 3). Es
interesante sefalar que en el transformante auxotrofo de lisina P. chrysogenum TDL7-111, cuando se
utilizaba como sonda el fragmento de 1,8 kb Bg/II (extremo 3" del gen /ys7; sonda III), la banda de
9 kb desaparecia indicando que el extremo 3° del gen Ilys7 estaba deleccionado en este mutante
(Fig. 13B; carril 3). Dicha deleccion en P. chrysogenum TDL7-111 tiene un tamafio aproximado de
1.000 pb de 1.953 pb que tiene en total el gen /[ys7. Estos resultados demuestran que en
la cepa P. chrysogenum TDL7-111 el gen lys7 esta interrumpido.

1.5.2. Determinacion de la actividad sacaropina reductasa de P. chrysogenum TDL7-111

Con el objetivo de confirmar si la interrupcion del gen lys7 era la causa de la auxotrofia de
lisina, y que esta auxotrofia se debia a la carencia de actividad sacaropina reductasa, se procedio a
medir dicha actividad enzimatica en extractos crudos de P. chrysogenum TDL7-111. La cepa control
P. chrysogenum Wis 54-1255 y el transformante prototrofo P. chrysogenum TDL7-233 fueron usados
como control. Los extractos crudos para los ensayos enzimaticos se obtuvieron de micelio crecido en

medio minimo MDFP suplementado con 1,75 mM L-lisina y cosechado a las 48 y 72 h.
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Fig. 14. Actividad sacaropina reductasa en extractos crudos de micelio de: P. chrysogenum TDL7-111, Wis 54-1255 y
TDL7-233. Wis, P. chrysogenum Wis 54-1255; TDL7-111, P. chrysogenum TDL7-111; TDL7-233, P. chrysogenum TDL7-
233. Obsérvese que P. chrysogenum TDL7-111, interrumpido en el gen /ys7, carece de actividad sacaropina reductasa.
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Los resultados obtenidos (Fig. 14) mostraron que la actividad sacaropina reductasa se
encontraba presente tanto en la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 como en el transformante
prototrofo P. chrysogenum TDL7-233. Sin embargo, la cepa P. chrysogenum TDL7-111, la cual tiene

interrumpido el gen lys7, no presentaba actividad sacaropina reductasa.

Este resultado confirma que P. chrysogenum TDL7-111 posee interrumpido el gen lys7 que
codifica la sacaropina reductasa, siendo ésta la causa de la auxotrofia de lisina. Con la finalidad de
simplificar la nomenclatura éste transformante fue renombrado como P. chrysogenum SR (por

Sacaropina Reductasa’).

1.5.3. Complementacion de la auxotrofia de lisina de P. chrysogenum SR mediante la

transformacion con el gen lys7

Para determinar si el gen /ys7 podia complementar la auxotrofia de lisina, se llevo a cabo una
transformacion del mutante P. chrysogenum SR con el plasmido p10T1 que contiene el gen /ys7 de
P. chrysogenum que codifica la sacaropina reductasa (Fig. 15A). En la transformacion se obtuvieron
un alto numero de transformantes prototrofos. Se seleccionaron tres transformantes al azar y se
denominaron T1, T2 y T3. El mutante P. chrysogenum SR’ y la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-
1255 fueron utilizados como control para realizar un analisis de Southern usando un fragmento de

1,8 kb Bglll como sonda, correspondiente al extremo 3" del gen lys7 (Fig. 15B).

Puesto que el gen lys7 se encuentra en un fragmento Ps#l en el ADN gendmico, se esperaba una
sefial de hibridacion de 12,2 kb para la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 sin transformar.
Mientras que, debido a la transformacion del plasmido p10T1 en P. chrysogenum SR’, se esperaba una
sefial de hibridacion de 10 kb con una digestion Ps#l del ADN genémico de los transformantes T1, T2
y T3, y no se esperaba sefial de hibridacion para la cepa no transformada P. chrysogenum SR’, debido

a que este mutante carece del extremo 3" del gen /ys7.

Los resultados obtenidos de la hibridacion (Fig. 15B) mostraron que la cepa parental mantenia
intacta la banda de 12,2 kb (Fig. 15B; carril 1), la cual, se encontraba ausente en el resto de las cepas
estudiadas. Mientras, los transformantes T1, T2 y T3 presentaron una sola sefial de hibridacion de 10
kb correspondiente al inserto de ADN no recombinado presente en el plasmido de replicacion

autonoma p10T1 (Fig. 15B; carriles 3, 4y 5).

Estos resultados indicaron que el gen lys7 es el responsable de complementar la auxotrofia de

lisina del mutante P. chrysogenum SR’.
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Fig. 15. (A), Mapa de restriccion del plasmido de replicacion auténoma pl10T1 que porta el gen lys7 bajo el control de su
propio promotor. Se indica el fragmento Bg/II de 1,8 kb correspondiente al extremo 3" del gen lys7 utilizado como sonda.
(B), Hibridacion del ADN genémico digerido con la enzima Pstl de tres transformantes prototrofos seleccionados al azar (T1,
T2 y T3, carriles 3, 4 y 5 respectivamente). La cepa parental Wis 54-1255 y el mutante P. chrysogenum SR™ (ambos sin
transformar) fueron usados como control (carriles 1 y 2 respectivamente). La sefal de hibridacion de 12,2 kb corresponde a la
banda enddgena Pstl que contiene al gen /ys7 en la cepa parental Wis 54-1255, y la sefial de hibridacion de 10 kb
corresponde a la banda exdgena Pstl que contiene al gen lys7 y que porta el plasmido p10T1.

1.5.4. El gen lys7 es esencial para restaurar la actividad sacaropina reductasa en el

mutante P. chrysogenum SR

Con el objeto de confirmar si el gen /ys7 es esencial para restaurar la prototrofia en el mutante
P. chrysogenum SR’, se procedid a medir la actividad sacaropina reductasa en extractos crudos de

micelio de los transformantes T1, T2 y T3 (obtenidos por complementacion de la mutacion SR")
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crecido en medio minimo MDFP y cosechado a las 48 y 72 h. El mutante P. chrysogenum SRy la

cepa parental Wis 54-1255 fueron usados como control (ambos sin transformar con p10T1).

Los resultados obtenidos (Fig. 16) demostraron que la actividad sacaropina reductasa estaba
presente en todas las cepas estudiadas excepto en el mutante P. chrysogenum SR’. Sin embargo, los
transformantes T1, T2 y T3 mostraron tanto a las 48 como a las 72 h niveles altos de actividad
sacaropina reductasa en comparacion con la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255. Dichos
niveles de actividad sacaropina reductasa pueden ser debidos a la presencia del gen /ys7 en el plasmido
de replicacion autéonoma pl0T1. Dichos plasmidos se encuentran entre 25-50 copias por célula en
P. chrysogenum (Fierro et al., 1996). Estos resultados confirman definitivamente que el gen lys7 es

estrictamente necesario para restaurar la actividad sacaropina reductasa en el mutante P. chrysogenum

SR.
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Fig. 16. Actividad sacaropina reductasa en extractos crudos de micelio de los tres transformantes prototrofos (T1, T2 y T3)
derivados de P. chrysogenum SR™ por complementacion con el plasmido pl10T1. La cepa parental Wis 54-1255 y el mutante
SR™ (ambos sin transformar) fueron usados como control. Las cepas fueron crecidas en medio MDFP y el micelio fue
cosechado a las 48 y 72 horas. Wis, P. chrysogenum Wis 54-1255; SR’, P. chrysogenum SR’.

2.  CARACTERIZACION FENOTIPICA DEL MUTANTE P. chrysogenum SR-

2.1. Tasa de Reversion

Para determinar el porcentaje de reversion de la auxotrofia de lisina en el mutante

P. chrysogenum SR se partidé de una suspension de esporas con una concentracion conocida de
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esporas viables. Se sembraron varias placas con 5,2 x 10’ esporas en medio minimo Czapek y, después
de 5 dias de incubacion a 28 °C, se comprobd que no habia crecido ninguna colonia revertiente, en la
que la auxotrofia de lisina se hubiera perdido. El anélisis de la tasa de reversion indic6 que la
auxotrofia de lisina de P. chrysogenum SR es altamente estable, ya que no se obtuvo ninguin

revertiente cuando una poblacion de 5,2 x 107 esporas eran sembradas en medio minimo Czapek.

2.2. Crecimiento

Para evaluar el crecimiento en medio liquido, esporas del mutante auxoétrofo de lisina
P. chrysogenum SRy de la cepa control Wis 54-1255 fueron utilizadas para iniciar un cultivo de
in6culo en medio minimo MDIP con L-lisina a una concentracion final de 3,5 mM. Una vez crecido el
inoculo (36 h), se utilizaron 10 ml para inocular una fermentacion en matraces de 500 ml con medio
minimo MDFP con lisina a una concentracion final de 3,5 mM. Se tomaron muestras cada 24 h para
determinar el crecimiento de los microorganismos y para cuantificar la concentracion de penicilina en
los caldos de fermentacion (como se describe en los apartados 7 y 8 de Materiales y Métodos
respectivamente). Como se observa en la figura 17A, hasta las 48 horas, no existen diferencias
significativas de crecimiento entre el mutante auxotrofo de lisina P. chrysogenum SR y la cepa
control Wis 54-1255 en medio minimo MDFP suplementado con L-lisina; sin embargo, los valores de
peso seco del mutante SR se incrementan ligeramente desde las 72 hasta las 120 horas de la

fermentacion con respecto al crecimiento mostrado en las mismas condiciones por Wis 54-1255.

2.3. Produccion de Penicilina

Como se ha mencionado en la parte introductoria de la presente memoria, el acido
a-aminoadipico es un intermediario donde divergen la ruta biosintética de lisina y la ruta biosintética
de penicilina en P. chrysogenum, y constituye un precursor esencial de la sintesis de este antibidtico
B-lactamico (Demain, 1957; Masurekar y Demain, 1972, Casqueiro et al, 2002). Para evaluar el
efecto de la inactivacion del gen /ys7 sobre la produccion de penicilina en P. chrysogenum, se llevo a
cabo una fermentacion en medio minimo MDFP en condiciones de produccion de dicho antibidtico
B-lactamico. Se tomaron muestras cada 24 para valorar la concentracion de penicilina en los caldos de
cultivo del mutante P. chrysogenum SRy de la cepa parental Wis 54-1255 usada como control
(descrito en el apartado 8 de Materiales y Métodos). Las fermentaciones se hicieron por duplicado y se

repitieron tres veces.

Como se aprecia en la figura 17B, la produccion especifica de penicilina en el mutante SR™ en
este medio es muy similar a la observada en cepa Wis 54-1255. Sin embargo, para tener una mayor
fiabilidad, los datos de produccion especifica de penicilina se procesaron estadisticamente mediante la

Prueba de Kruskal-Wallis. Para ello, se utiliz6 el paquete informatico Statistix Version 1.0 (Analytical
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Software; Windows Version 95; 1996). Los resultados obtenidos a las 120 horas de fermentacion,
mostraron que no existian diferencias significativas (P> 0,05) en la produccion especifica de penicilina
entre el mutante auxotrofo de lisina P. chrysogenum SRy la cepa control Wis 54-1255 1255 en medio
minimo MDFP suplementado con 3,5 mM de L-lisina (Fig. 17B). Estos resultados sugieren que el
flujo del &cido a-aminoadipico requerido para la biosintesis de penicilina no se ve afectado por la

interrupcion del gen lys7 de la sacaropina reductasa en P. chrysogenum.
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Fig. 17 (A), Crecimiento de P. chrysogenum SR (®) y de la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 (©) en medio
minimo MDFP suplementado con L-lisina (3,5 mM). (B), Produccion especifica de penicilina en los caldos de cultivo de la
cepa Wis 54-1255 (©) y del mutante SR (®).). Wis: P. chrysogenum Wis 54-1255; SR™: P. chrysogenum SR’.
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III. EL ACIDO PIPECOLICO SE CONVIERTE EN LISINA A TRAVES DE UNA
RUTA ADAPTATIVA EN P. chrysogenum SR-

1.  Crecimiento del mutante P. chrysogenum SR sobre medio minimo suplementado con acido

pipecoélico

Como hemos sefialado anteriormente en P. chrysogenum, el acido pipecolico se convierte en
lisina a través de su conversion en P6C, sacaropina y finalmente lisina por accion de la pipecolato
oxidasa, sacaropina reductasa y sacaropina deshidrogenasa respectivamente. Con la finalidad de
estudiar si el acido pipecolico se convierte o no en lisina en P. chrysogenum SR (inactivado en la
actividad sacaropina reductasa) se analizo la capacidad de este mutante para crecer sobre medio
minimo Czapek suplementado con 0,1 M de acido D,L-pipecolico como tnica fuente de nitrégeno. La
cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255, dos transformantes prototrofos (P. chrysogenum TDL7-
233 y P. chrysogenum TDL7-913) y tres mutantes auxoétrofos de lisina fueron usados como controles.
Dichos mutantes eran: (i) P. chrysogenum HS™ (con inactivacion dirigida del gen lys1 que codifica la
homocitrato sintasa); (ii) P. chrysogenum TDX195 (con inactivacion dirigida del gen lys2 que codifica
la a-aminoadipato reductasa) y; (iii) P. chrysogenum L2 (con una mutacion puntual en el gen lys3 que

codifica la homoaconitasa).

