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Resumen

Se implemento la metodologia Hydrophobic Cluster Analysis (HCA), para evaluar la presencia
y distribucién de las Multi—copper Oxidades (Lacasas EC 1.10.3.2) en eubacteria. En este
estudio se expone que el andlisis estructural mediante (HCA) es capaz de validar secuencias
pertenecientes a la familia de proteinas en un entorno de bajo nivel de identidad, relacionando
las estructuras 1D, 2D. Se presenta la secuencia Logo bacteriana y una hipotesis (bayesiana) de
relaciones evolutivas dentro de este grupo de proteinas y las secuencias capturadas en las

blsquedas en bases de datos.

Abstract

Hydrophobic Cluster Analysis (HCA) was implemented to evaluate the presence and
distribution of p-diphenol:oxygen-oxidoreductases (Laccases, EC 1.10.3.2.) in eubacteria. In this
study we show that HCA analysis is able to validate structural relationships among low level
identity sequences retrieved from Genbank, Swissprot and Protein Database. A consensus
sequence (LOGO) for each of copper centers was stablished. Phylogenetic analysis reveals a

common origin of eubacterialaccases.



INTRODUCCION

Las oxidasas multicobre son proteinas involucradas en numerosas reacciones del metabolismo
celular como la fotosintesis, la fosforilacion oxidativa, la homeostasis de iones metalicos y el
catabolismo de nutrientes y componentes quimicos toxicos. Las lacasas (p-difenol:oxigeno-
oxidorreductasas, EC 1.10.3.2) constituyen una subfamilia de enzimas que requieren O, para
oxidar fenoles, polifenoles, metoxi-fenoles, aminas aromaticas y diversos sustratos no fendlicos
(Decker & Terwiller, 2000). La incorporacion de atomos de cobre permite a esta enzima realizar
transferencia de electrones al O, debido a que los 4&tomos de cobre varian su estado de oxidacion
entre Cul y Cull. Los productos organicos, son radicales altamente reactivos. Las lacasas
participan en procesos fisioldgicos como el sistema enzimatico de degradacion de la lignina,
caracteristico de hongos Ascomicetos y Basidiomicetos (Heinzkill et al., 1998). También estan
envueltas en la regulacién de procesos de pigmentacion de las esporas (Cardenas et al., 2000) y
patogénesis de plantas (Choi et al., 1992). Las lacasas vegetales estan asociadas a procesos de

polimerizacion de la lignina (Ranocha et al., 1999).

En la industria biotecnolégica, las lacasas son usadas como biocatalizadores para diversas
aplicaciones (Dean & Ericsson, 1994), tales como la degradacion de lignina (Filip & Claus, 1997), el
blanqueamiento de textiles (Doran & Esposito, 2000), la destoxificacion de efluentes y (), la

transformacion de antibiéticos y esteroides (Breen & Singleton, 1999).

Aunque la distribucion de las lacasas se ha investigado principalmente en plantas, hongos e
insectos (Mayer & Staples, 2002; Kumar, 2003), por homologia de secuencia con lacasas
eucariotas modelo, eg., Coprinus cinereus, se ha sugerido su presencia en eubacteria (Harald
Claus, 2003). No obstante, solamente en Bacillus subtilis y en otras pocas especies bacterianas se
ha podido demostrar actividad lacasa sobre sustratos sintéticos de lacasas eucariotas (Martins et

al., 2002).

Las lacasas poseen tres dominios muy similares en tamafio, todos importantes para la actividad
catalitica ( Enguita et al., 2003). El sitio de ligacion al substrato esta localizado en una hendidura

entre los dominios B y C. Un centro mononuclear de cobre esta ubicado en el dominio C y un



centro trinuclear de cobre esta enclavado en la interfase entre los dominios A y C. El centro T1
(dominio C) sirve como aceptor de electrones del sustrato, los cuales son transferidos al centro
T2/T3 (dominio A), donde el oxigeno molecular es reducido. El T1 posee un ligando axial, util para
clasificar a las lacasas de la siguiente forma: clase 1, cuando el ligando es metionina; clase 2

cuando el ligando es leucina y clase 3 cuando el ligando es fenilalanina (Neal et al., 2003).

