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RESUMEN

Los hongos son organismos eucariotas que influyen en nuestra vida cotidiana, su
impacto en el ambiente se debe a su papel como desintegradores, esto involucra reacciones de
oxidacion en las que participan enzimas del tipo fenoloxidasas y/o peroxidasas que se
encuentran de manera intrinseca en los complejos enzimaticos de algunos organismos.

Los hongos del género Pleurotus se han distinguido por contener un complejo
enzimatico constituido por lignina peroxidasas, manganeso peroxidasas y lacasas. Las lacasas
se producen en sistemas de fermentacion tanto sélidos como liquidos. Entre estos hongos
tenemos a Pleurotus ostreatus el cual es un basidiomiceto capaz de producir enzimas lacasa
intra y extra celulares.

Los hongos filamentosos son la principal fuente de enzimas y metabolitos, entre éstos
tenemos al grupo de los Zygomicetos, los cuales conforman un grupo importante que han sido
utilizados en la industria de la fermentacion de alimentos, Entre los zigomicetos tenemos a
Amylomyces rouxii, del cual no se ha reportado la presencia de enzimas o genes que
codifiquen para lacasa dentro de su genoma. Por esta razon, se planea evaluar las isoenzimas
de lacasa de Pleurotus ostreatus y Amylomyces rouxii en medio liquido y aislar e introducir un
gen de lacasa de Pleurotus ostreatus en un vector de clonacion.

Se realizaron fermentaciones liquidas de Pleurotus ostreatus y Amylomyces rouxii para
la identificacion del perfil de isoenzimas lacasa mediante electroforesis de SDS-PAGE intra 'y
extraceluares, por otro lado se extrajeron muestras de DNA con fenol-CIA y se realizaron
PCR con cebadores especificos de las extremos de las regiones codificantes del gen de lacasa
para su amplificacion. Las bandas obtenidas se secuenciaron para identificar un gen de lacasa
que se integré dentro de un vehiculo plasmidico para posteriores analisis.

Se identifico el perfil de isoenzimas lacasa producidas en fermentacion liquida,
mostrando un patrén de isoenzimas de 37 y 50 kDa que corresponde con lo ya reportado
previamente en otras cepas y organismos productores de lacasas. También se identifico el
perfil intracelular que muestra un perfil de tres isoenzimas en las primeras horas de la
fermentacién y que corresponde con los tamafios aproximados de 37, 50 y 80 kDa
respectivamente.

Para Amylomyces rouxii con las pruebas realizadas en el laboratorio no se identificaron

isoenzimas lacasa y/o genes que codifique para esta enzima.



Finalmente, se aislé e identificacion de un gen de lacasa de Pleurotus ostreatus de una
longitud aproximada de 2700 pb, que consta de toda la region codificante del gen con un 90 %
de similitud con lacasas de Pleurotus ostreatus y un 91 % de lacasa de Pleurotus eryngii de

acuerdo con el analisis del NCBI con lacasas ya reportadas.
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1. INTRODUCCION

1.1 Los hongos y su importancia

La sociedad humana ha obtenido beneficios de los microorganismos de muchas
formas, algunos son necesarios para la elaboracién de alimentos, tales como pan, queso,
cerveza o para sintesis de antibidticos, vacunas, vitaminas, enzimas y otros productos de
interés (Prescott y cols., 2004), por otro lado, algunos organismos presentan una serie de
capacidades metabdlicas apropiadas para llevar a cabo la degradacién de compuestos
contaminantes. Entre éstos, los hongos tienen gran importancia en términos de beneficio, asi

como en términos de perjuicio dependiendo de la especie a la que pertenezcan.

Los hongos son organismos eucariotas que influyen en nuestra vida cotidiana en
diversas areas como la medicina, la agricultura y la ciencia (Hara y cols., 1992), su impacto en
el ambiente se debe a su papel como desintegradores, por ejemplo, ayudan a la degradacion de
materia organica acumulada hasta compuestos organicos y moléculas inorganicas simples, de
esta forma se liberan y se ponen a disposicion de otros seres vivos sustancias como carbono,
nitrégeno, fésforo y otros compuestos cruciales para su sobrevivencia (Prescott y cols., 2004).
La degradacién de estos compuestos involucra reacciones de oxidacién en las que participan
enzimas del tipo fenoloxidasas y/o peroxidasas que se encuentran de manera intrinseca en los

complejos enzimaticos de algunos organismos.

Los organismos aislados de la naturaleza que producen metabolitos de interés lo hacen
a niveles muy bajos, por lo tanto es necesario incrementar estos rendimientos para lograr una

mayor rentabilidad de los procesos.

Una opcion atractiva es la expresion heterologa, en este proceso se utiliza un
organismo diferente como hospedero del gen que contienen la informacion necesaria para la
sintesis de un metabolito de interés. Este es el método mas aplicado en la producciéon de
proteinas durante los ultimos afios, por lo que es utilizado no s6lo en la obtencién de productos

para la industria, sino también en la obtencion de moléculas de importancia biomedica (Garcia



y cols. 2007). La mayoria de estos sistemas emplean como hospedero a la bacteria Gram
Negativa Escherichia coli por diversas razones, entre las que destacan, su rapido crecimiento,
su amplia caracterizacion genética, la disponibilidad de un gran nimero de cepas y de vectores
de expresion y la capacidad de producir proteinas a gran escala. Pero tiene limitaciones en
cuanto a la maquinaria para las modificaciones postraduccionales que algunas proteinas
requieren para ser funcionales, por lo que es necesario intentar con organismos que por su

naturaleza ofrezcan mejores oportunidades en este sentido (Esclapez 2004).

El reciente desarrollo de este tipo sistemas de transformacién mediado por ADN de
varias especies de hongos ha motivado una amplia investigacion hacia el desarrollo de
expresion en estos organismos. Esta tecnologia es ahora un medio viable para la mejora de
cepas de hongos y esta siendo estudiada para aplicarse a la produccion de productos

heterélogos de enzimas, antibidticos y productos quimicos. (Berka y Barnett, 1989)

Por lo tanto, la utilizacion de estas herramientas resultan en una alternativa para
incrementar la productividad y el rendimiento de metabolitos de un organismo, todo esto
mediante el mejoramiento de una cepa a través del control de su genoma., una opcion es el uso
de técnicas llevadas a cabo en &reas como la ingenieria genética, gracias a que han
revolucionado el procedimiento de clonacién de ADN, asi se puede lograr que genes de
cualquier tipo puedan ser tomados de su ambiente natural, analizados, alterados y reinsertados

en el mismo tipo de organismo o en otro diferente que posea mayores ventajas.

Es asi que la produccion de diferentes sustancias como, productos quimicos, hormonas,
antigenos, enzimas y otras sustancias de interés pueden realizarse en grandes cantidades
debido al clonado de genes especificos en organismos que pueden ser desarrollados en escala

industrial.

Los hongos filamentosos son capaces de producir una amplia gama de enzimas y

proteinas en grandes cantidades, la mayoria de ellos son transformados utilizando plasmidos,



los cuales son integrados dentro del genoma (Wang y cols. 2005). Por estas razones, los

hongos filamentosos tienen un enorme potencial como anfitriones de ADN recombinante.

2. ANTECEDENTES

2.1 Los hongos filamentosos

Los hongos filamentosos son la principal fuente de enzimas y metabolitos y con el
crecimiento de la industria biotecnoldgica han sido empleados en procesos de fermentacion a
nivel industrial por contar con caracteristicas como bajo costo en su produccién, conservacion
y una alta productividad, por lo que se han incrementado esfuerzos de investigacion tanto en
genética, técnicas moleculares y mejoramiento de los bioprocesos para ser utilizados,
manipulados y que puedan obtenerse beneficios de estor organismos (Wang y cols., 2005).

La aplicacion de técnicas en ingenieria genética en hongos filamentosos ha llevado a
grandes avances en el conocimiento de la estructura, organizacién y regulacion genética de
estos microorganismos (Cardoza y col., 2006). Estos son capaces de producir una amplia gama
de enzimas y proteinas en grandes cantidades, la mayoria de ellos son transformados
utilizando plasmidos, los cuales son integrados dentro del genoma (Wang y cols., 2005), por
estas razones, los hongos filamentosos tienen un enorme potencial como anfitriones de ADN

recombinante.