Inesperadamente, los resultados (Fig. 18) mostraron que el mutante P. chrysogenum SR’ era
capaz de crecer con acido pipecolico como unica fuente de nitrogeno y, aunque el crecimiento era
lento y pobre, indicaba que en este mutante el acido pipecoélico se convierte en lisina a través de una
ruta adaptativa puesto que, en dicho mutante, la conversion de acido pipecolico en lisina a través de la
ruta de biosintesis (via ai-aminoadipato-d-semialdehido y sacaropina) de lisina esta bloqueada a nivel

de la sacaropina reductasa.

Cz + NaNQ, Cz + L-Lys

WIS 913 SR 23
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WIS 913 SR 233

Q 8 X
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Fig. 18. Crecimiento de la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255; dos transformantes prototrofos (TDL7-233 y TDL7-
913); P. chrysogenum SR’y los mutantes auxotrofos de lisina HS", TDX195 y L2 sobre: medio minimo Czapek con NaNO;
como unica fuente de nitrogeno (Cz + NaNO;); medio Czapek con acido pipecdlico como tnica fuente de nitrogeno (Cz +
Pip); y medio minimo Czapek con L-lisina como tnica fuente de nitrogeno (Cz + L-Lys). Wis: P. chrysogenum Wis 54-1255;
913: P. chrysogenum TDL7-913; SR: P. chrysogenum SR’; 233: P. chrysogenum TDL7-233; HS: P. chrysogenum HS1;
TDX: P. chrysogenum TDX195; L2: P. chrysogenum L2. Obsérvese que P. chrysogenum SR es capaz de crecer sobre medio
minimo Czapek suplementado con acido pipecdlico indicando que, en dicho mutante, éste iminoacido se convierte en lisina a
través de una ruta adaptativa.
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Para confirmar los resultados obtenidos en el experimento anterior y analizar mas
detalladamente la capacidad de P. chrysogenum SR de crecer con acido pipecdlico como Unica fuente
de nitrégeno se procedi6 a realizar un nuevo experimento. Esta vez se partié de una suspension de
esporas con una concentracion conocida de esporas viables (5,2 x 107 esporas/ml) y se procedié a
sembrar por duplicado diluciones seriadas en placas de Petri con medio minimo Czapek suplementado

con acido D,L-pipecolico (0,1 M) como unica fuente de nitrégeno.

Después de 10 dias de incubacidon a 28 °C se observo la aparicion de colonias blancas y
diminutas (Fig. 19). Es importante destacar que en las placas en las que se sembraron 100 pl de la
suspension diluida a 10°, donde tedricamente deberian haber 52 esporas viables, se observo la
aparicion de 50 colonias, es decir, crecieron aproximadamente el 100 % de las esporas viables de P.

chrysogenum SR sembradas sobre medio minimo Czapek suplementado con acido pipecolico.

Estos resultados confirman los obtenidos anteriormente e indican que en el mutante
P. chrysogenum SR existe una ruta adaptativa por medio de la cual el acido pipecolico se convierte en

lisina.

52 x 10" esporas/ml 5,2 x 10" esporas/100 ml 5,2 x 10" esporas/100 ml 5,2 x 10" esporas/100 ml

520 esporas/100 ml 52 esporas/100 ml 5,2 esporas/100 ml

Fig. 19. Crecimiento de P. chrysogenum SR™ sobre medio minimo Czapek suplementado con acido pipecdlico como tinica
fuente de nitrégeno. Se sembraron diluciones decrecientes a partir de una suspension de esporas de concentracion conocida
de esporas viables (5,2 x 107 esporas/ml). La capacidad de P. chrysogenum SR™ de crecer sobre medio Czapek suplementado
con acido pipecélico indica que este mutante convierte acido pipecolico en lisina mediante una ruta adaptativa.
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2. El acido pipecélico induce el incremento de la actividad pipecolato oxidasa y la

acumulacion intracelular de P6C en P. chrysogenum SR’

Se ha descrito ampliamente que la enzima pipecolato oxidasa convierte acido pipecolico en P6C,
el cual, es la forma ciclada del a-aminoadipato-d-semialdehido (IJIst et al., 2000; Dodt et al., 2000;
Fujii et al, 2002a; Kinzel y Bhattacharjee, 1982). Con la finalidad de estudiar cémo el acido
pipecolico se convierte en lisina en el mutante P. chrysogenum SR, se procedid a medir la actividad
pipecolato oxidasa y la concentracion intracelular de P6C en extractos de micelio crecido en medio
minimo MDFP suplementado con acido D,L-pipecoélico (25 mM) como tnica fuente de nitrégeno y

cosechado a las 48 y 72 horas.

Al mismo tiempo, y con la finalidad de tener un punto de referencia para inferir si la pipecolato
oxidasa es inducida por el acido pipecolico en el mutante SR, también se midieron estos parametros
en extractos de micelio crecido en medio minimo MDFP suplementado con L-lisina como tnica fuente
de nitrégeno. En las dos condiciones la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 fue utilizada como

control.

Los resultados demostraron (Tabla 3) que la actividad pipecolato oxidasa se induce tanto en la
cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 como en el mutante SR cuando crecen con acido
pipecolico como tUnica fuente de nitrogeno. En estas condiciones, la actividad pipecolato oxidasa es

significativamente mayor que cuando se utiliza L-lisina como tnica fuente de nitrégeno.

Tabla 3. Actividad pipecolato oxidasa medida en extractos crudos de micelio de P. chrysogenum Wis 54-1255
y P. chrysogenum SR crecidos en medio minimo MDFP utilizando acido D,L-pipecoélico o L-lisina como unicas

fuentes de nitrogeno.

PIPECOLATO OXIDASA
(mU/mg Proteina)
MDFP + Acido Pipecélico MDFP + L-Lisina
Cepas
Tiempo de cultivo (h) Tiempo de cultivo (h)

48 72 48 72

P. chrysogenum Wis-54 1255 13,25 0 0,35 0
P. chrysogenum SR’ 4,57 7,4 1,51 0

Concentracion final de acido D,L-pipecoélico y L-lisina 25 mM.
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Por otro lado, los resultados revelan que en la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 la
actividad pipecolato oxidasa se induce drasticamente a las 48 horas pero desaparece a las 72 horas,
mientras, que en el mutante SR™ dicha actividad se incrementa de las 48 a las 72 horas del cultivo. Esto
puede ser debido, probablemente, a que P. chrysogenum Wis 54-1255 es un prototrofo, mientras que
P. chrysogenum SR™ es un mutante auxotrofo de lisina, por lo tanto, el crecimiento en medio minimo
MDFP con 4cido pipecodlico como tnica fuente de nitrégeno es superior en la cepa parental Wis 54-

1255 que en el mutante SR™ en las mismas condiciones.

La concentracion intracelular de P6C se determind en los mismos extractos. Los resultados
obtenidos (Tabla 4) demostraron que tanto la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 como el
mutante SR, cuando crecian con 4cido pipecolico como tinica fuente de nitrogeno, acumulaban niveles
significativamente mas altos de P6C que cuando crecian con L-lisina como unica fuente de nitrogeno.
Sin embargo, la concentracion intracelular de P6C en el mutante SR™ es significativamente mayor con

respecto a la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 tanto a las 48 como a las 72 horas.

Estos resultados (Tabla 4) indican que, en P. chrysogenum SR’: (i) la inactivacion del gen lys7
que codifica la sacaropina reductasa provoca la acumulacion de P6C vy; (ii) el acido pipecodlico se
cataboliza a través de su conversion en P6C por accion de la pipecolato oxidasa, sugiriendo que esta
enzima esta implicada en el primer paso de la ruta adaptativa de conversion de acido pipecolico en

lisina utilizada por dicho mutante, por medio del cual, el cido pipecdlico se convierte en P6C.

Tabla 4. Concentracion intracelular de P6C medida en extractos crudos de micelio de P. chrysogenum
Wis 54-1255 y P. chrysogenum SR crecidos en medio minimo MDFP utilizando acido D,L-pipecdlico

o L-lisina como unicas fuentes de nitrogeno.

CONCENTRACION INTRACELULAR DE P6C
(nmoles P6C/mg Proteina)

Cepas MDFP + Acido Pipecélico MDFP + L-Lisina

Tiempo de cultivo (h) Tiempo de cultivo (h)
48 72 48 72
P. chrysogenum Wis-54 1255 366 211 38 37
P. chrysogenum SR’ 759 680 286 168

Concentracion final de acido D,L-pipecolico y L-lisina 25 mM.
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3. P. chrysogenum SR™ acumula sacaropina y lisina cuando crece con acido pipecolico como

tnica fuente de nitréogeno

Con el proposito de profundizar en la caracterizacion sobre la capacidad de P. chrysogenum
SR’ de sintetizar lisina a partir de acido pipecolico, se analizé por HPLC la concentracion intracelular
de sacaropina, &cido a-aminoadipico, acido pipecoélico y lisina en extractos de micelio crecido en
medio minimo MDFP suplementado con acido D,L-pipecdlico como unica fuente de nitrogeno (25

mM) y cosechado a las 48 y 72 horas.
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Fig. 20. Analisis mediante HPLC de la concentracion intracelular de sacaropina, acido o-aminoadipico, acido pipecdlico y
lisina en extractos crudos de micelio de P. chrysogenum Wis 54-1255 (A 'y B) y P. chrysogenum SR™ (C y D) crecido en
medio minimo MDFP suplementado con acido D,L-pipecoélico (25 mM) y cosechado a las 48 (A y C)y 72 (B y D) horas. Se
observa una clara acumulacion de lisina y sacaropina en el mutante P. chrysogenum SR’, mientras, que en la cepa parental
P. chrysogenum Wis 54-1255 estan ausentes en las mismas condiciones. Sac: sacaropina; Pip: acido pipecolico; Lys: lisina.
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Los resultados obtenidos (Fig. 20) en los cromatogramas de los extractos crudos de la cepa
parental P. chrysogenum Wis 54-1255 usada como control, demostraron que dicha cepa no acumula
sacaropina ni lisina. Sin embargo, se observo que P. chrysogenum SR™ acumula niveles altos de lisina
y sacaropina a las 48 horas cuando crece con acido pipecdlico como unica fuente de nitrégeno. Se
observa que la acumulacion de lisina y sacaropina detectada a las 48 horas decrece posteriormente
hacia las 72 horas debido a su utilizacion para el crecimiento. Ademas, de manera significativa, en

ninguno de los extractos analizados se detectd la presencia de acido a-aminoadipico.

Estos resultados confirman que, en P. chrysogenum SR, el acido pipecolico se convierte en
lisina a través de una ruta adaptativa. Por otro lado, los resultados obtenidos sugieren que la lisina
producida a partir del acido pipecdlico podria estar siendo catabolizada por accion de la sacaropina

deshidrogenasa provocando, por lo tanto, la acumulacion de sacaropina.
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IV.- BIOSINTESIS DE ACIDO PIPECOLICO EN P. chrysogenum

1. LA INTERRUPCION DEL GEN [Iys7 PROVOCA LA ACUMULACION
INTRACELULAR DE P6C Y DE ACIDO PIPECOLICO EN P. chrysogenum SR’

En hongos filamentosos, la biosintesis de acido pipecoélico esta estrechamente relacionada con el
metabolismo de lisina. Se ha descrito que el acido pipecodlico se forma a través del catabolismo de
L-lisina en Metarhizium anisopliae y Rhizoctonia leguminicola. En estos microorganismos el acido
pipecdlico es un precursor en la sintesis de alcaloides (Wickwire et al., 1990a, b; Sim y Perry, 1997).
Aspen y Meister (1962) sefialan que el acido pipecdlico juega un papel importante en la biosintesis de
lisina en Aspergillus nidulans, ya que han descrito que ciertos mutantes auxoétrofos de lisina son
capaces de convertir acido a-aminoadipico en acido pipecélico. Asi mismo, estudios con D-lisina
marcada radiactivamente en Neurospora crassa demostraron que el acido pipecdlico era un
intermediario en la conversion de D-lisina en L-lisina (Fangmeier y Leistner, 1980). Aunque existe la
evidencia de que algunos organismos son capaces de sintetizar acido pipecolico, en P. chrysogenum
esta habilidad era completamente desconocida, por lo cual, se decidi6 estudiar si este hongo

filamentoso de importancia industrial podia sintetizar acido pipecolico.

Con la finalidad de estudiar si P. chrysogenum es capaz de sintetizar acido pipecolico, se
analizaron por HPLC Ia concentracion intracelular de acido pipecdlico, sacaropina, acido
a-aminoadipico y lisina en extractos crudos de micelio de P. chrysogenum Wis 54-1255 y
P. chrysogenum SR’ crecido en medio minimo MDFP suplementado con L-lisina (25 mM) o D-lisina
(25 mM) como fuentes de nitrégeno. Ademads, en ambas condiciones se procedid a medir la

concentracion intracelular de P6C en los mismos extractos de micelio.

