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RESUMEN

Pleurotus ostreatus es una de las setas comestibles mas importantes para el hombre debido a
que posee altos valores nutritivos y a que actualmente es una de las especies de las que se
obtienen algunos metabolitos de interés dentro de la industria alimentaria, papelera, cosmética
y en areas de biorremediacion, entre otras. Este hongo posee la capacidad de degradar a la
lignina a través de un complejo enzimatico constituido por peroxidasas y fenoloxidasas, a
estas Ultimas pertenecen las lacasas, las cuales son enzimas secretadas en mdultiples
isoenzimas, dependiendo de la especie que las produce y las condiciones de cultivo del
organismo, lo que constituye una fuente de enzimas con cualidades cataliticas diversas, con
varias aplicaciones biotecnolégicas. Una de las funciones mas estudiada y discutida de las
lacasas es, justamente, la degradacion del polimero de lignina. Por otra parte, en otros hongos,
se ha descrito su implicacion en procesos que no tienen que ver con degradacion, por ejemplo,
Aspergillus nidulans posee al menos dos lacasas, una de ellas que se cree esta implicada en la
coloracion verde de los conidios y la otra en la morfogénesis y en procesos de esporulacion.
Por otra parte, se ha reportado que estan involucradas en la sintesis de melanina y otros
pigmentos en Aspergillus nidulans, la formacion del cuerpo fructifero en Lentinula edodes y
Coprinus congregatus, asi como en la; formacién de los primordios en Schizophyllum
commune y la formacion de rizomorfos en Armillaria sp. Sin embargo, ain no se han
comprobado todas estas funciones, puesto que estos estudios se han realizado de manera
indirecta, es decir, que evaltan al mismo tiempo otros efectos que no permiten aclarar
terminantemente cual es la funcion fisiologica que presenta la enzima en el hongo. Sin
embargo a través de técnicas moleculares, tales como la inactivacion o silenciamiento de los
genes de interes se puede Ilegar a conocer la funcion de dicha enzima. Para ello se ha utilizado
ARN de interferencia (ARNI), el cual es un mecanismo que inhibe la expresion de genes
especificos en la fase post-transcripcional, permitiendo asi la evaluacion de cambios en la
morfologia y otros efectos en el organismo, este tipo de estudios dan la pauta para poner en
practica esta metodologia especificamente para el silenciamiento de genes codificantes de
lacasas en Pleurotus ostreatus.

Para poder aplicar esta técnica, se debe construir un vector de silenciamiento especifico para el

gen gue se desee silenciar, cuyos elementos importantes incluyen aquéllos que lo hacen v



replicarse e integrarse al genoma eucarionte, los promotores empleados, el sitio o sitios de
cortes, asi como un marcador de resistencia para el organismo que se desee transformar para
poder seleccionar sélo a las cepas transformantes y un fragmento especifico muy conservado
de genes de lacasa para dirigir el silenciamiento. Para ello se cuenta con informacion obtenida
de numerosos estudios en los que han identificado los genes que codifican para estas enzimas,

de la cual se ha podido obtener el fragmento indicado.

En el presente estudio se construyo el vector pPRNAI-LAC con un fragmento de 300 pares de
bases aproximadamente, correspondientes con una zona exonica de genes muy conservada,
que codifica para una gran variedad de lacasas en hongos y en otros organismos, lo que lo
hace especifico para el silenciamiento de genes que codifican para dicha enzima. Cabe
mencionar que dicho vector cuenta con un marcador de resistencia a fleomicina, que permite
la seleccion de las transformantes, presenta promotores Pgpd y Ppki, los cuales son
considerados promotores fuertes debido a que preceden de genes muy importantes que
codifican para enzimas de rutas metabolicas que se encuentran en la mayoria de los
organismos y son reconocidos por factores de transcripcion generalistas, 1o que proporciona
ventajas al disefio de este vector respecto a otros vectores. También presenta un Unico sitio de

corte para Ncol, lo cual facilita la introduccién del gen de interés.

Vi
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1. INTRODUCCION
1.1 Hongos

Los hongos son organismos muy comunes en la naturaleza, ya que viven practicamente en
todos los ambientes (Guzméan y cols. 1993). Son organismos heterétrofos y presentan dos
formas de reproduccién para dar origen a nuevos individuos, la reproduccion sexual y la
asexual (Huerta 2001). Son modelos de estudio excelentes, debido al facil manejo que puede
hacerse de ellos, especialmente los que forman cuerpos fructiferos visibles con estructuras
celulares bien diferenciadas (Manachere 1988, Taylor y cols. 1993, Sanchez y Moore 1999,
Kies y Liu 2000). El cultivo de los hongos se practica por interés econémico o cientifico, por
ejemplo, las levaduras han sido ampliamente estudiadas porque son las responsables de la
fermentacion en la produccion de cerveza y el pan, otros se han empleado para producir
industrialmente antibidticos, algunas especies son agentes de biocontrol de plagas, otras
producen micotoxinas y compuestos bioactivos (como los alcaloides) que son toxicos para
humanos y otros animales (Harris 2008).

A través de los afios, el conocimiento acerca de los hongos se ha incrementado, debido a la
importancia que poseen los metabolitos que producen, de tal forma que actualmente son
motivo de estudio para numerosos grupos de investigacion, surgiendo asi nuevos
conocimientos que incluyen aspectos taxonomicos, ecoldgicos, nutricionales, farmacologicos
y mas recientemente bioquimicos y fisioldgicos. Para seguir obteniendo informacion acerca de
estos aspectos, se ha implementado la investigacion en la gendmica funcional en hongos
filamentosos, esto ha sido posible gracias a los avances importantes en cuanto al desarrollo de
diversos sistemas de transformacién y el conocimiento de la variedad de tejidos fungicos que
son susceptibles de ser manipulados genéticamente, también se han adaptado y desarrollado
herramientas eficientes para la investigacion de la funcién de genes en hongos como mutacion
al azar y mutacion dirigida. Un aspecto importante que facilita el implemento de estas técnicas
es que un gran ndmero de genomas de hongos han sido o estan actualmente siendo

secuenciados (Weld y cols. 2006). 1


http://es.wikipedia.org/wiki/Levadura
http://es.wikipedia.org/wiki/Fermentaci%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Cerveza
http://es.wikipedia.org/wiki/Pan
http://es.wikipedia.org/wiki/Antibi%C3%B3tico
http://es.wikipedia.org/w/index.php?title=Biocontrol&action=edit&redlink=1
http://es.wikipedia.org/wiki/Micotoxina
http://es.wikipedia.org/wiki/Alcaloide

1.2 Silenciamiento génico

Mediante el uso de técnicas empleadas en ingenieria genética se pueden generar cepas
transformantes que permitan evaluar el papel que algunas enzimas desempefian dentro de la

fisiologia del hongo.

La hipotesis de la funcion de un gen puede ser probada directamente en experimentos donde la
ganancia o pérdida de la actividad pueda ser predicha por la presencia o ausencia de un gen
funcional en el caso de enzimas (Bhadauria y cols. 2009). Un gen es un fragmento de acido
desoxirribonucleico (ADN) que produce acido ribonucleico (ARN) mediante el proceso de
transcripcion. EI ADN tiene dos hebras de acido nucleico y el ARN tiene s6lo una hebra. La
secuencia del ARN es determinada por la secuencia del ADN molde, siendo asi, la secuencia
complementaria a ésta, pero compuesta por ribonucleétidos en lugar de desoxirribonucle6tidos
y con uracilo en lugar de timina. La principal funcion que se le ha reconocido al ARN es como
parte de la maquinaria de produccion de proteinas. Los ARN mensajeros (ARNm) son los
intermediarios en la expresion de los genes, transmitiendo la informacion originada en el ADN
hacia la maquinaria de sintesis de proteinas. Los ARN de transferencia (ARNt) son el
elemento decodificador que permite traducir de un lenguaje de nucleétidos (el que tiene el
ADN y el ARNm) a un lenguaje de aminoacidos (el de las proteinas), en tanto los ARN
ribosomales (ARNr) son parte del organelo en el que se producen las proteinas (Melo y
Cuamatzi 2007)

La genética inversa ha sido ampliamente utilizada para dar a conocer estrategias a nivel
molecular tales como la interrupcion dirigida de genes/reemplazo (knock-out), silenciamiento
génico (knock-down), mutagénesis de insercion, entre otras, que con la posterior evaluacién
de los cambios que presentan las mutantes en varios aspectos fisioldgicos, pueden determinar
los eventos con los que se asocian las variaciones en la expresion de las proteinas de interés y
permiten determinar la funcion del gen. Sin embargo la adaptacion de la estrategia adecuada

para un proyecto en particular resulta ser complicada, con muchas variables a considerar,



puesto que se deben conocer las ventajas y desventajas que estas técnicas nos proporcionan,
para poder obtener los resultados deseados.

