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RESUMEN

Las lacasas (bencenodiol: oxigeno oxido-reductasa, CE 1.10.3.2), son enzimas
monomeéricas extracelulares, pertenecientes a la familia de las fenoloxidasas que actuan
sobre p-difenoles. Debido a la baja especificidad por el sustrato, pueden oxidar gran
variedad de compuestos de origen natural e industrial. Hasta ahora se han identificado seis
diferentes genes y sus correspondientes CADNSs: poxc, pox1, poxalb, poxa3, pox3, pox4 y

un pseudogen pox5.

En los hongos, inicialmente se pensaba que las lacasas eran producidas sélo para degradar
fuentes complejas de carbono. Sin embargo, se han visto involucradas en la sintesis de
melanina y la formacion del cuerpo fructifero, patogénesis hacia las plantas, conidiacion,
esporulacion, respuestas hacia el estrés, procesos de detoxificacion, formacion de
primordios y rizomorfos. Aunado a lo anterior, se ha observado que en medio liquido con
una fuente de carbono de facil asimilacion (glucosa), la produccion de lacasas es superior
comparada con la obtenida cuando el hongo se cultiva sobre fuentes complejas (paja de
trigo), y que el nimero de isoformas cambia dependiendo de la cepa y las condiciones de
cultivo. Por otra parte, de los basidiomicetos que se han secuenciado por completo, el
hongo degradador de lignina Phanerochaete chrysosporium no posee genes sensu stricto
de estas enzimas. En cambio, el hongo expresa una ferredoxina y varias multicobre
oxidasas desconocidas. Por el contrario, pueden reconocerse varios genes de lacasa en
basidiomicetes no degradadores de lignina Coprinus cinereus y Laccaria bicolor, con
varios perfiles de expresion y funciones desconocidas. Con base en lo anterior la

participacion de las lacasas Unicamente en la descomposicién de la lignina es cuestionable.

Una estrategia para poder investigar la funcion de un gen es evitando o disminuyendo su
expresion y determinando como es alterado el fenotipo del organismo en estudio durante
su desarrollo. Una manera de evaluarlo es utilizando técnicas de biologia molecular e
ingenieria genética. EI RNA de interferencia (iRNA) es una forma de silenciamiento
génico pos-transcripcional en el que un RNA de doble cadena (dsRNA) origina la
degradacion de un mRNA homologo, de este modo se reduce o suprime la expresion de un

gen. El silenciamiento ofrece varias ventajas técnicas para la inactivacién de un gen:
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eficiencia en la recombinacion homologa, induce la supresion de genes en una secuencia
especifica pero no en un locus especifico y principalmente la disminucion de los niveles de

expresion de un gen particular.

Sin embargo a pesar de las virtudes que ofrece la técnica antes mencionada, es primordial
antes de llevarla a cabo, contar con los fragmentos especificos en secuencia y tamafio del

gen gue se desea silenciar para desarrollarla de manera exitosa.

En este trabajo, se logro realizar la evaluacion del perfil de isoformas en Pleurotus
ostreatus PoB, encontrando 3 de ellas tanto extra como intracelularmente, la
estandarizacion de las condiciones de reaccion para la amplificacion de un gen de lacasa de
la cepa Pleurotus ostreatus PoB, se obtuvo la secuencia de un fragmento (517pb) del gen
amplificado y una coleccion de fragmentos de distintos tamafios del gen ligados a un
vector de clonacion para su posterior amplificacion secuenciacion y posible insercion en un

vector de silenciamiento.
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1. INTRODUCCION

1.1 Generalidades de los hongos

El reino de los hongos es un grupo numeroso y diverso de organismos eucariotas que
incluye alrededor de cien mil especies conocidas y probablemente un millén que aun no se
han descrito. Ademas tienen un impacto enorme en las actividades humanas y en el
funcionamiento de los ecosistemas. Los hongos son utilizados directamente como alimento

y como grupo tienen roles ecoldgicos especificos:

(i) Son parasitos de animales y plantas: algunos hongos tienen ciclos de vida parasitaria y
causan una gran cantidad de enfermedades en animales y seres humanos, tan es asi que el
tratamiento de infecciones flngicas ha ganado atencidn pablica debido al creciente nimero
de pacientes inmunodeficientes. Ademas los hongos son el grupo mas importante de
patdgenos en plantas, causando graves pérdidas en el rendimiento de los cultivos y su

comercializacion alrededor del mundo.

(if) Son simbiontes al formar micorrizas con las raices de las plantas y end6fitos como los
liguenes de donde el hongo obtiene los carbohidratos de su hospedero fotosintético y a su
vez él le proporciona iones minerales y agua. Se estima que mas del 90% de las plantas
terrestres tienen un hongo asociado con sus raices y muchas de ellas no podrian sobrevivir

sin la asociacion.

(iii) Son saprétrofos, responsables de convertir la ligninocelulosa de las plantas en azlcares
simples, oligosacaridos y sustancias humicas en el suelo, por lo que son importantes en el
ciclo del carbono, en particular en los sistemas forestales, donde las enormes cantidades de
ligninocelulosa de éarboles muertos (troncos) son biodegradados por basidiomicetos,
especificamente por hongos filamentosos, causantes de la pudricion blanca y café
(Nakayashiki, 2005 y Lundell y cols., 2010).



En cuanto a la utilizaciobn de sus productos derivados, podemos mencionar que,
historicamente, estos organismos (macro y micro) han sido utilizados (generalmente
cultivados a gran escala) para obtener productos comerciales o para realizar importantes
transformaciones quimicas. Posteriormente se desarrollaron metodologias para la
produccion de diferentes compuestos aprovechados hoy en dia, tal es el caso de
compuestos farmaceuticos (antibioticos), aditivos alimentarios (aminoécidos), enzimas y
compuestos como butanol y acido citrico. Todos estos procesos microbiolégicos se
basaban en la potenciacidn de reacciones metabdlicas que los organismos ya eran capaces
de llevar a cabo con el fin, en la mayoria de los casos, de aumentar la produccién del
compuesto de interés (Prescot y cols., 2002). Ademas de compuestos que inciden en areas
como la farmacéutica o de alimentos, en los ultimos afios se han realizado diversos
estudios dirigidos hacia la detoxificacion de diferentes ambientes (agua y suelo) utilizando
microorganismos como hongos y bacterias dotados con complejos enzimaticos capaces de
degradar compuestos contaminantes presentes en dichos sistemas (Prescot y cols., 2002).

Los hongos de pudricion blanca pertenecen al grupo de los basidiomicetos, son
microorganismos que degradan eficientemente la lignina debido su capacidad para
producir distintas enzimas extracelulares involucradas en el proceso de biodegradacion,
éstas incluyen: lignino peroxidasas (LiP), peroxidasas dependientes de manganeso (MnP),
lacasas y oxidasas que generan el H,O necesaria para la actividad peroxidasa. (Mufioz y
cols., 1997). Aunque efectivamente degradan lignina, los hongos no pueden utilizarla
como fuente de energia, porque se asume que la degradan para tener acceso a la celulosa
de la pared celular. (Gao y cols., 2010).

La maquinaria enzimatica presente en los hongos de pudricion blanca les brinda la
capacidad para degradar o mineralizar contaminantes organicos. Los compuestos quimicos
que son capaces de degradar estos organismos incluyen pesticidas, hidrocarburos
poliaromaticos (PAHSs), bifenilos policlorados (PCB) y otros derivados halogenados
aromaticos (entre ellos las dioxinas), algunos colorantes, productos quimicos téxicos como
el cianuro, azida, tetracloruro de carbono y pentaclorofenol (PCP). Hasta la fecha los

hongos maés estudiados por su capacidad de degradacion y su potencial uso en el



tratamiento de aguas residuales incluyen a: Phanerochaete chrysosporium, Trametes
versicolor, Bjerkandera adusta y Pleurotus ostreatus, entre otros (Gao y | cols., 2010).

1.2 Lacasas

Las lacasas son de las pocas enzimas que han sido estudiadas desde finales del siglo XIX.
Se encontraron por primera vez en la resina de Rhus vernicifera, un arbol japonés. Afos
mas tarde se demostré que también se encontraban en hongos. A pesar de que se conocen
desde hace mucho tiempo, las lacasas solo llamaron la atencion después de que se iniciaron
los estudios acerca de la degradacion enzimatica de la madera realizada por los hongos de

pudricién blanca (Baldrian, 2005).

Las lacasas (bencenodiol: oxigeno oxido-reductasa, CE 1.10.3.2) son tipicas enzimas
monomeéricas extracelulares pertenecientes a la familia de las fenoloxidasas, que actGan
sobre p-difenoles. Tienen un sitio catalitico caracterizado por cuatro atomos de cobre
unidos a tres sitios REDOX (T1, T2 y T3), con los que se une a cuatro electrones para

reducir oxigeno a agua mientras oxida su respectivo sustrato (Kunamneni y cols., 2008).

Debido a la baja especificidad que dichas enzimas tienen por el sustrato, pueden oxidar
gran variedad de compuestos de origen natural e industrial. Algunas aplicaciones
potenciales incluyen el blanqueamiento de fibras en la industria del papel y textil, la
conversion enzimatica de intermediarios quimicos, la transformacién oxidativa de
contaminantes ambientales como los colorantes, la degradacion de fenilureas en suelo y un

amplio intervalo de fenoles clorados.

Sin embargo, la produccion de lacasas depende del organismo involucrado y las
condiciones ambientales en las que se desarrolle, ya que no hay sélo un mecanismo para
realizar la degradacion y la maquinaria enzimatica de los organismos es distinta; aunado a
lo anterior, se requieren de grandes cantidades de enzima y las lacasas secretadas por los
hongos tipicos no son suficientes para propdsitos comerciales. Por tal razén se han
realizado numerosos estudios en los que se pretenden encontrar las condiciones y sustratos

ideales para obtener las mejores actividades y concentraciones de enzima.



La familia de lacasas de Pleurotus ostreatus representa un grupo variado de enzimas,
algunas de las cuales estdn dotadas con propiedades peculiares. La isoenzima POXC
representa la lacasa mas abundantemente producida por Pleurotus ostreatus. También
secreta una lacasa blanca, la isoenzima POXAlw, que tiene un singular contenido
metalico, una lacasa heterodimérica, la isoenzima POXA3 y POXALlb, notablemente
estable a pH alcalino (pH 10). Estudios acerca de los genes que codifican lacasas hasta
ahora han identificado seis diferentes genes y sus correspondientes CADNs poxc (Giardina
y cols., 1996), pox1 (Giardina y cols., 1995), poxalb (Giardina 1999), poxa3 (Palmieri y
cols., 2003), pox3, pox4 y un pseudogen pox5 (Pezzella y cols., 2009).

1.3 El género Pleurotus.

El género Pleurotus pertenece a los basidiomicetos de pudricién blanca. La habilidad del
micelio de Pleurotus para crecer sobre materiales lignino-celulésicos se ha atribuido a la
secrecién de enzimas, principalmente lacasas, de las cuales se producen isoenzimas
citoplasmaticas o extracelulares y son muy importantes en el sistema ligninolitico de estos

hongos (Rajarathnam y Bano 1989).

Pleurotus ostreatus es el segundo hongo de pudricion blanca mas cultivado después de
Agaricus bisporus. Tiene un alto valor econémico y ecolégico y propiedades medicinales.
Requiere un tiempo de crecimiento corto comparado con otros hongos. El sistema
ligninolitico de las especies de Pleurotus estd conformado principalmente por enzimas
modificadoras de lignina (LMESs), lacasa, aril-alcohol oxidasas y dos tipos de peroxidasas:
una dependiente de manganeso (MnP) y una peroxidasa versatil (VVP). Todas estas enzimas
pueden actuar de manera separada o en conjunto. Se ha sugerido que la peroxidasa versatil
es un hibrido entre una manganeso peroxidasa y una lignino peroxidasa, basandose en su
capacidad para degradar distintos sustratos en presencia o ausencia de Mn®*, y en su

estructura cristalina y molecular tedrica (Tomer y cols., 2010).