En vista de la utilidad biotecnoldgica, la busqueda de nuevas variedades de lacasas puede tener
un impacto importante en las tecnologias que se sirven esta enzima. De alli la necesidad de
aumentar el conocimiento sobre la distribucion de las lacasas en eubacteria, terreno aun
inexplorado. En esta comunicacion, proveemos evidencia de una amplia distribucién de las lacasas
en todos los Phyla de Eubacteria, mediante el analisis de los agregados hidrofébicos (Hydrophobic
Cluster Analysis o HCA). El HCA (Callebaut et al., 1997) ha hecho posible superar las limitaciones
del analisis convencional de secuencias proteicas de 1D a una en 2D, con mucho mayor poder de
resolucion. Por otra parte, proponemos un consenso en la estructura primaria de las lacasas
bacterianas (LOGO) tal como existe para hongos y plantas (Kumar, 2003). Finalmente, mostramos

una evidencia a nivel 2D de un evento de duplicacién que dio origen a todas las lacasas.

El analisis de la estructura molecular de las lacasas bacterianas servira de plataforma para
adelantar futuras investigaciones, ya que una amplia gama de nuevas enzimas permitira la
seleccion de mejores centros redox con aplicaciones biotecnoldgicas especificas, ademas de que

facilitar el entendimiento de sus relaciones evolutivas con las eucariotas.

MATERIALES Y METODOS

Las secuencias de lacasas bacterianas fueron obtenidas de las bases de datos Genbank,
Swissprot y PDB mediante busquedas con la aplicacion Psi_Blast (Altschul et al., 1997). Se
buscaron homélogos de los tres dominios de lacasas modelos de Coprinus cinereus (SwissProt
Q9Y780), Bacillus subtilis (Genbank AAB62305) y Zea mays (Genbank AAX83113) y se
seleccionaron las secuencias bacterianas que presentaron los valores mas bajos de identidad, en

lo posible <25%. Para la determinacién de las secuencias consenso se utilizd ClustalW (Thompson



et al., 1994) con los parametros por defecto (matriz BLOSUM62, gap opening=8 y gap
extension=2). Las secuencias Logo se construyeron con la aplicacion WebLogo (Crook, et al.,

2004) para cada uno de los centros de cobre.

El andlisis estructural mediante HCA se realizd segun las indicaciones de Callebaut et al., (1997),
entre la familia de proteinas representativas de 7 Phyla. Las relaciones filogenéticas se
construyeron utilizando los programas MrBayes v3.0B4 (Huelsenbeck & Ronquist, 2001) y PAUP
(Swofford, 2002) con las secuencias que presentaron homologia estructural mediante HCA en los
tres dominios. Se realizaron 100.000 generaciones bajo el modelo de sustitucion aminoacida de
Poisson, para inferencia Bayesiana. Como grupo externo, se usaron las secuencias de lacasas de

Manduca sexta, Cucurbita pepo y Coprinus cinereus.

RESULTADOS

Captura de secuencias bacterianas tipo lacasa

De 190 secuencias extraidas de las bases de datos, se selecionaron 15 como representantivas de
siete Phyla bacterianos con potenciales lacasas (Anexo 1). La gran mayoria, excepto B.
liqueniformes (65%) y O. iheyensis (59%), estan muy por debajo del umbral de identidad tolerable
para relacionar estructuralmente dos secuencias (twilight zone), es decir, identidad <30%
(Callebaut et al., 1997). La secuencia de mas baja identidad global con las lacasas modelo fue la
de G. sulfurreducens, perteneciente al Phylum Proteobacteria , la cual, no obstante la baja
homologia, se agrupa en el mismo clado con B. Subtilis (Fig. 4). El rango de identidad mas amplio
entre cada una de las lacasas modelo y los representantes de cada Phyla se obtuvo en B. subtilis

(17% — 65%), seguido de C. cinerius (8% — 16%) y Z. mays (9% — 15%).