1.1. El acido pipecdlico no se forma a partir del catabolismo de L-lisina en P. chrysogenum

Debido a que en los hongos filamentosos M. anisopliae y R. leguminicola el 4cido pipecolico se
forma a partir del catabolismo de L-lisina (Wickwire et al., 1990a, b; Sim y Perry, 1997) estudiamos,
en primer lugar, si en P. chrysogenum el acido pipecoélico se sintetiza a partir de la L-lisina. Para ello,
se llevaron a cabo fermentaciones en medio minimo MDFP con L-lisina (25 mM) como tUnica fuente
de nitrogeno. Se cosecho el micelio a las 48 y 72 horas y los extractos crudos se analizaron por HPLC
para determinar la concentracion intracelular de acido pipecolico, sacaropina, acido a-aminoadipico y

lisina.

Los resultados obtenidos (Fig. 21) en los cromatogramas de extractos de micelio crecido con

L-lisina como unica fuente de nitrégeno, mostraron que la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255
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acumulaba sacaropina pero no acumulaba &cido pipecolico. Este resultado indicé que en
P. chrysogenum el acido pipecdlico no se forma a partir del catabolismo de L-lisina. Sin embargo, los
cromatogramas de extractos celulares de P. chrysogenum SR™ mostraron que este mutante acumulaba
sacaropina y, ademas, también acumulaba una pequefia concentracion de acido pipecodlico a las 48
horas, la cual, decrecia hacia las 72 horas. Este resultado sugeria, puesto que el acido pipecdlico no
proviene del catabolismo de L-lisina en la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255, que podria
originarse de la ruta biosintética de lisina, a partir del P6C, tal como sucede en 4. nidulans (Aspen y

Meister, 1962). Para estudiar este supuesto, se determiné la concentracion intracelular de P6C en los

mismos extractos crudos de micelio analizados anteriormente.
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Fig. 21. Analisis mediante HPLC de la concentracion intracelular de acido pipecolico en extractos crudos de micelio de
P. chrysogenum Wis 54-1255 (A 'y B) y P. chrysogenum SR (C y D) crecido en medio minimo MDFP suplementado con
L-lisina (25 mM) como unica fuente de nitrégeno y cosechado a las 48 (A y C) y 72 (B y D) horas. Se observa claramente
una pequefia acumulacion de acido pipecolico en el mutante SR™ a las 48 horas, mientras, que la cepa parental Wis 54-1255
no acumula este iminoacido en las mismas condiciones. Sac: sacaropina; Pip: acido pipecoélico; Lys: lisina.
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Los resultados obtenidos (Tabla 5) mostraron que P. chrysogenum SR, cuando crecia con
L-lisina como unica fuente de nitrogeno, acumulaba niveles altos de P6C en comparacion con la cepa
control P. chrysogenum Wis 54-1255. Estos resultados indican que P. chrysogenum SR es capaz de

producir acido pipecdlico y sugieren que el P6C es su principal precursor.

Tabla 5. Concentracion intracelular de P6C medida en extractos crudos de micelio de P. chrysogenum
Wis 54-1255 y P. chrysogenum SR crecidos en medio minimo MDFP utilizando como tunicas fuentes de

nitrégeno: L-lisina, D-lisina o L-lisina + 4cido D,L-a-aminoadipico.

CONCENTRACION INTRACELULAR DE P6C
(nmoles P6C/mg Proteina)

L-Lisina D-Lisina L-Lisina + a-AAA®
Cepas
Tiempo de cultivo (h) Tiempo de cultivo (h) Tiempo de cultivo (h)
48 72 48 72 48 72
P. chrysogenum Wis-54 1255 38 37 112 79 75 80
P. chrysogenum SR’ 286 168 568 687 295 364

b a-AAA, 4cido D,L-a-aminoadipico. Concentracion final de todas las fuentes de nitrogeno 25 mM.

1.2. El acido pipecoélico no se forma a partir del catabolismo de D-lisina en P. chrysogenum

En N. crassa, el acido pipecolico es un intermediario en la conversion de D-lisina en
L-lisina (Fangmeier y Leistner, 1980). Para estudiar si en P. chrysogenum el acido pipecolico
desempeiia un papel similar, se llevaron a cabo fermentaciones en medio minimo MDFP con D-lisina
como Unica fuente de nitrogeno. Se cosecharon los micelios a las 48 y 72 horas y los extractos crudos
se analizaron por HPLC para estudiar la concentracion intracelular de acido pipecolico, sacaropina,

acido ai-aminoadipico y lisina.

Los resultados obtenidos (Fig. 22) en los cromatogramas de extractos de micelio crecido con
D-lisina fueron similares a los obtenidos cuando se utilizé L-lisina como unica fuente de nitrégeno,

mostrando que la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 acumulaba sacaropina pero no
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acumulaba acido pipecdlico. Asi mismo, en las mismas condiciones de fermentacion, P. chrysogenum

SR™ acumula tanto sacaropina como una pequefia concentracion de acido pipecoélico similar a la

obtenida con L-lisina, sugiriendo, que la sintesis de &cido pipecolico en P. chrysogenum no esta

relacionada con el catabolismo de D-lisina, ni con la conversion de D-lisina en L-lisina.
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Fig. 22. Analisis mediante HPLC de la concentracion intracelular de acido pipecolico en extractos crudos de micelio de
P. chrysogenum Wis 54-1255 (A 'y B) y P. chrysogenum SR (C y D) crecido en medio minimo MDFP suplementado con
D-lisina (25 mM) como uUnica fuente de nitrégeno y cosechado a las 48 (A y C) y 72 (B y D) horas. Se observa claramente
una pequefia acumulacion de acido pipecolico en el mutante SR™ a las 48 horas, mientras, que la cepa parental Wis 54-1255
no acumula este iminoacido en las mismas condiciones. Sac: sacaropina; Pip: acido pipecoélico; Lys: lisina.

Las concentraciones intracelulares de P6C medida en los mismos extractos demostraron que

P. chrysogenum SR’, cuando crecia con D-lisina como unica fuente de nitrogeno, acumulaba niveles

altos de P6C en comparacion a la cepa control P. chrysogenum Wis 54-1255 (Tabla 5). Ademas, y

como era de esperar, los niveles de concentracion intracelular de P6C con D-lisina fueron
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significativamente mayores con respecto a los valores obtenidos en micelio crecido con L-lisina como
unica fuente de nitrégeno tanto para la cepa control Wis 54-1255 como para el mutante
P. chrysogenum SR’. Estos datos apoyan la hipdtesis propuesta por Martin de Valmaseda et al., (2003)
de que la D-lisina se cataboliza principalmente a través de una lisina aminotransferasa (LAT) en

P. chrysogenum (ver apartado 4 de Discusion).

Los resultados obtenidos hasta el momento indican que: (i) P. chrysogenum Wis 54-1255 no es
capaz de sintetizar acido pipecoélico cuando crece con L o D-lisina como unicas fuentes de nitrogeno,
por lo cual, sugieren que la sintesis de acido pipecolico en P. chrysogenum no se lleva a cabo a través
del catabolismo de lisina y; (ii) que P. chrysogenum SR’ es capaz de sintetizar acido pipecolico
independientemente del isomero de lisina empleado como fuente de nitrogeno, por lo cual, la

interrupcion del gen lys7 parece favorecer la sintesis de acido pipecolico en este mutante.

2.  EL ACIDO PIPECOLICO SE SINTETIZA A TRAVES DE LA RUTA BIOSINTETICA
DE LISINA EN P. chrysogenum Wis 54-1255

Puesto que se considera que en P. chrysogenum el acido pipecolico no se obtiene a partir del
catabolismo de lisina, decidimos estudiar si en dicho hongo filamentoso este iminoacido se sintetiza a
partir de la ruta de biosintesis de lisina, tal como se ha descrito en A. nidulans (Aspen y Meister,

1962).

2.1. La adiciéon de acido D,L-a-aminoadipico a los caldos de cultivo incrementa

significativamente la acumulacion de P6C y de acido pipecolico en P. chrysogenum SR’

Sien P. chrysogenum Wis 54-1255 el acido pipecdlico se sintetiza a partir de la ruta biosintética
de lisina, entonces, es logico esperar que la adicion de acido D,L-a-aminoadipico a los medios de
cultivo incremente la concentracion intracelular de P6C y de acido pipecolico. Con el objeto de
determinar si la sintesis de acido pipecdlico deriva de la ruta biosintética de lisina en P. chrysogenum
Wis 54-1255, se analizdo por HPLC la concentracion intracelular de acido pipecolico en extractos
crudos de micelio crecido en medio minimo MDFP suplementado con L-lisina (25 mM) y acido D,L-

a-aminoadipico (25 mM) y cosechado a las 48 y 72 horas.

Sorprendentemente, los resultados obtenidos (Fig. 23) en los cromatogramas de extractos de
micelio crecidos en caldos de cultivo con acido D,L-o-aminoadipico afiadido, mostraron una pequefia

acumulacion de acido pipecolico en la cepa parental P. chrysogenum Wis 54-1255 a las 48 horas que
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decrecia a las 72 horas. Sin embargo, los cromatogramas de extractos de P. chrysogenum SR
mostraron niveles altos de acido pipecolico acumulado a las 48 horas y que se incrementaba a las 72

horas.
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Fig. 23. Analisis mediante HPLC de la concentracion intracelular de acido pipecoélico en extractos crudos de micelio de
P. chrysogenum Wis 54-1255 (A'y B) y P. chrysogenum SR™ (C y D) crecido en medio minimo MDFP suplementado con
L-lisina (25 mM) y acido D,L-ai-aminoadipico (25 mM) y cosechado a las 48 (A y C) y 72 (B y D) horas. Se observa una
acumulacion alta de 4cido pipecdlico en el mutante SR™ que se incrementa significativamente de las 48 a las 72 horas
(obsérvese la escala del eje de las ordenadas en el cromatograma obtenido a las 72 horas). De manera interesante, en la cepa
parental Wis 54-1255 se observa una pequeila acumulacion de acido pipecolico a las 48 horas. Sac: sacaropina; Pip: 4cido
pipecolico; Lys: lisina; a-AAA: 4cido D,L-a-aminoadipico.

Por otro lado, se determiné la concentracion intracelular de P6C en los mismos extractos crudos.
Los resultados (Tabla 5) demostraron que P. chrysogenum SR’, cuando se crecia con L-lisina mas

acido D,L-a-aminoadipico como fuente de nitrogeno, acumulaba niveles significativamente mayores
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de P6C en comparacion a los niveles acumulados por la cepa parental Wis 54-1255 tanto a las 48

como a las 72 horas.

Es importante resaltar que cuando al medio minimo MDFP se le afiade acido D,L-a-
aminoadipico, la acumulacién de acido pipecolico P. chrysogenum Wis 54-1255 es detectable, cosa
que no ocurre cuando la cepa parental crece con L-lisina como unica fuente de nitrégeno. Ademas,
cuando se le afiade acido D,L-o-aminoadipico al medio MDFP, la acumulacion de acido pipecolico en
P. chrysogenum SR’ es significativamente mayor con relacion a la acumulacion observada cuando este
mutante crece con L-lisina como Unica fuente de nitrégeno tanto a las 48 como a las 72 horas (Fig. 21
y Fig. 23 respectivamente). Igualmente, cuando al medio MDFP se le afiade acido D,L-o-
aminoadipico, la concentracion intracelular de P6C en P. chrysogenum SR cosechado a las 72 es
significativamente mayor con respecto a los valores obtenidos en micelio crecido con L-lisina como

unica fuente de nitrogeno a las 72 horas (Tabla 5).

Estos resultados indican que: (i) la adicion de acido D,L-o-aminoadipico a los caldos de cultivo
incrementa la acumulacion de P6C y de acido pipecdlico en ambas cepas estudiadas; (ii) la
interrupcion del gen Ilys7 que codifica la sacaropina reductasa en P. chrysogenum provoca la
acumulacion de P6C y de acido pipecolico en el mutante P. chrysogenum SR’; (iii) la sintesis de acido
pipecolico proviene de la biosintesis de lisina en P. chrysogenum Wis 54-1255, sugiriendo, que este
iminoacido podria formarse a partir de acido a-aminoadipico y; (iv) descarta definitivamente la
hipotesis de que el acido pipecolico proviene del catabolismo de lisina en P. chrysogenum Wis 54-

1255.

2.2. El mutante auxotrofo de lisina P. chrysogenum TDX195 no acumula acido pipecdlico

cuando se le afiade dcido D,L-a-aminoadipico a los caldos de cultivo

Con la finalidad de confirmar que el acido pipecolico se forma a partir del acido
a-aminoadipico, se procedid a analizar el mutante auxoétrofo de lisina P. chrysogenum TDX195, el
cual, tiene interrumpido el gen /ys2 que codifica la a-aminoadipato reductasa (Casqueiro et al., 1999b;
Casqueiro et al., 1998; Casqueiro, 1997), enzima implicada en la conversion de acido a-aminoadipico

a ai-aminoadipato-0-semialdehido (forma lineal de P6C).

Por ello, nos planteamos la siguiente hipotesis: si en P. chrysogenum el acido pipecolico se
sintetiza a partir del 4cido a-aminoadipico via a-aminoadipato-d-semialdehido (ruta de biosintesis de
lisina), entonces, es logico esperar que el mutante TDX195 no acumule acido pipecolico con la

adicion de acido D,L-o-aminoadipico a los medios de cultivo.
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Para dicho analisis, se llevo a cabo una fermentacion en medio minimo MDFP suplementado
con L-lisina (25 mM) y acido D,L-a-aminoadipico (25 mM) con las cepas SR™y TDX195. Se cosecho

el micelio a las 48 y 72 horas y se analizé por HPLC la concentracion intracelular de acido pipecélico.