1.4 ;Para qué produce lacasas un hongo?

En los hongos, inicialmente se pensaba que las lacasas eran producidas s6lo para degradar
fuentes complejas de carbono, basicamente la lignina de los sustratos naturales en donde se
desarrolla. Sin embargo, también se ha visto que estan involucradas en la sintesis de
melanina y otros pigmentos en Aspergillus nidulans (Clutterbuck, 1972), la formacion del
cuerpo fructifero en Lentinus edodes (Gary y Stahmann, 1981) y Coprinus congregatus
(Ross, 1982), la formacion de los primordios en Schizophyllum commune (Vries y cols.,
1986), la formacion de rizomorfos en Armillaria sp. (Worral y cols., 1986), la patogénesis
hacia las plantas en Cryptonectria parasitica (Ringlin y Van alfen, 1991) y Botrytis
cinerea (Viterbo y cols., 1993), la conidiacion, esporulacion y las respuestas hacia el estrés
y procesos de detoxificacion (Mayer y Staples, 2002).

Aunado a lo anterior, se ha observado que en medio liquido con una fuente de carbono de
facil asimilacién (glucosa), la produccién de lacasas es superior comparada con la obtenida
cuando el hongo se cultiva sobre paja de trigo y sobre espuma de poliuretano (soporte
inerte) embebido en un medio con glucosa (Téllez y cols., 2008), pero no cuando se utiliza
un sustrato biodegradable con composicion distinta a la de la paja (cascara de uva y
mandarina), en donde se encuentran actividades mayores que las obtenidas en medio
liquido (Stajic y cols., 2006).

Estos hechos dejan confusa la teoria planteada del por qué el hongo produce estas enzimas,
por lo que aun no es posible predecir el comportamiento de las lacasas cuando se propone
un nuevo medio de cultivo para producirlas. Adicionalmente, es un hecho que la
produccion de esta enzima esta asociada con el crecimiento, tan es asi que en los distintos
estudios realizados en laboratorio, la produccion de biomasa es también variable en
funcién del medio de cultivo en el que se desarrolla (Mansur, 2003), no asi la actividad de
sus isoenzimas y el niumero de ellas. Esto podria sugerir de alguna manera que las lacasas
participan en el proceso de asimilacion de la fuente de carbono porque el nimero de
isoenzimas y su actividad incrementan en presencia de glucosa en comparaciéon con la

presencia de otros carbohidratos.



La reciente secuenciacion de genomas ha hecho obvio que las lacasas y los genes que
codifican para multicobre oxidasas son similares en basidiomicetos y ascomicetos como
Aspergillus/Emericella) spp., Trichoderma spp. y Fusarium (Gibberella) spp., organismos
capaces de descomponer la ligninocelulosa de las plantas. Los basidiomicetos de pudricion
blanca que mostraron tener varios genes de lacasa pertenecen al género Trametes

(Necochea y cols., 2005) y Pleurotus (Soden y Dobson, 2001, Pezzella y cols., 2009).

Sorprendentemente, de los basidiomicetos que se han secuenciado por completo, el hongo
degradador de lignina P. chrysosporium no posee genes sensu stricto de estas enzimas. En
cambio el hongo expresa una ferredoxina y varias multicobre oxidasas desconocidas
(Larrondo y cols., 2003). Por el contrario, pueden reconocerse varios genes de lacasa en
basidiomicetes no degradadores de lignina como Coprinus cinerea y Laccaria bicolor, con

varios perfiles de expresion y funciones desconocidas (Kilaru y cols., 2006).

Con base en lo anterior, la participacion de las lacasas Unicamente en la descomposicion de
la lignina es cuestionable y su participacion en las funciones antes reconocidas, como la
formacion del cuerpo fructifero, la formacion de esporas, la pigmentacion, se vuelven

fisiol6gicamente mas importantes (Lundell y cols., 2010).

Por estas razones podemos asegurar que a todos los niveles es importante conocer el papel
fisiolégico que juegan este tipo de moléculas dentro de los organismos, pues este
conocimiento sentara las bases para que junto con otros estudios provea los elementos para
la toma de decisiones cuando se pretenden obtener los metabolitos a gran escala o para
generar conocimiento basico acerca de las rutas metabdlicas que participan en la

produccién.

1.5 ¢ Como saber para qué se utiliza una enzima en el hongo que la produce?

A través de analisis genéticos, la funcion de los genes es evaluada analizando organismos
en los que la funcion de los mismos ha sido alterada. En los estudios de genética clésica se
seleccionan individuos que han sido tratados con mutagenos que inducen lesiones en el

ADN vy se eligen los mutantes con el fenotipo de interés. Después de que el mutante es
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seleccionado, el gen mutado es identificado a través de técnicas moleculares clasicas. De
esta forma estudios detallados del fenotipo del mutante acoplado con andlisis moleculares

de los genes permite la elucidacion de su funcién (Ahringer 2006).

En la genética inversa el estudio de los genes comienza con la secuencia del gen de interés
antes que con el fenotipo de una mutante. Utilizando diversas técnicas de ingenieria
genética, la funcion de un gen es alterada y el efecto en el desarrollo o el comportamiento
del organismo es evaluado (Ahringer 2006). En los hongos, la genética inversa nos permite
descifrar los mecanismos moleculares que ocurren durante el desarrollo de los organismos
(la esporulacion, la geminacion de las esporas, la morfogénesis), la nutricion fangica (la
toma de nutrientes como el fosforo) y las interacciones entre los hongos y las plantas
hospederas (Bhadauria y cols., 2009). Aunado a lo anterior estas metodologias permiten
investigar la funcion de todos los genes de una familia génica, algo que no se hace con
facilidad con genética clasica (Ahringer 2006).

El creciente interés por la investigacion en hongos filamentosos ha tenido avances
importantes. En primer lugar, el desarrollo de varios sistemas de transformacion ha
incrementado el ndmero de hongos filamentosos y la variedad de tejidos flngicos
susceptibles de ser manipulados genéticamente. En segundo, se han desarrollado y
adaptado técnicas de mutagénesis al azar y mutacion genética como herramientas
eficientes para investigar la funcion de los genes en los hongos. En tercer lugar un niamero
importante de genomas han sido secuenciados o estan en proceso de secuenciacion (Weld
y cols., 2006).

1.6 Inactivacion génica

Una estrategia para poder investigar la funcion de un gen es evitando su expresion y
determinando como es alterado el fenotipo del organismo de estudio. Varios métodos de
genética reversa han sido utilizados para este fin, algunos de ellos son:
Disrupcion/reemplazo del gen objetivo (Knock-out), RNA de interferencia (Knock-down),

mutagénesis insercional (Transformacién mediada por Agrobacterium tumefaciens,



integracion mediada por enzimas de restriccion), TILLING (Targeting induced local

lesions in genomes) por mencionar algunas (Weld y cols., 2006 y Bhaduria y cols., 2009).

1.7 Knock-out

Uno de los métodos mas eficientes para investigar la funcion de los genes es evaluando el
fenotipo de las mutantes en los que un locus ha sido alterado por insercion o reemplazo por
un ADN heterdlogo. En esta metodologia el gen es transformado con un cassette de
disrupcion hecho con secuencias del gen blanco y un marcador de seleccion.
Posteriormente el cassette es insertado dentro del gen blanco por recombinacién homologa.
Esta técnica puede ser utilizada para reemplazar parte de un gen enddgeno con secuencias
exogenas, por ejemplo la sustitucion del promotor. Las transformantes recuperadas pueden
contener cualquiera de las dos o ambas, ADN integrado por recombinacién homologa o

por integracion ectopica (Weld y cols., 2006).

Los knock-outs tienen gran importancia en la investigacién genética, porque cuando se
desactiva completamente la funcion de un gen especifico se puede evaluar y entender cual
es su papel en el organismo que lo contiene. En la mayoria de los trabajos, esta técnica ha
servido para evaluar genes asociados con enfermedades humanas, realizando la
inactivacion en ratones y ha servido también como modelo para entender el mecanismo
patogénico de la misma enfermedad (Janeway y cols., 2003). Sin embargo la eficiencia del
método depende del tamafio de la secuencia homologa, el grado de homologia, el método
de transformacion y la posicion gendmica del gen objetivo. En hongos filamentosos
generalmente se requiere 1 Kb de secuencia homdloga y en ocasiones mucho mas, aunado
a lo anterior la recombinacién homoéloga en estos organismos es muy baja por lo que es
necesario evaluar muchas transformantes para encontrar una que tenga la integracién

(Janeway y cols., 2003).



1.8 RNA de interferencia iRNA

El RNA de interferencia (iRNA) es un mecanismo de silenciamiento génico pos-
transcripcional en el que un RNA de doble cadena (dSRNA) origina la degradacion de un
mRNA homologo, de este modo se reduce o suprime la expresion de un gen. Esta técnica
estd basada en la generacion de moléculas de dsSRNA que actian como molde para Dicer
(una Ribonucleasa I11) que origina cadenas de RNA pequefios (siRNA), estos sSiRNAs son
incorporados dentro del complejo de silenciamento RISC y sirve como guia para la
secuencia especifica de mRNA que se quiere degradar. Las formas mas comunes
involucran la introduccion de RNA antisentido, dsRNA, transgenes sentido (también
llamado co-supresion en plantas o supresion en hongos). iIRNA es una importante
herramienta no s6lo para conocer la funcién de los genes, también para la identificacion de

genes esenciales en procesos de patogénesis (Agrawal y cols 2008).

Se han identificado tres componentes fundamentales en la maquinaria de silenciamiento:
Argonauta, Dicer y un RNA dependiente de RNA polimerasa (RdRP); estos elementos han
sido identificados en un amplio rango de hongos incluyendo ascomicetos, basidiomicetos y
zigomicetos, en estos ultimos algunas especies albergan varios componentes del
silenciamiento en su genoma, mientras que algunos ascomicetos y basidiomicetos
aparentemente carecen de la mayoria de los componentes de silenciamiento. Ademas de
ser reconocido como uno de los mecanismos principales para controlar la expresion génica
en eucariotes, la ocurrencia natural de este fenémeno ha sido aprovechada como una

herramienta eficiente para elucidar la funcion génica (Agrawal y cols 2008).

1.8.1 Silenciamiento post-transcripcional, RNAs pequefios de interferencia (SIRNA)

La interferencia por RNA se inicia cuando una célula encuentra un dsRNA, que puede ser
producido al introducir un transgen, una secuencia viral o un elemento genético. Una
enzima llanada Dicer corta los dsSRNA en siRNAs. Un complejo de silenciamiento
inducido por RNA (RISC) distingue entre las diferentes cadenas de siRNA. La cadena

sentido (azul) es degradada. La cadena antisentido (amarilla) es utilizada para el
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silenciamiento de los genes objetivo, y tiene uno de varios destinos dependiendo del
organismo. En las moscas de la fruta y mamiferos, la cadena antisentido es incorporada
directamente dentro del complejo RISC y lo lleva directamente al mMRNA complementario
(verde) para su degradacion. En la ausencia de siRNAs, RISC carece de una secuencia
especifica que pueda unirse al MRNA. Pero cuando se une a la cadena antisentido, el ahora
RISC activado puede participar en repetidos ciclos para la degradacion de mRNAs
especificos, de manera que la proteina no se produce, por lo tanto, efectivamente el gen
que origina el mRNA es silenciado. En gusanos y plantas, la cadena antisentido del sSiRNA

puede primero ser utilizada en un proceso de amplificacion (Novina y Sharp 2004).