Relacion estructural mediante Hydrophobic Cluster Analysis (HCA).
Los dominios de la secuencia modelo de B. subtilis fueron alineados a nivel 2D con 4

representantes de los Phyla Aquificeae, Deinococcus, Cyanobacteria y Proteobacteria (Fig. 1).
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Figural. Comparacién de secuencias anivel HCA de laproteinacotade Bacillus subtilis. (A) Dominio 1, (B) Dominio 2, (C) Dominio
3. Las lineas verticales indican la correspondencias entre las dos secuencias. (1). Aquifex aeolicum, (2).Trichodesmium erythraeum, (3)
Thermus thermophylus (4) Geobacter sulfurreducens.  Los centros activos se indican en circulos 'y hexdgonos rojos con letras blancas.
Los residuos involucrados en copper binding corresponden a cisteina e histidina, se encuentran numerados de acuerdo a tipo de cobre

con el queinteracttan (T1,T2,T3, paratipo-1,tipo-2,tipo-3,respectivamente)

HCA, De esta comparacion se observa que distintos motifs son conservados entre las secuencias.
Fue necesario identificar los residuos aminoacidos invariantes en las estructura regulares de esta
familia, desde el acercamiento de residuos “topohydrophobic”, posiciones siempre ocupadas en el
espacio 3D folding, por aminoacidos fuertemente hidrofobicos, (Lamarinea et al.,2001). En
particular los motifs pertenecientes a estructuras secundarias regulares (hojas B y hélices a),
marcadas de la siguiente forma hojas beta de 1-25, hélices a1-3 (25 hojas B y 3 hélices a). Los
cluster hidrofobicos conservados entre estas secuencias, corresponden a centros de unién al
cobre presentes en los dominios 1 y 3. Los tres dominios que conforman la proteina Lacasa de
B.subtilis, se presentan por separado, exponiendo los alineamientos de los Cluster hidrofobicos en
color gris, la identidad se presenta en circulos de fondo negro y letras blancas, los sitios activos

estan representados por cuadros con fondo gris y letras de color blanco. Los cluster hidrofobicos
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determinados evidencian la homologia estructural, existente entre estas secuencias huerfanas
(funcion y/o estructura 3D indeterminada) y el aparato catalitico de la proteina cota de B.subtilis,

se exponen en las Figura 1.

Consenso (LOGO) de los centros de cobre

Del alineamiento de 59 secuencias no redundantes, se constituyeron secuencias LOGO de los 4

centros de cobre, denominados L1 a L4.

Figura 2 . Secuencias Logo Bacterianas. Regiones conservadas en Bacillus subtilis CotA y secuencias de posibles lacasas bacterianas.
(A). L1; (B).L2 ;(C).L3; (D).L4. Obtenidas del multiple alineamiento realizado en ClustalW ( Thompson et a., 1994), el tamafio de las

letras es proporcional ala frecuencia de cada aminoacido en una posicién particular del alineamiento mdltiple.

En el centro L1, se destacan como conservados los residuos, los cuales no coinciden con los
consensos canodnicos establecidos para centros de cobre, pero si parcialmente con el LOGO para
plantas y hongos 6/10 residuos El consenso de L2 (Anexo2), Kumar et al., (2003) determinaron los
LOGOs de las lacasas de plantas y hongos. En el alineamiento representado en secuencias logos
bacteriano, se observa un patron similar de conservacion de los diferentes centros de cobre
(copper Binding) caracteristicos de todas la Lacasas, la amplia distribucion de estos centros de
cobre en los diferentes phyla bacterianos, la Figura 1, presenta evidencia que estas proteinas

comparten aparatos cataliticos similares.