Los resultados obtenidos (Fig. 24) pusieron de manifiesto que, mientras el mutante
P. chrysogenum SR™ acumula concentraciones intracelulares muy elevadas de acido pipecoélico cuando
crece con L-lisina y 4acido D,L-a-aminoadipico como fuente de nitrogeno, el mutante P. chrysogenum

TDX195 no mostraba la presencia de dicho iminoacido a nivel intracelular.
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Fig. 24. Analisis mediante HPLC de la concentracion intracelular de acido pipecdlico en extractos crudos de micelio crecido
en medio minimo MDFP con L-lisina y acido D,L-a-aminoadipico y cosechado a las 48 (A) y a las 72 horas (B). Sac:
sacaropina; Pip: acido pipecolico; Lys: lisina; a-AAA: 4cido D,L-a-aminoadipico. TDX: P. chrysogenum TDX195; SR™:
P. chrysogenum SR'.

Estos resultados confirman definitivamente que: (i) el acido pipecolico se forma a partir del
acido a-aminoadipico via a-aminoadipato-3-semialdehido a través de la ruta biosintética de lisina en
P. chrysogenum, tal como muestra la Figura 25 y; (ii) que la a-aminoadipato reductasa es una enzima
esencial en la biosintesis de acido pipecdlico en P. chrysogenum, por lo que el precursor directo del

acido pipecolico es el P6C, la forma ciclada del a-aminoadipato-6-semialdehido.
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Fig. 25. Ruta de biosintesis de acido pipecdlico en P. chrysogenum. La o-aminoadipato reductasa convierte el acido
a-aminoadipico en o-aminoadipato--semialdehido (en equilibrio con P6C), luego una hipotética pipecolato reductasa
transformaria el P6C en é4cido pipecodlico. Mutante TDX195: P. chrysogenum TDX195; Mutante SR™: P. chrysogenum SR’.
lys2: gen que codifica la o-aminoadipato reductasa; lys7: gen que codifica la sacaropina reductasa. Las reacciones
enzimaticas bloqueadas en los mutantes auxotrofos de lisina P. chrysogenum SRy TDX195 se indican con el simbolo //.
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1. LA SACAROPINA REDUCTASA, UNA ENZIMA IMPLICADA EN LA
CONVERSION DE ACIDO PIPECOLICO EN LISINA EN P. chrysogenum

Uno de los aspectos mas importantes logrados en este trabajo de investigacion, se refiere a la
clonacion y caracterizacion molecular del gen /ys7 que codifica la sacaropina reductasa en
P. chrysogenum. La sacaropina reductasa (E.C. 1.5.1.10), también conocida como sacaropina
deshidrogenasa (formadora de glutamato) o a-aminoadipico semialdehido-glutamato reductasa, es una
enzima dependiente de NADPH vy cataliza la pentiltima reaccion de la ruta del a-aminoadipato para la
formacion de lisina. En dicha reaccion, el a-aminoadipato-d-semialdehido y el glutamato se

convierten en sacaropina, siendo este pseudo-péptido el precursor inmediato de la lisina

(Bhattacharjee, 1985; Johansson et al., 2000a).

Inicialmente, tal como ocurria en Rhodotorula glutinis (Kurtz y Bhattacharjee, 1975), se
observd que mutantes auxotrofos de lisina de P. chrysogenum eran capaces de crecer en medio
minimo Czapek suplementado con acido pipecdlico. La capacidad que tienen estos mutantes
auxotrofos de utilizar acido pipecolico para complementar la auxotrofia de lisina, reveld que el acido

pipecolico se convierte en lisina en P. chrysogenum.

P. chrysogenum 10.25 es incapaz de crecer en medio Czapek suplementado con &cido
pipecoélico (mutacion pip ). Ademas, es un mutante auxétrofo de lisina (mutacion /ys') derivado de
P. chrysogenum HS', una cepa interrumpida en el gen /ysl que codifica la homocitrato sintasa. La
incapacidad del mutante 10.25 de utilizar acido pipecolico para complementar la auxotrofia de lisina,
sugeria que dicho mutante podria estar bloqueado en una enzima esencial en la conversion de acido
pipecolico en lisina. Por otro lado, el mutante 10.25 es incapaz de crecer en medio minimo Czapek
suplementado con acido a-aminoadipico. Dicha incapacidad sugirido a su vez que la “hipotética”
enzima bloqueada en la conversion de acido pipecolico en lisina, podria encontrarse en la ruta

biosintética de lisina, después de la formacion de a-aminoadipato-8-semialdehido (Fig. 29).

Kinzel y Bhattacharjee (1979, 1982), determinaron por primera vez las bases bioquimicas,
genéticas y enzimaticas de la conversion de acido pipecolico en lisina en R. glutinis. Demostraron que
el acido pipecoélico se convertia en lisina via a-aminoadipato-d-semialdehido (en equilibrio con el

P6C) y sacaropina.

La caracterizacion bioquimica del mutante lys /pip~ 10.25 permitio identificar la presencia de la
actividad pipecolato oxidasa y de la sacaropina deshidrogenasa; sin embargo, se observo que el
mutante 10.25 carecia de la actividad sacaropina reductasa. En la ruta biosintética de lisina, la

sacaropina reductasa cataliza la conversion de o-aminoadipato-d-semialdehido en sacaropina
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(Bhattacharjee, 1985). En P. chrysogenum 10.25, la inactivacion de la sacaropina reductasa provoca
la incapacidad de utilizar acido pipecolico y acido a-aminoadipico para complementar la auxotrofia de
lisina en dicho mutante. Estos resultados son similares a los obtenidos por Kinzel y Bhattacharjee,
(1979, 1982) en R. glutinis, los cuales indican que la sacaropina reductasa es una enzima esencial en la

conversion de acido pipecdlico en lisina en esta levadura roja.

La complementacion de la mutacion pip presente en la cepa 10.25 con una libreria gendmica,
nos permitié clonar el gen lys7 que codifica la sacaropina reductasa en P. chrysogenum. Dicha
proteina, esta constituida por 449 aminoacidos y tiene un peso molecular deducido de 48,8 kDa. La
secuencia de aminoacidos de la proteina deducida del gen /ys7 mostr6 un alto porcentaje de identidad
con las sacaropinas reductasas de otros microorganismos, especialmente, con: Neurospora crassa
(70,4 %), Magnaphorte grisea (66,6 %), Saccharomyces cerevisiae (63,2 %) y Schizosaccharomyces
pombe (60 %). Estos resultados sugirieron que la proteina codificada por el gen lys7 corresponde a la

sacaropina reductasa de P. chrysogenum.

En plantas y animales se ha descrito que el catabolismo de lisina tiene lugar via sacaropina a
través de dos reacciones enzimaticas consecutivas llevadas a cabo por la sacaropina deshidrogenasa
(SDH) y la sacaropina reductasa (SR), las cuales son sintetizadas a partir de un inico gen que codifica
un polipéptido bifuncional; sin embargo, recientemente se ha demostrado que la planta Arabidopsis
thaliana posee no solamente una proteina bifuncional SR/SDH, sino que también posee una enzima
SDH monofuncional, la cual esta codificada por un gen distinto (Tang et al., 2000; Zhu et al, 2000a, b;
Epelbaum et al., 1997). Aunque no todas las especies vegetales poseen un gen activo que codifique
una SDH monofuncional, se conoce que la produccion de esta enzima estd directamente relacionada
con un incremento del flujo de lisina via catabolica (Tang et al., 2000). Sin embargo, en
P. chrysogenum, la complementacion de la mutacion pip” de la cepa 10.25 con el gen lys7 activo
produjo la restauracion de la actividad sacaropina reductasa. Estos resultados demostraron que el gen

lys7 codifica una sacaropina reductasa y que dicha proteina es monofuncional en P. chrysogenum.

Por otra parte, se ha descrito que existe una gran similitud entre las proteinas bifuncionales
SR/SDH Yy las proteinas mofuncionales SR y SDH (Kemper et al., 1999). La Figura 26, muestra una
representacion esquematica de la similitud encontrada entre algunos polipéptidos bifuncionales

SR/SDH Yy las proteinas monofuncionales SR y SDH de diversos organismos.

Es interesante destacar que, en las proteinas bifuncionales SR/SDH, el dominio SR se encuentra
en el extremo carboxilo terminal y el dominio SDH se encuentra en el extremo amino terminal de la
proteina (Kemper ef al.,, 1999). En la Figura 26 se puede observar que en las proteinas bifuncionales
SR/SDH de Zea mays (maiz) y Arabidopsis, el dominio SR y el dominio SDH presentan una alta
similitud con las enzimas monofuncionales SR (42 %) y SDH (27 %) de S. cerevisiae

respectivamente.
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Fig. 26. Representacion esquematica de la similitud encontrada entre algunas proteinas bifuncionales SR/SDH y proteinas
monofuncionales SR y SDH de diversos organismos (Kemper et al., 1999). Se muestra el alineamiento de proteinas
monofuncionales de: S. cerevisiae (Los dominios SDH y SR corresponden a las proteinas LYS1 y LYS9; P38998 y P38999
respectivamente), C. albicans (dominio SR; P43065) y S. pombe (dominio SDH; AL022244) con proteinas bifuncionales
SR/SDH de nematodos (C. elegans; AF038615), plantas (Z. mays y A. thaliana; AF003551 y U95759 respectivamente) y
mamiferos (M. musculus; AJ224761). Se indica la region inter-dominio presente Unicamente en los polipéptidos
bifuncionales SR/SDH de plantas. En el pie de esta Figura se muestran entre paréntesis los niimeros de acceso en la base de
datos GenBank para cada una de las proteinas estudiadas.

Sin embargo, aunque se encuentran grandes similitudes entre los polipéptidos bifuncionales
SR/SDH vy las proteinas monofuncionales SR y SDH, existen marcadas diferencias entre las proteinas
bifuncionales SR/SDH de plantas y animales. Una de las diferencias consiste en que la region inter-
dominio (SR/SDH) esta ausente en las proteinas bifuncionales SR/SDH de animales, mientras que en
plantas esta region se encuentra presente (Fig. 26). En maiz y en Arabidopsis, la region inter-dominio

de las polipéptidos bifuncionales SR/SDH tiene un 57 % de identidad (Kemper et al., 1999).

El alineamiento de la proteina monofuncional SR de P. chrysogenum con proteinas
bifuncionales SR/SDH de plantas (Z. mays y A. thaliana) y animales (H. sapiens y M. musculus),
revel6 de manera interesante un alto porcentaje de similaridad (27,7; 26,4; 30,6 y 30,9 %
respectivamente) con la region carboxilo terminal de las proteinas bifuncionales SR/SDH de plantas y

animales (Fig. 27).

La comparacién de la secuencia aminoacidica deducida del gen lys7 de P. chrysogenum con las
sacaropinas reductasas de otros organismos permitio construir el arbol filogenético representado en la
Figura 28. Se puede observar como el grado diferente de similitud de las secuencias aminoacidicas

agrupa a los organismos en tres grupos claramente definidos: (i) hongos filamentosos y levaduras, en
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los que la sacaropina reductasa interviene en el metabolismo de lisina, con porcentajes de similitud de
sus sacaropinas reductasas superiores al 60 %; (ii) plantas (Z. mays y A. thaliana) y; (iii) mamiferos
(H. sapiens y M. musculus) en los que los que la actividad sacaropina reductasa proviene de un inico
polipéptido bifuncional SR/SDH que interviene en el catabolismo de lisina, con porcentajes de
similitud de sus sacaropinas reductasas aproximados del 38 % con respecto a la proteina de
P. chrysogenum. Ademds, se puede advertir una mayor proximidad evolutiva entre las SR
monofuncionales de los microorganismos y las proteinas bifuncionales SR/SDH de las plantas, que
entre las SR monofuncionales de microorganismos y las proteinas bifuncionales SR/SDH de los

mamiferos estudiados (Fig. 28).
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IKVTVACRTLESAKKLSAGVQHSTPISLDV-NDDAALDAEVAKHDLVISLIPYTFHATVI
NNITVACRTLSKAEAFINGIPNSKAIALDV-NDEAALEKAVSEHDLTISLIPYTYHATVM
IHVIVASLYQKDAEETVDGIENTTATQLDVA-DIGSLSDLVSQVEVVISLLPASFHAAIA
VHVIVASLYLKDAKETVEGISDVEAVRLDVS -DSESLLKYVSQVDVVLSLLPASCHAVVA
IEITVGSDMKNQIEQLGKKY -NINPVSMDICKQEEKLGFLVAKQDLVISLLPYVLHPLVA
IEITLGSDMTNQOMQQLSKKY -NINPVSLTVGKQEAKLQOSLVESQDLVISLLPYVLHPVVA

KSAIRTKTNVVITSYVSPAMMELDEQCREAGITVMNEIGLDPGLDHL-AVKTIHEVHAAG
KSAIRTKTDVVISSYISPALRELEPEIVKAGITVMNEIGLDPGIDHLYAVKTIDEVHRAG
KSATIRQKKHVVITSYVSPAMMELDQAAKDAGITVMNEIGLDPGIDHLYAIKTIEGVHAAG
KAATKHGKHVCTTSYVNPKMAELEEAATIKAGS ICMNEIGVDPGIDHLYAIKTIEEVHKAG
GVCIELKKHMVTASYVDESMSNLSQAAKDAGVTILCEMGLDPGIDHLMSMKMIDEAHARK
KTCIELKKHLVTASYVDDETSMLHENAKSAGITILGEMGLDPGIDPMMAKKMINDAPITK
KACITNKVNMVTASYITPALKELEKSVEDAGITIIGELGLDPGLDHMLAMETIDKAKEVG
KACIESRVNMVTASYITPAMKELEKSVDDAGITVIGELGLDPGLDHMLAMETIDTAKELG