La cadena antisentido, unida por RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRP), puede
unirse con un mRNA complementario (verde) y actuar como punto de inicio para la
sintesis de nuevos dsRNA. Dicer después es requerida para generar SiRNAs (rojo),
especificos para secuencias distintas de un mismo mRNA. Nuevamente, el mMRNA objetivo

es degradado (Fig. 1).
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Figura. 1 Proceso de silenciamiento post-transcripcional.

1.8.2 Estrategias de silenciamiento

a) hpRNA convencional. Repeticiones invertidas de transcritos con bases
complementarias o casi complementarias de 20-50 pb forman las horquillas con un
tallo de doble cadena de RNA, estas dobles cadenas son procesadas a miRNA que

intervienen la degradacion del mMRNA (Bhadauria y cols 2009).

b) pSilentl (sistema de expresion de RNA heterdlogo nuclear). Contiene un casette

de resistencia a higromicina y una unidad transcripcional para la expresion de RNA
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de horquilla con un sitio de clonacién mdltiple y la secuencia de un intrén como
espaciador (Bhadauria y cols 2009).

c) pSilent-Dual system (sistema de dos promotores opuestos) los promotores trpC
y gpdA fueron clonados de manera convergente separados por un sitio de clonacion
mdaltiple. Para co-silenciamiento, un fragmento de eGFP de 0.41Kb fue insertado en
pSD1, teniendo como resultado pSD1-G. Fragmentos de alrededor de 500pb
pueden ser insertadas en el vector pSD1, que expresaran la correspondiente
quimera de doble cadena de RNA, como templado para la degradacién del mRNA
homdlogo (Figura 2) (Bhadauria y cols 2009).

Complementary regions
P Iy regl eGFP Gene fragment

Pgpd PtrpC

Promoter Spacer Terminator

Transformation Amp. geneticin
lTransfurmatjun Jv'rran,sfonnat[on
aaaaaa ML anaaaa [T
Hairpin RNA (hpRNA) Intron spliced hpRNA (thpRNA) Chimeric dsRNA
Gene silencing Gene silencing Gene silencing
(a) Conventional hpRNASystem (b} pSilent 1{p51) system {c] pSilent-Dual1{pSD1)System (Nguyen
(Makavashiki et al., 2005) et al., 2008)

Figura. 2 Estrategias de silenciamiento.
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1.8.3 Ventajas del iRNA

Comparado con las estrategias convencionales de inactivacion, el silenciamiento con RNA
tiene ventajas potenciales. La ventaja mas grande del silenciamiento es su aplicabilidad

para regular la expresion génica (Agrawal y cols 2008).

La eficiencia de la recombinacion homdloga varia entre especies. La mayoria de los
hongos tienen hifas multicelulares o0 multinucleadas y algunos de ellos tienen dos 0 mas
nucleos genéticamente diferentes en un citoplasma comun (heterocariotes), esta
caracteristica hace que la inactivacion del gen objetivo sea complicada e ineficiente con
métodos convencionales. El silenciamiento con RNA es independiente del locus y esta
mediado por sefiales en el citoplasma, razén por la cual puede ser aplicado en hongos con
baja eficiencia del gen objetivo o incluso en especies de zigomicetos que tienen hifas
tubulares con varios ndcleos dentro de la célula. Segundo, el silenciamiento por RNA
permite flexibilidad en experimentos de inactivacion génica, ya que induce la supresion de
genes en una secuencia especifica pero no en un locus especifico. Por ejemplo, el
silenciamiento de genes homdlogos o incluso genes heterdlogos se ha demostrado
utilizando una secuencia conservada de una familia de genes o con la construccion de una
secuencia quimérica derivada de varios genes. El silenciamiento con promotores inducibles
o el silenciamiento transitorio por siRNA permiten la expresién de un gen en una etapa
especifica durante el desarrollo del organismo o como éste afecta diferentes partes del
organismo. Ademas se ha demostrado que el silenciamiento puede ser utilizado como
alternativa para degradar especificamente los mRNA con splicing alternativo en células

cultivadas de Drosophila (Bhadauria y cols 2009).

Estudios como los mencionados anteriormente no pueden realizarse con estrategias de
eliminacién ya que eliminan el gen de interés de manera permanente. Por lo tanto el
silenciamiento ofrece varias opciones para la inactivacion de un gen. Finalmente el
silenciamiento puede ser utilizado para el analisis de genes letales ya que en muchos casos
solo induce la disminucién de la actividad, pero no la inactivacion por completo (Schmidt
2005).
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La funcion de varios genes esenciales en procesos biolégicos de los organismos que los
contienen aln se desconoce. La disminucion de los niveles de expresion de un gen
particular permitird elucidar su funcion en diferentes fenomenos bioldgicos. Por tal razon
consideramos que la posibilidad de incidir en la expresion génica de Pleurotus ostreatus
por manipulacion genética es una herramienta invaluable para el analisis de la

funcionalidad de las lacasas en la morfologia en este hongo.
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2. ANTECEDENTES

Se han realizado diversos estudios y hay muchas revisiones acerca de las lacasas que
explican muy bien la enzimologia, mecanismos de transferencia de electrones, cinética,
mecanismos de accion, la relacion con otras enzimas, sus multiples utilidades y su posible
participacion en la fisiologia del organismo que las produce. Muestra de lo anterior es el
trabajo realizado por Mansur (2003), que caracterizo las actividades de cuatro isoenzimas
de lacasa secretadas por la cepa V-184 de Pleurotus ostreatus en dos medios de cultivo:
medio completo y medio sintético. Los picos de actividad de lacasa en medio completo se
obtuvieron en el dia 5 con 310 mUmL™, después del dia 5 los niveles de actividad de la
enzima disminuyeron a 30 mUmL™ coincidiendo con la disminucién de los valores de pH
de 6 a 4. En medio sintético se obtuvieron mejores actividades a pH 6.5 que a 4.5. Las
isoenzimas secretadas por el hongo en los sustratos fueron distintas, en guanicol se
observaron LCC1 y LCC2 con un peso molecular de 60 y 65 kDa y en ABTS LCC3 y
LCC4 con peso molecular de 80 y 82 kDa. Estos resultados indican que la actividad de
las lacasas y la produccién de sus isoenzimas esta relacionada con el pH del medio y el
sustrato en el que el hongo se desarrolla, también que otro mecanismo puede gobernar la
produccion de la actividad de las lacasas durante la fase de crecimiento exponencial,
especialmente cuando esta actividad parece estar estrechamente relacionada con la

produccién de biomasa.

Stajic y cols. (2005) evaluaron el efecto de diferentes fuentes de carbono y nitrégeno
(cascara de mandarina y uva) bajo dos condiciones de cultivo, fermentacion sumergida y
fermentacidn solida, sobre la produccion de lacasas y peroxidasas en Pleurotus eryngii,
Pleurotus ostreatus y Pleurotus pulmonarius. Para el caso de la cepa 493 de P. ostreatus
los niveles més altos de actividad lacasa fueron observados en fermentacion solida sobre
céscara de uva después de 10 dias de cultivo (2144 +57.8 UL™) y el nivel mas bajo se
observo en fermentacion sumergida con cascara de mandarina como fuente de carbono al
quinto dia de cultivo (3.1+0.1 UL™). Pleurotus ostreatus 494 mostré la més alta
produccion de lacasas en fermentacion sélida (378+32 UL™ después de 7 dias de cultivo),

los niveles de lacasa también fueron altos en fermentacion sumergida con cascara de
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mandarina a los 5 dias de cultivo (256+149 UL™). Esta investigacion reafirma que la
produccion de lacasas depende de la cepa de P. ostreatus utilizada en el estudio, las
condiciones de cultivo (fermentacion solida o fermentacion liquida), la fuente de carbono y

la concentracion de la misma.

Tlecuitl-Beristain y cols. (2007) evaluaron la produccion de lacasas durante la fase
logaritmica, exponencial y estacionaria de crecimiento de Pleurotus ostreatus en
fermentacion liquida. En este estudio la tasa de crecimiento especifico fue 0.002 h™ y la
cantidad mas alta de biomasa en peso seco (7.8 gL™) se obtuvo después de las 480 h de
crecimiento. Cuatro isoenzimas fueron secretadas por el hongo durante la fermentacion
Li1. L12, L33y Li4. Deellas L;2, L33 y L4 fueron producidas durante la fase estacionaria
(entre las 408-456 h aproximadamente). L;1 fue producida durante la fase logaritmica,
exponencial y estacionaria de crecimiento. La actividad méxima de lacasa (12 200 UL™) se
observo en el comienzo de la fase estacionaria (a las 432 h de crecimiento).

Téllez y cols. (2008) evaluaron la actividad de lacasas y proteasas de Pleurotus ostreatus
producidas en fermentacion liquida y solida, la actividad de lacasas se evalu6 utilizando 2-
6 dimetoxifenol como sustrato y la actividad de proteasas con caseina como sustrato. La
biomasa méxima obtenida por FML fue 1.5 veces mayor que la obtenida por FMS (8.6 y
5.6 gL respectivamente), sin embargo, la velocidad especifica de crecimiento fue 2.5
veces mayor en la FMS que en la FML (0.05 y 0.02 h™, respectivamente). La actividad de

lacasas fue de 13,000 UL™ en fermentacion liquida y de 2430 UL™ en fermentacién sélida.

Mansur y cols. (2003) mostraron que usar fructosa en vez de glucosa incrementa 100 veces
la especificidad de la actividad lacasa de los basidiomicetos. De acuerdo con (Stajic y
cols., 2005, las enzimas ligninoliticas son producidas durante el metabolismo secundario
bajo condiciones limitadas de nitrégeno. Sin embargo en Pleurotus ostreatus una alta
concentracion de N en el medio no reprime, sino estimula la mineralizacion de la lignina
comparado con un medio con N limitado). Estos estudios muestran que el tipo de
compuesto que funge como fuente de carbono en el medio de cultivo juega un papel

importante en la produccion de enzimas ligninoliticas.

16



Otros estudios dirigidos a la comprension de los mecanismos de degradacion de la lignina
por hongos han puesto de manifiesto la complejidad de los sistemas enzimaticos, porque
hay mas de un ruta de acceso a la degradacién de la lignina y la maquinaria enzimatica
entre microorganismos es diferente (Mansur y cols., 2003). Sin embrago no hay suficientes
datos que hablen acerca de su estructura que permitan entender los mecanismos de

oxidacion y especificidad (Bertrand y cols., 2002).

En este sentido, la determinacion de la estructura cristalografica es una herramienta para el
estudio de la relacién que hay entre la estructura y la funcion, sin embrago, pocas
estructuras de lacasas activas han sido publicadas, una de ascomicetos Melanocarpus
albomyces (Bertrand y cols.,, 2002), dos de basidiomicetos Trametes versicolor y
Rigidosporus lignosun, y otras de Bacillus subtilis; basados en estas estructuras, en la
ultima década la zona catalitica de cobre ha sido sujeto de mutagénesis para determinar los
pardmetros que definen la actividad catalitica y la E° de las lacasas fangicas (Palmer y
cols., 2003). Una consecuencia del entendimiento de la funcién de esta estructura ha sido
la generacion de una coleccién de mutantes con perturbaciones en su estructura en el

centro a cobre T1.

Recientemente, el papel de las lacasas ha sido reevaluado ya que nueva informacién acerca
de los mecanismos de biodegradacion han sido obtenidos en diferentes especies de hongos.
Aln mas, se ha visto que algunos géneros de basidiomicetos como Pleurotus spp. carecen
de lignino peroxidasas, indicando que enzimas distintas estan probablemente implicadas en
la degradacion de la lignina y que entre estas enzimas, las lacasas podrian desempefar un
papel clave. Los estudios sobre las enzimas secretadas por Pleurotus ostreatus han
demostrado, por ejemplo, que la accion concertada de la lacasa y el aril-alcohol oxidasa
produce una reduccion significativa en la masa molecular de los lignosulfonatos solubles
(Mansur y cols., 2003).