1.3 Interrupcion dirigida de genes/reemplazo (knock-out)

La interrupcién dirigida de genes llamada también knock-out, consiste en la alteracion de un
locus por insercion o reemplazo de un fragmento de ADN heterdlogo. En esta metodologia el
gen es transformado con un cassette de disrupcion construido con secuencias del gen blanco y
un marcador de seleccion. Posteriormente el cassette es insertado dentro del gen blanco por
recombinacion 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 homéloga o por integracion ectopica (Weld y cols. 2006). Ha sido uno de
los métodos mas eficientes para investigar la funcion de genes, puesto que una vez causado el
knock out se evalla el fenotipo de las mutantes, pudiendo asi conocer la participacion del gen

que se esta interrumpiendo.

Esta técnica tiene gran importancia en investigaciones genéticas, porque al desactivar
completamente la funcion de un gen especifico se puede evaluar y entender cudl es su papel en
el organismo que lo contiene. Son empleadas con mayor frecuencia en el area de medicina
para evaluar genes asociados con enfermedades humanas (Janeway y cols. 2003).
Recientemente ha sido una metodologia elegida para muchos hongos. Sin embargo la
eficiencia del método depende del tamafio de la secuencia homologa, el grado de homologia,
el método de transformacion y la posicion genomica del gen objetivo. En hongos filamentosos
generalmente se requiere 1 Kb de secuencia homologa y en ocasiones mucho més, aunado a lo
anterior la recombinacion homoéloga en estos organismos es muy baja por lo que es necesario
evaluar muchas transformantes para encontrar una que tenga la integracion (Janeway y cols.
2003). Por otra parte si el gen de interés resulta ser vital para el organismo, no se puede

realizar una evaluacion a nivel de morfogenesis, puesto que la cepa no sobrevivira.



1.4 ARN de interferencia (knock-down)

El silenciamiento génico inducido por ARN de interferencia (ARNi) es un proceso regulador
de la expresion que suprime, a nivel post-transcripcional la expresion de un gen, con base en la
especificidad de secuencia, es decir, se basa en la complementariedad de bases entre la
molécula de ARNi y la molécula de ARN mensajero. Si la complementariedad de bases es
perfecta se producird la degradacion completa del ARN mensajero mientras que, si no lo es,
simplemente se degradara de manera parcial (Satoshi y cols. 2005, Matityahu 2008). Este
sistema se ha descrito en diferentes organismos eucariotas como plantas, animales y hongos
(Eslami y cols. 2014). EI mecanismo mejor caracterizado es aquel que se inicia con la
incorporacion a la célula de una molécula larga de ARN de doble cadena, conocida como
dsARN (Double.Stranded ARN). Esta molécula puede ser introducida artificialmente. En el
citoplasma la molécula de dsRNA es reconocida por la endonucleasa del tipo ARNasa Il
(Dicer) que la fragmenta. Generando asi, moléculas bicatenarias cortas de ARN, denominados
pequefios ARN de interferencia (SiARN, Small Interfering RNA), que contienen tanto la
cadena sentido como la antisentido de la molécula bicatenaria original. La longitud de los
siARN es variable segln del organismo que se trate, por lo regular suelen tener entre 21 y 25
nucleétidos. Cada molécula de siRNA es incorporada a un complejo multiproteico conocido
como RISC (RNA-inducing Silencing Complex). Este complejo separa las dos hebras de la
molécula de siRNA quedandose una de las hebras incorporada en el complejo (Figura 1). La
hebra que queda en el complejo es usada como molde o guia para reconocer a la molécula de
ARNmM. Cuando las moléculas de ARNm complementarias son encontradas, la interaccion
entre el ARNSsi y este ARNm desemboca en el corte del ARNm y su posterior degradacion
(Agrawal 2008, Eslami 2014).



pri-microRNA . ek

: o~ RNA doble cadena
citoplasma (o) I

C l dicer ) b

microRNA | ”" | l”ml _l[[]][l]]I[lllIﬂI_ﬂRNA

/ |
d o .
. G

e / 1 d
-nmm( i -mmmw
ribosoma \/—\ \ e
f mRNA
Cem @ ¢
- - ()

RISC RISC
represion de la traduccion degradacion de mRNA
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cadenas del microARN, f) apareamiento con el ARNm blanco y represion de la traduccion. 2. Biogénesis de los
ARNSi: a) presencia de un ARN de doble cadena en el citoplasma, b) procesamiento por dicer, c) identificacion
del ddplex de 19 a 12 pares de bases por siRISC, d) seleccion asimétrica de una de las cadenas del ddplex, e)
apareamiento con el ARNm blanco y su subsiguiente degradacion (Tomado de Lopez y cols. 2007).



1.5 Estrategias para la construccion de vectores de silenciamiento

Para llevar a cabo la metodologia con ARN de interferencia, es necesario contar con el vector
adecuado, es decir que se ajuste a los requerimientos del organismo, por ello se debe buscar la
estrategia que ofrezca ciertas ventajas en situaciones especificas. Algunas de las estrategias
para la construccion de vectores que causan silenciamiento son:

a) hpARN convencional. Consta de transcritos con repeticiones invertidas de bases
complementarias o casi complementarias de 20-50 pb que forman las horquillas con un tallo
de doble cadena de ARN, estas dobles cadenas son procesadas a miARN que intervienen en la
degradacion del ARNm (Bhadauria y cols. 2009).

b) pSilent 1 (sistema de expresion de ARN heterdlogo nuclear). Contiene un casette de
resistencia a higromicina y una unidad transcripcional para la expresion de ARN de horquilla
con un sitio de clonacion mdaltiple y la secuencia de un intrébn 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 clonacién 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 insertados en el vector
pSD1, que expresaran la correspondiente quimera de doble cadena de ARN, como templado

para la degradacion del ARNm homélogo (Figura 2) (Bhadauria y cols. 2009).

Cabe mencionar que pueden hacerse modificaciones de estas estrategias, ajustandolas a los

requerimientos necesarios para el estudio a realizar.
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Figura 2. Estrategias de silenciamiento por ARNi (Tomado de Bhadauria 2009).

Una de las ventajas que nos proporciona el silenciamiento con ARN es su utilidad en la
regulacién de la expresion génica (Agrawal y cols. 2008). Por otra parte, la mayoria de los
hongos presentan hifas multicelulares o multinucleadas y algunos de ellos son heterocariontes,
es decir, tienen dos 0 més nucleos genéticamente diferentes en un citoplasma comun, lo cual
es una variable que debe tomarse en cuenta a la hora de elegir el método mas adecuado para
realizar la inactivacion del gen de interés, puesto que con el método de interrupcién dirigida u
otros, esto suele ser una limitante. Sin embargo con el silenciamiento con ARN no se presenta
esta situacion, puesto que el silenciamiento con ARN es independiente del locus y esta
mediado por sefiales en el citoplasma, razon por la cual puede ser aplicado en hongos con baja
eficiencia del gen objetivo. El silenciamiento por ARN 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 homologos o incluso genes

heterologos 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 ARNsi permiten la expresion de
un gen en una etapa especifica durante el desarrollo del organismo o cémo éste afecta
diferentes partes del organismo, estudios en este sentido, no pueden realizarse con estrategias
de eliminacion ya que eliminan el gen de interés de manera permanente. Por lo tanto el
silenciamiento ofrece varias opciones para la inactivacion de un gen, incluso puede ser
utilizado para el andlisis de genes letales ya que en muchos casos s6lo induce la disminucion

de la actividad, pero no la inactivacién por completo (Schmidt 2005).

Como se ha mencionado, esta metodologia puede ser empleada para conocer las funciones
asociadas con varios productos de genes, sobre todo en aquéllos casos en que codifican para
proteinas de interés en multiples areas. Este conocimiento es fundamental debido a que puede
aportar informacion relevante de la funcién especifica de la enzima de interés y asi se
contribuird con mas elementos para su manejo. Una de las enzimas que puede ser un buen
modelo debido a que ha sido muy estudiada por sus variadas aplicaciones es la lacasa, la cual,
es producida por diversos organismos, en los cuales sus funciones varian y hasta el momento
algunas de ellas sélo se les han atribuido, sin ser demostradas, por lo que son poco claras y
siguen siendo objeto de estudio.