GKVTGFVSFCGGLPAPECSNNPLGYKVSEDLSRGVLLALRNAAKTIYQGDGKIVSTIDGP-D LMATAKPFFI--YPGFAFVGYPNRDSTPFRERYGIP- 242 Monofuncional (449 ad)
GKLKSFLSYCGGLPAPEDSDNPLGYKFSWS -SRGVLLALRNSAKYWK -DGKIETVSSE-D LMATAKPYFI--YPGYAFVCYPNRDSTLFKDLYHIP- 236 Monofuncional (446 ad)
GKIKTFLSYCGGLPAPESSDNPLGYKESWS-SRGVLLALRNAASFYK-DGKVTNVAGP-E LMATAKPYFI--YPGFAFVAYPNRDSTPYKERYQIP- 237 Monofuncional (450 ad)
GKIKSFLSYCGGLPAPEDSNNPLGYKFSWS -SRGVLLALRNSAKFYE -NGKLVEIDGK~-D LMETAKPYFI--YPGYAFVCYPNRDSTVYQERYQIP- 236 Monofuncional (450 ad)

GKIKAFTSYCGGLPSPAAANNPLAYKFSWN - PAGALRSGKNPAVY ~KFLGETTHVDGH-N LYESAKRLRLRELPAFALEHLENRNSLIYGDLYGISK 831 Bifuncional (1062 a4)
GKVKSFTSYCGGLPSRAAANNPLAYKFSWN -PAGATRAGONPAKY ~KSNGDI THVDGK-N LYDSAARFRVPNLPAFALECFPNRDSLVYGEHYGIES 843  Bifuncional (1064 a)
ATIESYISYCGGLPAPEHSNNPLRYKFSWS - PVGVLMNVMQSATYLL-DGKVVNVAGGIS FLDAVTSMDF--FPGLNLEGYPNRDSTKYAEIYGIS- 716  Bifuncional (926 ad)
ATVESYVSYCGGLPAPEHSDNPLRYKFSWS - PVGVLMNIMOPASYLL-NGKVVNVTGGVS FLNSVTPMDY--FRGLNLEGYPNRDSIKYAEIYGIS- 716  Bifuncional (926 ad)

Fig. 27. Alineamiento parcial de las proteinas SR monofuncionales de P. chrysogenum, S. cerevisiae, M. grisea y S. pombe
con proteinas bifuncionales SR/SDH de organismos eucariotas. Se observa que el dominio SR localizado en el extremo
carboxilo terminal de las proteinas bifuncionales SR/SDH de plantas (Z. mays y A. thaliana) y mamiferos (H. sapiens 'y M.
musculus) presentan una clara similitud con las sacaropinas reductasas monofuncionales de hongos y levaduras. Se han
sombreado en gris claro los aminoacidos que son idénticos entre las proteinas bifuncionales SR/SDH de plantas y mamiferos
y las SR monofuncionales de levaduras y hongos y, en gris oscuro, se indican los residuos aminoacidicos mas conservados de
la region inter-dominio presentes en SR/SDH bifuncionales de plantas. Se observa que la region inter-dominio se encuentra
ausente en las proteinas bifuncionales SR/SDH de animales.
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P. chrysogenum
M. grisea

S. cerevisiae

S. pombe

Z. mays

A. thaliana

__________________________________ I: H. sapiens
M. musculus

Fig. 28. Arbol filogenético de organismos que sintetizan sacaropinas reductasas monofuncionales y bifuncionales. Las
secuencias de aminoacidos fueron comparadas mediante el algoritmo de Clustal (Higgins y Sharp, 1989). Se puede observar
tres grupos diferentes de organismos (hongos y levaduras, plantas y animales) reunidos debido al grado de similitud de las
secuencias aminoacidicas de sus proteinas.

2. EN P. chrysogenum EL ACIDO PIPECOLICO SE CONVIERTE EN LISINA VIA
a-AMINOADIPATO-3-SEMIALDEHIDO Y SACAROPINA

Como se ha mencionado en la parte introductoria de la presente memoria, Kurtz y Bhattacharjee
(1975) establecieron por primera vez la importancia nutricional del acido pipecolico en R. glutinis.
Demostraron que algunos mutantes auxotrofos de lisina podian crecer en medio minimo Czapek
suplementado con 4cido pipecolico. Posteriormente, Kinzel y Bhattacharjee (1979; 1982),
determinaron la ruta de conversion de acido pipecolico en lisina en R. glutinis, demostrando que el
acido pipecdlico se convertia en lisina via a-aminoadipato-3-semialdehido y sacaropina. Asi mismo,
comprobaron que la pipecolato reductasa convierte el acido pipecolico en oa-aminoadipato-o-
semialdehido (en equilibrio con el P6C), un intermediario de la ruta del acido o-aminoadipico para la
formacion de lisina, concluyendo que, en R. glutinis, el acido pipecolico es un precursor circunstancial
de lisina y no un intermediario de la ruta biosintética de lisina.

Inicialmente, en P. chrysogenum se observo que el acido pipecdlico se convertia en lisina, ya
que algunos mutantes auxotrofos de lisina podian crecer sobre medio minimo Czapek suplementado
con acido pipecodlico. Dichas cepas, denominadas P. chrysogenum HS', L2 y TDXI195, poseen
mutaciones en los genes lys1, lys3 o lys2 que codifican la homocitrato sintasa, la homoaconitasa y la
a-aminoadipato reductasa respectivamente (Fig. 29). Los mutantes HS™ y L2, estan bloqueados en la

sintesis de acido a-aminoadipico (primera parte de la ruta del a-aminoadipato) y el mutante TDX195
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esta bloqueado en la conversion de acido a-aminoadipico en a-aminoadipato d-semialdehido (primera

reaccion enzimatica de la segunda parte de la ruta del ai-aminoadipato) como indica la Figura 29.

Tomando en cuenta las caracteristicas genotipicas de los mutantes auxotrofos de lisina y su
capacidad de crecer sobre medio minimo Czapek suplementado con acido pipecoélico, nos planteamos
dos posibles hipotesis: (i) que en P. chrysogenum el acido pipecodlico podria convertirse directamente
en lisina a través de una ruta desconocida o (ii) que podria transformarse en algin intermediario de la

segunda parte de la ruta biosintética de lisina tal como sucede en R. glutinis.

Si P. chrysogenum utiliza una ruta similar a la descrita en R. glutinis (Kinzel y Bhattacharjee,
1979; 1982), entonces, el acido pipecodlico deberia transformarse en algin intermediario de la segunda
parte de la ruta biosintética de lisina, especificamente, en a-aminoadipato-d-semialdehido (en
equilibrio con P6C). La capacidad del mutante TDX195 (interrumpido en la o-aminoadipato
reductasa) de crecer con acido pipecodlico sugeria que, si el acido pipecdlico estaba convirtiéndose en
algin intermediario de la segunda parte de la ruta biosintética de lisina, éste podria ser

a-aminoadipato-d-semialdehido o sacaropina.

Sin embargo, fue la caracterizacion la caracterizacion de los mutantes lys /pip~ 10.25y 7.2 lo
que permitié determinar la ruta de conversion de acido pipecolico en lisina en P. chrysogenum. En
primer lugar, desde el punto de vista fenotipico, se comprobd que ambos mutantes auxotrofos de lisina
(interrumpidos en el gen lysl que codifica la homocitrato sintasa) eran incapaces de crecer sobre
medio minimo Czapek suplementado con acido pipecodlico. Ademas, el mutante 10.25, aparte de no
poder utilizar el acido pipecdlico para complementar la auxotrofia de lisina, era incapaz de crecer en
medio minimo Czapek suplementado con acido a-aminoadipico, lo que sugeria que el acido
pipecolico se convierte en algun intermediario de la segunda parte de la ruta de biosintesis de lisina

(Fig. 29).

En segundo lugar, el estudio de las actividades enzimadticas: pipecolato oxidasa, sacaropina
reductasa y sacaropina deshidrogenasa en los mutantes lys /pip~ 7.2 y 10.25, permitié determinar que
estos mutantes, aunque presentaban actividad sacaropina deshidrogenasa, carecian de la actividad
pipecolato oxidasa y sacaropina reductasa respectivamente. Estos resultados sugirieron que la
incapacidad de los mutantes 7.2 y 10.25 para convertir acido pipecolico en lisina estaba asociada a la

deficiencia de dichas actividades enzimaticas.

Posteriormente, la complementacion de la actividad sacaropina reductasa del mutante 10.25 con
el gen lys7 confirm6 los resultados bioquimicos, demostrando que la sacaropina reductasa esta
implicada directamente en la conversion de acido pipecoélico en lisina en P. chrysogenum, tal como
sucede en R. glutinis (Kinzel y Bhattacharjee, 1979; 1982) donde, previamente, se habia descrito que
las actividades pipecolato oxidasa, la sacaropina reductasa y la sacaropina deshidrogenasa estaban

involucradas en la conversion de acido pipecdlico en lisina (Kinzel y Bhattacharjee, 1979; 1982).
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Por otro lado, en el mutante 7.2, la incapacidad para convertir acido pipecélico en lisina estaba
asociada a la deficiencia de la actividad pipecolato oxidasa (Fig. 29). A continuacion, el estudio de la
actividad pipecolato oxidasa en P. chrysogenum Wis 54-1255 demostrd que esta cepa (protdtrofa de
lisina) era capaz de convertir acido pipecdlico en P6C. Ademas, se demostrd que cuando se utiliza
acido pipecolico como unica fuente de nitrégeno se inducia la actividad pipecolato oxidasa. Estos
resultados confirmaron que la actividad deficiente de la pipecolato oxidasa en el mutante 7.2 era la
causa de su incapacidad de crecer en medio minimo Czapek suplementado con acido pipecolico.
Ademas, reafirmaron que en P. chrysogenum la pipecolato oxidasa lleva a cabo la primera reaccion
enzimatica en la conversion de acido pipecolico en lisina, especificamente, la conversion de acido

pipecolico en P6C.

En P. chrysogenum el acido pipecélico se oxida inicialmente a P6C por accion de la pipecolato
oxidasa, tal como sucede en Pseudomonas putida (Chang y Adams, 1971), Rhodotorula glutinis
(Kurtz y Bhattacharjee, 1975; Kinzel y Bhattacharjee, 1982), en Pseudomonas sp. (Payton y Chang,
1982) y humanos (IJlst et al., 2000; Dodt et al., 2000). Sin embargo, en P. chrysogenum no quedaba
establecido si la conversion de acido pipecolico en lisina era reversible, es decir, si el acido pipecdlico
se sintetizaba a partir del catabolismo de lisina, tal como sucede en mamiferos y en algunas especies

de Pseudomonas (Fothergill y Guest, 1977; Chang et al., 1990).

En conclusion, la capacidad de los mutantes auxétrofos de lisina HS", L2 y TDX195 de
utilizar acido pipecdlico para satisfacer sus requerimientos nutricionales, permitié descubrir que
el acido pipecdlico se convierte en lisina en P. chrysogenum. La caracterizacion bioquimica y
molecular de los mutantes lys /pip~ nos permitiéo determinar: (i) que la actividad deficiente de la
pipecolato oxidasa y la sacaropina reductasa identificada en las cepas 7.2 y 10.25
respectivamente, genera la incapacidad de utilizar acido pipecélico para complementar la
auxotrofia de lisina en dichos mutantes y, por consiguiente; (ii) que las enzimas pipecolato
oxidasa y sacaropina reductasa estian directamente implicadas en la conversién de acido
pipecélico en lisina en P. chrysogenum. Por otro lado, dicha caracterizacion nos permitié conocer
que en P. chrysogenum el acido pipecolico es un precursor circunstancial de lisina, y no un
intermediario de la ruta biosintética de lisina, tal como concluyeron Kinzel y Bhattacharjee en
R. glutinis (1979).

Finalmente, como se aprecia en la Figura 29, en P. chrysogenum el acido pipecolico se
convierte en lisina via o-aminoadipato-8-semialdehido y sacaropina’. El primer paso de la conversion

lo lleva a cabo la pipecolato oxidasa que convierte el acido pipecolico en a-aminoadipato-o-

semialdehido (en equilibrio con P6C). El segundo paso es catalizado por la sacaropina reductasa que

Con la finalidad de facilitar la nomenclatura, la ruta de conversion de acido pipecolico en lisina via a-aminoadipato-d-
semialdehido y sacaropina pasard a denominarse ruta de conversion via sacaropina.
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convierte a.-aminoadipato-3-semialdehido en sacaropina y, ésta, se transforma finalmente en lisina a

través de la sacaropina deshidrogenasa (Naranjo et al., 2001).