Una herramienta muy util dentro de la biotecnologia, que permite obtener grandes
cantidades de la proteina de interés para uso industrial (por ejemplo, insulina) o para
realizar estudios estructurales de la proteina, es la sobreexpresion del gen que la codifica.

La sobreexpresién de genes es uno de los métodos que ayuda a determinar la funcién de un
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gen en un organismo. El objetivo de estos experimentos, es observar cualquier cambio
fenotipico asociado con el cambio de la expresion del gen de interés. Los cambios
fenotipicos son interpretados y la funcion del gen nativo es deducida basada en las vias
bioquimicas que se han alterado en los transformantes. Un requisito para llevar a cabo la
sobreexpresion es conocer la secuencia 0 haber clonado un fragmento del gen de la
proteina de interés (Lloyd, 2003). Otras posibles metodologias que permiten mejorar los
niveles de expresion es mediante la utilizacion de sistemas de expresion homologa o
heter6loga del gen de interés Hoshida y cols., (2001). Por ejemplo muchos genes de lacasa
y cADN de basidiomicetos han sido clonados en ascomicetos, algunos de ellos fueron
expresados y secretados por Saccharomyces cerevisiae, Pichia pastoris, Aspergillus orizae

o Trichoderma reesei Hoshida y cols., (2001).

Varios métodos han sido descritos con el fin de expresar de manera exitosa los genes de
lacasas de basidiomicetos en hospederos fungicos o en levaduras Rodriguez y cols. (2008).
Referente a esta metodologia expresaron dos genes de lacasa (pel3) de Pleurotus eryngii en
una cepa de Aspergillus niger bajo distintas condiciones de cultivo, concentraciones de
glucosa y PVP (polivinilpirrolidona). Las cepas transformadas mostraron bajos niveles de
actividad lacasa en medio liquido con pH 6.2. Las mejores condiciones para la produccion
de lacasa se obtuvieron con un pH de 6.2, y cuando se agregaron 100g/L de glucosa y
20g/L de PVP. En este estudio se pudo observar nuevamente que la expresion de las
lacasas esta fuertemente influenciada por las condiciones del medio de cultivo. La
presencia de PVP, que afecta la viscosidad del medio, y un pH inicial bajo producen
cambios en el crecimiento del hongo, transformando los pellets en micelio disperso e

incrementa la actividad extracelular de estas enzimas (Rodriguez y cols. 2008).

En la aplicacion de técnicas que nos permitan conocer la participacion de un gen en la
fisiologia de un organismo, la sobreexpresion si nos puede hablar acera de la funcionalidad
del gen, sin embargo, el silenciamiento del gen nos puede dar indicios mas certeros de su
participacion al evitar que se genere el producto génico o disminuyendo su produccion, por
lo que es una via mas factible para realizar este tipo de evaluaciones (Herrera 2005).

Wialti y cols. (2006) probaron la aplicabilidad del silenciamiento por la expresion de

horquillas de RNA homologas en Coprinus cinereus. Para probar si el silenciamiento podia
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ser aplicable en genes enddgenos, partieron del gen cgl2 que codifica para dos
isogalactinas, CGL1 y CGL2, que son altamente inducidas durante la formacion del cuerpo
fructifero. Disefiaron una construccion en la que el tallo de la horquilla consistia en una
region con repeticiones en tandem de 9 pb en la regidn espaciadora del vector comercial
pSilencer, ubicada rio arriba de una copia invertida de toda la regién codificante del gen
cgl2 (711 pb), entre el Gltimo coddn y el codon de paro. La horquilla cgl2 resultante estuvo
bajo el control del promotor de gen cgl2 enddgeno que comprende la region intergénica
entre cgll y cgl2 y el gen pabl como marcador de seleccion. Debido a la alta similitud en
las secuencias de los genes cgll y cgl2 a nivel de ADN (87% de similitud de las regiones
codificantes), esperaban tener el silenciamiento simultdneo de ambos genes con la
construccién. Los resultados mostraron que los genes cgll y cgl2 fueron altamente
silenciados en algunas transformantes (6) y eficientemente en una de las transformantes
que estaban en la etapa de micelio fructificante. Sin embargo, en etapa de primordios 10 de
los 14 transformantes analizados que tenian el cassette de silenciamiento mostraron
silenciamiento eficiente de ambos genes. No se observaron cambios significativos en los
niveles de proteina en algunos de los transformantes que contenian el cassette de
silenciamiento. CGL3, una proteina que también es inducida durante la formacion del
cuerpo fructifero pero con s6lo 53 % de similitud en su secuencia de la regién codificante a
cgl2, no fue afectada por la horquilla de RNA de cgl2. Al evaluar el fenotipo de las
transformantes durante todo el desarrollo del cuerpo fructifero, ninguno de ellas mostro
alguna diferencia morfoldgica ni de tiempos de desarrollo comparada con la cepa nativa. El
namero Yy viabilidad de las basidiosporas producidas por los cuerpos fructiferos de las
transformantes silenciadas fueron normales, lo que sugiere que CGL1 y CGL2 no son
necesarios, al menos en las etapas finales del desarrollo del cuerpo fructifero de C.
cinereus. Sin embrago es posible que las galactinas estén involucradas en las primeras
etapas de la formacion del cuerpo fructifero, ya que solo en una de las transformantes

analizadas cgl1 y cgl2 fueron silenciadas eficientemente en esta etapa.

Jong y cols. (2006) determinaron si hay un mecanismo de iIRNA en Schizophyllum
commune y construyeron una horquilla de RNA con el gen SC15. Este gen codifica una
proteina de 17-kDa involucrada en la formacion de las hifas aéreas y la adhesion en

ausencia de la proteina SC3. La construccion tiene un fragmento del cADN del gen SC15
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que comprende la region que ese encuentra entre el 5° de inicio de la regidn no transcrita.
El fragmento fue clonado en orientacion inversa después del codén de paro de SC15 en el
plasmido pSC15gspz. La construccion de la horquilla resultante, pSC15hp, codifica el
MRNA de SC15 con un tallo de 334 nucle6tidos y una horquilla de 333 pb y el gen de
resistencia a fleomicina. De las 34 transformantes obtenidas, 27 produjeron menos proteina
que la cepa silvestre. La baja cantidad secretada de SC15 por los transformantes estaba
acompafiada de una importante reduccién en la acumulaciéon de mRNA de SC15. Las
transformantes obtenidas fueron cruzadas con la cepa FL1 que expresa una copia del gen
endogeno SC15 y la fusion de SC15 y GFP. La fluorecencia de GFP en los dicariones se
redujo significativamente en comparacion con los dicariones formados por los nucleos de
las cepas FL1 y 4-39 silvestre. La intensidad de la fluorecencia correspondié con los
niveles de mMRNA de la fusion SC15:GFP. No se detectd mRNA de SC15 en los dicariones
que expresaron pSC15ph en uno sélo de sus nucleos parentales, debido a que el
silenciamiento fue ocasionado por la introduccién de multiples copias como lo reportan
otros estudios, lo que sugiere que hay dos mecanismos distintos de silenciamiento en S.

commune.

Keiko y cols. (2010) silenciaron el gen Lccl de Lentinula edodes SR-1 con una secuencia
repetida invertida de 40 pb y fue transformada con dos vectores de expresion, pChG -ivrL1
gue contiene una secuencia homologa repetida invertida de 40 pb del exén 1 en secuencia
sentido y antisentido separados por una secuencia de 60 pb del intron 2 del gen Lccl y
pChG’-cL1a que contiene una secuencia antisentido del mRNA del gen Lccl. Ambos
vectores tienen como promotor el gen gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa (gdp). La
transformacion fue realizada con el método de integracidon mediada por enzimas de
restriccion (REMI).

Los resultados mostraron que la actividad lacasa en el organismo estudiado se incremento
el dia 14 y tuvo el pico de actividad el dia 21 durante el cultivo en medio liquido. La
actividad lacasa disminuy6 en mas del 95% en once cepas de ivrL1 y nueve de cLla. En
dos de las once cepas de ivrL1, la secrecion de Lccl disminuyo en mas de 95% con
relacién al control. En cuatro transformantes de cL1a, la secrecion disminuyé s6lo en un

50% comparado con el control. Los niveles de transcripcion en siete de las once
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transformantes seleccionadas para ivrL1 se redujeron menos del 50% Yy en dos cepas se
redujo por completo comparado con el control. En seis cepas de cLl1a los niveles de

expresion disminuyeron menos del 50%, con el nivel mas bajo de expresion de 20.8%.

En cuanto a los efectos sobre la morfologia miceliar, en SR-1 el micelio aéreo surgié entre
los 10 y 14 dias y la densidad miceliar se incremento a los 20 dias. Una de las
transformantes que no mostro transcripcion no formé micelio aéreo después de 40 dias,
con una densidad miceliar baja, ramificaciones muy pequefias y diferencias en el grosor y
namero de capas de la pared celular, lo que sugiere que la funcién biol6gica de Lccl esta
relacionada con la adhesion celular. La introduccion de un vector de expresion con
secuencias homologas invertidas repetidas (ivrL1) resulté ser mas efectivo para suprimir la

expresion de Lcclque el uso de un vector de expresion antisentido en L. edodes.

Tomer y cols. (2010) realizaron el silenciamiento del gen mnp3 que codifica a una
peroxidasa dependiente de manganeso en Pleurotus ostreatus PC15, una cepa monocariote,
para evaluar su implicacion en la degradacion del colorante Orange Il. La transformacion
fue realizada con el vector pTMS1. La construccion se baso en el silenciamiento de mnp3
y fue disefiada para expresar una sola cadena de RNA que forma una horquilla,
correspondiente a la cadena antisentido de 100-1 pb del cADN de mnp3, y un tallo de
doble cadena correspondiente a 750-101 pb del cADN de mnp3 antisentido alineado a 101-
750 pb de la cadena sentido de mnp3. La secuencia estuvo bajo el control del promotor y
terminador sdil y un cassette de resistencia a carboxina. Lograron aislar treinta
transformantes, todas mostraron gran variabilidad en su capacidad de decoloracion y
crecimiento. Al determinar si la alteracion en los niveles de transcripcion de la familia de
genes de MnP estaban relacionados con los cambios en los niveles de decoloracion, se
observd que la intensidad de la expresién varié en respuesta a la cantidad de Mn*
agregado al medio, excepto para los genes mnp3 y mnp9 que no fueron afectados en el
tratamiento sin Mn?*, pero fuertemente inhibidos en el tratamiento con Mn?* de 24 a 79
veces mas alta que el control. EI mnp4 no fue afectado en el tratamiento sin Mn?* (menos
del doble), sin embargo en el tratamiento con Mn®* fue de 8 a 24 veces mas alta. Estos
resultados muestran que el silenciamiento no necesariamente afecta a todos los miembros

de una familia génica.
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Marcial(2011) realiz6 la construccion del plasmido pGpdPki-RNAI y el silenciamiento de
aspartato proteasas en Amylomyces rouxii con insertos de tamarios distintos 910pb, 455pb
y 412pb clonados en dicho vector. Los resultados mostraron un mayor numero de
transformantes con el fragmento de 412pb (39) en comparacion con el fragmento de 455
pb (23) y el de 910 pb (18). Las transformantes aparecieron a partir del séptimo dia, en
contraste con los protoplastos regenerados de A. rouxii sin plasmido, que aparecieron en el
segundo dia de incubacién. Una de las transformantes A412-3 presentd 1.4 veces menos
biomasa que el control, 1.89 mg mL™ y 2.7 mg mL™, respectivamente, y la actividad
disminuyé de 1-5 veces en comparacion con la cepa parental. Estos resultados muestran la
factibilidad que tiene el uso de este plasmido en la transformacién de hongos.