Entre estos hongos, tenemos al grupo de los Zygomicetes, que se han utilizado en la
industria de la fermentacion de alimentos. Entre los principales géneros utilizados tenemos a:
Rhizopus, Amylomyces, Actinomucor, Mucor, Chaetostylum y Thamnidium (Hesseltine 1991),
qgue son utilizados como iniciadores de procesos de fermentacién en la elaboracion de

productos alimenticios.

Entre estos organismos, Amylomyces, es un género monotipico compuesto por una sola

especie Amylomyce rouxii (Kito y cols., 2009) descubierta en 1892, en un estudio taxonémico



de Amylomyces basado en aspectos morfoldgicos, se ha determinado la produccion de una
gran cantidad de clamidosporas producidas en el micelio aéreo y el sustrato, las cuales son
globosas, crece rapidamente produciendo colonias blancas en medios sintéticos y se encuentra
filogenéticamente relacionado con Rhizopus oryzae. (Abe y col., 2006; Ellis y cols., 2009;
Kito y cols., 2009).

Amylomyces rouxii es un zigomiceto capaz de desarrollarse en efluentes contaminados
con compuestos aromaticos policlorados, por ejemplo, de industrias de manufactura de papel,
de donde se ha logrado aislar (Tomasini y cols., 1996). Este hongo ha demostrado la capacidad
de degradar pentacolorofenol (PCP) hasta en un 85% de su concentracion inicial, tanto en
medio de cultivo solido sobre soportes biodegradable (Marcial y cols., 2005) como en medio
de cultivo liquido (Montiel y cols., 2004). Se ha reportado que posee un complejo enzimatico
que incluye tirosinasas que lo protegen contra radiaciones y algunas otras condiciones
estresantes (Fan y Flurkey 2004), Dicha enzima es usada en procesos de biorremediacion en
suelos que contienen compuestos fendlicos y como un biosensor para determinar
contaminacion ambiental. Se ha utilizado también en industrias como la de produccién de
cosmeéticos, alimentos y farmacéuticas. Amylomyces se ha utilizado principalmente en la
elaboracion de productos fermentados como bebidas y produccién de acido lactico debido a
que posee enzimas como glucoamilasas, capaces de degradar almidon y amilopeptina (Wang y
cols., 2006). Otro hecho importante es que ha sido transformado con peroxidasas de
Phanerochaete chrysosporium utilizando promotores de alta eficiencia y terminadores de
Aspergillus y las ha expresado causando un incremento en el porcentaje de degradacion del
toxico (Montiel y cols., 2009) lo que habla no s6lo de la expresion si no de la funcionalidad de

las peroxidasas obtenidas.

Las caracteristicas como rapido crecimiento y bajos requerimientos nutricionales,
hacen de Amylomyces rouxii una buena eleccion como hospedero del gen de lacasa, ya que
revisando la literaria del area no se ha reportado la presencia de estas enzimas o de los genes
que la codifiquen dentro de su genoma, lo que permitiria una evaluacion mas objetiva de su

expresion heter6loga, asi como ser una especie factible de ser transformada al tener



antecedente de haber expresado genes heter6logos de peroxidasa. Aunado a esto, tiene la
caracteristica como la facilidad de desarrollarse en ambos sistemas de fermentacion, tanto
solido como liquido, que hacen de este organismo una buena opcion para intentar expresar

heter6logamente enzimas de interés producidas por otros organismos.

2.2 Los Basidiomicetos: Pleurotus ostreatus

Los basidiomicetos constituyen el grupo mas habil de microrganismos a la hora de
Ilevar a cabo la eliminacién rapida y efectiva de lignina, debido a que presentan un complejo
enzimatico conformado por enzimas tales como: lacasas, lignina peroxidasas (Li-P) y
manganeso peroxidasas (Mn-P), de hecho son los mayores productores de fenoloxidasas del
tipo lacasa y otras enzimas degradadoras de lignina (Baldrian, 2006), Entre los basidiomicetos
estudiados, el genero Pleurotus se ha distinguido por su capacidad para producir lacasas
cuando es cultivado en sistemas de fermentacion tanto solidos como liquidos. Se ubica entre
los hongos que causan la pudricién blanca (WRF por sus siglas en ingles White Rot Fungi), en
donde las lacasas son consideradas parte de su sistema ligninolitico (Eggert y cols., 1997) En
particular, los hongos del género Pleurotus degradan lignina de forma méas extensa y
rapidamente que otros organismos conocidos (Cullen y Kersten 1996), en sistema de
fermentacion liquida ha sido utilizado para la degradacion de compuestos organicos como los
hidrocarburos policiclico arométicos (Betzalel y cols. 1996a). y es capaz de metabolizar y
mineralizar hidrocarburos policiclicos aromaticos (Bezalel y cols. 2007) y colorantes
artificiales causantes de contaminacion ambiental en industrias, se ha observado que estan
sujetos a la reaccién de oxidacion que las fenoloxidasas llevan a cabo, de tal manera pueden
ser transformados por estas enzimas a compuestos menos toxicos, incluso hasta la

mineralizacion, razon por la que se ha incrementado el interés por su estudio.



2.3 Lacasas y su funcién

Las multicobre oxidasas (MCOs) contienen un centro con cobre que cataliza la
oxidacion de varios sustratos junto a la reduccion de peroxidos a agua, entre éstas tenemos a
las lacasas que tienen una amplia distribucion entre hongos y plantas debido a su participacion
en la trasformacion de una amplia variedad de compuestos fendlicos y a la degradacion de

lignina por los hongos (Li y cols., 2011, Sirim y cols., 2011).

Las lacasas son polifenoloxidasas (p~difenoloxidasa, EC 1.10.3.2) y son una de las
enzimas mas estudiadas por su interés comercial. La primera vez que se encontraron estas
enzimas fue en 1883, en el arbol Rhus vernicifera, en Japon (Record y cols., 2002), pero
también se han encontrado en varios organismos como hongos, insectos y bacterias (Soden y
cols., 2002). El papel biologico de las lacasas no ha sido completamente definido, sin
embargo, se le atribuye diferentes procesos bioldgicos tales como: la esporulacion, la
produccién de pigmento y la degradacion de la lignina y su funcién depende del tipo de

organismo al cual pertenezcan,

Las lacasas fungicas pueden ser constitutivas o inducibles también intracelulares o
extracelulares (Sariaslani 1989), su produccion es parte importante en el proceso de
colonizacion el sustrato y esta relacionada con la pigmentacion y patogenicidad (Sonden y
cols., 2002) también son determinantes en la produccion de cuerpos fructiferos (Murrieta y
cols., 2002) y varias lacasas encontradas son extracelulares y se asocian al crecimiento. Estas
enzimas han sido detectadas y purificadas a partir de distintas especies de hongos y se ha

observado que se producen multiples isoenzimas (Palmieri y cols., 2000).

Las lacasas son glicoproteinas monomeéricas aungue algunas también son multiméricas,
son enzimas que catalizan la oxidacién de p-difenoles acoplada con la reduccion del oxigeno
en agua. Son consideradas polifenoloxidasas cupro-proteicas que catalizan la oxidacién de una
gran cantidad de compuestos fendlicos con la reduccion correspondiente del O, a H,O sin la
necesidad de H,O, para su accion (Palmieri y cols., 2000). Catalizan la reduccién de 4

electrones de oxigeno a agua acoplado a la oxidacion de sustratos organicos de bajo peso



molecular. Tienen un sitio catalitico caracterizado por cuatro d&tomos de cobre unidos a tres
sitios REDOX (T1, T2 y T3), a su vez unidos a cuatro electrones para reducir oxigeno a agua
mientras oxida su respectivo sustrato (Kunamneni 2008). Son capaces de catalizar la
oxidacion, polimerizacion o transformacion de compuestos aromaticos como el fenol o la
anilina, otros no aromaticos como los alquenos o antropogénicos contaminantes a derivados
menos toxicos. Asi se pueden listar entre su gran diversidad de sustratos a los fenoles,
colorantes, pesticidas, e hidrocarburos aromaticos policiclicos (Karam 2007, Rodgers y cols.,
2009). Precisamente debido a su alta inespecificidad para oxidar compuestos toxicos,
constituyen una buena alternativa para implementarse en procesos de biorremediaciéon de
suelos y aguas, asi como en las industrias papelera y petroquimica (Prescott y cols., 2004,
Baldrian 2005).