0~-CETOGLUTARATO + ACETIL-CoA

Homocitrato .
lysl % sintasa (HS)

HOMOCITRATO
lys3 é Homoaconitasa (L2)

HOMOISOCITRATO

v

o-CETOADIPATO

|

o-AMINOADIPATO

lys2 é Aminoadipato TDX195
reductasa

Mutante 7.2

> P6C (j\ —

N coon SN <
Pipecolato COOH
oxidasa
ACIDO
PIPECOLICO Sacaropina
lys7 reductasa Mutante 10.25
SACAROPINA
Sacaropina
deshidrogenasa
LISINA

Fig. 29. Ruta de conversion de acido pipecolico en lisina en P. chrysogenum via sacaropina. Los pasos de la conversion
bloqueados en los mutantes 7.2 y 10.25 y las reacciones enzimaticas bloqueadas en los mutantes auxotrofos de lisina HS',
TDX195 y L2 estan indicados con el simbolo //. a-AA-8-SA: a-aminoadipato-d-semialdehido; P6C: acido piperidein-6-
carboxilico.

3. INTERRUPCION DEL GEN Iys7 POR LA TECNICA DE LA DOBLE
RECOMBINACION

La técnica de interrupcion génica en P. chrysogenum fue desarrollada inicialmente en nuestro

laboratorio por Casqueiro J. y ha sido utilizada para inactivar el gen lys2 y el gen lysl de
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P. chrysogenum Wis 54-1255 (Casqueiro, 1997; Casqueiro et al., 1999b, 2001, 2002; Bafiuelos et al.,
2002). Este método se ha utilizado en numerosas ocasiones para comprobar la funcion biologica de
varios genes implicados en la ruta de sintesis de lisina de S. cerevisiae (Wang et al., 1989; Feller et al.,
1994; 1999; Ramos et al., 1996), Y. lipolytica (Pérez-Campo et al., 1996), A. nidulans (Weidner et al.,
1997) y T. thermophilus (Kosuge y Hoshino, 1998; Kobashi et al., 1999).

Las conclusiones derivadas de los experimentos desarrollados en P. chrysogenum (Casqueiro et
al., 1999a, 1999b, 2001, 2002; Bafuelos et al, 2002), junto a los precedentes existentes en
S. cerevisiae (Rothstein, 1983; 1991), llevaron a utilizar la técnica de sustitucion o doble
entrecruzamiento debido a la mayor estabilidad genética y fenotipica que presentan los transformantes
interrumpidos mediante esta técnica frente a los obtenidos mediante integracion simple (Casqueiro et
al., 2001; 2002). Los resultados de la interrupcion del gen /ys7 confirman los datos obtenidos por
Casqueiro et al. (1999b) y Baiiuelos et al. (2002) con relacion a dos aspectos: (i) a la frecuencia de
obtencion de transformantes interrumpidos y; (ii) a la estabilidad fenotipica de los transformantes

interrumpidos.

Utilizando el plasmido pDL7 (apartado 3.4 de Materiales y Métodos, Fig. 5), con 10 kb de zona
homologa a la region del cromosoma donde se localiza el locus lys7, se obtuvo un transformante
interrumpido (denominado P. chrysogenum SR’) entre 3.000 transformantes totales ensayados. En
dicha cepa, se produjo un proceso de recombinacion del gen lys7 enddgeno que condujo a su
inactivacion. El analisis de Southern (Capitulo 11, apartado 1.5.1 de Resultados, Fig. 13), indico que la
cepa P. chrysogenum SR’ tenia deleccionado el extremo 3° del gen lys7 (1.000 pb aproximadamente).
Posteriormente, el estudio de la actividad sacaropina reductasa en P. chrysogenum SR, confirmé que

este mutante carecia de dicha actividad enzimatica.

Los resultados obtenidos sobre la dificultad en la interrupcidon del gen lys7, coinciden con los
resultados obtenidos por Casqueiro ef al. (1999b) en la inactivacién de gen /ys2 y con los resultados
obtenidos por Bafiuelos et al. (2002) en la disrupcion del gen lys1, y confirman la baja eficiencia del
método de doble recombinacioén para la interrupcion génica en P. chrysogenum. La frecuencia de
obtencion de transformantes interrumpidos en el gen /ys7 (1 de cada 3.000 transformantes
aproximadamente) fue significativamente menor que las obtenidas en la interrupcion de los genes /ys2
y lysl. En el caso de la interrupcion del gen /ys2, se obtuvo una frecuencia de 1 transformante
interrumpido entre una poblacion de 728 transformantes totales, utilizando un plasmido con una zona
homologa al locus lys2 de 7,3 kb (Casqueiro et al., 1997; 1999b). Mientras que, en el caso de la
interrupcion del gen /lysl, se obtuvo una frecuencia de 1 transformante interrumpido entre una
poblacion de 636 transformantes totales, utilizando un plasmido con una zona homologa al locus lysl
de 9 kb (Banuelos, 2000; Banuelos et al., 2002). Adicionalmente, los resultados de la interrupcion del

gen lys7 muestran el hecho ya comprobado (Cantoral et al., 1987; Casqueiro et al., 1999b; 2002) de
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que la integracion de ADN exdgeno en el genoma de P. chrysogenum es rara por recombinacion

homologa y se produce predominantemente por recombinacion heter6loga.

Por otro lado, la frecuencia de reversion de la auxotrofia de lisina descrita en el transformante
de P. chrysogenum interrumpido en el gen lys2 por doble recombinacién era menor de 4 x 10”
(Casqueiro et al., 1999b) y la frecuencia de reversion de los transformantes interrumpidos en el gen
Iys1 era menor de 3,33 x 10™ (Baiiuelos, 2000). El analisis de la tasa de reversion de P. chrysogenum
SR™ (interrumpido en el gen /ys7), indicd que el fenotipo auxotrofico es altamente estable, ya que
ningln revertiente se obtenia en una poblacion de 5.2 x 10 esporas. Este dato que confirma la
estabilidad fenotipica de los transformantes de P. chrysogenum interrumpidos genéticamente por doble

recombinacion (Casqueiro et al., 1999b).

En P. chrysogenum, la interrupcion del gen lys7 ha permitido demostrar: (i) que este gen
codifica la sacaropina reductasa, la enzima que transforma oa-aminoadipato-d-semialdehido en
sacaropina en la ruta biosintética de lisina; (ii) la existencia de un unico gen en el genoma que
codifica dicha actividad; (iii) que la actividad sacaropina reductasa es imprescindible para la
conversion de acido pipecdlico en lisina via sacaropina; (iv) que provoca la acumulacion
intracelular de P6C y, bajo ciertas condiciones de cultivo, también acumula acido pipecélico en
P. chrysogenum SR’; (v) que el acido pipecdlico se sintetiza a través de la ruta biosintética de
lisina, especificamente, a partir del acido a-aminoadipico y; (vi) que induce la activacion de una

ruta adaptativa de conversion de acido pipecdlico en lisina hasta ahora desconocida.

4. EL ACIDO PIPECOLICO SE CONVIERTE EN LISINA A TRAVES DE UNA RUTA
ADAPTATIVA EN P. chrysogenum SR™

Como se ha descrito en el apartado anterior, P. chrysogenum es capaz de convertir acido
pipecolico en lisina utilizando a-aminoadipato-5-semialdehido y sacaropina como intermediarios (ruta
de conversion via sacaropina), tal como sucede en R. glutinis (Kinzel y Bhattacharjee, 1979; 1982;
Naranjo et al., 2001). Sin embargo, el mutante P. chrysogenum SR’ tiene inactivado el gen /ys7 (carece
de actividad sacaropina reductasa) y es capaz de convertir acido pipecolico en lisina; por tanto, debe
existir otra via de conversion que se activa en dicho mutante. La formacion de minusculas colonias
sobre medio minimo Czapek suplementado con &cido pipecdlico sugiere que dicha conversion se

produce con muy baja eficiencia en P. chrysogenum SR’.

La primera evidencia observada de la existencia de una ruta adaptativa de conversion de acido
pipecolico en lisina fue la capacidad del mutante auxotrofo de lisina P. chrysogenum SR de crecer con

muy baja eficiencia sobre medio minimo Czapek suplementado con acido pipecolico como Unica
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fuente de nitrogeno (Capitulo III, apartado 1 de Resultados). Posteriormente, estudios bioquimicos
confirmaron los resultados fenotipicos y permitieron conocer algunos aspectos sobre la ruta adaptativa
utilizada por el mutante SR™. Dichos estudios mostraron: (i) que la actividad pipecolato oxidasa se
inducia en P. chrysogenum SR cuando crecia con acido pipecdlico como tnica fuente de nitrégeno;
(i1) que el mutante SR™ acumula niveles de P6C significativamente mas altos con relacion a la cepa
control Wis 54-1255 y; (iii) que P. chrysogenum SR™ acumula lisina y sacaropina cuando crece con
acido pipecodlico como tnica fuente de nitrégeno (analisis por HPLC). Estos resultados confirmaron
inequivocamente que el mutante P. chrysogenum SR’ utiliza una ruta adaptativa por medio de la cual

convierte acido pipecolico en lisina.

Por otro lado, los resultados experimentales nos permitieron conocer algunos aspectos sobre el
funcionamiento de la ruta adaptativa de conversion de acido pipecolico en lisina utilizada por

P. chrysogenum SR, los cuales se detallan a continuacion:

En primer lugar, en la conversion de acido pipecoélico en lisina, la ruta adaptativa que utiliza el
mutante SR™ para complementar la auxotrofia de lisina es mucho menos eficiente que la ruta de
conversion via sacaropina. Esto se deduce tomando en cuenta dos aspectos fundamentales: (i) el
crecimiento pobre y lento que muestra P. chrysogenum SR en distintos medios de cultivo con acido
pipecolico como unica fuente de nitrégeno y; (ii) la alta acumulacion intracelular de P6C en el mutante
SR™ con relacion a la cepa control Wis 54-1255 sostenida en el tiempo (Capitulo I1I, apartado 2 de
Resultados), sugiriendo, que el P6C no es transformado eficientemente en lisina y por lo tanto se

acumula.

En segundo lugar, los resultados obtenidos sugieren que la pipecolato oxidasa cataliza la
primera reaccidon enzimatica tanto en la ruta de conversion via sacaropina como en la ruta adaptativa.
Este supuesto se apoya en que la pipecolato oxidasa se induce en P. chrysogenum SR cuando se utiliza
acido pipecoélico como unica fuente de nitrogeno, y en el hecho de que el mutante P. chrysogenum 7.2

carece de la actividad pipecolato oxidasa.

En tercer lugar, los resultados obtenidos sugieren que en la ruta adaptativa podria existir un paso
critico o deficiente en la conversion de acido pipecolico en lisina. Dicha deficiencia, deberia
localizarse en una reaccion enzimatica entre el intermediario P6C y la lisina. Este segundo paso de la
ruta adaptativa de P. chrysogenum SR que transforma P6C en lisina queda todavia sin esclarecer, sin
embargo, tomando en cuenta los resultados obtenidos en nuestro laboratorio por Martin de Valmaseda
et al. (2003), podemos especular sobre la posible reaccion enzimatica que estaria implicada en el

segundo paso de la ruta adaptativa de P. chrysogenum SR’.

En P. chrysogenum, Martin de Valmaseda et al. (2003) han establecido la existencia de dos
rutas catabdlicas de lisina diferentes dependiendo del isomero que se trate (L o D). Han demostrado
que cuando se usa L-lisina como tUnica fuente de nitrogeno se induce la actividad sacaropina

deshidrogenasa (SDH) y la acumulacion de sacaropina. Asi mismo, se ha demostrado que cuando se
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utiliza L-lisina como unica fuente de nitrégeno se induce la actividad lisina aminotransferasa (LAT).
Por otro lado, se ha demostrado que cuando se usa D-lisina como unica fuente de nitrogeno se induce

la actividad LAT, mientras, que la actividad SDH no es inducida en las mismas condiciones.

La LAT es una enzima que convierte L-lisina en P6C en el catabolismo de lisina en diversos
microorganismos, tales como: Flavobacterium fuscum (Soda y Misono, 1971), Rhodotorula glutinis
(Kinzel et al., 1983), Nocardia lactandurans (Kemn et al., 1980), Candida utilis (Hammer y Bode,
1992), Escherichia coli (Fujii et al., 2002a).

Deliberando sobre cémo podria convertirse el P6C en lisina en la ruta adaptativa de
P. chrysogenum SR se ha formulado una hipétesis. Dicho planteamiento se basa en que el P6C podria
convertirse en lisina a través de la LAT (Martin de Valmaseda et al, 2003). Esta enzima de
P. chrysogenum en condiciones normales convierte L-lisina + a-cetoadipato en acido a-aminoadipico
+ P6C. Se especula que esta enzima podria ser reversible. Esta hipotesis se apoya con el hecho de que
el doble mutante lys/pip~ 10.25 (inactivado en la homocitrato sintasa y la sacaropina reductasa) es
incapaz de convertir acido pipecdlico en lisina, es decir, no puede utilizar ni la ruta via sacaropina ni la
ruta adaptativa para complementar la auxotrofia de lisina. A diferencia del mutante SR™ que esta
interrumpido Gnicamente en la sacaropina reductasa (gen /ys7), el mutante 10.25 esta bloqueado tanto
en la homocitrato sintasa como en la sacaropina reductasa (genes lys1 y lys7 respectivamente). Por lo
tanto, la interrupcion en la primera parte de la ruta biosintética de lisina (gen lys1 de la homocitrato
sintasa) genera la incapacidad de sintetizar acido o-aminoadipico. Si la LAT de P. chrysogenum fuera
reversible, para poder formar L-lisina + a-cetoadipato tendrian que existir los precursores acido o-
aminoadipico + P6C. Sin embargo, en la cepa 10.25, la interrupcion en la primera parte de la ruta del
o-aminoadipato (gen /ys1 de la homocitrato sintasa) impide que este mutante pueda sintetizar acido o.-
aminoadipico, por lo tanto, tampoco podria formar L-lisina + a-cetoadipato a través de la LAT en
sentido reverso. La Figura 30 muestra un circuito hipotético de como podria llevarse a cabo la

conversion de 4cido pipecoélico en lisina en la ruta adaptativa que utiliza P. chrysogenum SR'.