1.6 Lacasas

1.6.1 Bioguimica de las lacasas

Las lacasas (benzenediol: oxigeno Oxido-reductasa E.C. 1.10.3.2) son enzimas del tipo fenol
oxidasas, se han clasificado dentro del grupo de enzimas denominadas azul cobre oxidasas con
capacidad para reducir el oxigeno molecular a dos moléculas de agua (Thurston 1994). Son
secretadas en multiples isoenzimas, dependiendo de la especie que las produce y las
condiciones de cultivo del organismo, lo que constituye una fuente de enzimas con cualidades
cataliticas excepcionales (Giardina y cols. 1999). Se ha reportado un intervalo de peso
molecular entre 50 y 190 kDa para las lacasas (Baldrian 2006). Las lacasas son proteinas muy

estables, con temperaturas 6ptimas entre 50 y 70 °C (Morozova y cols. 2007b), aunque se



pueden encontrar enzimas muy termoestables como la lacasa de Pycnoporus sanguineus, con
un tiempo de inactivacion de 3 horas a 75 °C (Litthauer y cols. 2007). Poseen pl entre 2.6 y
4.5 y presentan actividad en un amplio rango de pH, entre 2.0 y 8.5 aunque el maximo se
encuentra entre 3.0 y 5.0 (Thurston 1994; Leonowicz y cols. 2001; Morozova y cols. 2007b).
Poseen potenciales de 6xido-reduccion entre 0.5 y 0.8 V y catalizan la oxidacion de un amplio
rango de sustratos, desde compuestos fendlicos (orto y para difenoles, metoxifenoles, etc.) a
aminas aromaéticas (Yaropolov y cols. 1994), e incluso iones inorgnicos (Morozova y cols.
2007a).

Se describen como glicoproteinas que utilizan al cobre como cofactor y requieren para su
actividad catalitica 4 cuatro atomos de cobre por cada proteina activa. Los cuatro &tomos de
cobre que contienen estas proteinas han sido clasificados en tres tipos por sus propiedades
espectroscopicas (Solomon y cols. 1996, Claus 2004). En el espectro UV-visible, el cobre tipo
1 es el responsable del color azul intenso de la enzima con un maximo de absorbancia a 610
nm provocada por la unidn covalente cobre-cisteina. El cobre tipo 2 no exhibe sefiales de
absorbancia en la UV-visible. El cobre tipo 3 es un complejo binario formado por un par de
iones Cu?*-Cu?* que se encuentran acoplados binuclearmente a través de un puente hidréxido,
muestra un maximo de absorbancia a 330 nm (Solomon y cols. 2001). Los atomos de cobre
tipo 1 y tipo 2 son detectables por resonancia electrénica paramagnética (EPR), mientras que
los dos de tipo 3 no son detectables (Claus 2004).

1.6.2 Aplicaciones biotecnoldgicas de las lacasas

El empleo de enzimas en procesos biotecnologicos aparece como una alternativa a la
utilizacion del microorganismo completo. Ademas, también suponen una alternativa frente al
uso de compuestos quimicos que, en determinadas industrias como la alimentaria, suscitan un
cierto rechazo entre los consumidores. Por otro lado, el uso de enzimas en procesos
industriales aporta un mayor control sobre el producto final generado, condicionado
principalmente por la especifidad y estereoselectividad de estos catalizadores biol6gicos. Una

de las enzimas mas estudiadas a la hora de implementar procesos biotecnolégicos han sido las



lacasas. Estas enzimas presentan una amplia capacidad de actuar sobre sustratos fenolicos y
aminas aromaticas. Ademas, el uso del sistema lacasa mediador sustenta la base de su
aplicabilidad a la hora de oxidar también compuestos no fenolicos (Mayer y Staples 2002).
Otra caracteristica importante que apoya su uso en aplicaciones biotecnologicas es la
utilizacion de oxigeno molecular como aceptor de electrones.

Una aplicacién de las lacasas es su uso en la clarificacion de mosto de vino, jugos de frutas o
cerveza, en los que los fenoles presentes en estos productos son eliminados tras su
polimerizacion catalizada por estas enzimas (Servili y cols. 2000, Minussi y cols. 2002).
Aparte de estas aplicaciones alimentarias, se ha investigado la acciéon de las lacasas en el
campo del bioblanqueo enzimatico de pastas de papel. El bioblanqueo consiste, a grandes
rasgos, en la eliminacién, via enzimatica, de la lignina residual presente en pastas de papel,
con el objeto de mejorar sus propiedades papeleras. Otro ejemplo de aplicacion de las lacasas
es sobre la oxidacion de compuestos aromaticos recalcitrantes, como compuestos

organoclorados o hidrocarburos aromaticos policiclicos.

Debido al potencial biotecnolégico que tienen las lacasas, se han desarrollado estrategias
encaminadas a la busqueda de nuevas fuentes de produccidn, tanto en forma nativa, a partir de
cultivos de basidiomicetos de podredumbre blanca, como en forma recombinante, utilizando
sistemas de silenciamiento y expresion heter6loga de genes de lacasa, puesto que, ademas de
presentar variadas aplicaciones biotecnoldgicas, se ha reportado su participacion en procesos

bioldgicos.

1.6.3 Lacasas y su funcion bioldgica

Las lacasas fueron descritas por primera vez en exudados del arbol japonés del barniz (Rhus
vernicifera) (Yoshida 1883). Se encuentran distribuidas tanto en organismos eucariotas
(Palonen y cols. 2003, Mayer y Staples 2002, Dittmer y cols. 2004), como en eubacterias
(Givaudan y cols. 1993, Sanchez-Amat y cols. 2001, Martins y cols. 2002), actinomicetos
(Endo y cols. 2002) e incluso arqueobacterias (Claus 2003), presentando una funcion muy

diversa dependiendo del tipo de organismo que la posee.
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En plantas, por ejemplo, las lacasas estan implicadas en una respuesta primaria a heridas; tras
la herida, el arbol del barniz secreta un latex que, en contacto con el aire, polimeriza en una
reaccion dependiente de lacasa, formandose una pelicula protectora que podria favorecer la
curacion (Davies y Ducros 2001). En los tejidos lefiosos, las lacasas forman parte del sistema
de sintesis de lignina (Bao y cols. 1994, Ranocha y cols. 1999). También se han descrito
fenoloxidasas, que muestran propiedades lacasa, en cuticulas de larvas e insectos que
participan en la esclerotizacion de las mismas (Arakane y cols. 2005). En hongos, las lacasas
presentan otras funciones. Se ha reportado que el ascomiceto Aspergillus nidulans posee, al
menos, dos lacasas, una de ellas implicada en la coloracién verde de los conidios (Aramayo y
Timberlake 1990) y otra expresada en los extremos de la hifa, con una posible funcién en la
sintesis de la pared celular (Scherer y Fischer 2001).

Por otra parte, uno de los campos en los que mas se ha investigado acerca de la funcién de las
lacasas es en la degradacion de lignina. Existen diferentes organismos capaces de degradar la
lignina, en mayor o menor medida, gracias al complejo enziméatico que poseen, entre los que
se encuentran actinomicetos del género Streptomyces, bacterias como Pseudomonas y
Xantomonas (Buswell y cols. 1987, Vicufia 1988), hongos ascomicetos como Chrysonilia
sitophyla (Buswell y cols. 1987, Rodriguez y cols. 1999) o deuteromicetos como Fusarium
proliferatum (Regalado y cols. 1997). Sin embargo, los U(nicos organismos capaces de
degradar por completo el polimero de lignina y que ademas presentan mayores niveles de
expresion y lacasas con potenciales de oxidorreduccién mas altos, caracteristicas muy
importantes a la hora de desarrollar aplicaciones biotecnoldgicas, son los hongos
basidiomicetos, y mas concretamente los de podredumbre blanca de la madera (Crawford
1981, Buswell y cols. 1987, Kirk y cols. 1987), Ilamados asi por la tonalidad blanquecina que
adquiere el material degradado enriquecido en celulosa como consecuencia de la eliminacién
de la lignina. Entre estos organismos, Pleurotus ostreatus ha sido uno de los organismo mas
estudiados en cuanto a la biodegradacion de la lignina (Schoemaker y cols. 1991), proceso en
el cual se ha reportado la implicacion de la enzima lacasa en la degradacion de este compuesto
(Saparrat y cols. 2002).

Aungue no existe ninguna duda de la implicacion de las lacasas en los procesos antes

mencionados (Claus 2004), su funcion no esta clara, debido a que cabe la posibilidad de que
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no sea ésta la razén principal por la que el organismo la produce. Por esto, se siguen
realizando estudios utilizando estrategias como el silenciamiento génico y la sobreexpresion
heter6loga de genes de lacasa para tratar de entender el mecanismo por el cual el organismo
produce dicha enzima, lo cual permitira tener mas evidencias de su participacion fisiolégica en

el hongo.

1.7 Caracteristicas y ciclo reproductivo del género Pleurotus

Se sabe que los hongos presentan una gran variedad de formas de vida, por lo que existen
diferentes clasificaciones: una de ellas se refiere a su capacidad de degradacién de sustratos,
donde se encuentran los hongos de pudricion: 1) blanda; que degradan carbohidratos sencillos,
2) oscura; que degradan polisacaridos tales como la celulosa y hemicelulosa y 3) blanca; que
pueden degradar hasta lignina. Los hongos del género Pleurotus se clasifican como de
pudricion blanca. Estos hongos poseen la capacidad de degradar la lignina a través de un
complejo enzimatico de peroxidasas y fenoloxidasas, a estas Ultimas pertenecen las lacasas y

se combinan con otros procesos para efectuar su mineralizacion (Pointing 2001).