El interés de la lacasa en la industria es incrementar su potencial para ser utilizados en
diferentes sectores, sus aplicaciones son variadas y van desde los sectores textiles, de
alimentos, papel, en la industria farmacéutica, nano biotecnologia, cosméticas y bio-
remediacion. También se han mostrado que participan activamente en la descomposicion de la
lignocelulosa (Salmones y cols.,, 2005), a nivel industria su importancia radica en la
destoxificacion de residuos (Salony y cols., 2007), saneamiento de aguas y biorremediacion
(Madzak y cols., 2006).

2.4. Genes e Isoformas

Las lacasas en los basidiomicetos estan codificadas por varios genes, por lo general, las
secuencias de lacasa descritas en las bases de datos codifican para una cadena polipeptidica de
entre 520-550 aminoacidos. El alineamiento de secuencias de lacasas de hongos ha mostrado
que los dominios de unién al cobre estan altamente conservados, incluso cuando el resto de la
secuencia de aminoacidos posee una baja similitud. Se ha reportado que lo hongos del género
Pleurotus secretan mas de una isoenzima lacasa. La familia de lacasas del basidiomiceto
Pleurotus ostreatus representan un grupo variado de enzimas. Ademas de la isoenzima POXC

(Giardina y cols., 1996), que representa la produccion méas abundante, el hongo excreta la



isoenzima POXA1w vy la lacasa heterodimérica POXAS3, que se ha observado estable en pH
alcalinos. También, se ha mostrado que el cobre en Pleurotus ostreatus promueve la expresion
de las isoenzimas POXA1b regulando asi el nivel de la transcripcion del gen; siendo el poxalb
ARNmM el mas abundante en la transcripcion inducida a todos los tiempos de crecimiento
analizados (Palmieri y col., 2000). Hasta ahora se han reportado 11 genes (laccl, lacc2, lacc3,
lacc4, lacch, lacc6 lacc7, lace8, laccl0, laccll, laccl2), sin embargo, solo se han encontrado
las secuencias de 6 genes completos en las bases de datos, de los cuales se han logrado aislar
seis diferentes isoenzimas de Pleurotus ostreatus (Pezzellay cols., 2012) y su expresion puede
depender de las condiciones de cultivo (Palmieri y cols 2000) y de la fase de crecimiento
(Lettera y cols., 2010).

La regulacion de la expresion de genes de la lacasa difiere de un organismo a otro,
reflejando probablemente las diferentes funciones fisioldgicas de estas enzimas en los hongos.
La expresion de genes de lacasa en algunos hongos puede ser estimulada por inductores, por
ejemplo Pleurotus ostreatus que se ha mostrado la induccidn por cobre ser adicionarlo en el
medio de cultivo, mientras que en otros, la expresion es sensible a las condiciones del medio
de cultivo y es afectada por las concentraciones de nitrogeno o fuentes de carbono. Por otro
lado, se ha mostrado que la regulacion de los genes puede estar influenciado por regiones
denominas elementos de repuesta a xenobidtico (MRX) y elementos de respuesta a metales
(MRE). Algunos estudios han demostrado que la expresion de genes para las isoenzimas de
lacasa en fermentacion en estado soélido puede ser diferente a los presentes en fermentacion

sumergida (Iwashita 2002).

Sin embargo, a pesar del conocimiento que se tiene y de su enorme potencial para
descontaminacion, su uso se ha limitado a escala de laboratorio debido a los elevados costos
de produccion (Majeau y cols,. 2009). Por lo tanto, resulta imprescindible la bldsqueda de
nuevos organismos capaces de producir cantidades apreciables de metabolitos de interés que

puedan degradar compuestos toxicos.



Dentro de los estudios para el mejor conocimiento de estas enzimas en Pleurotus
ostreatus, se han aislado algunas isoformas con el fin de conocer sus caracteristicas cataliticas.
A pesar de que éstas presentan mejores actividades enzimaticas y de que se hayan estudiado
sus caracteristicas de produccion en distintos sistemas de fermentacion, ademas de tener
identificados algunos genes que las codifican, este organismo no es un buen modelo para

llevar a cabo estrategias para su sobreproduccién debido a su lento crecimiento

Por estas razones en el presente estudio se pretende evaluar a Amylomyces rouxii al
determinar las caracteristicas intrinsecas de produccion de lacasas 0 genes que no se estén
expresando, ademéas de determinar los perfiles de isoenzimas lacasa en la cepa PoB de
Pleurotus ostreatus, asi como aislar y clonar en E. coli uno de los genes gue las codifican para

tenerlo disponible para estudios posteriores.



3. JUSTIFICACION

Amylomyces rouxii es un hongo filamentoso que presenta rapido crecimiento, facilidad
para desarrollarse en ambos sistemas de fermentacién y un complejo enzimético que favorece
su desarrollo en condiciones estresantes. Este organismo ha sido utilizado para la degradacién
de compuestos toxicos y en los Gltimos afios se han realizado investigaciones en las que se
evalla su potencial de aplicacion en procesos biotecnoldgicos, especialmente de
biorremediacion y como un organismo susceptible de ser transformado al introducir en su
genoma genes de otros organismos por lo que resulta interesante determinar si este organismo

con un complejo enzimatico constituido por lacasa.

Por otro lado Pleurotus ostreatus es un organismo productor de lacasas con variacion
en el nimero de isoenzimas y actividad dependiendo de la cepa utilizada y el sistema de
cultivo, razén por la cual es determinante evaluar estos parametro en la cepa PoB cultivada en
medio liquido. Las lacasas son enzimas utilizadas para diferentes procesos biotecnolégicos
como la biorremediacion. Por esta razon resulta una opcién atractiva contar con un gen de

lacasa disponible para su uso en posteriores estudios de expresion.

Por lo tanto se plantean las siguientes preguntas de investigacion:

¢ Cuenta Amylomyces rouxii con actividad extracelular de lacasas o genes que la codifiquen?

¢Cudl es el perfil de isoenzimas que presenta la cepa PoB de Pleurotus ostreatus cultivada en
medio liquido?.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar las isoenzimas de lacasa de Pleurotus ostreatus y Amylomyces rouxii en medio liquido

e introducir un gen de lacasa de Pleurotus ostreatus en un vector de clonacion.

4.2 .Objetivos particulares

1. Determinar los perfiles de isoenzimas de lacasa de la cepa PoB de Pleurotus ostreatus

en cultivo en medio liquido.
2. Definir la capacidad intrinseca de Amylomyces rouxii para producir lacasas a través de
la evaluacion de su actividad enzimatica y de la determinacion de la existencia de

genes que codifica para su sintesis.

3. Aislar al menos un gen de lacasa y obtener un vehiculo plasmidico con el gen de lacasa

de Pleurotus ostreatus disponible en E. coli.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Microorganismos utilizados

Pleurotus ostreatus: Se utiliz la cepa Po. B de Pleurotus ostreatus que forma parte de la
coleccion de hongos del Laboratorio Institucional de Hongos Comestibles de la Universidad

Auténoma de Chapingo.

Amylomyces rouxii: Donada por el laboratorio de Ingenieria Genética y Metabolitos
Secundarios de la Universidad Auténoma Metropolitana-l1ztapalapa, aislada de un efluente de

desecho de la industria del papel.

Escherichia coli DH5a (E. coli DH5a), donada por el laboratorio de Ingenieria Genética y
Metabolitos Secundarios de la Universidad Autonoma Metropolitana-Iztapalapa, utilizada en
experimentos de trasformacion debido a su alta eficiencia de transformacion, tiene una
mutacion en el gen Z del operdn lac que permite seleccionar a las transformantes que posean

un plasmido capaz de originar la a-complementacién de dicha mutacion.

Genotipo: deoR, endAl, gyrA96, recAl, hsdR17 (rk-, mk+), relAl, supE44, thi-1, A(lacZY A-
argFv169) f80dlacZAMI5F L.

5.2 Vector

pJET 1.2/Blunt (Fermentas) Vector de clonacién comercial de 2,974 pb para E. coli
(Figura 1), se encuentra en forma lineal con Eco321 (EcoRV) y esta disefiado para la
clonacion de productos PCR generados por polimerasas dejan productos en terminacion romo
Contiene un gen letal (eco47IR) que es interrumpido al ligar el inserto de ADN en el sitio de
clonaje, lo que facilita la seleccion de las recombinantes. Como marcador de seleccion posee

resistencia a ampicilina.
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Figura 1. Plasmido pJET1.2/Blunt, su digestién con EcoRV que deja extremos romos

5.3 Medios de cultivos

5.3.1 Medio de cultivo utilizado para bacterias

Medio Luria—Bertani (LB): Medio de cultivo utilizado para la propagacion y
conservacion de la cepa de Escherichia coli. La composicion del medio LB se muestra en la
tabla 1.