Como se menciond antes, las isoenzimas con actividad lacasa en Pleurotus ostreatus
pueden cambiar en nimero y actividad dependiendo de la cepa y el sistema de cultivo que
se utilice, por lo que en este trabajo se determinara el perfil de isoenzimas de la cepa de

Pleurotus ostreatus PoB.

Por otro lado, todos los trabajos de silenciamiento génico nos dan una idea acerca de la
importancia del tamafio y la secuencia del fragmento que debemos utilizar para tener éxito,
en nuestro caso este estudio es la base para la obtencion de mutantes silenciadas con el uso
del plasmido pGpdPki-RNAI, que se ha reportado requiere fragmentos de secuencia de
400-500 pb, por lo que fragmentos de este tamafio seran generados y clonados en E. coli

para su utilizacion posterior.
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3. JUSTIFICACION

Las lacasas son producidas por varias especies de hongos e informes de su presencia en
mas y mas especies de hongos han sido publicados. La baja especificidad de sustrato que
poseen estas enzimas las hace susceptibles de ser utilizadas en diferentes industrias como
la del papel y la textil, asi como en la detoxificacion de agua y suelo, pero su produccion
cambia segin la cepa y el sistema de cultivo, por lo que es necesario determinar los

perfiles de isoenzimas en cada cepa de estudio.

Sin embargo, la identificacion de los mecanismos por los cuales los organismos pueden
producir estas enzimas y la participacion fisiologica que tiene en el organismo que la
produce, aun no se han comprendido completamente. El descifrar los mecanismos
moleculares que fundamentan su funcion puede conducir a propuestas mejor dirigidas a la
produccion a gran escala de la enzima, lo que repercutira, en el mediano plazo, en

aplicaciones tecnoldgicas reales.

Los métodos de genética reversa pueden ser utilizados para evaluar la funcién génica en un
organismo. La disrupcion génica por recombinacion homdloga es el método preferente
para analizar la funcion de un gen de interés. El silenciamiento por RNA permite
flexibilidad en experimentos de inactivacion génica, ya que induce la supresion de genes
en una secuencia especifica pero no en un locus especifico, lo que nos permite evaluar con
mas detalle los cambios ocurridos en el fenotipo del organismo de estudio. Para ello es
necesario contar tanto con un plasmido de silenciamiento como con los fragmentos

especificos en secuencia y tamafio.

El presente trabajo contribuira con la amplificacion, identificacion, digestion de un gen de
lacasa y su posterior ligacion a un vector comercial, que nos permitira tener una coleccion
de fragmentos que podran ser evaluados en trabajos posteriores para silenciar genes de
lacasa y detallar aspectos diversos en la aplicacién de la técnica de silenciamiento en

hongos.
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4. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢Cuéntas isoenzimas de lacasa produce Pleurotus ostreatus cuando se cultiva en medio
solido sintético?
¢Cuantos fragmentos pueden generarse a partir de uno de los genes de lacasa producidos

por P. ostreatus que sean potencialmente aplicables a estudios de silenciamiento génico?

5. OBJETIVOS

5.1 General

Determinar el perfil de isoenzimas de lacasa producidas por Pleurotus ostreatus crecido en
medio solido sintético y clonar fragmentos para silenciamiento de uno de los genes

codificantes.

5.2 Particulares

1.- Determinar el perfil de isoenzimas de lacasa producidas por Pleurotus ostreatus
cultivado en un medio solido sintético.

2.- Obtener y secuenciar un gen que codifica para lacasa de Pleurotus ostreatus

3.- Generar fragmentos del gen de lacasas para silenciamiento génico.

4.- Generar la coleccién de clonas con los fragmentos.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Material Biologico

6.1.1 Pleurotus ostreatus PoB

El microorganismo utilizado en este trabajo es la cepa de Pleurotus ostreatus Po B,
perteneciente a la coleccion del Laboratorio Institucional de Hongos Comestibles de la

Universidad Autonoma de Chapingo.

La cepa utilizada fue propagada inoculando el micelio en cajas petri con agar extracto de

malta e incubando a 25° C para su posterior uso en los experimentos.

6.1.2 Escherichia coli DH5a,

La cepa de Escherichia coli DH5a (E.coli), fue donada por el laboratorio de Ingenieria
Genética y Metabolitos Secundarios de la Universidad Auténoma Metropolitana-

Iztapalapa.

La cepa fue utilizada en los experimentos de transformacion debido a la alta eficacia que
puede conseguirse con ella, 5 x 10° transformantes/ug de ADN. Entre sus caracteristicas
destaca la de poseer un corte en el gen Z del operdn lac, lo que permite seleccionar por
color las células transformadas que contengan plasmidos que complementen dicho dafio,

tales como pGEM-3Zf (+) (Applied Biosystems)

Genotipo: deoR, endAl, gyrA96, recAl, hsdR17 (r., my’), relAl, supE44, thi-1,
A(lacZYA-argFV169), f805lacZAM15F L.
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6.1.3 Vectores

Pjetl1.2 Blunt: Es un vector de clonacion linear, que acepta insertos de 6 pb a 10 Kb. Tiene
un grupo fosfato en el extremo 57, por lo tanto, no es necesario que los primers estén
fosforilados. El vector recircularizado expresa una enzima de restriccion letal después de la

transformacion, lo que resulta en la obtencion sélo de clones recombinantes (fig. 3).

Figura. 3 pJET1.2 Blunt.

6.2 Medio de cultivo.

6.2.1 Medio agar extracto de malta (EMA)

Para la propagacion y conservacién de micelio de Pleurotus ostreatus se vertieron 30 mL™
de medio agar extracto de malta (Dibico) en cajas Petri, de acuerdo con las indicaciones

del fabricante.
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6.3 Crecimiento del microorganismo

El perfil de produccion de lacasas en varias cepas de este hongo ha sido determinado en
trabajos previos, se sabe que la mayor actividad y la presencia de més isoenzimas sucede
alrededor de los 8-13 dias de cultivo tanto en medio solido como en medio liquido. Con
estos antecedentes, se realizo un cultivo de Pleurotus ostreatus Po B en agar extracto de
malta (DIBICO) por un periodo de 20 dias. EI hongo fue inoculado en cajas petri
colocando circulos de micelio en el centro de cada caja e incubado a 25° C. Se extrajo una
muestra cada 24 h para su posterior procesamiento (evaluacion del perfil enzimatico y
recuperacion del micelio para la extraccion del ADN total y la posterior obtencién del gen

de Lacasa).

6.4 Obtencién de biomasa

El micelio de cada muestra fue separado del agar con unas pinzas, colocado en tubos

eppendorf estériles y almacenado a -20° C para su posterior procesamiento.

6.5 Obtencion del extracto crudo enzimatico.

Para obtener las enzimas retenidas en el medio de cultivo, el agar se corté con un asa
bacterioldgica, se agregaron 30 mL de buffer de fosfatos pH 6.5 y se agité durante 15 min,
transcurrido el tiempo la solucion se separd del agar por centrifugacion y se colocé en
tubos falcon y eppendorf estériles. Al igual que el micelio, las muestras fueron

almacenadas a -20° C hasta su procesamiento.

6.6 Evaluacion del perfil enzimatico

Con la finalidad de conocer el nimero de isoenzimas de lacasa presentes a lo largo de la

fermentacion, se realizaron electroforesis en geles de poliacrilamida. Esta técnica
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electroforeética consiste en hacer migrar las proteinas contenidas en una muestra a través de

una matriz polimérica en un campo eléctrico.

Para la electroforesis se utilizé un sistema de buffers discontinuo, que consiste en dos geles
con concentraciones de polimero distintas. En la parte superior se coloca un gel de
empaque con un tamafio de poro mayor Concentrador 4% (Tabla 2) que sirve para alinear
y concentrar las muestras antes de que ingresen al gel de separaciéon 12% (Tabla 1). Cada
uno esta compuesto de un buffer distinto entre si y a su vez distinto que el de corrida. La
metodologia para realizar esta técnica fue la siguiente.

a) Gel separador (12 %)

Reactivo Vol.
Acrilamida 30 % 4.0 mL
Tris-HCI pH 8.8 2.5mL
H,O MilliQ 50 uL
Persulfato de amonio 10% (p/v) 44 ul
TEMED 16.5 mL

Tabla. 1 Reactivos para el gel de separacion 12%.

1. En un matraz se agrego acrilamida, Tris-HCI y agua, la solucidn se mezcld hasta
ser homogenizada, por Gltimo se agreg6 persulfato de amonio y TEMED, se mezcl6
rapidamente y se agreg6 dentro de la cAmara. Inmediatamente después se adiciond
etanol (100 uL) para alinear el gel.

2. Se dejo solidificar 20 min aproximadamente, transcurrido el tiempo se retird el

etanol adicionado.
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b) Gel de concentrados 4 % (Vol. 10 mL)

Reactivo Vol
Acrilamida 30 % 1.3mL
Tris-HCI pH 8.8 2.5mL
H,O MilliQ 50 uL
Persulfato de Amonio 10% (p/v) 12 uL
TEMED 6 mL

Tabla. 2 Reactivos para el gel concentrador.

El método de preparacion fue el mismo utilizado para el gel de separacion, después de
agregar la solucién dentro de la cdmara sobre el gel inferior se coloc6é un peine para la

formacion de los pozos en donde fueron colocadas las muestras.

Cuando el gel solidificd, el peine se retird y las muestras fueron agregadas.

6.7 Preparacion de las muestras.

En un tubo Eppendorf se mezclaron.

Reactivo Vol

Buffer de muestra 5puL

Extracto enzimatico 29 uL

La mezcla se cargd en cada pocillo del gel de poliacrilamida, la migracion de las muestras
se realiz6 a 150 V durante 120 min.

Para poder conocer el peso aproximado de las proteinas obtenidas, en el primer pocillo se
coloco un marcador de peso molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio

Rad) que comprende un intervalo de peso molecular de 10 a 250 kDa.

Transcurrida la electroforesis, los geles se lavaron con agua desionizada con ayuda de un

agitador orbital (80-100 rpm), para eliminar el SDS contenido y renaturalizar las proteinas.
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La actividad de las enzimas se verifico colocando los geles en una solucion de 2,6-
dimetoxifenol (DMP por sus siglas en inglés) (ALDRICH) y buffer de fosfatos pH 6.5 por
un periodo de 12 h.

Transcurrido el tiempo, los geles se lavaron nuevamente con agua desionizada para retirar

el exceso de DMP vy digitalizarlos con un escéner.

6.8 Extraccion de ADN total.

Con la finalidad de obtener el gen completo que codifica para lacasas, se realizo la
extraccion de ADN genomico. La técnica utilizada fue la de fenol-CIA de la siguiente

manera:

De las fermentaciones realizadas, se eligieron los puntos que mostraron mayor actividad de
lacasa. EI micelio contenido en un tubo eppendorf fue lavado con NaCl 0.9% (p/v) con el
objetivo de eliminar los componentes del medio de cultivo que pudieran haber quedado
retenidos en el micelio, posteriormente se congelé con nitrogeno liquido y se maceré

suavemente con ayuda de un pistilo.

1. Al micelio pulverizado se agregaron 0.5 mL de tampdn de ruptura, la mezcla fue
homogeneizada, se afiadieron 0.5 mL de fenol y 0.5 mL de CIA, la solucion se mezclo e
incubo a 50° C durante 20 min. (La solucion fue mezclada cada 10 min.).

2. Transcurrido el tiempo la mezcla se centrifugd a temperatura ambiente a 14 000 rpm
durante 5 min y se recupero la fase acuosa.

3. La mezcla se desproteinizd mediante extracciones sucesivas con fenol-CIA hasta que se
obtuvo una interfase limpia (fueron necesarias 6 0 7 extracciones).

4. A continuacién se realiz6 una Gltima extraccion con CIA y el ADN se precipit6 con 0.7
mL de isopropanol a 4° C durante 2-4 h.