Este género pertenece al Reino Fungi, Phylum Basidiomycota, Clase Homobasidiomycetes,
Orden Agaricales, Familia Pleurotaceae (Kirk y cols. 2001). Sus basidiomas miden entre 8 y
15 cm, aungue en ocasiones alcanzan dimensiones mucho mayores, son lisos, convexos al
principio, con forma de ostra. De color muy variable, normalmente desde gris claro hasta
marron oscuro, pasando por todas las tonalidades intermedias, a veces con reflejos azulados.
Cuentan con margen delgado y enrollado del mismo color que el sombrero, presentan laminas
de blancas a marfil, un pie muy corto, a veces ausente, aterciopelado y blanco, sus esporas son
cilindricas. Se desarrolla en temporada de lluvias y la temperatura éptima de produccion de
sus basidiomas es de 25 °C. La humedad relativa que le favorece es de 70 a 80% (Milla 2007).
Produce metabolitos secundarios con aplicaciones farmaceuticas y algunas proteinas de uso
industrial (Hadar y cols. 1992, Pefias y cols. 1998, Leonowicz y cols. 1999). La fase
vegetativa es filamentosa porque estd constituida por un conjunto de filamentos (hifas)

denominado micelio (Herrera y Ulloa 1998). El crecimiento de éste se realiza solo en las
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puntas y es un sistema de biomasa ramificada que se origina de la germinacion de esporas o a
partir de fragmentos de hifas. Su crecimiento se atribuye a un fendmeno complejo en el que
participan vesiculas, que son agregados de enzimas hidroliticas y sintéticas que degradan y
restauran fragmentos de la pared celular. Las vesiculas se producen a lo largo del segmento
sub-apical y se transportan por medio de un mecanismo hasta llegar al centro distribuidor de
vesiculas conocido como spitzenkorper. Desde ahi son distribuidas en forma radial y aleatoria

hacia la pared apical dando lugar al crecimiento de las hifas (Viniegra-Gonzalez y cols. 2003).

El crecimiento de la hifa causa que se formen sitios adicionales para la sintesis de la pared en
la region sub-apical, originando ramificaciones laterales que a su vez sintetizan una nueva
pared. La formacion de las ramificaciones requiere de la produccion de un nuevo apice de la
célula madre existente (Deshpande 1992). EI micelio tiene por funcion adquirir y distribuir los
nutrimentos, asi como el crecimiento y la formacién de la estructura de soporte para el

desarrollo de los cuerpos fructiferos (Knapp y cols. 1995).

En los basidiomicetes existen dos modelos sexuales: 1) el homotalismo, término empleado
para los hongos que son autocompatibles, es decir en los que la unién sexual puede efectuarse
entre elementos de un mismo micelio, y 2) el heterotalismo en el que son necesarios dos
micelios para llevar a cabo la reproduccion. El género Pleurotus esta dentro de este ultimo
modelo (Figura 3), donde las basidiosporas con un nuacleo germinan (micelio primario
monocariético) (A) y se fusionan dos micelios primarios compatibles, en los cuales hay un
intercambio nucleico reciproco (plasmogamia) (B), formando el micelio secundario dicariético
con la presencia de fibulas (C), la fusion nuclear (cariogamia) ocurre en los basidios, que se
encuentran en las laminillas del cuerpo fructifero (D), posteriormente ocurre la meiosis, dando

origen a células haploides (basidiosporas), que son expulsadas hacia el ambiente (E).
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Figura 3. Ciclo reproductivo del género Pleurotus (Tomado de Guinberteau 1990).

En los ultimos afios, la especie Pleurotus ostreatus ha adquirido gran importancia como
organismo modelo para estudiar el fendmeno de la morfogénesis, gracias a su capacidad para
degradar eficientemente lignocelulosa, lo que permite cultivarlo en una gran variedad de
sustratos ricos en dicho material, generalmente sobre troncos, ramas o arboles muertos,
incluso sobre raices podridas (Herrera y Ulloa 1998), gracias a la participacion de las lacasas.
Estas enzimas también se han relacionado con el desarrollo de cuerpos fructiferos en Lentinula
edodes (Thurston 1994), por lo que es probable que en Pleurotus participen también en este
proceso. Sin embargo, esta funcion no ha sido claramente explicadas en ninguna especie de

basisiomicetos.
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Adicionalmente, para la produccion de esta enzima por Pleurotus ostreatus se han utilizado
diversos métodos y se han empleado una gran gama de sustratos, por medio de los cuales se
han podido obtener datos sobre su actividad y del nimero de isoenzimas que presentan. En
estos estudios se ha observado que la actividad de lacasas se incrementa en presencia de
glucosa, respecto a la que presentan cuando el hongo crece sobre materiales solidos
lignoselulosicos (Shicheng y cols. 2003). Sin embargo ain no hay suficientes estudios que
pongan de manifiesto los mecanismos internos que provocan que el organismo produzca la

enzima en estas condiciones.

La familia de lacasas de Pleurotus ostreatus representa un grupo variado de enzimas, algunas
de las cuales estan dotadas con propiedades peculiares. La isoenzima POXC representa la
lacasa méas abundantemente producida por Pleurotus ostreatus, también secreta una lacasa
blanca, la isoenzima POXAlw, que tiene un singular contenido metalico, una lacasa
heterodimérica, las isoenzimas POXA3 y POXA1b son notablemente estables 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).

Con el conjunto de informacion previamente adquirida, en el presente estudio se generd un
vector con un sistema de promotores opuestos, que podra ser empleado para generar
silenciamiento de genes que codifican para la enzima lacasa en Pleurotus ostreatus, que nos
permita evaluar su efecto sobre algunos procesos fisiologicos y acercarnos a conocer la

funcién que tiene esta enzima en dicho organismo.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Reportes de genes que codifican para lacasas de Pleurotus ostreatus

Actualmente se han realizado estudios en los que reportan nuevos genes que codifican para
lacasas en Pleurotus ostreatus, tal es el caso del desarrollado por Castanera y cols. (2012)
quienes evaluaron el perfil de transcripcion de genes que codifican para enzimas lacasas de
Pleurotus ostreatus en cultivos de fermentacion sélida y liquida, empleando extracto de paja
de trigo como inductor. De acuerdo con los resultados obtenidos se demostré que el genoma
de Pleurotus ostreatus presenta 12 genes que codifican para lacasa, por otra parte se realizo
una PCR cuantitativa con transcripcion inversa (RT-qPCR) para lograr una estimacion precisa
de la expresion génica. En los resultados de los perfiles de transcripcién en medio liquido,
observaron que el 65 % de los genes lacc analizadas fueron expresados diferencialmente (46%
de estos genes presentaron menor actividad de la enzima, mientras que el 19% presenté mayor
actividad) en comparacién con el control, en cuanto al medio de cultivo solido encontraron
que el 42% de los genes se expresaron diferencialmente en comparacion con las condiciones
del control (EI 4% de los genes presentaron menor actividad de la enzima, mientras que el
38% de estos genes presentaron mayor actividad de la enzima). De manera adicional se
observé una actividad que ain no se caracteriza (UNK1) y que es inducida especificamente en
el cultivo de fermentacion solida y complementa la actividad de Lacc2 y Lacc 10. Por otra
parte, reportaron que tanto las actividades enzimaticas de lacasa y los perfiles de transcripcion
de la familia de genes Lacc difieren mucho entre cepas estrechamente relacionadas por lo que
estas diferencias pueden ser objeto de programas biotecnologicos para mejoramiento de la

produccion de enzimas en los reactores de fermentacion liquida.

En este sentido Fernandez y cols. (2014) secuenciaron el genoma de Pleurotus ostreatus, con
el fin de identificar y caracterizar las enzimas responsables de la degradacion de la lignina,
realizaron expresion heterologa, estudio de la estructura molecular, propiedades cataliticas, la
estabilidad y la capacidad de degradacion de la lignina. De acuerdo con los resultados
obtenidos a partir de la secuenciacién, se demostrd la ausencia de lignina peroxidasa y la
presencia de tres peroxidasas versatiles (PV) y seis manganeso peroxidasas (MnP), asi como

las estructuras cristalinas de dos de ellas (VP1 y MnP4) mostrando diferencias estructurales
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significativas. Se reveld que la peroxidasa versatil es capaz de degradar la lignina. Por otra
parte, la doble actividad de Mn-dependiente y Mn-independiente de MnP de P. ostreatus
justifica su inclusion en una nueva subfamilia peroxidasa. La disponibilidad de todo el
repertorio de peroxidasas activa la investigacion, a nivel bioquimico, de la existencia de genes
duplicados. Las diferencias entre las isoenzimas no se limitan a sus constantes cinéticas. No se
observaron diferencias sorprendentes en su actividad T50 (Temperatura a la que la enzima
retiene el 50% de su actividad tras 10 minutos de incubacién) y actividad residual a pH tanto
acido y alcalino. Este trabajo permitid la primera caracterizacion completa de isoenzimas de

peroxidasas en un basidiomiceto.