Tabla 1. Componentes del medio LB

Bacto-triptona 1009
NaCl 10.0¢

Extracto de levadura  5.0g
Agua destilada  c.s.p 1000 mL

Se ajusto el pH a 7.0 con KOH 0.1 M.

Cuando se utilizé como medio sélido (Medio LA), se adicion6 agar bacteriolégico al 2
% (p/v), se esterilizd y se vertieron 30 mL de medio en cajas Petri.

También se utilizo para la seleccion de las bacterias transformantes que contuvieran el
plasmido con resistencia al antibidtico mediante la adicién de ampicilina (concentracion final:
100 pg/mL).
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5.3.2 Medio de cultivo utilizado para hongos

Agar extracto de malta (EMA): Se utiliz6 para la produccién, propagacion y
conservacion de micelio de Pleurotus ostreatus y Amylomyces rouxii, se utilizaron cajas Petri
(Pleurotus ostreatus) y matraces Erlenmeyer de 125 mL (Amylomyces rouxii) con 30 mL

medio agar extracto de malta (Dibco) siguiendo las especificaciones del fabricante.

Agar Papa Dextrosa (PDA). Medio utilizado para la conservacion de hongos.

Medio PMY: Medio de cultivo liquido utilizado para el crecimiento del micelio de

Amylomyces rouxii. Su composicion se muestra en la tabla 2

Tabla 2. Composicion del medio PMY

Glucosa 409
NaNO; 39
Extracto de levadura 29

KCI 0.5g
MgS0O,.7H,0 05¢
FeS0O,4.7H,0 0.01g
H,O destilada C.S.p. 1000 mL

Se ajusto el pH a 6.0 con KOH 0.1 M
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Medio Melin-Norkrans (MN): Utilizado como medio de cultivo liquido para el
crecimiento de Pleurotus ostreatus y Amylomyces rouxii. Su composicién se muestra en la
tabla 3.

Tabla 3. Composicion del medio Melin-Norkrans

Extracto de levadura 590
Glucosa 10g
K,HPO, 0.4g
ZnS0O,47H,0 0.001¢g
KH,PO, 0.6g
FeSO4 7H,0 0.05¢
MnSO4 H,0 0.05¢g
MgSO, 7H,0 05¢g
H,O destilada c.s.p. 1000 mL

(Ainsworth 1995 Modificado).

Se Ajusto el pH a 6.5 con NaOH 0.1 M y/o HCI 1 M.

Todos los medios descritos anteriormente se esterilizaron en autoclave con vapor a presion a

121 psi durante 15 minutos.

Antibidtico

Ampicilina: Se utiliz6 como marcador de seleccion para bacterias.

5.4 Condiciones de crecimiento

5.4.1 Condiciones de crecimiento de Escherichia coli DH5a (E. coli)

Para el crecimiento de E. coli se utilizaron los medios LB y LA, dependiendo si se
requeria sélido (LA) o liquido (LB). Para seleccionar las transformantes con el plasmido se
adicion6 ampicilina como marcador de seleccidn, se incubaron a 37°C durante 24 h (Medio
LA) y 120 rpm (Medio LB).
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5.4.2 Conservacion y propagacion de Pleurotus ostreatus y Amylomyces rouxii

Para su conservacion, Pleurotus ostreatus y Amylomyces rouxii fueron sembrados en
medio PDA e incubados a 24°C durante 7 y 3 dias, respectivamente. Después de este tiempo
se mantuvieron en viales con glicerol al 40% a -20°C hasta su utilizacién. Para su propagacion
se sembraron en placas con medio EMA, se incubaron en las mismas condiciones y se

conservaron en refrigeracion a 4°C.

5.5 Evaluacion de la presencia de isoenzimas lacasa en Pleurotus ostreatus y

Amylomyces rouxii

5.5.1 Fermentacion liquida de Pleurotus ostreatus

La fermentacion liquida de Pleurotus ostreatus Po B se realiz6 en medio Melin-
Norkrans. En matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de medio se inocularon 3 pellets de
4 mm de didmetro sin agar tomados con un horadador de un pre inéculo propagado con
anterioridad y re-suspendidos en 2 mL de agua estéril. Se incubaron a 24°C con agitacion
orbital constante a 120 rpm. Se realizaron 3 fermentaciones con 21 matraces cada una y se
tomaron muestras a las 0 h (tiempo 0) y posteriormente cada 24 h hasta completar 21

muestras.

Obtencion de biomasa y extracto crudo enzimatico

Para la obtencion del extracto enzimatico de Pleurotus ostreatus Po B se tomaron
alicuotas de los puntos de muestreo en tubos Eppendorf de 1.5 mL, Cada alicuota se
centrifugd durante un minuto a 10,000 rpm, el sobrenadante se transfiri6 a tubos tipo Falcén

de 50 mL y se conservaron a -20°C hasta el momento de ser utilizados.

La biomasa obtenida por centrifugacion se utiliz6 para la extraccion de ADN.
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5.5.2 Fermentacion liquida de Amylomyces rouxii

Método de propagacion de Amylomyces rouxii
La propagacion de Amylomyces rouxii se realizd en matraces Erlenmeyer de 125 mL
con 30 mL de medio EMA y se incub0 a 24°C durante 3 dias hasta que el hongo esporuld,

después de lo cual se conservaron en refrigeracion a 4°C hasta su utilizacion.

Obtencion de esporas: Para la obtencion de las esporas de Amylomyces rouxii, se
agregaron 5 mL de Tween 80 al 0.2% (v/v) a cada matraz Erlenmeyer, se dejé en agitacion en
una parrilla magnética durante 5 minutos para favorecer la liberacion de las esporas, al
finalizar el tiempo se filtré con una tela estéril y se realiz6 el conteo de esporas con la cAmara

de Neubauer.

Conteo de esporas: Las esporas se contaron en una cdmara de Neubauer, se realiz
contando las areas de recuento para globulos rojos.rojos y se calcul6 el nimero de esporas/mL

con la siguiente formula

Esporas N A 4
—ml "% X 25 X factor dilucion X 1x10

Donde N es el numero de esporas contadas en total

Meétodo de Fermentacién liquida de Amylomyces rouxii

La fermentacion liquida de Amylomyces rouxii se realiz6 en medio Melin-Norkrans.
Muestras de 1 mL de suspensién de esporas con aproximadamente 5.8x10° esporas/mL se
inocularon en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de y se incubaron a 24°C con
agitacion orbital constante a 120 rpm. Se realizaron 3 fermentaciones con 21 matraces cada

unay se tomaron muestras a las 0 h (tiempo 0) y posteriormente cada 24 h durante 20 dias.
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Obtencion de biomasa y extracto crudo enzimatico

Para la obtencion del extracto, se tomaron alicuotas de cada punto de muestreo en
tubos Eppendorf de 1.5 mL. Cada alicuota se centrifugd durante un minuto a 10,000 rpm vy el
sobrenadante se trasfirié a tubos tipo Falcon de 50 mL que se conservaron a -20°C hasta el

momento de ser utilizados.

5.5.3 Determinacién de isoenzimas mediante Zimogramas

Para identificar las isoformas de lacasa, se tomaron muestras del cultivo de Pleurotus
ostreatus en medio MN al tiempo inicial (tiempo 0) y posteriormente cada 24 h durante 20
dias y del cultivo de Amylomyces rouxii cada 12 h durante 5 dias. Se utilizo la técnica de
zimografia mediante electroforesis en geles de acrilamida en condiciones semi-
desnaturalizantes en cubetas Mini-Protean (Bio-Rad). La concentracion de acrilamida fue del
4 % en el gel concentrador y de 12% en el gel separador y se revel6 con 2,6-dimetoxifenol
(DMP), el cual ha sido reportado como sustrato para revelar zimogramas de lacasa (Sodem y
cols., 2002).

En tubos Eppendorf se mezclaron 29 pLL de muestra y 6 uL de buffer de muestra y se
cargaron en cada pocillo de gel. Se aplicd un voltaje constante de 150 V y se dejé correr
durante 90 minutos, para determinar una referencia del peso molecular, se utilizé el marcador
pre tefiido para SDS-PAGE Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio Rad) que

comprende un intervalo de peso molecular de 10 a 250 kDa.