5. Transcurrido el tiempo de precipitacion, la mezcla fue centrifugada a temperatura
ambiente a 14 000 rpm durante 20 min, se desechd el sobrenadante, el precipitado se lavo
con 1 mL de etanol al 70% (v/v).
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6. Finalmente el pellet resultante se secd en un termobloque y resuspendi6é en 20 pL de

agua esteril.

6.9 Eliminacion de RNA y desproteinizacién de ADN

Una vez extraido el ADN con el método antes descrito, fue necesario someterlo a un
proceso de limpieza antes de utilizarlo en ensayos posteriores. La metodologia fue la
siguiente:

1. Al ADN obtenido se agregd ARNasa (la necesaria para que la concentracion final fuera
de 100 pgmL™) e incubé a 37° C durante 20 min.

2. Transcurrido el tiempo de incubacion se afiadio fenol neutro, se mezcld y centrifug6 a
temperatura ambiente a 14 000 rpm durante 5 min. Se retir0 la fase acuosa (superior), se
agrego fenol-CIA y se centrifugd nuevamente en las condiciones antes mencionadas. Este
procedimiento se repitio varias veces hasta obtener una interfase limpia.

3. A continuacién se hizo un ultimo tratamiento con un volumen de CIA y se precipit6 a -
20° C con 1/10 del volumen de acetato de sodio 3M pH 5.2 y 2.5 volimenes de alcohol

absoluto frio.

6.10 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y Faloona, 1987) es una técnica de
biologia molecular utilizada para llevar a cabo replicaciones exponenciales de un
fragmento particular de ADN in vitro. EI ADN es enzimaticamente amplificado por ADN
polimerasas, en este caso particular por la polimerasa pfu. Esta técnica necesita de una
cadena molde de ADN que contiene la regidén que nos interesa amplificar y dos cebadores
que se unen a las regiones que se desean flanquear en el ADN molde. En este paso se
utilizé ADN total.

Para la amplificacion se utiliz6 el par de cebadores O1"-Lac2, reportados por Giardina y
cols. (1996), para este estudio la longitud del cebador O1" se aument6é en 5 nucledtidos

(color rojo cuadro 5) con la finalidad de incrementar la especificidad en la reaccion de
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amplificacion de los genes. La reaccion se realizé en tubos Eppendorf de 0.2 mL, en un
volumen total de 50 pL con los reactivos que se muestran en la tabla 3. El ciclo utilizado

para la PCR se muestra en la tabla 4.

Solucién Vol (uL)
ADN molde 2

10x PCR Buffer 5

dNTPs 1

or 2

OLac 2 2

H,O 37.5

pfu 0.5

Tabla. 3 Reactivos para PCR.

La mezcla de reaccion se coloco en un termociclador MyCycler™ Thermal Cycler 170-

9701 de Bio-Rad con las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial 4 min 96° C 1 ciclo
Desnaturalizacion 1 min 96° C

Hibridacion 1 min 55°C 30 ciclos
Extension 1 min 72°C

Extension final 7 min 72°C 1 ciclo

Tabla. 4 Ciclo de PCR.
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LAC2 GCGCTGCAGCTAAGCTATCCCACCTTTGTC  Giardinay cols., 1996

or 5’-ATGTTTCCAGGCGCACGGATTCT-3’ Giardina y cols., 1996
pJET1.2 5-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’ Fermentas

forward

pJET1.2 5-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’ Fermentas

reverse

Tabla 5 Cebadores utilizados en la reaccion en cadena de la polimerasa.

6.11 Electroforesis en gel de agarosa del producto de PCR.

En tubo se mezclaron 3 pL del producto de la amplificacion y 2 pL de buffer de carga. La
solucion se carg6 en un gel de agarosa al 1%. La migracion de las muestras se llevo a cabo
en Buffer TAE 1X a 85 V durante 85 min. Transcurrida la electrectroforesis, el gel se tifio
en una solucién de bromuro de etidio durante 15 min, posteriormente fue colocado dentro
del fotodocumentador (Gel Doc 1000 de Bio Rad), se visualiz6 bajo luz ultravioleta y se
digitaliz6 la imagen. En cada electroforesis se colocd un marcador (Gene ruler TM 100pb
ADN Ladder FERMENTAS) que nos permitio determinar el peso molecular de las bandas

obtenidas de cada muestra.

6.12 Purificacion y secuenciacion de las bandas obtenidas.

Las bandas obtenidas en el gel de agarosa se cortaron y purificaron con el kit Zymoclean
TM gel ADN Recovery (ZYMO RESEARCH), de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. EI ADN fue resuspendido en 30 pL de buffer de elucion y almacenadas a -20°
C.

Las muestras obtenidas se llevaron al Laboratorio Divisional de Biologia Molecular, en la
Universidad Auténoma Metropolitana para su secuenciacion. Las secuencias resultantes
fueron analizadas con las ya publicadas en el banco de datos en BLAST (Basic Local

Alignment Search tool) con la finalidad de verificar que el amplicén obtenido perteneciera

33



una a un gen de lacasa y conocer la regién que se estaba amplificando, asi como la
homologia que se tenia con lo ya publicado en la base de datos.

6.13 Digestion del producto de amplificacion.

La longitud de los fragmentos utilizados para silenciamiento varia de 300 a 900 pb, debido
a esto fue necesario realizar la digestion del amplicon obtenido en la PCR con distintas
enzimas de restriccion. El criterio de seleccién para las enzimas fue: que sean de corte
romo, que tenga secuencia de corte en regiones codificantes del gen amplificado y que de
los fragmentos resultantes de la digestion tengan una longitud entre 200 y 500 pb. Las
enzimas utilizadas fueron: Smal, KspAl, Alul, Pvull y BsuRI.

El procedimiento fue el siguiente:

En un tubo eppendorf se agregaron 15 L de agua, 2 pL buffer 10X, 2 uL del producto de
PCR y 1 uL de la enzima. La mezcla resultante se mantuvo a 37° C durante 2.5 h.

De manera paralela se realiz6 un analisis del gen amplificado con el programa CLC
genomics Workbench, el analisis nos dio una idea del nimero de cortes esperados en las

digestiones realizadas.

6.14 Electroforesis en gel de agarosa de las digestiones.

Se agregaron 2 pL de tampdn de carga a la digestion y se colocaron en bafio maria a 65 °C
durante 1 min. Transcurrido este tiempo, el tubo se colocd en bafio con hielo durante 3
min. La mezcla se carg6 en un gel de agarosa al 1% Yy se corri6 a 85 Volts durante 75 min
en Buffer TAE 1X. Terminada la electroforesis, el gel se tifid en bromuro de etidio y se
visualizo bajo luz ultravioleta. Se tomo una imagen del gel con el equipo Gel Doc 1000 de
Bio Rad.

En el gel se colocd un marcador (Gene ruler TM 100pb ADN Ladder FERMENTAS) para
determinar la longitud de las bandas obtenidas en cada muestra.
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Con base en el patron de bandeo obtenido para cada enzima probada, se eligio la que
cumpliera con los criterios de seleccion. Se realizé la digestion con la enzima BsuRl y la
electroforesis de la misma. De las bandas obtenidas se seleccionaron las que tenian los
tamafnos deseados, se purificaron y confirmaron en gel de agarosa para ligarlas

posteriormente en el vector de clonacion.

6.15 Ligacion de los fragmentos al vector de clonacion pJET1.2 Blunt.

Después de confirmar los insertos, se realizo la ligacion en el vector pJET1.2 Blunt, un

plasmido comercial con extremos romos (FERMENTAS) para su amplificacion.

La enzima utilizada en la ligacion fue la Ligasa T4 que cataliza la formacion de un enlace
fosfodiéster entre un extremo 5 fosfato y uno 3"OH en una molécula de ADN o RNA de
doble cadena, con extremos romos o cohesivos. Las condiciones de la reaccion de ligacion

se muestran en la tabla 6.

Plasmido |1 pL
Inserto 3 uL
Buffer 5uL
Ligasa 1L

Tabla. 6 Reactivos para ligacion.

La mezcla fue incubada a 22° C durante 18 h

Transcurrido el tiempo de incubacidn, la mezcla fue utilizada para la transformacion de las

células competentes.
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6.16 Amplificacion del vector de clonacion.

El objetivo de este punto es ingresar el vector ligado con el inserto a células susceptibles de
ser transformadas (Escherichia coli DH5a), para multiplicar la cantidad de inserto con la

que se cuenta. El procedimiento fue el siguiente:

6.17 Generacioén de células competentes

En cajas petri con medio LA fueron sembrados 30 pL de células, por estriado y se
incubaron a 37 °C durante 14 h. Posteriormente se selecciond una colonia y se preinocul6
en 1 mL de medio LB y se incubd a 37 °C y 200 rpm durante 2h. A partir de esta solucion
fueron preinoculados 100 mL de medio LB, se incub6 a 37 °C y 200 rpm durante 4 h. El
medio se distribuye en tubos para centrifugar y se mantienen en bafio con hielo a 4 °C
durante 20 min. Transcurrido este tiempo, los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante
10 min a 4 °C. Se desechd el sobrenadante y el pellet se resuspendio en 7 mL de CaCl, 50
mM, la suspension se mantuvo en bafio con hielo a 4 °C durante 20 min. Transcurrido este
tiempo, los tubos se centrifugaron a 3500 rpm durante 10 min a 4 °C, se desechd el
sobrenadante y el pellet se resuspendié en 5 mL de CaCl, 100 mM. La suspensién de
células se distribuy6 en alicuotas de 400 pL. Los tubos se conservan en el ultracongelador
a-20°C.

6.18 Amplificacion del plasmido pJET1.2 Blunt por choque térmico

Las células competentes obtenidas en el paso anterior fueron descongeladas en bafio con
hielo a 4° C durante 5 min, se colocaron 100 pL de la suspension de células en un tubo
eppendorf y posteriormente se agregaron 3 pL de plasmido, el tubo se mantuvo a 4° C
durante 20 min, transcurrido ese tiempo el tubo se coloco6 en bafio maria a 42° C durante 45
segundos y nuevamente a 4° C durante 3 min. Se inocularon 500 pL de medio LB sin

antibidtico con la suspension de bacterias-plasmido y se incubé durante 45 min a 200 rpm.
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Transcurrido ese tiempo se inocularon 20 pL de la suspension en medio LA con 100
ngmL™ de ampicilina, se incubé a 37° C durante 14 h.

Debido a que el vector utilizado contiene un gen que le proporciona resistencia a
ampicilina al organismo que lo contiene, las colonias presentes en las placas son en las que

se logré ingresar el plasmido.

6.19 Extraccion del plasmido (MINI-PREPS).

A partir de una de las placas en las que crecieron células transformadas, se seleccion6 una
colonia y se inoculé un tubo eppendorf con medio LB con ampicilina, el tubo se incubé a
37° C y 200 rpm durante 18 h. transcurrido el tiempo, el tubo se centrifugé a 14000 rpm
durante 1 min. El sobrenadate se desechd y pellet se resuspendié en 350 puL de STET
(sacarosa, Tris HCI, EDTA, triton), posteriormente se agregaron 10 pL de lisozima en una
concentracion de 10 ugmL™ y se mezclé, el tubo se colocé en un recipiente con agua en
ebullicion durante un minuto, nuevamente se centrifugd a 14000 rpm durante 10 min, el
pellet formado en la parte inferior del tubo se retird del sobrenadante con un palillo estéril,
se agregaron 40 pL de acetato de sodio 3M a pH 5.2 y 600 pL de isopropanol, se mezcl6 e
incubdé durante 15 min a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se centrifugd a
14000 rpm durante 5 min, se deseché el sobrenadante, el pellet se lavd con 500 uL de
etanol al 70% y se centrifugd nuevamente a 14000 rpm durante 5 min, finalmente el

sobrenadante se desechd y el pellet se resuspendié en 30 pL de agua libre de RNasas.