2.2 Participacion de las lacasas

La funcion fisioldgica de estas enzimas no ha sido comprendida totalmente, se ha reportado
que el proposito fisiologico de la lacasa en las plantas es biosintético, ademas de participar en
el proceso de lignificacion, mientras que en insectos participan en esclerotizacion de las
cuticulas mediante la oxidacion de catecoles a sus quinonas correspondientes. En los hongos,
inicialmente se pensaba que las lacasas eran producidas s6lo para degradar fuentes complejas
de carbono, basicamente la lignina o en la eliminacion de fenoles potencialmente toxicos que
surgen durante la degradacion de los sustratos naturales en donde se desarrolla (Giardina y
cols. 1995). Sin embargo, Shicheng y cols. (2003) realizaron la induccion de actividad de
lacasa en Volvariella volvacea, creciéndola en un cultivo sumergido en un medio con glucosa
como unica fuente de carbono, con la obtencion de dos isoformas de lacasas, lo cual quiere
decir que esta enzima no es producida especificamente para degradar lignina o compuestos
fenolicos, que es la funcién con la que mas se ha relacionado, por lo que no queda claro el
motivo por el que el hongo la produce. Por otra parte, se le han atribuido funciones que no

tienen que ver con la ligninolisis, sino con implicaciones fisiologicas.

Leatham y Stahmann (1981) mencionaron que la lacasa estaba relacionada con la formacion
del cuerpo fructifero de Lentinula edodes, realizaron medios de cultivo con pH diferentes y los

cultivos se crecieron en un fermentador a 150 rpm a diferentes tiempos, causando la formacién
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de pequefios sedimentos miceliales, el cultivo liquido resultante se usd directamente para
inocular matraces, para producir una mayor cantidad de inéculo. Se estudiaron las fenol
oxidasas a partir de cuerpos fructiferos maduros de Lentinula edodes. La principal fenol
oxidasa fue una lacasa con un pH oOptimo cercano a 4.0 y un peso molecular aparente de
100,000 kDa. También se encontraron otras enzimas como la catecol oxidasa y la tirosinasa.
La mayor actividad de lacasa se obtuvo durante la pigmentacion del pileo y en el estipite. El
aumento de la actividad de lacasa se asocia con un rapido crecimiento de micelio aéreo no
pigmentado y la formacion de primordios pigmentados y cuerpos fructiferos. Las posibles
funciones de la lacasa y su regulacién durante el desarrollo de los cuerpos fructiferos siguen

en discusion.

Otro estudio en el que se reporta la posible participacion de la enzima lacasa en la formacion
del cuerpo fructifero es en el realizado por Ross (1982) con Coprinus congregatus. Los
resultados obtenidos en este estudio revelaron que la diferenciacién en este basidiomiceto se
produce en las zonas de micelio joven, por otra parte las actividades de lacasa obtenidas a
partir de extractos de micelio, sugieren una correlacion entre los niveles generales de lacasa y
el desarrollo de primordios, sin embargo estos niveles estdn regulados una variedad de
regimenes de luz, nutrientes y temperatura, lo cual indica que las lacasas probablemente no
estan involucradas en el desarrollo de los primordios, pero si en la diferenciacion en presencia
de luz de la fase inicial del crecimiento en C. congregatus, puesto que los resultados obtenidos
muestran que cualquier participacién de las lacasas en la formacion del cuerpo fructifero se
limita al proceso de induccidén de luz que se requiere en la fase inicial, mas que en el
desarrollo de primordios, puesto que se demostré que la accion de la luz estabiliza la zona
inducida y que puede ocurrir a bajas temperaturas y antes del contacto con el borde sin dar
lugar a diferenciacion, hasta después del contacto con el borde o un aumento de la
temperatura. Esto sugiere que lo que se debe tener activada es la capacidad de permanecer en
ese estado por algun tiempo. Los diferentes niveles de lacasa que pueden estar presentes en el
momento de la diferenciacion, sugieren que no es el nivel mas critico de lacasa el responsable
de dicho desarrollo. Por otro lado, la correlacion constante entre los altos niveles de actividad

lacasa y la induccion de la luz, podria implicar a la lacasa en una induccion inicial o evento
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desencadenante de la diferenciacion. Ademas sugieren que las investigaciones sobre el inicio y
la regulacion de la diferenciacion en basidiomicetos deben centrarse en &reas especificas del

micelio, mas que en las observaciones de todo el micelio.

De Vries y cols. (1986) estudiaron la formacién de una lacasa extracelular por Schizophyllum
commune dicarionte, la que es producida en la obscuridad, mientras que en presencia de luz y
en 24°C hubo una disminucion de la productividad de la lacasa extracelular. Los
monocariones de los que se genero el dicarion no lograron producir lacasas. La actividad del
dicarion estuvo presente hasta que la glucosa se consumié y luego disminuy6d de manera
constante. En su nivel méximo de actividad, la enzima represent6 aproximadamente el 3% de
la proteina extracelular. Purificaron la enzima y se realizaron estudios de especificidad de
sustrato al igual que de inhibicion de la enzima, mostrando que se trata de una lacasa fungica
tipica. La electroforesis de la enzima purificada mostré una banda principal que representa el
98% de las proteinas de lacasa y dos bandas con actividad lacasa de menor importancia. La
lacasa principal se utilizé para generar anticuerpos especificos. Detectaron la presencia de
lacasa en diversos medios de cultivo por medio de Western blots. La acumulacién de la
enzima lacasa extracelular en el dicarion se produjo a 30°C. Por otra parte, se ha reportado una
significativa actividad de lacasa en el dicarion durante la fructificacion, pero solo en los
cuerpos fructiferos jovenes (Wessels y cols. 1985), también se ha reportado una disminucién
de la lacasa extracelular en el inicio de la fructificacion en Agaricus bisporus (Wood 1986),

por lo que la participacion de la lacasa en el proceso de fructificacion todavia no es clara.

Otra funcidén que se le ha atribuido a esta fenol oxidasa es su participacion en la formacion de
los rizomorfos en Armillaria sp. reportado por Worral y cols. (1986), quienes realizaron un
estudio en el que emplearon etanol para inducir la formacion de rizomorfos y encontraron que
la actividad de la enzima lacasa esta positivamente correlacionada con la formacién de estos,
puesto que la lacasa se detectd antes de la aparicion de estas estructuras. La actividad maxima
de la enzima se alcanzé cuando la tasa de crecimiento de rizomorfos fue mayor y cayé a cero
cuando el crecimiento de los rizomorfos cesd. Por estas razones los resultados sugieren un

papel de la lacasa en la morfogenésis y/o crecimiento de rizomorfos. Sin embargo, la actividad
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lacasa se produce aproximadamente 5 mm detras de la punta del rizomorfo en crecimiento
activo, por lo que es poco probable que la funcion de la enzima sea estrictamente

morfogenética.

Otras funciones bioldgicas atribuidas a las lacasas més recientemente, incluyen la resistencia y
procesos de detoxificacion, factores de virulencia, asi como la pigmentacion de los conidios
(Mayer y Staples 2002).

Los estudios antes expuestos fueron realizados de manera indirecta, es decir el objetivo de los
estudios no era conocer la funcion como tal de la lacasa, si no evaluar la manera de inducir la
produccién de dicha enzima. A pesar de ello, aportan informacién sobre las posibles
participaciones de esta enzima en diversos organismos, sin embargo todas estas funciones no
se han comprobado e incluso algunos estudios han llegado a ser contradictorios, puesto que se
sugiere que para cada organismo o0 especie, la funcién de la enzima es variable, lo que puede

deber a las condiciones fisicoquimicas de crecimiento.

2.3 Estudios de genética reversa en hongos

Son pocos los estudios en los que se trata de evaluar la participacién de las lacasas de
Pleurotus ostreatus en cuanto a su fisiologia de crecimiento y morfogénesis a través de la
inactivaciéon o silenciamiento de sus genes. El silenciamiento génico es una estrategia que
requiere que el organismo al que se pretende silenciar cuente con la maquinaria metabdlica
apropiada para que se realice dicho silenciamiento, por lo que el verificar esta circunstancia es

el primer paso para determinar la pertinencia de su implementacion.