Para revelar los geles se utilizo DMP 2mM disuelto en buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.5,
se anadio la mezcla a los geles despueés de la electroforesis, se agitaron 15 minutos y se dejo
en reposo durante 12 h. Para quitar el exceso de DMP se lavd 3 veces con agua desionizada

durante 15 minutos cada vez.
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5.5.4 Identificacion de actividad lacasa con siringaldazina

Se determind la presencia de actividad lacasa cualitativamente para el cultivo de
Amylomyces rouxii. Para esto se utilizo siringaldazina que es ha reportado como un sustrato
para lacasa, con la siguiente metodologia: se preparo siringaldazina al 1% en etanol al 96%, se
tomaron 100 pL de siringaldazina 1% Yy de disolvio en 800 pL de buffer de fosfatos 0.1 M pH
6.5y 100 pL de extracto enzimatico, se incubaron a 24°C y se observé de forma cualitativa el
cambio de color. Como control positivo se determiné la actividad lacasa de una muestra del

extracto enzimatico de Pleurotus ostreatus.

5.6 Busqueda de genes que codifican para lacasa en Pleurotus ostreatus y
Amylomyces rouxii

Propagacion de Pleurotus ostreatus para obtencion de ADN

Para la obtencion de la biomasa de Pleurotus ostreatus Po B se tomaron alicuotas de
cada punto de muestreo en tubos Eppendorf de 1.5 mL a partir de los matraces de la
fermentacion liquida para la determinacion de la actividad enzimética. Cada alicuota se
centrifug6 durante un minuto a 10,000 rpm y la biomasa obtenida por centrifugacion se utilizd

para la extraccion de ADN.

Propagacion de Amylomyces rouxii para obtencion de ADN

Para la obtencion del ADN total de Amylomyces. Rouxii, se inocularon
aproximadamente 1x10° esporas en medio PMY, se incubaron a 24°C con agitacion orbital
constante a 120 rpm durante 48 h, después se recupero el micelio por filtracion, se lavé con 50
mL de solucion isotdnica (NaCl 0.9% p/v), 50 mL de solucién de lavado (EDTA 100 mM pH
8.0, NaCl 150 mM vy Tris-HCI 50 mM pH 8.0) y agua estéril, se secd con papel filtro
Whatman hasta retirar el exceso de humedad y el micelio se guardd en tubos Eppendorf a

-20°C hasta el momento de ser utilizados
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5.6.1 Obtencién de acidos nucleicos

5.6.1.1 Extraccion de RNA total

Para la extraccion de RNA total todo el material utilizado se traté previamente con
dietil pirocarbonato (DEPC) 0.2 % (v/v). Para su obtencion se selecciond un punto de la

fermentacion liquida por presentar mayor nimero de isoenzimas.

La muestra se congeld con nitrégeno liquido y se macerd con un pistilo, la extraccion
de RNA total se realizd con el kit RNeasy mini kit (Qiagen) siguiendo el protocolo del

fabricante.

5.6.1.2 Transcripcion reversa (RT)

Después de la extraccion de RNA total, se realiz6 una limpieza para eliminar residuos
de ADN utilizando DNasa tipo | que degrada el ADN.

Posteriormente, se realizo la técnica de trascripcion reversa (RT por sus siglas en inglés
Reverse transcription) la cual tiene como objetivo sintetizar una cadena de ADNCc a partir de

un RNA molde. Se realizo la sintesis del ADNc a partir del RNA total, previamente tratado

con DNasa |, para esto se utilizé el cebador: Oligo d(T)ig 5>-TTTTTTTTTTTTTTTTTT-3
(Fermentas), que es un cebador que utiliza la regién Poli(A) de los mRNA, esta reaccion se
realizado con el kit Revertaid™ Premium First Strand cDNA Synthesis Kit (Fermentas),
siguiendo el protocolo del fabricante.

La reaccion se realizé en un tubo eppedorf de 200 uL de la siguiente manera:

Tabla 4 Reactivos para la reaccion de RT-PCR

RNA total, tratado con DNasa 5uL
10 mM dNTPs Mix 1uL
H,O libre de nucleasas 8 uL
5X TR Buffer 4 uL
Premium Reverse Transcriptase 1L
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5.6.2 Extraccion de ADN gendmico de Pleurotus ostreatus y Amylomyces rouxii

Para la extraccion de ADN gendmico de Pleurotus ostreatus y Amylomyces rouxii, se

realizo la técnica de Fenol-CIA.

A partir de la fermentacion liquida, cada muestra se lavé con 50 mL de solucion de
lavado (EDTA 100 mM pH 8.0, NaCl 150 mM y Tris-HCI 50 mM pH 8.0), solucion isoténica
(NaCl 0.9% p/v) y agua estéril. Una vez lavado, el micelio se recogid y se seco con papel filtro
para retirar el exceso de humedad.

Al finalizar, todo el micelio se congelé con nitrégeno liquido y se maceré en un
mortero con ayuda de un pistilo, después se recogi6 el polvo obtenido y se separ6 en alicuotas
(aproximadamente 100 mg de muestra pulverizada) en un tubo Eppendorf. A continuacién se
afiadieron 0.5 mL de tampon de ruptura (EDTA 100 mM pH 8.0, SDS 1% pl/v, Tris-HCI 0.2
M, ajustado a pH 8.0), se homogeniz6 y se afiadieron 0.5 mL de fenol y 0.5 mL de CIA
(cloroformo-alcohol isoamilico en una relacion 24:1), Se mezcl6 con suavidad y se incubo a
50°C durante 20 minutos (mezclando constantemente con suavidad), al finalizar el tiempo se
centrifugé a 14,000 rpm a temperatura ambiente durante 5 minutos y se recuperd la fase
acuosa (esta fase de desproteinizacion se lleva a cabo mediante extraccion sucesiva con fenol-
CIA hasta que se obtiene una interface limpia, aproximadamente 7 u 8 ocasiones), a
continuacion se hizo una nueva extraccion con un volumen de CIA y se precipita el ADN a
4°C durante 12 horas con 0.7 volimenes de isopropanol. Se centrifugé a 14,000 rpm a 4°C
durante 20 minutos, se desecho el sobrenadante y se re-suspendié el precipitado con 1 mL de
etanol al 70% (v/v). Finalmente el precipitado se secd y se re suspendié en 20 uL de TE
(EDTA 1 mM pH 8.0, Tris-HCI 10mM pH 8.0).

5.6.3 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Mediante la busqueda en literatura y el analisis de las secuencias disponibles en las
bases de datos internacionales se realizé una alineacion de genes completos y la seleccion de
los cebadores se realiz6 de acuerdo a lo reportado por Giardinia y cols., (1996). A uno de ellos

(0O1) se le modificd por la integracion de nucleétidos pertenecientes a la region conservada del
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inicio del gen Pox 2, haciéndolo més largo y més especifico para la region promotora del gen

y cambiando su nombre a O1".

Forward O1” * 5’-ATGTTTCCAGGCGCACGGATTCT-3’
Reverse LAC 2* 5’-GCGCTGCAGCTAAGCTATGCCACCTTTGTC-3”

Se realizo la técnica de reaccién en cadena de las polimerasas (PCR), la cual tiene por
objetivo amplificar regiones de ADN utilizando cebadores especificos de la region de interés.
La mezcla de reaccién se realizé en tubos Eppendorf de 200 uL. mantenidos a 4°C durante
todo el proceso, los reactivos utilizados fueron los mostrados en la tabla 5.

Tabla 5. Reactivos para la reaccion de PCR

10X Pfu Buffer 5uL
dNTP’s (2 mM) 1L
Forward O1” Primer(20 mM) 2 uL
Reverse Lac 2 Primer (20 mM) 2 uL

Pfu Polimerasa 0.5 puL
ADN (Muestra) 2 pL
DEPC Treated water 37.5puL
Volumen Total 50 pL

La PCR se realiz6 en un termociclador My Cicler (Bio-Rad) con 30 ciclos en las siguientes

condiciones:
Desnaturalizacion inicial 96°C 4 minutos 1 Ciclo
Desnaturalizacion 96°C 1 minuto
Alineacion 52°C 1 minuto }30 Ciclos
Extension 72°C 3 minuto
Extension final 72°C 7 minutos 1 Ciclo

5.6.4 Electroforesis en geles de agarosa

Para el andlisis y separacion de ADN, se utilizaron geles de agarosa a una
concentracion de 1.0 % preparado con Buffer TAE 1X (Tris 40 mM, acido acético 20 mM,
EDTA 1 mM, pH 8.4 de Fermentas). Para esto se mezclaron 3 pL de producto de PCRy 2 uL
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de buffer de carga (Azul de bromofenol y xilencianol en Tris pH 8.0) y 5 pL de agua libre de
nucleasas, se dejaron a bafio maria durante un minuto a 85°C e inmediatamente después se
sumergieron en hielo, enseguida se afiadieron al pozo del gel y se corrié en una camara
horizontal durante 85 minutos a 85 V, para la estimacién del tamafio se utiliz6 Gene Ruler™

100 pb DNA Ladder (Fermentas) como marcador de peso molecular.