12

Duplicacion Intraproteina: La homologia intramolecular existente en la lacasas, permite afirmar
que han sufrido evento de duplicacion de dominios (Kumar, 2003), el analisis (HCA) presenta
evidencia de duplicacion intraproteina en la secuencia de B.subtilis, lo cual indica que esta
secuencia a experimentado eventos mutacionales caracteristicos de la familia de las multi-copper

oxidases. Especificamente atribuidos a lacasas eucariotas.

B23  p24 a3 25
T3T3T1IT1

TIT27T3

Figura 3. Duplicacion intramolecular en B.subtilis Los cluster hidrofobicos homdlogos ubicados en los dominios 1 y 3, confirman

eventos de duplicacion caracteristicos de lacasas eucariotas detectados anivel 3D.

Andlisis Filogenético. Se observa en la topologia que los clados poseen congruencia taxonomica
a nivel de dominio. El clado conformado por las secuencias bacterianas de lacasas conduce a
postular dos posibles relaciones evolutivas entre sus miembros, primero: el evento de duplicacién
ocurrié después del evento de especiacion, con lo cual miembros del mismo phylum poseerian
secuencias con mayor grado de identidad entre si que con miembros de otros phyla, por otra parte
si la duplicacién ocurrié antes del evento de especiacion, las secuencias podrian agruparcen con

miembros de otros phyla como ocurre en la topologia.
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Figura 4. Relaciones filogeneticas de lacasas de insecto, planta, hongo, bacteria y secuencias bacterianas. Filogenia resultante del

consenso de la mayoria de 84 &rboles obtenidos mediante inferencia bayesiana.

DISCUSION
En la medida en que los residuos aminoacidos intervienen en la actividad catalitica directa, éstos
tienden a conservarse, de manera idéntica en todos los organismos o bien son reemplazados por

residuos con las mismas propiedades eléctricas.

Alineamientos: Los sitios de union al cobre de las secuencias bacterianas exponen igual
distribucion espacial que las lacasas modelos. Estos motif HXH se presentan en el dominio 1 y en
dominio 3, cerca a las regiones N y C Terminal (Cullen, 1997). El alineamiento confirma que muy
pocas mutaciones estan ocurriendo en estas regiones de la proteina ya que son funcionalmente
importantes en la familia de las multi-copper oxidases, (Harald claus, 2003). En Lacasas de origen
fungico el ligando axial del centro de unidén al cobre es Leucina o Fenilalanina, en la Lacasa
Bacterial de Bacillus subtilis el ligando axial es Metionina al igual que para la gran mayoria de
secuencias bacterianas, los residuos involucrados en la esfera de coordinacién estan conservados
en el alineamiento. Se puede observar que las secuencias de origen bacteriano comparten valores

de identidad mas altos con las secuencia modelo de la lacasa fungica (Coprinus cinereus) que con
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la secuencias modelo de lacasa de origen vegetal (Zea mays). La correspondencia entre los
cluster HCA y elementos de la estructura secundaria ha sido demostrado estadisticamente tanto
para hélices a y hojas 3 (Callebaut et al, 1997). La identidad entre logos bacterianos y logos de
plantas y hongos (L1-L4), es del 90% y se presenta la tendencia a la conservacién de motifs HXH
similar a la existente en eucariotas. La existencia de residuos distintos de los presentes en los
logos de plantas y de hongos se puede explicar por la variacién existente dentro de este grupo de
proteinas. ESTRUCTURA 2D. EI evento de duplicacion expuesto en el analisis HCA para la
secuencia de B. subtilis, permite deducir que para secuencias huerfanas dentro del rango de
identidad de (11% a 59.3%) con la cota B.subtilis, el evento igualmente puede ser identificado. La
duplicacion indica que el dominio 1 dio origen al dominio 3, y que el evento de duplicacién
conservo la identidad de los sitios cataliticos en las secuencias huerfanas al igual que a las
lacasas presentes en eucariotas. Lo anterior es consistente con la hipétesis que afirma que el
evento de duplicacién ocurrié basalmente en la familia de las multi-copper oxidases y que la
duplicacion se dio mediante domain recycling (Kumar et al., 2003). La topologia obtenida mediante
inferencia bayesiana, presenta un clado que relaciona las tres lacasas bacterianas con las
secuencias utilizadas en el analisis, lo cual corrobora la hipétesis de pertenencia a la misma
familia proteica. La ubicacién de la lacasa de Thermus termophylus en un subclado diferente,
indica que la diversidad de las lacasas bacterianas debe ser investigada mas a fondo y que
posiblemente la cota de B.subtilis debera ser utilizada en conjunto con otras secuencias de
posibles lacasas bacterianas como O.iheyensis, para mejorar el resultado de las busquedas en