En este sentido, se han reportado estudios de silenciamiento en hongos, como en el de Oliveira
y cols. (2008), en donde realizaron un sistema de clonacion eficiente para la construccion de
vectores de silenciamiento génico en Aspergillus niger. El activador de la transcripcion de
xilano y genes celuloliticos XInR de A. niger fue elegido como objetivo para el silenciamiento

con el vector pXLNRIr, enseguida realizaron la transformacion de este organismo con dicho
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vector. De todas las cepas aisladas (N= 77), nueve mostraron actividades pobres de
degradacion de xilano en ensayos semicuantitativos, las pruebas mostraron diferentes
actividades de degradacion de xilano tras la induccion de D- xilosa. Por otra parte, los niveles
de transcripcion de XInR se redujeron en las cepas silenciadas, en comparacion con la de tipo
silvestre. En estas condiciones, los niveles de transcripcion de Xyra y xynB (dos genes
regulados por el XInR) también disminuyeron en las cepas silenciadas. Estos resultados
indican que el nuevo sistema para la generacion de vectores de silenciamiento resultd ser una

herramienta eficaz para A. niger.

Por otro lado, Keiko y cols. (2010) silenciaron el gen Lccl de Lentinula edodes SR-1 con dos
vectores de expresion, pChG’-ivrL1 que contiene una secuencia homologa repetida invertida
de 40 pb del exdn 1 en secuencia sentido y antisentido, separados por una secuencia de 60 pb
del intrén 2 del gen Lccl y pChG”-cL1a que contiene una secuencia antisentido del ARNm del
gen Lccl. Ambos vectores tienen como promotor al del gen de la gliceraldehido-3-fostato
deshidrogenasa (gdp). La transformacion fue realizada con el método de integracion mediada
por enzimas de restriccion (REMI). Los resultados mostraron que la actividad lacasa
disminuyé en més del 95% en once cepas con el promotor ivrL1 y nueve de cL1a. En dos de
las once cepas de ivrL1 la secrecion de Lccl disminuy6 en mas de 95% con relacion al
control. En cuatro transformantes de cL1a la secrecion disminuy6 s6lo en un 50% comparado
con el control. En cuanto a los efectos en la morfologia micelial, el micelio aéreo en SR-1
surgié entre los 10 y 14 dias y la densidad micelial se incrementé a los 20 dias. Una de las
transformantes que no mostraron transcripcion no formaron micelio aéreo después de 40 dias
y la densidad micelial era baja, mostr6 ramificaciones muy pequefias, y se observaron
diferencias en el grosor y niumero de capas de la pared celular, lo que sugiere que la funcién

bioldgica de Lccl esta relacionada ademas con la adhesion celular.

Tomer y cols. (2010) realizaron el silenciamiento del gen mnp3 que codifica a una peroxidasa
dependiente de manganeso en Pleurotus ostreatus PC15, una cepa monocarionte, para evaluar
su implicacion en la degradacién del colorante Orange Il. La transformaciéon fue realizada con

el vector pTMS1. La construccion se baso en el silenciamiento de mnp3 y fue disefiada para
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expresar una sola cadena de ARN que forma una horquilla, correspondiente con la cadena
antisentido de 100-1 pb del ADNc de mnp3, y un tallo de doble cadena correspondiente con
750-101 pb del ADNc 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. Al determinar si la alteracion en los niveles de
transcripcion de la familia de genes de MnP estaba relacionada con los cambios en los niveles
de decoloracion, se observo que la intensidad de la expresidn 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 fueron fuertemente inhibidos en el tratamiento con Mn?* de 24 a
79 veces mas alto 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. La importancia adicional de este estudio radica en que nos permite
observar la factibilidad del silenciamiento en P. ostreatus, que es la especie de estudio del

presente trabajo.

Otro estudio de silenciamiento génico util para el presente estudio fue el realizado por Marcial
(2011), en el que realizo la identificacion y silenciamiento mediado por un mecanismo de
ARN de interferencia, de una aspartato proteasa producida por Amylomyces rouxii y su efecto
sobre la actividad tirosinasa. Se seleccionaron los genes para la rhizopuspepsina-2 y -6,
producidas por Rhizopus sp, como modelos de silenciamiento (utilizandose dos fragmentos de
diferente tamafio, 412 y 910 pb, para el gen de la rhizopuspepsina-2 y uno solo, de 455 pb,
para el de la rhizopuspepsina-6). Se construyé un plasmido con cada uno de los fragmentos de
genes de rhizopuspepsina, insertado entre dos promotores orientados en sentido contrario, el
Pgdp y Ppki. Tras la transformacion de la cepa silvestre de Amylomyces rouxii, se
seleccionaron cinco transformantes con la construccion que incorporaba el fragmento de 412
pb y dos con la que contenia los fragmentos de 910 y 455 pb. La transformante A412-3
presentd mayor porcentaje de inhibicion: 80%, y 91% a las 48 y 96 h de cultivo,

respectivamente, mientras que las transformantes obtenidas con el fragmento de 910 pb solo
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alcanzaron a inhibir el 25% de la actividad proteasa a las 48 h, en promedio. Las dos
transformantes obtenidas con el fragmento de 455 pb presentaron 68% de inhibicion de la
actividad proteasa a las 48 h de cultivo. Por otra parte, la construccion del vector para el
silenciamiento por RNAI mediado por fragmentos de dsRNA resultd ser una herramienta

molecular eficiente para inhibir la actividad proteasa.

Estos estudios son de gran importancia para el presente trabajo, puesto que aportan
informacidn sobre técnicas empleadas para la construccion de vectores de silenciamiento,
ademas de mostrar la viabilidad del silenciamiento para la evaluacion de la participacion

fisiologica de los productos de ciertos genes también en hongos.
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3. JUSTIFICACION

El objetivo de proyectos actuales de genomica es la identificacion de genes de diversos
organismos, sobre todo de aquéllos que codifican para productos como metabolitos de
importancia aplicados a diversas areas, como la biorremediacion, la medicina, la de industrias
alimentarias, entre otras, tal es el caso de las lacasas de Pleurotus ostreatus. Una de las
funciones mas estudiadas y discutidas de las lacasas es su participacion en la degradacion del
polimero de lignina. Por otra parte, se ha descrito su implicacion, en otras especies de hongos
distintas a Pleurotus, en procesos que no tienen que ver con degradacién si no en cuestiones
tales como coloracion de los conidios, procesos de esporulacion, formacion de cuerpo
fructifero, asi como, formacion de los primordios y rizomorfos entre otras. Sin embargo, a
pesar de que es evidente la importancia que tiene esta enzima en el organismo, aun se

desconoce la razén principal por la que el organismo produce dicha enzima.

Para determinar la funcién de un gen se ha recurrido a diversas vias, una de ellas es el
silenciamiento génico por ARN de interferencia (ARNi) que ha mostrado ser una herramienta
poderosa para este fin. Este mecanismo permite el silenciamiento de uno, varios o todos los
miembros de una familia multigénica, de esta forma se pueden observar cambios graduales en
el organismo. Para implementar este mecanismo es necesario conocer las secuencias de los
genes de interés, asi como las estrategias de construccion de vectores que logren el fin
deseado, la evaluacion técnica en cuanto al tamafio del fragmento de ADN especifico para el
silenciamiento de algun gen en particular y pruebas de eficiencia de transformacion para que
en su momento se logren obtener mutantes que posean la caracteristica deseada. Los
antecedentes de este tipo de estudios en hongos son pocos, sin embargo, dan la pauta para
intentar realizar la construccién de vectores especificos para genes de interés y evaluar su
efectividad dentro de estudios de genética funcional. Contar con este tipo de vectores es
importante puesto que se puede emplear para la transformacion de Pleurotus ostreatus u otro
organismo que produzca esta enzima y generar mutantes silenciadas, que posteriormente sean
sometidas a diversos estudios y asi, generar informacion béasica sobre la funcion de dicha
enzima. Estos estudios son de relevancia, dado que entender el por qué un organismo esta

produciendo la enzima de interes, es una contribucion esencial para su manejo.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

¢+ Generar un vector de silenciamiento especifico para genes que codifican para enzimas
lacasa de P. ostreatus.

4.2 Especificos

» Obtencion del fragmento exdnico conservado de genes de lacasa.

» Obtencion de la construccion del vector de silenciamiento especifico para genes de lacasa,

utilizando como base al plasmido pJMQ-RNA..
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Diagrama general de la metodologia

CONSTRUCCION DEL VECTOR DE
SILENCIAMIENTO PARA GENES DE LACASAS

Sintesis de un fragmento
sintético de genes de lacasas

e Miniprep e Digestion
Transformacion de E.coli o
TOP 10F e Megaprep e Purificacion
— Electroforesis (Se repite en
Digestion del vector de cada prueba)
silenciamiento (pGpdPki-
RNAI)
e Purificacion
Ligacion (vector de e Desfosforilacion
silenciamiento con fragmento
de gen de lacasas)
| e Miniprep e Digestion
Transformacion de E.coli Top 10F” e Megaprep e Purificacion

OBTENCION DEL VECTOR
PRNAI-LAC
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5.2 Vector de silenciamiento pGpdPki-RNAI

Este vector de silenciamiento (Figura 4) contiene promotores: Pgpd y Ppki, en sentido opuesto
y enfrentados, separados por un sitio de restriccion Ncol, asi como un cassette de resistencia a
fleomicina (Pgdh::ble::Tcyc), como marcador de seleccion para las cepas de hongos de este

estudio.