Para la identificacion de las bandas de ADN, el gel de agarosa se tifié con una solucion
de bromuro de etidio (BrEt) a una concentracion de 0.5 pg/L durante 15 minutos, se
observaron las bandas mediante luz UV en un transluminador (UltrasLum) y se fotografié en
un equipo Gel Doc XR™ 170-8170 (Bio Rad).

5.6.4.1 Purificacion de productos de PCR a partir de geles de agarosa.

Para la purificacion de los productos de PCR, se prepard un gel de agarosa “low
melting point” con una concentracién al 1 % (p/v) en TAE 1X. Para cada pozo se mezclaron
20 pL de producto de PCR, 2 uL de buffer de carga y 8 pL de agua libre de nucleasas se
dejaron a bafio maria durante un minuto a 85°C e inmediatamente después se sumergieron en
hielo, se cargaron en el gel y se dejé corre en las condiciones descritas previamente, se
seleccionaron las bandas de mayor peso molecular, para su purificacion se utilizo el Kit

Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) siguiendo el protocolo del fabricante.

Secuenciacién de productos de purificados
Los productos de obtenidos de la purificacion se enviaron a secuenciar para confirmar la

presencia del inserto buscado.

5.7 Amplificacion del vector

Obtencidn de células competentes de Escherichia coli con CaCl,
Con la finalidad de facilitar la insercion del plasmido en las bacterias, se generaron
células competentes de E. coli con cloruro de calcio (CaCl,) con la siguiente metodologia

23



Para esto se utilizaron bacterias de E. coli DH5a. Se tomé una colonia incubada en
placa y se inoculé en 5 mL de medio LB, se dejé incubar 12 h a 37°C, después se transfirid en
100 mL de medio LB y se incub6 4 h a 37°C y 120 rpm, al finalizar se mantuvo en hielo a 4°C
durante 30 minutos, se centrifugd a 5,000 rpm a 4°C durante 7 minutos para quitar el exceso
de medio, se re-suspendié en 20 mL de CaCl, 50 mM y se dejo en hielo a 4°C durante 20
minutos, se centrifugd 10 minutos a 4°C y se les retird el sobrenadante, se realizd un segundo
lavado con CaCl, 50 mM, se centrifugandolo a 7000 rpm durante 10 minutos a 4°C, al final el
pellet se resuspendié en 2 mL de CaCl, 100 mM, se hicieron alicuotas de 100 pL en tubos

Eppendorf y se guardaron a —20°C hasta su utilizacion (no mayor a una semana).

Insercion del fragmento al plasmido pJET1.2/Blunt
La insercion del gen dentro del plasmido se realizd con una reaccion de ligacion, ésta
consistié en lo siguiente: el plasmido digerido y el inserto se purificaron, se realiz6 una

reaccion de ligacion de acuerdo con la siguiente esquema.

Inserto 3 UL
Plasmido pJetl.2 /Blund 1puL

La mezcla se introdujo en agua a 65°C durante 15 segundos, después se introdujo en
hielo inmediatamente y se mantuvo en hielo a 4°C durante 2 minutos, finalmente se agregaron
los siguientes reactivos.

T4 DNA Ligase 1L
Buffer ligase SuL

Y se dejé en incubacién a 22°C durante 12 h

El plasmido se introdujo en E. coli DH5a mediante choque térmico para su
amplificacion, la obtencion de las células competentes y la introduccion se realizé con la
metodologia mencionada anteriormente.

Introduccion del plasmido mediante choque térmico
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Se tomd una alicuota de 100 pL de células competentes con CaCl, y se descongeld en
hielo a 4°C durante 5 minutos, se le agregd 3 pL de plasmido y se dejé en bafio con hielo a
4°C durante 20 minutos, de inmediato se dio un choque térmico en bafio maria a 42°C durante
1 minuto para abrir los poros de la bacteria y permitir la introduccién del plasmido, después
del choque térmico se transfirio a hielo a 4°C durante 3 minutos, posteriormente se agregaron
500 pL de medio LB sin ampicilina y se dejé en incubacién 60 minutos a 37°C y 200 rpm,
finalmente se tomaron alicuotas de 100 pL y se sembraron en medio LA + Amp (100 pg/ml) a
37°C durante 24 h.

Aislamiento de ADN plasmidico (MINI-PREPS)
Para la obtencion del ADN plasmidico se siguio la siguiente metodologia:

Se tomo una colonia del medio LA + Amp con un palillo estéril, se inoculd en 25 mL
de medio LB +Amp (100 pg/mL) y se dejé incubando durante 18 h a 37°C y 140 rpm, después
de la incubacion, se centrifugd a 14,000 rpm durante un minuto, se decantd y se resuspendid
en 350 pL de soluciéon de STET (Sacarosa 8% p/v, Tris-HCI 10 mM pH 8.0, EDTA 50 mM
pH 8.0, Triton X-100 0.5% v/v), se agregd 20 pL de solucion de lisozima (10 mg/mL), esta
solucion se mezcl6 por inversion durante un minuto y los tubos se sumergieron en agua en
ebullicion durante un minuto, se centrifugd a 14,000 rpm durante 10 minutos y se retiraron los
restos celulares con un palillo estéril, el ADN plasmidico se precipité con 40 pL de acetato de
sodio 3 M pH 5.2 y 600 pL de isopropanol, se mezcld y se dejé en reposo durante 15 minutos,
después se centrifugd a 14,000 rpm durante 5 minutos y el precipitado se lavé con etanol al 70
% (v/v), finalmente el etanol se dejé evaporar y se resuspendio en 100 pL de agua estéril libre

de nucleasas.

Analisis de las colonias transformadas con el plasmido

El analisis de las colonias de E. coli se realizé de forma directa al contener el plasmido
un gen que confiere informacion para una proteina letal que al ser ligado entres si promueve
letalidad en las células que lo contenga, por lo tanto, las colonias encontradas son las que

contienen el plasmidos con el inserto del gen dentro de él.
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Se seleccionaron colonias para la extraccion de plasmido mediante las técnicas
descritas previamente y se confirmé la presencia del inserto mediante PCR, para esto se
realizd una PCR con las condiciones descritas previamente con los siguientes cebadores.

Secuencias de los cebadores.

Forward 5’-CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC-3’
Reverse 5’-AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG-3’

Los cebadores corresponden con secuencia del plasmido en el sitio de corte.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Este trabajo se encuentra dividido en dos partes: la primera etapa comprende la
evaluacion del perfil de isoenzimas lacasa producidas en las fermentaciones liquidas para
ambos organismos y la segunda corresponde con el aislamiento de un gen de lacasa de

Pleurotus ostreatus y su insercion en un plasmido de clonacion.

6.1 Perfil de isoenzimas lacasa en Amylomyces rouxii

En la Figura 2 se muestra un zimograma realizada a partir de las muestras obtenidas de
la fermentacion de Amylomyces rouxii para evaluar la presencia de isoenzimas lacasa

presentes en este organismo.

En este gel de acrilamida se puede observar que no se presentd alguna actividad que
evidenciara la presencia de lacasas, por lo tanto se puede determinar que no estan presentes o
gue no se estan expresando genes que puedan tener la informacidn necesaria para la sintesis de
enzimas lacasas o bien que el método utilizado para la evaluacion de actividad no es

suficientemente sensible para su deteccion.