bases de datos de secuencias de posibles lacasas bacterianas.

CONCLUSIONES.

Las estructuras relacionadas mediante HCA, soportan la hipétesis de origen comun para las
estructuras que forman parte del aparato catalitico de las lacasas eucariotas y bacterianas. La
determinacion de eventos de duplicacién en proteinas huérfanas, similares a los eventos de
duplicacién encontrados en lacasas eucariotas experimentalmente caracterizadas, implica asumir

que existe un folding ancestral del cual se formaron los centros de cobre de las lacasas eucariotas



15

y bacterianos, la convergencia implicaria varios eventos evolutivos concertados que necesarios
para explicar la similaridad estructural evidenciada en el analisis HCA. Las perspectivas que
surgen a partir de la presente investigacion se enfocan en la determinacion en laboratorio de la

actividad lacasa de proteinas huerfanas.
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ANEXO 1

Tabla 1. Secuencias con posible estructuralacasa. (A).B.subtilis (B) C.cinereus (C) Z.mays

Codigo NCBI | Bacteria A B C Codigo Bacteria A B C
Accesion NCBI
Accesion
12722373 Pasteurella 18 | 14 | 13 | 23098801 Oceanobacillus 5 |13 |11
multocida iheyensis
48780982 Burkholderia 19 |11 |10 | 60729683 Streptomyces 2 |11 11
fungorum lavendulae
67910359 Polaromonassp. | 22 | 13 | 12 | 48895260 Trichodesmium | 22 | 13 | 12
erythraeum
53728419 Haemophilus 19 |15 |15 | 2983586 Aquifexaeolicus | 20 |15 | 11
somnus
66854867 Anaeromyxobact | 19 | 10 | 10 | 44004550 Bacillus 65 |12 |11
er dehalogenans licheniformes
39997751 Geobacter 17 | 8 9 57238539 Capmylobacter 19 |14 |12
sulfurreducens jejuni
53795020 Chloroflexus 23 |16 |12 | 46199672 Thermus 18 (16 | 13
aurantiacus thermophilus
13473095 Mesorhizobium | 19 | 16 | 13

loti




ANEXO 2

Tabla 2. Comparacién de secuencias consensos entre escariay eubacteria

Centro | inicio | Consenso en eubacteria Consenso en plantasy hongos

L1 08 TX;HWHGXsPX ;DGX HWHGX,DGXsQCPI

L2 147 | GTXWXH(PS)HX7QXGLXG | GTXWYHSHX QY CXDGLXGX

L3 419 |HPXHLHGXXF HPXHLHGH

L4 482 | GX;HCHXLXHXXXGMMX | G(PA)WX(LFV)HCHIDAEXHX:G(LMF)X3(LFM)

19



	Resumen
	Abstract
	INTRODUCCIÓN
	MATERIALES Y METODOS
	RESULTADOS
	DISCUSION
	CONCLUSIONES.
	AGRADECIMIENTOS
	REFERENCIAS
	ANEXO 1
	ANEXO 2