Hind 111
EcoRlI

Nool

Figura 4. pGpdPKi RNAI (Tomado de Marcial 20012).

5.3 Organismos
5.3.1 Microorganismo de estudio

Para llevar a cabo este estudio, se utilizé la cepa nativa de la
especie Pleurotus ostreatus cepa PoB (figura 5). Se trata de
una cepa comercial originaria de Japén, de alta
productividad, de la coleccion del Laboratorio Institucional
de Hongos Comestibles de la Universidad Auténoma de

Chapingo. Se obtuvo por donacion de dicha universidad.

Figura 5. Pleurotus ostreatus PoB.
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5.3.2 Escherichia coli (E. coli) Top 10F

Fue donada por el Laboratorio de Bioguimica Genética del Instituto Nacional de Pediatria, del
Distrito Federal. Se eligio este organismo puesto que se trata de una bacteria competente y ha
sido utilizada en experimentos de transformacién debido a la alta eficiencia que puede

conseguirse con ella.

5.4 Medios de cultivo
5.4.1 Cultivo de E. coli

Se utilizaron los siguientes medios:
» Luria-Bertani (LB-medio liquido) (Miller 1972)
» LA (Medio sélido) (2% p/v)

5.4.2 Cultivo de Pleurotus ostreatus

Se cultivé el hongo en matraces Erlenmeyer con 50 mL de medio de cultivo liquido Extracto
de Malta (EM) (DIBICO) con las condiciones del fabricante, durante un mes. Se conservo en

refrigeracion, para su utilizacion en los estudios posteriores.

5.5 Construccion del vector de silenciamiento especifico para genes de lacasas (pRNAI-
LAC)

5.6 Estrategia 1

5.6.1 Extraccién del gen que codifica para lacasas del pJET

Cortés (2012) cultivd Pleurotus ostreatus cepa PoB, durante 20 dias, realiz6 perfiles
zimograficos, obteniendo tres isoenzimas de lacasas, por otra parte obtuvo ADN del
organismo, que amplifico por medio de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa),

obteniendo 3 bandas que oscilaban entre 2,000 y 2700 pb, la secuencia de la banda de 2700 pb 28



dio como resultado un 99.8% de similitud con el gen POX2 de lacasa de Pleurotus ostreatus.
Posteriormente, clond el fragmento de 450 pb aproximadamente, en un vector de clonacion
(pJet) utilizando la enzima de restriccion Hind 111, pero esta enzima realiza cortes romos y el
vector de silenciamiento tiene cortes cohesivos, por lo tanto no fueron compatibles, por lo que
se disefiaron primers especificos para los extremos de los sitios de clonacién del plasmido con
secuencias de corte para la enzima de restriccion Ncol, que es la comun entre el fragmento y el
plasmido pGpdPki-RNAI (vector de silenciamiento) para unirse en extremos de tipo cohesivo

los cuales servirian como adaptadores en los extremos del fragmento.

La secuencia de los primers es la siguiente:

Ncol-silR: 5°-GCA CCA TGG AAG AAC ATC GAT TTT CCA TGG CAG-3°
Ncol-silF: 5°-ATA CCA TGG CGA CTC ACT ATA GGG AGA GCG GC-3

La recuperacion del fragmento se realizé mediante la reaccion en cadena de la polimerasa, en
donde se amplifico sélo el fragmento clonado en pJet (vector de clonacion linear), quedando
asi con los extremos artificiales Ncol. El protocolo de amplificacion mediante PCR utilizado
fue el siguiente:

Se hizo un bafio de hielo, en donde se colocaron las muestras para su utilizacion.

La mezcla de reaccion se realizd en tubos Eppendorf de 200 uL mantenidos a 4°C durante

todo el proceso, los reactivos utilizados se muestran en la tabla 1.
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ADN (20-30 ng) 5uL
Buffer taq 10X SpuL
MgCl (50 mM) 1.5 uL
Primer SiIR (1:10) 2 uL
Primer SilF (1:10) 2 UL
DNTPs (20 mM) 2 pL
ddH20 32 uL
Taq DNA polimerasa (5 U uL) 0.5 puL

Tabla 1. Reactivos para PCR

La PCR se llevd a cabo en un termociclador My Cicler (Bio-Rad), el programa utilizado

consta de los siguientes pasos:

Desnaturalizacion: Calentamiento para la separacion de las dos hebras del ADN, mediante

una incubacion breve (30-120 s) a 96°C.

Templado (o hibridacion): Consiste en la hibridacion de los primers (SilR, SilF), que al
unirse a secuencias de ADN delimitan la region que se desea amplificar. La temperatura usada

durante este paso fue de 52°C.

Elongacion (o replicacion): Etapa de amplificacion en la que la Tag ADN polimerasa a una
temperatura de 72°C, elonga los primers, empleando como molde ambas hebras originales. La
replicacion transcurre en la direccion 5°- 3"a partir del extremo 3-OH de cada cebador,
empleando como sustrato los cuatro dNTPs, hasta terminar la lectura del molde o hasta que se

comience el siguiente ciclo.

El conjunto de los tres pasos constituye un ciclo, para tener la cantidad necesaria de la

secuencia amplificada, se repite este ciclo 30 veces.
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5.7 Estrategia 2

Esta parte consistid en tratar de obtener el fragmento de ADN de genes de lacasa mediante
PCR del ADN gendmico. Se inicio con el alineamiento de las secuencias de nucleétidos de
genes que codifican para lacasa con el fin de disefiar primers con cortes Ncol, para obtener el
fragmento que se insertaria en el vector de silenciamiento con extremos de corte coincidentes
con dicho vector y obtener asi la construccién del vector de silenciamiento especifico para
lacasas ((pRNAI-LAC).

5.7.1 Extraccion de ADN

Se extrajo ADN de Pleurotus ostreatus cepa PoB con DNAzol (Invitrogen), con la finalidad
de obtener el fragmento de interés para la realizacion del presente estudio, se trata de un
procedimiento que utiliza un reactivo compuesto y completo para el aislamiento del ADN
genomico de muestras sélidas y/o liquidas. El protocolo que se realiz6 fue el siguiente:

El primer paso consistid en realizar la lisis celular; para este propdsito se maceraron 35 mg de
la muestra después de su congelamiento con nitrégeno liquido. Al homogeneizado se le
adicion6 1 mL del reactivo DNAzol y se homogenizé dando pequefios pulsos con un vértex
(T-GENIE2). La mezcla se centrifugd en seguida durante 10 minutos a 11,000 rpm a

temperatura ambiente y se transfiri6 el sobrenadante obtenido a un tubo nuevo estéril.

Posteriormente se precipité el ADN contenido en el sobrenadante con la adicién de 0.5 mL de
etanol al 100%, se mezcl6 la muestra mediante pulsos e inversion del tubo durante 3 minutos a
temperatura ambiente. Enseguida se centrifug6 a 6000 rpm durante 2 minutos para obtener el
pellet de ADN.

Después se realizo el lavado del pellet de ADN precipitando con la adicion de 0.8 a 1 mL de
etanol al 75%. Para el lavado se suspendié el ADN en el etanol por inversion del tubo,
manteniéndolo verticalmente para que el pellet de ADN vuelva al fondo para después retirar el
etanol del tubo.

Después de haber removido el etanol, se dejo secar el ADN durante 15 segundos.

En seguida se disolvio en agua esteril y se conservo en refrigeracion, hasta su uso.
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5.7.2 Disefio de primers (Alineamiento)

Se realizo el alineamiento de las secuencias de los genes que codifican para lacasas, con el fin
de identificar los sitios conservados para el disefio de los primers. Después de disefiados se
incluy6 en uno de sus extremos (57) las secuencias de cortes para Ncol, de tal forma que el
amplicon resultante, luego de la digestion con esta enzima de restriccion, tuviera extremos
coincidentes con los del vector plasmidico pGpdPki-RNAI (vector de silenciamiento). Los
primers fueron disefiados para amplificar una region de aproximadamente 450 pb.

La secuencia de los primers disefiados es la siguiente:
FRAG LAC 1 (Forward)

5-CGG CCATGG ATG TTT CCA GGC GCA CGG-3
FRAG LAC 2 (Reverso)

5- CGC CCA TGG GGT GGA AAG ATG CGA ATG-3

5.7.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa

Se realizd PCR en las mismas condiciones antes descritas.