—

24h  48h  72h  96h  120m COMplposiive

Figura 2. Zimogramas de extracto enzimatico extracelular de Amylomyces rouxii
Alternativamente se realizaron pruebas cualitativas para evidenciar actividad. Entre los

reactivos utilizados para determinar la presencia de lacasa en este organismo encontramos y

utilizamos ABTS, 2,6 DMP, guayacol y siringaldazina que han sido reportados como sustratos
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para determinar la presencia de lacasas y se utilizaron como pruebas cualitativas para
determinar que no hay presencia de actividad lacasa en Amylomyces rouxii. Como resultado no
se obtuvo ningun ensayo positivo para lacasa, al no observarse cambios en la coloracion de la

mezcla de reaccion (figura 3)

i 1.- Control positivo (Pleurotus ostreatus)
' 2.- Amylomyces rouxii
3.- Control negativo (Blanco)

Figura 3. Determinacion de actividad lacasa con siringaldazina

En la primera etapa se muestra la ausencia de isoenzimas con actividad lacasa en
Amylomyces rouxii, ya que mediante tecnias de zimografia no se encontraron evidencias de
estas enzimas, Cabe sefialar que no se han reportado enzimas lacasa en Amylomyces ni en

Rhizopus, un organismo filogenéticamente muy cercano.

Sin embargo, la ausencia de actividad lacasa no implica la ausencia de genes que por
alguna razén no se estén expresando, debido a que estos genes pueden ser inducibles
(Sariaslani 1989), o que sus condiciones de cultivo no sean ideales para expresar estas enzimas
(Palmieri y cols 2000) que favorezcan su expresion, por lo tanto, este trabajo también muestra
la ausencia de un gen de lacasa, para esto se realiz6 una PCR con las condiciones
estandarizadas de Pleurotus ostreatus, en la figura 4, se muestra una electroforesis en gel de
agarosa con el producto amplificado por PCR, en el primer carril se muestra el marcador de
peso molecular, en el segundo el producto de PCR de Amylomyces rouxii, en el cual se
muestra un amplicén de aproximadamente 500 pb, sin embrago, no se logro secuenciar este
amplicén, en el tercer carril se muestra el producto de PCR de Pleurotus ostreatus utilizado
como control positivo, donde se muestra un amplicén de 2700 pb aproximadamente. Puede ser

esta a razon por la que no se realizo la amplificacion. Sin embargo, Montiel, (2005), utilizando
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cebadores disefiados para lacasas a partir de la regiéon correspondiente al sitio activo, no
obtiene amplificacion tampoco para este hongo. A pesar de que la mayoria de las pruebas
realizadas para determinar la presencia de lacasa en Amylomyces rouxii, para poder
contundentemente, reportar la ausencia de lacasas es necesario el disefio de nuevos cebadores
para tener una mayor oportunidad de obtener un amplicén, tal vez usando regiones diferentes a

las utilizadas en éste y en trabajos previos.

-— -
MW A. rouxii Po B

. 1

- ~2700 pb

Figura 4. Gel con el producto de PCR de Amylomyces rouxii (Carril 2) y de Pleurotus ostreatus (Carril 3) como control,
usando cebadores para lacasa

6.2 Isoenzimas lacasa extracelulares de Pleurotus ostreatus

Para Pleurotus ostretus se obtuvo el extracto enzimatico intra y extraceluar, con el cual
se determinaron las isoenzimas de lacasa mediante electroforesis SDS-PAGE. Con esta técnica

se identifico del perfil de isoenzimas lacasa,
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En la Figura 5 se muestra un gel de acrilamida del perfil de isoenzimas extracelulares
de lacasa producidas por Pleurotus ostreatus, se observa la presencia de dos isoenzimas de un
tamafo aproximado de 37 y 50 kDa respectivamente iniciando a las 96 h y continuando asi
durante toda la fermentacion. A las 264 h se observa que las primeras isoenzimas de 37 y 50
kDa respectivamente incrementan su actividad conforme avanza la fermentacién. A las 144 h
se observa la presencia de una isoenzima mas de aproximadamente 80 kDa, este perfil
continua hasta las 240 h en donde se puede observar que su intensidad disminuye

notablemente.

hla

e

8h 72h 9S6h 120h 144h 168h 192h 216h 240h 264h 288h 312h 336h B860h 384h 408h 432h 456h

— — ————— e ——e L .

Figura 5. Zimogramas de Pleurotus ostreatus de extracto enzimatico extracelular

Isoenzimas lacasa intracelulares de Pleurotus ostreatus

En la figura 6, se muestra un gel de acrilamida del perfil de isoenzimas intracelulares
de lacasa. Se observaron tres isoenzimas, de 37, 50 y 80 kDa, desde las 120 h hasta las 240 h.
A las 264 h se puede observar que s6lo se mantiene una isoenzima de aproximadamente 37
kDa, hasta las 432 h y a las 456 se observan 2 isoenzimas. A las 360 y 432 h se observa un
incremento en la actividad similar a lo ocurrido en lo presentado en el perfil enzimatico de

actividades lacasa extracelualres.
Estos resultados corresponden con los obtenidos en estudios previamente descritos

donde se muestran tamafos similares a los obtenidos en este trabajo, como el de Mansur y

cols., (2003) que lograron caracterizar cuatro isoenzimas (Lccl, Lcc2, Lce3 y Lecd) de
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Pleurotus ostreatus V-184 con un peso molecular de 60 kDa, 65 kDa, 80 kDa y 82 kDa
mediante geles SDS-PAGE, sin embargo, Lettera y cols., (2010) determinan el peso molecular
de Laccl2 como de 55 kDa mediante SDS-PAGE. En general las lacasas de hongos son

proteinas de aproximadamente 60 a 70 kDa (Piscitelli y cols., 2010; Lettera y cols., 2010).

250 kD 7 -, - X\ - B

100 kD ,
75kD e

' - - =T
S0kD e bl R - - ; :
| QSRR u‘a
.

M 72 96 120 144 168 192 216 240 264 |\ /R88 312 336 360 384 408 432 456 480

Figura 6. Zimogramas de Pleurotus ostreatus de extracto enzimatico intracelular donde se muestra el perfil de
isoenzimas lacasa durante la fermentacion

6.3 Analisis de acidos nucleicos

Para el analisis de trascritos de Pleurotus ostreatus se realizo la técnica de RT-PCR
para la obtencion de ADNCc de lacasa a partir de RNA total obtenido siguiendo la metodologia

descrita previamente.

En la figura 7, se muestra una electroforesis en gel de agarosa donde se muestra los
resultados obtenidos de la RT-PCR con las bandas obtenidas que corresponden al ADNCc, en el
primer carril se muestra el marcador de peso molecular, en el cuarto y quito carril se muestra
amplicones obtenidos de esta técnica para las muestras de Pleurotus ostreatus, donde se puede
observar que se obtuvieron diferentes bandas con una longitud aproximada de 2200 pb, 900
pb, 700 pb, 550 pb, 450 pb y 300 pb. Todas las bandas se purificaron y se secuenciaron, sin
embargo, las bandas de 300, 450, 550 y 700 pb corresponde con RNAs ribosomales y no

corresponden con una lacasa y de las de mayor longitud (2200 y 900 pb) no se logré su
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secuenciacion. Es recomendable estandarizar una técnica de RT-PCR que nos permita la

obtencion de un ADNCc de lacasa, ya que no se logro aislarlo en el laboratorio.

Figura 7. Gel de agarosa donde se muestra los diferentes amplicones en el carril 4 y 5 que corresponde al ADNc
obtenidos a partir de RT-PCR

6.4 Anélisis del gen de Pleurorus ostreatus obtenido mediante ADN total

Para realizar el analisis de los genes obtenidos de las bases de datos, alineacion de
secuencias de varios genes para hallar sitios conservados, corroborar las secuencias de
cebadores, encontrar promotores, alinear primers a secuencias genicas, analisis de restriccion,
construccién y modelacién de los plasmidos, simulaciones de electroforesis, digestiones entre
otros se utilizé el programa bioinformatico CLC Genomics Workbench 3.0,(CLC Bio), que
nos permitio el andlisis de nuestros datos, asi como, el modelado de construcciones de
plasmidos y electroforesis de insertos, estos datos fueron utilizados para realizar una

simulacion para determinar que resultados esperar con las pruebas realizadas.
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MW PCR

Figura 8. Producto de PCR a partir de DNA total de Pleurotus ostreatus, en el carril 2 se muestra un amplicon de 2700
pb que corresponde al gen POX

En la figura 8 se observa un gel de agarosa con el producto amplificado por PCR a
partir de una muestra de ADN total de Pleurotus ostreatus. Se observa una banda (Carril 2)
con una longitud aproximada de 2700 pb. La banda se purifico y se secuencio para el analisis

posterior.