5. LA INTERRUPCION DEL GEN Iys7 PROVOCA LA ACUMULACION
INTRACELULAR DE P6C Y ACIDO PIPECOLICO EN P. chrysogenum SR-

Se ha descrito anteriormente que el acido pipecdlico, un iminoacido de seis atomos de carbono,
es un precursor importante para la biosintesis de metabolitos secundarios en microorganismos y
plantas. El acido pipecdlico y sus derivados tienen un gran potencial en la industria farmacologica, por
lo tanto, decidimos investigar si P. chrysogenum sintetiza dicho iminoacido y, de sintetizarlo, estudiar

la maquinaria biosintética mediante la cual se lleva a cabo.
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Fig. 30. Ruta adaptativa “hipotética” de la conversion de acido pipecolico en lisina utilizada por P. chrysogenum SR'.
Inicialmente, el acido pipecolico se transforma en P6C por accion de la pipecolato oxidasa, posteriormente, el P6C + acido
a-aminoadipico se transformaria en L-lisina + a-cetoadipato en presencia de la lisina aminotransferasa (LAT). En
condiciones normales, La LAT cataboliza L-lisina + o-cetoadipato a P6C + acido a-aminoadipico. También se muestra la
ruta de conversion de acido pipecolico en lisina via sacaropina. Los pasos de la conversion bloqueados en el mutante 10.25

(homocitrato sintasa y sacaropina reductasa) y en el mutante SR™ (sacaropina reductasa) se indican con el simbolo //.
a-AA-3-SA: a-aminoadipato-6-semialdehido; P6C: acido piperidein-6-carboxilico.

Se ha descrito, que la formacion de acido pipecolico esta relacionada con el metabolismo de
lisina en varios organismos, incluyendo mamiferos, plantas, bacterias, levaduras y hongos (Goncalves-
Butruille et al.,, 1996; Llst et al., 2000; Dodt et al., 2000; Kinzel y Bhattacharjee, 1982; Aspen y
Meister, 1962; Fujii et al., 2002a; Fujii et al, 2002b; Fothergill y Guest, 1977). En los hongos
filamentosos Metarhizium anisopliae y Rhizoctonia leguminicola el acido pipecoélico se forma a partir

del catabolismo de lisina (Sim y Perry, 1997; Wickwire et al., 1990a, b). Sin embargo, Aspen y
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Meister (1962) establecieron que en Aspergillus nidulans el acido pipecdlico se forma a partir de acido
a-aminoadipico, un intermediario de la ruta biosintética de lisina. Por otro lado, Fangmeier y Leistner
(1980) demostraron que en Neurospora crassa el acido pipecolico era un intermediario en la

conversion de D-lisina a L-lisina.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron, a diferencia de lo que ocurre en
M. anisopliae y R. leguminicola (Sim y Perry, 1997; Wickwire et al., 1990a, b), que P. chrysogenum
Wis 54-1255 no acumula 4cido pipecolico cuando crece con L-lisina como tnica fuente de nitrogeno.
Sin embargo, el mutante SR (inactivado en el gen /ys7 que codifica la sacaropina reductasa), acumula
niveles bajos de acido pipecoélico en las mismas condiciones y, en comparacion a la cepa control Wis

54-1255, acumula niveles mas altos de P6C, el precursor inmediato de acido pipecolico.

Es importante resaltar, que los resultados obtenidos con D-lisina fueron muy similares a los
encontrados cuando se utiliz6 L-lisina como unica fuente de nitrogeno, lo cual, indica que el
acido pipecolico tampoco se forma a través del catabolismo de D-lisina, tal como sucede en

N. crassa (Fangmeier y Leistner, 1980).

Por otro lado, es interesante destacar que el mutante SR™ y la cepa control P. chrysogenum Wis
54-1255, cuando crecen con L-lisina o D-lisina como unicas fuentes de nitrogeno, acumulan
sacaropina. En nuestro laboratorio se ha observado que la actividad sacaropina deshidrogenasa (SDH)
en P. chrysogenum, cuando utiliza L-lisina como unica fuente de nitrogeno, se induce y se acumula
sacaropina (Martin de Valmaseda et al., 2003). Esto se debe a que la SDH es la primera enzima que
convierte L-lisina en sacaropina en la ruta catabdlica de lisina, tal como sucede en otros organismos
(Bhatacharjee 1985; Markovitz et al., 1984; Galili, 1985; Zhu et al, 2000b). Ademas, cuando
P. chrysogenum utiliza L-lisina como tUnica fuente de nitrégeno, también se induce la actividad lisina
aminotransferasa (LAT), una enzima que convierte L-lisina en P6C, tal como sucede en otros
microorganismos (Soda y Misono, 1971; Kinzel et al., 1983; Kern et al., 1980; Hammer y Bode, 1992;
Fujii et al, 2002a; Esmahan et al,, 1994). Sin embargo, cuando P. chrysogenum usa D-lisina como
unica fuente de nitrégeno se induce la actividad LAT, mientras, que la actividad SDH no es inducida
en las mismas condiciones. Por lo tanto, Martin de Valmaseda et al. (2003), determinaron la existencia
de dos rutas catabdlicas de lisina diferentes en P. chrysogenum que dependen del tipo de isémero
usado: (i) L-lisina, que se cataboliza a través de la ruta biosintética de lisina (en sentido reverso) y a

través de la LAT y; (ii) D-lisina, que se cataboliza unicamente a través de la LAT.

Nuestros resultados apoyan la premisa de que la L-lisina se cataboliza a través de la ruta
biosintética de lisina (via reversa) en P. chrysogenum, ya que las cepas (P. chrysogenum SR’y
P. chrysogenum Wis 54-1255) acumulan sacaropina cuando crecen con L-lisina como Unica fuente de
nitrégeno. AUn mas, se observo una mayor acumulacion de sacaropina sostenida en el tiempo en el

mutante SR™ (a las 48 y 72 horas respectivamente), lo cual, podria ser debido a su incapacidad de
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convertir sacaropina en a-aminoadipato-d-semialdehido por la inactivacion de la actividad sacaropina

reductasa (codificada por el gen lys7).

Por otro lado, también es importante resaltar que, en la cepa control Wis 54-1255 y en el
mutante SR, la concentracion intracelular de P6C es significativamente mayor cuando crecen con
D-lisina como tUnica fuente de nitrégeno que cuando crecen con L-lisina. Esto podria explicarse
tomando en cuenta varios aspectos: (i) en primer lugar, que la L-lisina puede ser catabolizada por dos
vias en P. chrysogenum, a través de la SDH y mediante la LAT. Para llevar a cabo estas dos
actividades, las enzimas deberian competir de manera independientemente para catabolizar el mismo
sustrato (L-lisina + a-cetoadipato), ya que mientras la LAT convierte directamente L-lisina en P6C, la
SDH convierte L-lisina en sacaropina. Compartir un mismo sustrato para llevar a cabo dos reacciones
enzimaticas distintas, podria ocasionar que la magnitud de los productos resultantes se vean
disminuidos; en este caso, la concentracion intracelular de P6C cuando se utiliza L-lisina como tnica
fuente de nitrégeno, (ii) en segundo lugar, que cuando la D-lisina se utiliza como unica fuente de
nitrogeno, la LAT se induce para convertir directamente D-lisina en P6C, mientras que la SDH no es
inducida en las mismas condiciones. En este caso, la D-lisina serviria de sustrato exclusivo para llevar
a cabo la actividad LAT, ocasionando que la concentracién intracelular de P6C sea significativamente
mayor y, (iil) en tercer lugar, al efecto fisiolégico debido al crecimiento, puesto que éste es mucho

menor con D-lisina que cuando se utiliza L-lisina como tnica fuente de nitrégeno.

6. EL ACIDO PIPECOLICO SE SINTETIZA A PARTIR DEL ACIDO
a-AMINOADIPICO EN P. chrysogenum

Argumentos cientificos solidos afirman que el acido pipecolico se forma a partir del
catabolismo de lisina en varios organismos. Sin embargo, la primera y Unica evidencia descrita en
hongos filamentosos que indica que el acido pipecolico no deriva del catabolismo de lisina procede del
trabajo de Aspen y Meister (1962). Estos autores identificaron algunos mutantes auxoétrofos de lisina
de A. nidulans que eran capaces de acumular acido pipecolico cuando crecian sobre medio minimo
con cantidades limitantes de lisina. Ademas, determinaron que en 4. nidulans el acido pipecdlico

deriva del acido a-aminoadipico, que es un intermediario de la ruta biosintética de lisina.

Tomando en cuenta lo descrito en la literatura postulamos que en P. chrysogenum el acido
pipecolico se podria sintetizar por dos vias: (i) a partir del catabolismo de lisina o (ii) a partir de la ruta
biosintética de lisina. El hecho de que P. chrysogenum cuando crece con L o D-lisina como Unica
fuente de nitrégeno no acumula acido pipecolico descarta la primera posibilidad, en la que el acido

pipecélico se forma del catabolismo de lisina en este hongo filamentoso. Por tanto, nos planteamos la
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siguiente hipoétesis: si en P. chrysogenum el acido pipecolico se sintetiza a partir de la ruta biosintética
de lisina, entonces, la adiciéon de acido a-aminoadipico a los caldos de cultivo deberia estimular la

concentracion intracelular de P6C y acido pipecolico.

Nuestros experimentos le dieron validez a dicha hipotesis al demostrar que el mutante
P. chrysogenum SR™ acumula niveles elevados de acido pipecolico; es mas, incluso, la cepa parental
Wis 54-1255 acumula pequefios niveles de acido pipecolico cuando se le afiade acido a-aminoadipico
a los caldos de cultivo. Estos resultados coinciden con los resultados encontrados por Aspen y Meister
(1962) en A. nidulans, y dieron argumentos consistentes para confirmar que en P. chrysogenum el
acido pipecolico se sintetiza a partir del acido a-aminoadipico (via biosintética de lisina) y no a partir

del catabolismo de lisina.

También es importante destacar que tanto en la cepa control Wis 54-1255 como en el mutante
SR’, cuando se afiade acido a-aminoadipico a los caldos de cultivo, la concentracion intracelular de
P6C es mayor que cuando se crecen con L-lisina como unica fuente de nitrégeno. Esto podria ser
debido al aumento del flujo metabolico hacia la formacion de P6C, producto de la adicion de acido
a-aminoadipico a través de la ai-aminoadipato reductasa, enzima de la ruta de biosintesis de lisina que
convierte acido a-aminoadipico en P6C (Casqueiro et al., 1998, 1999b; Hijarrubia et al, 2000).
Ademas, cuando se afiade acido a-aminoadipico a los caldos de cultivo del mutante SR, la
acumulacion de P6C es considerablemente mayor a la de la cepa parental y, ademas, dicha
acumulacion se incrementa en el tiempo (Capitulo IV, apartado 1 de Resultados, Tabla 5). Esto parece
ser debido a la incapacidad de dicho mutante de convertir P6C en sacaropina por la inactivacion de la

sacaropina reductasa (la interrupcion del gen lys7).

Para confirmar los resultados obtenidos, nos planteamos una nueva hipotesis: si en
P. chrysogenum la adicion de acido a-aminoadipico provoca la acumulacion de P6C y acido
pipecolico via a-aminoadipato reductasa, entonces, el mutante auxétrofo de lisina P. chrysogenum
TDX195 no deberia ser capaz de acumular ninguno de estos dos precursores de metabolitos
secundarios. Esto se debe a que el mutante TDX195 tiene interrumpido el gen /ys2 que codifica la
a-aminoadipato reductasa, la enzima que convierte dcido a-aminoadipico en P6C (forma ciclada del
o-aminoadipato-d-semialdehido) en la ruta biosintética de lisina (Casqueiro et al., 1998, 1999b;

Hijarrubia et al., 2000).

Los resultados obtenidos demostraron que el mutante TDX195 es incapaz de formar acido
pipecolico cuando se afiade acido a-aminoadipico a los caldos de cultivo mientras, que en las mismas
condiciones, el mutante SR™ acumula una alta concentracion de acido pipecolico, confirmando
inequivocamente que el acido pipecolico se sintetiza a partir del acido o-aminoadipico en
P. chrysogenum. Ademas, los resultados indicaron que la a-aminoadipato reductasa es una enzima

esencial para la biosintesis de acido pipecolico en este hongo filamentoso.
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Finalmente, en este trabajo se ha demostrado con sélidas bases bioquimicas y moleculares
que, en P. chrysogenum, la interrupciéon del gen Iys7 que codifica la sacaropina reductasa
provoca la acumulacion de P6C y, en determinadas condiciones de crecimiento, también provoca

la acumulacién de acido pipecélico (Naranjo et al., 2003).