6.20 Electroforesis.

Se agregaron 2 pL de tampon de carga a la digestion y se coloco en bafio maria a 65° C
durante 1 min, transcurrido el tiempo el tubo se coloco en bafio con hielo durante 3 min. La
mezcla se cargd en un gel de agarosa al 1% y se hizo correr a 85 V durante 75 min en
buffer TAE 1X. Terminada la electroforesis el gel se tifid con bromuro de etidio y se
visualizo bajo luz ultravioleta. Se tomo una imagen del gel con el equipo Gel Doc 1000 de

Bio Rad. En el gel también se coloc6 un marcador (el fago A digerido con la enzima de
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restriccion Pst | de FERMENTAS) para determinar la longitud de las bandas obtenidas en

la muestra.

6.21 Amplificacion del gen a partir de vector pJET1.2 Blunt.

Para la amplificacion se utilizaron dos combinaciones de cebadores Ol -Lac2 Yy Pjetl.2

forward y Pjet1.2 reverse (cuadro 5). La reaccion se realizé en tubos Eppendorf de 0.2 mL,

en un volumen total de reaccién de 50 pL conteniendo. Los componentes de la reaccién se

muestran en la tabla7 y el ciclo para la PCR en la tabla 8.

Solucion Vol (uL)
ADN molde 1

10x PCR Buffer 5

dNTPs 0.5

or 2

Lac 2 2

H,0 39.0

pfu 0.5

Tabla. 7 Reactivos para amplificacion del plasmido pJET1.2 Blunt.

La mezcla de reaccion se coloco en un termociclador MyCycler™ Thermal Cycler 170-

9701 de Bio-Rad con las siguientes condiciones:

Desnaturalizacion inicial 2 min 96°C 1 ciclo
Desnaturalizacion 1 min 96°C

Hibridacion 1 min 55°C 30 ciclos
Extension 0.5min | 72°C

Extension final 7 min 72°C 1 ciclo

Tabla. 8 Ciclo de PCR para el plasmido pJET1.2 Blunt.
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6 Resultadosy discusion

7.1 Evaluacion del perfil de isoenzimas extracelulares

En las figuras 4 y 5 se muestra el perfil de isoenzimas obtenido en los cultivos 1y 2.

En ambos cultivos se puede observar la presencia de tres isoenzimas una de
aproximadamente 40 kDa que en el caso de el cultivo 1 se presenta a las 144 h y en el
cultivo 2 a las 96 h, en ambos casos dicha isoenzima se mantiene hasta las 480 h,
mostrando su mayor actividad entre las 264 y 408 h. También se pueden observar en
ambos cultivos otras dos isoenzimas de 80 kDa y 90 kDa aproximadamente. En el cultivo 1
la isoenzima de 80 kDa se presenta a las 144 h de cultivo, permanece hasta las 480 h y
presenta mayor actividad a las 432 h. La isoenzima de 90 kDa se puede diferenciar a las
264 h, permanece hasta las 480 h y presenta su mayor actividad a las 432 h.

Para el cultivo 2 la isorforma de 80 kDa se presenta a las 144 h, y permanece con menor
intensidad desde las 160 h hasta las 240 h. A partir de las 264 h se mantiene con una
actividad constante, su actividad maxima se presenta a las 432 h y disminuye en las 456 y
480 h. La isoenzima de 90 kDa se presenta a las 288 h y se mantiene hasta las 480 h, su

mayor actividad se presenta a las 432 h.
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4 Perfil de isoenzimas del cultivo 1.
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5 Perfil de isoenzimas del cultivo 2.

7.2 Perfil de isoenzimas intracelulares

En las figura 6 se muestra el perfil de isoenzimas obtenido en el cultivo 1, se puede
observar la presencia de tres isoenzimas, una de aproximadamente 40 kDa presente desde
las 72 h hasta las 408 h, mostrando su mayor actividad entre las 216 y 240 h, la segunda
isoenzima de 70 kDa se presenta desde las 72 h y permanece durante toda la fermentacion,
sus mejores actividades se observaron desde las 408 hasta las 480 h. La isoenzima de 90
kDa se puede diferenciar desde las 96 h y al igual que la isoenzima de 70 Kda permanece

hasta las 480 h y presenta su mejor actividad desde las 408 hasta las 480 h.
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Figura. 6 Perfil de isoenzimas del cultivo 1.

La familia de las lacasas de P.ostreatus representa una gran variedad de enzimas, se ha
visto la presencia de diferentes patrones de expresion de las isoenzimas de lacasa
dependiendo de las condiciones de crecimiento y el estado fisioldgico del hongo (Giardina
et al., 1996). Datos obtenidos en el Laboratorio de Biologia Molecular del Centro de
Investigacion en Ciencias Biologicas por Armas (2009) y Cuatecontzi (2009) muestran la
presencia de tres isoenzimas que no permanecian durante toda la fermentacion, tanto en

medio liquido como en sélido.

7.3 Amplificacion a partir de ADN total.

En la figura7 se observan las bandas obtenidas como producto de la amplificacion con el
ADN genémico como molde. El pocillo 1 muestra el ADN total, el pocillo 2 el producto de
amplificacion con el par de primers Lacl-Lac2 se obtuvieron dos bandas de tamafios una
de 1800 pb (flecha amarilla) y otra de 2200 pb aproximadamente, el pocillo 3 es una
amplificacion con los primers Lacl-Lac2, los pocillos 4 y 5 muestran los productos de
amplificacion con el par de primers O1" y Lac2, se logran observar cuatro bandas, la de

mayor tamafo y concentracion es de 2700 pb y 3000 pb aproximadamente (flechas rojas).
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Figura. 7 Productos de PCR obtenidos con los primers O1"-Lac2.

Debido a que la banda de 2700 pb amplificada con los primers O1" y Lac2 es la que se
obtiene con mayor concentracion en comparacion con el otro par de primers probado, se
decidié purificar ese fragmento a partir de gel y se envi6é a secuenciar para su posterior

analisis y utilizacion en los experimentos.

7.4 Andlisis de la secuencia obtenida.

La secuencia obtenida fue de 517 nucleétidos (Fig. 8) con ella se realiz6 una busqueda en
BLAST (Basic Local Alignment Search Tool) con la finalidad de corroborar que el
producto de la amplificacion efectivamente era una lacasa y conocer su porcentaje de
similitud con las secuencias de los genes ya reportados. El resultado de la busqueda mostro

que la secuencia obtenida tiene méas del 90% de similitud con varias lacasas reportadas en
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el banco de datos, en particular, 90% con el gen completo y 94% con el mMRNA pox1 de la
cepa de Pleurotus ostreatus NRRL 0366 (Fig. 9).

1 CGTARATART GAGTCGCTCA CAGTTTICTA CATCCGATGA TCCCCATCCT ATAGCACACG
61 TICGACCTCC TCAGEAGTGC GEECTCTACT ACCTATAACT TCCACRCCCC TECECEACGEC
121 GATGTTETICL ACRATGGALC TGACGCGLRAC GRCALCGTCR CCATCCCGCT TTGTGROGSE
181 TRATCCAGEC CCATGGITCOC TCCACTGGER GEGATTITCGC GCRATTCGTG CGACAGCCAT
241 AGACTGACARG CATCCCCTAG CCACATTGAC TGGECATICICG ARATGTAGET GRCATICTTT
301 ATTGATTCCR TTACTCCACT CARLGECATT TAGCGCOCCIC GCCCCCCCCC CCCCCCCC
361 GACGCCCCEC CTATCCCCCC CCCCCCCOeG CACCCCCCCC CCCCCCCCAT cooooetocc

LA LA LA R L Tovuive DuuieubeLbsTo whbvvievivive Wivuiuioioiaie (LI L L e

421 TCOGTATATC HEECTCACAC CCOCCTCCCCC CECCCHEZCAC CCCCCCCCOCC CCCCCOCCCoc

4g1 et et e HHTTHHH
[} LLLLLLLLLL DULLLLLULL LLLLLLL LU U LIS

Figura. 8 Secuencia de nucledtidos obtenida.

Accession Description ‘E-:_x& gg ]g::!
Pleurotus eryngii laccase precursor (pel3) gene, complete cds 442 442 91%
PIEUrotus ostreatus pox1 gene for pnenol oxidase 1, partal cds 74 L74) 0% I
postrestos Lh'phemh'xrdasrge-uc s —— e
Pleurotus eryngii laccase gene, complete cds 248 248 90%
237

Pleurotus ostreatus pox1 mRNA for phenol oxidase 1, complete cds 237 3 94% I

P.ostreatus pox1 mRNA for diphenol oxidase 237 237 94%
Pleurotus eryngii laccase mRNA, complete cds 231 231 94%
Pleurotus eryngii mRNA for laccase (ery3 gene) 231 231 94%
Pleurotus ostreatus laccase mRNA, complete cds 231 231 94%

Figura. 9 Resultado del analisis de la secuencia obtenida en BLAST.

Confirmada la identidad del producto de amplificacion, pudo ser utilizado para las

siguientes pruebas.

7.5 Analisis de restriccion del gen Pox1 con CLC genomics Workbench.

CLC genomics Workbench es un programa bioinformatico utilizado para realizar analisis
geénicos, alineacion de secuencias de varios genes para hallar sitios conservados, encontrar
promotores, alinear primers a secuencias génicas, analisis de restriccion, entre otros.

En este punto se realizd el analisis del gen completo con distintas enzimas de restriccion,

con la finalidad de seleccionar la(s) que se utilizara(n) para la digestion de nuestro inserto.
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Lo que se busco fue que la enzima haga cortes romos, en regiones codificantes, que los

fragmentos obtenidos con los cortes tengan un tamafio entre 400 y 900 pb. Los resultados

obtenidos con las distintas enzimas evaluadas mostraron que las enzimas Smal y KspAl no

tienen sitio de corte en el gen pox1 (fig. 10 y 11), Alul tiene 16 sitios de corte, Pvull 3

sitios y BsuRI 10 sitios de corte. Las barras amarillas indican los exones, las lineas negras

entre esas barras los intrones y las flechas indican los sitios de corte de la enzima.

Smal y KspAl

Parameters:

Enzvmes used = Smal
Minimum number of cuts

1

Parameters:

Enzvmes used = Espal
Minimum nuamber of cuts

=1

Maximum mumber of cuts = 2147433647 Maximum number of cuts = 2147433617
Comments: Edit Comments: Edit
Found no restriction =ites. Found no restriction sites.
500 - Found 1 restriction fragment. Found 1 restriction fragment.
Figura. 10 Analisis de restriccion Smal.
Alul
600 —
igg Alul
jAlul (Alul Alul
300 — 01 Alul Alul Alul |Alul \Alul Alul
= | |laccase Alul Alul  jAlul Alul Alul Alul lac2
200 -_—
= 2 3
_— | | |
100 —

Figura. 11 Andlisis de restriccion Alul.
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NUmero de cortes presentes en el gen: 16

Posicion del corte: 22, 269, 310, 546, 626, 751, 853, 1638, 1729, 1802, 1851, 1968, 2096,
2309, 2474, 2570

Tamarnos de las bandas esperadas: 40pb, 247pb, 41pb, 236pb, 80, 125, 102 785,91, 73,
49, 117, 128, 213, 165 96, 14.

Pvull

1400

1200
1100
1000

a00

oo
700

01
600 laccase (Pvull Pwvull Pvull lac2
wE Moo

—I1

400

300 —

200 —

Figura. 12 Analisis de restriccion Pvull.

Numero de cortes presentes en el gen: 3

Posicion del corte: 310, 1638, 2096

Tamario de las bandas esperadas: 328pb, 1328pb, 458pb y 488pb
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Figura. 13 Andlisis de restriccion BsuRl.