Algunos genes de lacasa se han reportado con longitudes parecidas a las obtenidas en
este estudio, por ejemplo, Pox4 se ha reportado 3297 pb, el pox3 con 4400 pb, el pox5 una
secuencia parcial de 2837 pb (Pezella y cols.,2008). Sin embargo, para comparar el tamafio

real de nuestro inserto, es necesario secuenciar todo el producto de PCR.
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Los resultados de la secuencia se analizaron en BLAST para determinar la similitud

que hay con las lacasas, se obtuvo una similitud del 90 % con un gen de lacasa de Pleurotus

ostreatus y un 91% de similitud con una lacasa de Pleurotus eryngii, con este resultado

podemos concluir que nuestro inserto obtenido por PCR corresponde a una lacasa de

Plaurotu

s ostreatus (Figura 9).

Sequences producing significant alignments:

Accession Description sﬁ :;ﬂ ct:?\ﬁ:e i:lllel:t
AY686700.1  Pleurotus eryngii laccase precursor (pel3) gene, complete cds 440 440 93% 91%
AB514560.1  Pleurotus ostreatus poxl gene for phenol oxidase 1, partial cds 429 429 94% 90%
£22591.1 P.ostreatus diphenol oxidase gene 429 429 94% 90%
GUS55215.1 Pleurotus eryngn laccase gene, complete cds 248 248 55% S0%
AB514561.1  Pleurotus ostreatus poxl mRNA for phenol oxidase 1, complete cds 237 237 45% 94%
F1532086.1 Pleurotus ostreatus laccase-like (CHSH) mRNA, partial sequence 237 237 45% 94%
£34847.1 P.ostreatus pox1l mRNA for diphenol oxidase 237 237 45% 94%
5U480806.1  Pleurotus eryngii laccase mRNA, complete cds 231 231 45% 94%
AM773988.1  Pleurotus eryngii mRNA for laccase (ery3 gene) 231 231 45% 94
pragssar 1 Pleurotys ostreatis |accase mRNA, complete cds 231 231 45% S4%

Figura 9. Resultado de la busqueda con BLAST para determinar la similitud con lacasas reportadas en las bases de

6.5 Construccion del plasmido pJET1.2/Blunt con el inserto

datos.

Para la construccion del plasmido con el inserto identificado se utilizéd un plasmido

comercial de clonaciéon (pJET1.2/Blunt Fermentas) y se realiz6 una ligacion previamente

descrita en la metodologia.

pJET1.2 + Inserto + Primers-1

5588 bp

Figura 10. Plasmido construido con el gen de lacasa, simulacién con un programa bioinformatico
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En la figura 10 se muestra el plasmido construido, en color anaranjado se muestra el
gen de lacasa que se identifico mediante BLAST e insertado en el plasmido. El plasmido
construido tiene un longitud aproximada de 5500 pb. Este tamafio lo corroboramos con

digestion de corte Unico en el plasmido y un gel de agarosa como se muestra en la figura 11.

pJET1.2 Inserto
5588 bp

Figura 11. Gel con el plasmido lineal digerido con BamH1 y esquema del vector con el inserto, para visualizar el sitio
de corte Unico

En la Figura 11 se muestra la digestion del plasmido construido con una enzima de
restriccion (BamH1), en el primer carril se muestra el marcador de peso molecular, en el
segundo Y tercer carril se muestra el plasmido digerido con un tamafio aproximado de 5500
pb, en la imagen de la derecha se muestra el plasmido construido y mostrando el sitio de

corte.,
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pJET1.Z Inssirin
A5EE Bp

Figura 12. Digestion del plasmido con la enzima Bglll que cortan a los extremos del inserto

En la figura 12 se muestra un gel de agarosa con el que se observa la digestion del
plasmido con el inserto con la enzima Bglll (Carril 2), la cual tiene corte en los extremos del
inserto y se pueden observar dos bandas, la primera de ellas de un aproximado de 2900 pb
correspondiente al plasmido y la segunda de un aproximado de 2600 pb que corresponderia
con el inserto.
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6.6 Reamplificacion y confirmacion de la construccion

MW PCR

PCR/
Plismido

~2700 pb

pJET1.2 # Inserto + Primars-1
5588 bp

Figura 13. Amplificacion del plasmido con cebadores especificos de lacasa y esquema del vector con el inserto, para
visualizar la regién de los cebadores utilizados

Para confirmar que el plasmido contuviera el inserto, se realiz6 una PCR en las
condiciones ya estandarizadas y se obtuvo un fragmento del tamarfio esperado como se muestra
en la figura 13, en el primer carril se muestra el producto de PCR con el plasmido como molde
y se observa un amplicon de aproximadamente 2700 pb que corresponde con el tamafio del
inserto con que se trabajo, como control se corrio al mismo tiempo una muestra de ADN total
de Pleurotus ostreatus (Carril 3 y 4) para comparar los tamafios obtenidos con los el producto
de PCR del plasmido, lo que asegura que el inserto se integro dentro del plasmido, pero es

conveniente realizar una secuenciacion para afirmar su presencia.
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CONCLUSIONES

Se determind la ausencia de actividad lacasa en Amylomyces rouxii mediante

zimogramas Yy pruebas cualitativas de actividad enzimatica con sustratos para lacasa

En este estudio no se encontraron genes que codifiquen para lacasa en Amylomyces
rouxii, por lo que puede usarse para expresar de manera heteréloga una lacasa de

Pleurotus ostreatus.

Se identifico el perfil de isoenzimas lacasa para una cepa comercial que no ha sido
previamente caracterizado de Pleurotus ostreatus PoB en medio de cultivo liquido.
Este consiste de tres isoenzimas ubicadas a la altura de los 37, 50 y 80 KDa del

marcador de peso molecular, tanto intra como extracelularmente.

Se logro aislar, y secuenciar parte de un gen de Lacasa de Pleurotus ostreatus Po-B,

con un tamano de 517 Pb .

El gen de lacasa obtenido se integr6 en un plasmido de clonacién para ser utilizados en

préximos estudios

38



PERSPECTIVAS

Es necesario secuenciar todo el producto amplificado en la PCR para su
caracterizacion asi como identificar los extremos del gen (promotor y terminador) y

anexarlo a una base de datos internacional.

Establecer una metodologia de RT-PCR para la obtencion de un ADNCc de lacasa que

no se logré obtener en el laboratorio.

Construir un vector de expresion con el gen aislado para la transformacion de

Amylomyces rouxii.

Transformar Amylomyces rouxii con el gen y caracterizar la o las isoenzimas

producidas.

Evaluar las condiciones de crecimiento para determinar la expresion de las isoenzimas

producidas por las mutantes con el gen de lacasa.

Secuenciar las enzimas producidas por el gen de lacasa introducido en el genoma de

Amylomyces rouxii.
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10. GLOSARIO DE TERMINOS

amp Ampicilina

BrEt Bromuro de Etidio

CaCl, Cloruro de calcio

CIA Cloroformo-Alcohol Isoamilico
C.S.P. Cantidad suficiente para
DEPC Dietilpirocarbonato

DMP 2,6-dimetoxifenol

ADN Acido desoxirribonucleico
dNTPs Dinucleotidos trifosfato
EDTA Acido Etilendiaminotetraacético
EMA Agar Extracto de Malta

g Gramo

h Hora

HCI Acido clorhidrico

H.Odd Agua desionizada

kDa Kilo Dalton

KOH Hidroxido de potasio

LA Medio Luria-Bertani Agar
LB Medio Luria-Bertani

L Litro

Li-P Lignina peroxidasa

M Molaridad

mM Milimolar

Mn-P Manganeso peroxidasa
mg Miligramos

MgCl, Cloruro de Magnesio

mL Mililitro

MN Melin y Norskrans



NaCl
nm
pb
PCR
PDA
PAGE
pH
p/v
RNA
rpm
SDS
TAE
uv

viv
°C
Hg
ML

Cloruro de Sodio

Nanometros

Pares de bases

Reaccion en Cadena de la Polimerasa
Agar extracto de papa

Electroforesis en gel de poliacrilamida
Potencial de hidrogeno

Relacion peso-volumen

Acido ribonucleico

Revoluciones por minuto

Dodecil sulfato sodico
Tris-Acetato-EDTA

Ultravioleta

Volts

Relacion volumen-volumen

Grados Celsius

Microgramo

Microlitro
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