Uno de los logros maés significativos en el presente trabajo de investigacion se refiere a la
caracterizacion de la biosintesis de acido pipecolico en P. chrysogenum. Como se ha presentado en
esta memoria, datos experimentales solidos concluyen que en P. chrysogenum el acido pipecdlico se
forma a partir del acido a-aminoadipico (via biosintética de lisina) y no a partir del catabolismo de

lisina (Naranjo et al., 2003), tal como muestra la Figura 31.
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Fig. 31. Ruta de biosintesis de acido pipecolico en P. chrysogenum. Las reacciones enzimaticas bloqueadas en los mutantes
auxotrofos de lisina P. chrysogenum SRy TDX195 se indican con el simbolo //. lys2: gen que codifica la a-aminoadipato
reductasa; /ys7: gen que codifica la sacaropina reductasa. Mutante TDX195: P. chrysogenum TDX195; Mutante SR
P. chrysogenum SR’.
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En conclusion, y a modo de resumen sobre la caracterizacion del metabolismo del acido

pipecolico en P. chrysogenum, la Figura 32 muestra un circuito que hipotéticamente podria llevarse a

cabo entre el metabolismo del acido pipecolico y el metabolismo de la lisina en este hongo

filamentoso. Dicho circuito metabdlico integra: (i) la ruta biosintética de acido pipecdlico; (ii) la ruta

de conversion de acido pipecolico en lisina via sacaropina y; (iii) la ruta adaptativa de conversion de

acido pipecdlico que se induce cuando se inactiva el gen /ys7 que codifica la sacaropina reductasa.
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Fig. 32. Ruta de biosintesis de acido pipecolico en P. chrysogenum. También se muestran las dos rutas de conversion de
acido pipecolico en lisina: via sacaropina y ruta adaptativa. La reaccion enzimatica bloqueada en el mutante auxotrofo de
lisina P. chrysogenum SR esta indicada con el simbolo //. a-AA-3-SA: a-aminoadipato-3-semialdehido; P6C: acido

piperidein-6-carboxilico.
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7.  PAPEL BIOLOGICO DEL ACIDO PIPECOLICO EN P. chrysogenum

El significado biolégico de la biosintesis de acido pipecolico en P. chrysogenum todavia se
desconoce. Sin embargo, la adicion de acido pipecolico a los medios de cultivo (s6lidos o liquidos)
tanto de la cepa silvestre P. chrysogenum NRRL1951, la cepa parental P. chrysogenum Wis-54-1255
como de los mutantes P. chrysogenum 7.2 y P. chrysogenum SR produce al cabo de varios dias de
incubacion un pigmento amarillo de estructura desconocida (Fig.33). Esto sugiere que, en
P. chrysogenum, podria existir una ruta silenciosa para formar metabolitos secundarios que se activa

por la acumulacioén de P6C o acido pipecolico.

Fig. 33. Pigmento amarillo secretado a los medios de cultivo cuando el mutante auxotrofo de lisina P. chrysogenum 7.2
(interrumpido en el gen lysl que codifica la homocitrato sintasa y deficiente en la actividad pipecolato oxidasa) crece en
medio minimo Czapek suplementado con lisina (1,75 mM) y acido D,L-pipecélico (0,1 M). En las placas se observa que
cuando no se aflade acido pipecolico no se produce el pigmento amarillo. Cz: medio minimo Czapek; L-lys: L-lisina; Pip:
acido pipecolico.

El acido pipecdlico y sus derivados tienen un gran potencial en la industria farmacoloégica y
agroalimentaria. En humanos, el acido pipecolico tiene una funcion metabdlica importante ya que esta
relacionada con diversas enfermedades neurodegenerativas. La acumulacién excesiva de este
iminoacido en la sangre, debido a la actividad deficiente de la pipecolato oxidasa, se denomina
hiperpipecolatemia y se encuentra asociada con pacientes que sufren un desorden generalizado en la
biogénesis de los peroxisomas (peroxisome biogenesis disorder o PBD), tales como: el sindrome

cerebro-hepato-renal de Zellweger, la adrenoleucodistrofia neonatal, la hiperpipecélico acidemia
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(Wanders et al., 1989a, 1988; Mihalik y Rhead, 1989; Mihalik et al., 1989; Rao et al., 1993). Ademas,
se ha descubierto que pacientes que sufren encefalopatia hepatica también presentan niveles altos de

acido pipecdlico en el plasma sanguineo (Fujita et al., 1999).

En los hongos filamentosos R. leguminicola y M. anisopliae se ha descrito que el acido
pipecolico es un precursor inmediato en la sintesis de alcaloides octahidroindolizinicos (Sim y Perry,
1997; Wickwire et al., 1990a; b), los cuales, tienen aplicaciones interesantes en el campo de la salud
humana; entre dichos alcaloides se encuentra la swainsonina, que tiene una importante actividad

antitumoral (Dennis, 1986; Dennis et al., 1990; Humphries et al., 1986).

Algunas plantas en las que se ha identificado la presencia de acido pipecolico y/o sus derivados
exhiben propiedades medicinales interesantes. Momordica charantia (bitter melon) es una planta que
acumula acido pipecdlico y se caracteriza por tener, entre otras, propiedades antibioticas,
antimutagénicas, antioxidantes, antivirales, antitumorales, astringentes, depurativas, afrodisiacas,
inmunomodulares, citotoxicas, inmunosupresoras, asi como, actividad leishmanicida e insecticida,
(Salawu et al., 1999; Romeo, 1984; Jaramillo, 2000). De igual manera, se ha descubierto que el acido
pipecolico y sus derivados actiian como factores toxicos y antinutritivos en las leguminosas A/bizia
lebbeck y Calliandra calothyrsus (Marlier et al., 1979; Romeo, 1984), y se ha descrito que
C. calothyrsus posee propiedades insecticidas y fitotoxicas (Romeo, 1984, 1998).

Por otro lado, se ha descrito que el acido pipecoélico es un soluto asociado con la adaptacion
osmotica en algunas especies vegetales y bacterianas, donde se ha demostrado que es un compuesto
efectivo capaz de optimizar el crecimiento bajo condiciones inhibitorias de osmolaridad (Steward y

Larher, 1980; Gouesbet et al., 1994; Goufti et al., 2000).

Actualmente, en la industria quimica fina (Fine Chemicals Industry), existen algunas compaiias
vanguardistas (Mercian’s, DSM, Lonza, ISP y Johnson Matthey) que se dedican, entre otras cosas, a
producir acido pipecodlico mediante el desarrollo de nuevas tecnologias enantioselectivas, biocatalisis y
otros métodos quimicos que permiten sintetizar compuestos organicos. La manufactura de estas
sustancias quimicas puras es cada vez mayor en el area de la biofarmacéutica y de la agricultura, con
concomitantes beneficios econdmicos para dichas empresas. Como se ha demostrado en la presente
memoria, se ha caracterizado la ruta biosintética de acido pipecdlico en P. chrysogenum. Al mismo
tiempo, se ha obtenido la cepa P. chrysogenum SR, interrumpida en el gen /ys7 que codifica la
sacaropina reductasa, que es superproductora de acido pipecolico, caracteristica que le proporciona
una gran importancia a nivel industrial para ser utilizada como biofactoria para producir acido

pipecolico a gran escala.

Con respecto al acido piperidein-6-carboxilico (P6C), actualmente se esta desarrollando el
denominado “P6C World” usando biotransformacioén, como han descrito Asano y Ito (2002). Aunque
la enzima implicada en la reduccion de P6C en acido pipecolico no se ha podido caracterizar, ya que

su sustrato, el P6C, es un compuesto quimicamente inestable (Fujii et al, 2002a), la compaiia
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farmacologica Mercian’s en este momento esta explorando el “P6C World” y obteniendo una
coleccion de productos quimicos utiles para la farmacologia derivados del P6C usando
biotransformacion, entre dichos productos se encuentran algunos como: el acido o-aminoadipico y el
acido pipecolico (Fujii et al., 2002a; Asano y Ito, 2002). Como se ha demostrado en la presente
memoria, P. chrysogenum SR, no solamente es una cepa superproductora de acido pipecolico sino que
también acumula niveles altos de P6C. Por lo tanto, este mutante también podria ser aprovechado a

nivel industrial para obtener una amplia coleccion de productos quimicos derivados del P6C.

Ademés, el acido pipecolico también tiene una gran importancia en la industria farmacologica,
ya que sirve de substrato de algunos péptidos sintetasas no-ribosomales (NRPS) y poliquétidos
sintasas (PKS) para obtener compuestos con actividad farmacolégica (Schwecke et al., 1995; Molnar
et al., 1996; Motamedi y Shafiee, 1998; Reynolds y Demain, 1997; Nielsen et al., 1991). La obtencion
de una cepa recombinante de P. chrysogenum que funcione como una factoria celular para producir
metabolitos secundarios que contengan acido pipecoélico tendria una substancial aplicacion en la

industria farmacologica.

Por un lado, se conoce que la ruta biosintética de penicilina en P. chrysogenum comienza con la
condensacion no ribosdmica de tres aminoacidos; L-o-aminoadipico, L-cisteina y L-valina para
sintetizar el tripéptido O(-L-a-aminoadipil)-L-cisteinil-D-valina (ACV). La enzima que cataliza esta
reaccion es la ACV sintetasa y esta codificada por el gen pchAB (Diez et al., 1990, Smith et al., 1990;
Mac Cabe et al., 1991; Gutiérrez et al., 1991b; Coque et al., 1991).

Por otro lado, se conoce que P. chrysogenum posee una ruta de lisina altamente activa mediante
la cual suministra acido a-aminoadipico para la biosintesis del tripéptido no ribosomal ACV

(Casqueiro et al., 1999b; Martin, 2000; Bafiuelos et al., 2002; 2001).

El potencial de la maquinaria biosintética de P. chrysogenum para producir antibiéticos
podria verse valiosamente incrementado al modificarse los dominios del tripéptido no ribosomal
ACV de una manera racional. Esto permitiria: (i) “re-disefiar” los productos naturales
existentes ampliando la complejidad quimica que nos ofrece la naturaleza; (ii) desarrollar
biofactorias que permitan obtener una diversidad estructural enormemente extendida de
productos naturales y; (iii) enriquecer las alternativas terapéuticas actuales en la lucha contra

las enfermedades.

Por otra parte, el aporte cientifico que brinda el presente trabajo de investigacion sobre la
caracterizacion del metabolismo del acido pipecdlico en P. chrysogenum, asi como la obtencion de
una cepa superproductora de P6C y acido pipecolico, podrian ser los primeros pasos para intentar
utilizar este hongo filamentoso a nivel industrial como una biofactoria para obtener una diversidad

estructuralmente extendida de productos naturales que contengan acido pipecolico.
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Se ha clonado un fragmento de ADN de 6 kb por complementacion homdloga,
en el que se encuentra el marco de lectura abierta (ORF1) del gen lys7 de
P. chrysogenum. Este ORF1 tiene un tamafo de 1953 pb y esta constituido por
11 exones y 10 intrones.

El gen lys7 codifica una proteina de 449 aminoacidos con un peso molecular
deducido de 48,8 kDa. Esta proteina presenta una elevada similitud con
sacaropinas reductasas de otros microorganismos fiungicos tales como:
Neurospora crassa, Magnaphorte grisea, Saccharomyces cerevisiae 'y
Schizosaccharomyces pombe.

La caracterizacion bioquimica y molecular de los mutantes Iys/pip~
P. chrysogenum 10.25 y P. chrysogenum 7.2, ha permitido determinar que en
este hongo filamentoso el acido pipecdlico se convierte en lisina a través de su
conversion en acido piperidein-6-carboxilico (P6C) por accion de la pipecolato
oxidasa; el P6C se convierte en sacaropina y finalmente en lisina a través de dos
reacciones enzimaticas consecutivas catalizadas por la sacaropina reductasa y
la sacaropina deshidrogenasa respectivamente.

El gen Ilys7 es el unico gen que codifica la sacaropina reductasa en
P. chrysogenum. La interrupcion de dicho gen mediante la técnica de la doble
recombinacion provoca la auxotrofia de lisina en P. chrysogenum.

La interrupcion del gen Iys7 que codifica la sacaropina reductasa en
P. chrysogenum activa una ruta adaptativa de conversion, con baja eficiencia,
de acido pipecdlico en lisina siendo, el primer paso de dicha ruta, catalizado
por la pipecolato oxidasa.

La interrupcion del gen lys7 que codifica la sacaropina reductasa en
P. chrysogenum provoca la acumulacion de P6C y acido pipecolico. Asi mismo,
la adicion de acido o-aminoadipico a los caldos de cultivo incrementa
significativamente la acumulacion intracelular de estos precursores de
metabolitos secundarios

En este trabajo se ha demostrado por primera vez que P. chrysogenum es capaz
de sintetizar acido pipecdlico. Dicha sintesis se lleva a cabo a partir del acido
a-aminoadipico, un intermediario de la ruta de biosintesis de lisina que es
también un precursor esencial de la biosintesis de penicilina.

La cepa P. chrysogenum SR’, interrumpida en el gen Iys7 que codifica la
sacaropina reductasa, al ser superproductora de acido pipecdlico y P6C, podria
servir como hospedador para obtener metabolitos secundarios con nuevas e
interesantes actividades farmacologicas.
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