Numero de cortes presentes: 10

Posicion del corte: 60, 147, 994, 1065, 1081, 1361, 1680, 2000, 2248, 2436

Tamarno de las bandas esperadas: 78pb, 87pb, 847pb, 71pb, 16pb, 280pb, 319pb, 320pb,

248pb, 188pbh, 148pb.

7.6 Analisis de restriccién en gel de agarosa

La figura 14 nos muestra el patron de bandeo resultante de la restriccion las enzimas

probadas. Con las enzimas Smal y KspAl, se puede observar que el gen no tuvo ningun

corte, lo que nos confirma lo obtenido en el analisis del gen con el programa

bioinformético.

Con Alul se obtuvieron bandas con tamarios de 1300 pb, 850 pb, 550 pb, 400 pb, 300 pby

200 pb aproximadamente De las bandas obtenidas, las que Unicamente pueden
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corresponder a las propuestas por el programa son la de 850pb, 300pb y 200pb, esto puede
deberse a cambios en la secuencias de reconocimiento para corte por esta enzima.

El patron de bandeo para Pvull dio como resultado una banda de 550pb, una de 400pb, una
de 300pb, una de mas de 200pb y varias de menos de 200pb, para este caso las bandas que

muestran correspondencia con el anélisis bioinformatico son la de 400 y 300pb.

Por ultimo, el patrén de bandeo de BsuRI mostré bandas de 1300pb, 900pb, 600pb, 500pb,
300pb y varias menores de 200pb, las bandas que muestran correspondencia son las de
900pb y la de 300pb.

En todos los casos, se obtuvieron varios fragmentos con tamafios menores a 200pb, debido
a que la diferencia en tamafio entre algunas de esas bandas es de menos de 30pb, y al tipo
de gel que se esta utilizando, no es posible que las bandas se separen de manera clara y se
observen como un “barrido” en la parte inferior del gel. Este mismo caso ocurre con las

bandas con tamafios menores a 100pb.

La razén principal por la que los fragmentos resultantes de la digestion del gen in vitro no
son los mismos que los que nos propone el programa, puede deberse a que a pesar del alto
porcentaje de similitud entre las secuencias del gen obtenido y el de las bases de datos, la
secuencia del gen que se amplificd no es igual que la del pox1, lo que es posible, ya que la
cepa con la que se esta trabajando es distinta a la cepa de la que caracterizaron el gen
reportado en la base de datos, la Unica manera de corroborarlo es secuenciando el gen

completo.

Como se puede observar en el gel, con todas las enzimas se logra tener un fragmento entre
300pb y 500pb aproximadamente, estas bandas son las que pueden utilizarse
potencialmente como fragmentos para silenciamiento, sin embargo, la enzima que presenta
bandas mejor definidas y concentradas en esos tamafios es BsuRl, es por eso que se decidid
utilizar dicha enzima para la obtencion de los fragmentos a ingresar en el vector de

clonacion.
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Figura. 14 Andlisis de Restriccion con distinta endonucleasas.

7.7 Restriccion para la purificacion de las bandas a clonar

La figura 15 muestra las bandas obtenidas como producto de la digestion in vitro del gen
amplificado, en él se logran ver con mas claridad las bandas obtenidas con la enzima
BsuRI. Los numeros anotados en el lado derecho de la imagen sefialan el tamafio
aproximado de los fragmentos resultantes. Como se puede observar, hay dos bandas mas,
una de 1000 pb y una de 1300 pb que no se observan en el patrén de bandeo de la figura 14

con BsuRl.
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Figura. 15 Restriccion con BsuRl.

Para la purificacion de los fragmentos se requiere que las bandas estén bien delimitadas, lo
que se logra aumentando el porcentaje de agarosa en el gel y el tiempo de la electroforesis,
esto permite una mejor separacion de las bandas, sobre todo cuando la diferencia de
tamafo entre ellas no es grande. Es por esto que en la figura 15, aunque se mantiene el

patrén de bandeo, se muestra un mayor numero de bandas que en la figura 14.
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7.8 Purificacién de las bandas a clonar

Purificacién restriccion
BsuRl

Carril | Pares de bases (pb)

1500 1 Marcador
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Figura. 16 Purificacion de las bandas a clonar. Tabla. 9 Bandas obtenidas en la

purificacion.

La figura 16 muestra las bandas obtenidas en la purificacion, en tanto el cuadro 9 los
tamarnos aproximados de dichas bandas. Como se puede observar, se lograron recuperar
todas las bandas cortadas. En el carril 2 se ven dos bandas, y en el resto de los carriles,
aunque no bien delimitadas, se logran distinguir las bandas, lo anterior se debe como en el
gel anterior a la concentracion del gel, el tiempo de corrida y a la cantidad de muestra

agregada a cada pozo.

7.9 Amplificacion del plasmido con los insertos

La ligacion de los insertos al vector de clonacion se realizo de dos maneras distintas. En la
primera se seleccionaron fragmentos purificados (500 y 300pb) y se ligaron al vector de
clonacion. En la segunda, la digestion total se purificd y a la soluciéon se le agrego el vector

y la ligasa.
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Las dos ligaciones se amplificaron con primers para el plasmido. Los resultados se
muestran en las figuras 17 y 18.

La figura 17 muestra las bandas obtenidas de la amplificacion del vector con fragmentos
seleccionados y purificados (500 pb y 300 pb). Como puede observarse se lograron
amplificar los fragmentos insertados, y una banda de 200 pb adicional, cuya presencia
podria deberse a que cuando se corrio el gel las bandas no se separaron lo suficiente y al

cortar el gel se incluy6 esa banda.

La figura 18 muestra las bandas obtenidas en la amplificacion del vector ligado a la
digestion total. Como era de esperarse, se obtiene un mayor nimero de bandas, desde 200
pb hasta 700 pb, las bandas se muestran bien definidas y en concentraciones suficientes
evaluadas s6lo mediante la intensidad que presentan. De esta manera corroboramos que se
logré en ambos casos se logré por ambos procedimientos insertar distintos fragmentos del

gen en un plasmido de seleccion.

M pJET+Ins pJET+Ins pJET+Ins

1500pb
1000pb
1000
500ph
500 gt
Figura 18 Productos de la amplificacion Figura 17 Producto de la

con fragmentos seleccionados amplificacion con la digestion total
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6 Conclusiones

e En este trabajo se logro realizar la evaluacion del perfil de isoformas de Pleurotus
ostreatus PoB, intra y extracelulares. EI nimero de isoformas presentes en esta
cepa son tres y se encuentran ubicadas a la altura de las bandas de 40 KDa, 80 kDa
y 90 KDa del marcador de peso molecular, aproximadamente en ambos casos,
coincidiendo con los perfiles reportados para esta especie.

e Se lograron estandarizar las condiciones de reaccion para la amplificacion de un
gen de lacasa de la cepa PoB de Pleurotus ostreatus, con primers modificados a
partir de los disefiados de las regiones conservadas de los genes de lacasa ya
reportados.

e Se logré amplificar un gen de lacasa con una longitud de 2700 pb y que tiene 90%
de similitud con el gen completo poxl de la cepa NRRLO366 de Pleurotus
ostreatus y 94% de similitud con el RNAm del mismo gen y de la misma cepa.

e La enzima de restriccion BsuRI fue la que produjo un fragmento de 517pb a partir
del gen amplificado, de este fragmento se obtuvo también la secuencia. La
secuencia y el tamafio de este fragmento lo hacen potencialmente utilizable para
estudios exitosos de silenciamiento.

e Adicionalmente se obtuvo una coleccién de fragmentos de distintos tamafios del
gen amplificado, ligados a un vector de clonacion para su posterior amplificacion e
insercion en un vector de silenciamiento, para evaluar su impacto en el abatimiento

de la expresion de la actividad lacasa.
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7 Perspectivas

La generacion de los plasmidos con distintos fragmentos del gen son de gran utilidad,
ya que se podria secuenciar cada banda resultante en la amplificacion hasta tener el gen
completo y caracterizarlo, o bien seleccionar alguno de los fragmentos con tamarios
entre 200pb y 500pb y ligarlos a un vector de silenciamiento para evaluar la funcion de

estas enzimas en el hongo.
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9 AnNexos

Soluciones utilizadas:

1. Electroforesis en geles de poliacrilamida

a) Solucién de acrilamida/Bis 30 %

Acrilamida

29.2 g

Bis-acrilamida

08¢

Aforar a 100 mL de H,O MilliQ.

b) Buffer Tris-HCL 8.8

Tris-HCL

1829

SDS

29

Se disuelve el Tris-HCI se justa el pH a 8.8 y se afora a 100 mL, posteriormente se

adiciona el SDS y agita hasta que se disuelva. La solucion se conserva a 4° C

c) Buffer Tris-HCL 0.5 M pH 6.8

Tris-HCL

6.05g

SDS

049

Se disuelve el Tris-HCI se justa el pH a 6.8 y se afora a 100 mL, posteriormente se

adiciona el SDS vy agita hasta que se disuelva. La solucién se conserva a 4° C
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d) Buffer tanque 10x (concentrado)

Tris-base 159
Glicina 7049
SDS 59

Se disuelven los primeros dos reactivos y al final se le agrega el SDS).

e) Buffer tanque 1x (de corrida)

60 mL de buffer tanque 10x y aforar 600 mL

f) Buffer de muestra

Tris-HCI pH 6.8 0.312 mL
Glicerol 0.625 mL
Azul de bromofenol | 0.25 mg
SDS 50 mg
H,O 1.3890 mL

*Para hacer geles desnaturalizantes se les adiciona 3-mercaptoetanol.

h) Persulfato de Amonio 10% (prepararlo al momento de realizar el gel)

i) TEMED (Sigma)

j) Buffer de Fosfatos pH 6.5

KH,PO, 11.3891
K,HPO, 2.8472
Ajustar el pH a 6.5 y aforar a 1L.
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2. Soluciones para Extraccion de ADN

a) Tampodn de lisis

Reactivo

Tris-HCI 0,2 M pH 8.0

EDTA 100 mM pH 8.0

SDS 1% (p/v)

b) Fenol Neutro:

Se mezclan por agitacion 4 volumenes de fenol &cido con 1 volumen de Tris-HCI 1M pH
8.0. Se mantiene la mezcla en reposo hasta que se separen la fase superior acuosa y la
inferior fendlica. El fenol asi preparado se conserva a 4° C en un recipiente opaco,
manteniéndose durante al menos un mes.

c) CIA:

Se prepara mezclando 24 volumenes de cloroformo con un volumen de alcohol isoamilico.
d) Fenol-CIA:

Se prepara mezclando volimenes iguales de fenol neutro y CIA.

e) TE:

Reactivo

Tris-HC1 0,2 M pH 8.0

EDTA 100 mM pH 8.0
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) Etanol 70%
g) Etanol absoluto

h) Isopropanol

3. Soluciones para células competentes
a) Cloruro de calcio 50 mM
b) Cloruro de calcio 100 mM

4. Soluciones para la extraccion de ADN plasmidico
a) STET

Tris-HCI 10 mM pH 8.0

Sacarosa 8%

triton X-100 0.5 %

EDTA 50 mM, pH 8.0.

b) Lisozima en una concentracion de 10 pg/mL
c) Acetato de sodio 3M a pH 5.2

d) Isopropanol

Medio de cultivo utilizado para bacterias

Medio Luria—Bertani (LB): Medio de cultivo utilizado para la propagacion y

conservacion de las cepas de Escherichia coli.

Bacto-triptona 10.0g
NaCl 10.0g
Extracto de levadura 5.0 ¢

Agua destilada c.s.p. 1L

Se ajusto el pH a 7.5 con KOH 0.1 M.
Cuando fue necesario utilizarlo como medio sélido (Medio LA) se adiciond agar

bacterioldgico 2 % (p/v), se esterilizd y se vertieron 30 mL de medio en cajas Petri.
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Para la seleccidn de las bacterias transformantes se agreg6 ampicilina a una concentracion
final de 100 pg/mL.
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