5.8 Estrategia 3

5.8.1 Plasmido comercial (fragmento sintético de gen de lacasas)

Se mandd sintetizar un fragmento correspondiente con una secuencia exénica conservada de
genes de lacasas de 318 pb aproximadamente, con secuencias de reconocimiento para cortes
con Ncol en ambos extremos, esto para facilitar la ligacion con el vector de silenciamiento. El
fragmento sintetizado estaba integrado en un plasmido comercial, cabe mencionar que esta
estrategia fue la que nos proporciono resultados favorables, por lo tanto fue con la que se logro
la obtencion de la construccion del vector de silenciamiento especifico para genes de lacasas

(PRNAI-LAC). La secuencia del fragmento de gen de lacasas se muestra a continuacion.
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5 CGGCCATGGATGTCGTGGCCCCTCAAAATGCGGGGCTCGCCCACTCCCGATAGA
CACTCATCAATGGCATAGGTCGCTACGCTGGGGGTCCTACTTCCCCTCTGGCCGTC
ATCAACGTCGAAAGCGGCAAGCGATATCGTTTCCGACTCATCTCCATGTCTTGCGA
CCCCAATTACACGTTCTCGATCGACGGTCACACTTTGCCGGTTATTGAAGCAGATG
CAGTCAATATTGTGCCCCTTGACGGTATGTTTCATATACTGACAACACAAACACAT
TCTGAATCATCTTGATGTAGTGGATAGTATCCATGGCGC-3

5.8.2 Digestion del plasmido comercial

Se digirio el plasmido comercial con la enzima de restriccion Ncol (Fermentas), para liberar el
fragmento del gen y comprobar que estaba ligado al plasmido. Esta enzima reconoce una
secuencia de nucleétidos especifica dentro de la molécula de ADN y lo corta en ese punto,
[lamado sitio diana o de restriccion. EI mecanismo de corte de ADN se realiza a través de la
ruptura de dos enlaces fosfodiéster en la doble hebra, lo que da lugar a dos extremos de ADN.
Estos son cohesivos/escalonados. Una vez realizada la mezcla de la digestion (Tabla 2), se

incub6 durante tres horas a 37°.

Vector comercial (0.5-1 pg/uL) | 6 uL
Buffer Tango 10X 1ulL
Enzima Ncol (0.5-2 uL) 0.5uL
Agua 25uL

Tabla 2. Reactivos para la digestion del plasmido comercial.

5.8.3 Electroforesis en gel de agarosa de la digestion del plasmido comercial

Se trata de una técnica empleada para verificar la presencia de ADN después de la extraccion,
también para el analisis de los productos obtenidos después de una reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR), asi como la separacion del mismo por su peso molecular, en este caso
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empleada para verificar la digestion del plasmido comercial. Por tal razén, después de cada
prueba, ya sean extracciones, PCR o digestiones, se debe realizar una electroforesis con un gel
a diferentes concentraciones de agarosa, esto va a depender del tamafio de la molécula que se
espera resolver. En el presente estudio se realizaron geles de 1.5%.

Cuando se ha completado la electroforesis, se puede revelar mediante la adicion de un
colorante especifico o alglin compuesto intercalante para de esta manera poder observar la
molécula de interés, en este caso empleamos bromuro de etidio al 10%, debido a que tiene la
capacidad de intercalarse entre las bases del ADN y a que emite una sefial luminosa cuando se
irradia luz UV sobre el gel. Los geles se tifien con este compuesto durante 15 minutos;
posteriormente se coloca en un foto documentador (Gel Doc 1000 de Bio Rad) y se digitaliza
la imagen. Cabe mencionar que en cada electroforesis se coloc6 un marcador de peso
molecular (1 Kb Plus DNA Ladder) el cual nos permite determinar el peso molecular de las
bandas obtenidas en cada muestra.

El protocolo que se sigui6 fue el siguiente:

En un bafio de hielo se colocaron tubos eppendorf para realizar la mezcla, se colocaron 20 pL
de la digestion y 2 pL de buffer de carga. La solucion se cargd en un gel de agarosa al 1.5%.
La migracion de las muestras se llevo a cabo en Buffer TBE 1X a 85 V.

5.8.4 Purificacion del fragmento de gen de lacasas obtenido de la digestion a partir del

gel

La purificacion del fragmento obtenido de la digestion a partir del gel se realizo con el Kit
Zymoclean (ZYMO RESEARCH), siguiendo las instrucciones del fabricante. EI ADN fue

resuspendido en 30 pL de buffer de elucién y se mantuvo a -20° C, hasta su uso.

5.8.5 Digestion del fragmento del gen de lacasas obtenido del plasmido comercial

El fragmento sintético de gen de lacasas se digirio con la enzima Ncol y se incub6 a 37°C,

durante toda la noche, en la tabla 3 se muestran las condiciones de la reaccion.
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Fragmento sintético (0.5-1 3uL
pg/ul)

Buffer Tango 10X 1uL

Enzima Ncol (0.5-2 uL) Sul

Agua 5.5ulL

Tabla 3. Reactivos para la digestion del fragmento del gen de lacasas.

5.8.6 Digestion del plasmido de silenciamiento (pGpdPki-RNAI)

Por otra parte se digirié el plasmido de silenciamiento (pGpdPKi RNAI) con la enzima Ncol,
se mantuvo en incubacion a 37°C durante toda la noche, en la tabla 4 se muestra las

condiciones de la reaccion.

Vector de silenciamiento (40-50ng) | 15 pL
Buffer 10X 2 puL

Enzima (1 U) 1L

Agua 2 L

Tabla 4. Reactivos para la digestion del plasmido de silenciamiento.

5.8.7 Desfosforilacion del plasmido de silenciamiento (pGpdPki-RNAI)

En el caso de plasmido de silenciamiento, tras su digestion se llevé a cabo una
desfosforilacion de los extremos 5’para evitar religaciones. La desfosforilacion se realizo con
la enzima fosfatasa alcalina (Bio Labs) obtenida de camaron. Las condiciones de la reaccion se

muestran en la tabla 5.



Vector de silenciamiento 3uL
(0.5-1 pg/ul)

Buffer Tango 10X 2 uL
Enzima Ncol (0.5-2 uL) 0.5 ulL
Agua 145 uL

Tabla 5. Reactivos para la desfosforilacién del plasmido de silenciamiento.

5.8.8 Ligacion

Una vez confirmado el tamafio y la secuencia del fragmento se realizd la ligacion del
fragmento de interés y el plasmido de silenciamiento (pGpdPKi RNAI) con la enzima ADN
ligasa T4 (Fermentas), con las indicaciones del fabricante (Tabla 6). Posteriormente se
corroboré que el fragmento se haya insertado en el vector de clonacion, para ello se corrid la

muestra en un gel de agarosa al 0.7%.

Buffer 5X 2 uL

Inserto de ADN (variable) 8 uL

Vector de clonacion (10-100 ng) 2 uL

Enzima 1 u/pL 1 L

Tabla 6. Reactivos para la ligacion.

La mezcla se incubd a 22°C durante 1h.

5.9 Transformacion de células competentes de E. coli

Se colocé en un tubo eppendorf las celulas competentes Escherichia coli ToplOF", con la

mezcla de ligacion (20 ul), se mezcld y se incubd a 37°C durante una hora.



Posteriormente se centrifugd a 14,000 rpm, se decant6 un poco de sobrenadante, quedando asi
el sedimento, el cual se mezclo y se vertié en las placas con medio LB y ampicilina, se

esparcid bien hasta quedar completamente seco.

5.9.1 Extraccion del ADN plasmidico mediante el método de miniprep

Se selecciond una placa con células transformadas, se tomd una colonia que fue inoculada en
un tubo eppendorf que contenia medio LB con ampicilina, se incubé a 37°C durante 18 h a
200 rpm. Se centrifug6 a 14,000 rpm durante 1 minuto, se decantd, resuspendiendo el pellet en
350 pL de STET (SDS, Tris HCI, EDTA, tritdn), se agregaron 10 pL de lisozima en una
concentracion de 10 pg/mL™ mezclando suavemente, el tubo se colocd en un recipiente con
agua en ebullicién durante un minuto, se centrifugd nuevamente a 14,000 rpm durante 10
minutos, el pellet formado en la parte inferior del tubo se retiré 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 y se mantuvo durante 15 min a temperatura ambiente, transcurrido el tiempo se
centrifug6 a 14,000 rpm durante 5 minutos, se desechd el sobrenadante, el pellet se lavo con
500 pL de etanol al 70% y se centrifugd nuevamente a 14000 rpm durante 5 min, finalmente
el sobrenadante se deseché y el pellet se resuspendio en 30 uL de agua libre de RNasas. Con
el objetivo de corroborar la extraccion del plasmido se realizé electroforesis, colocando en un
bafio de hielo un tubo eppendorf y agregando 2 puL de tampon de carga y 3 yL de la muestra,
en otro tubo se colocd el tampdn de carga y se sustituyd la muestra por un marcador de peso
molecular (1 Kb Plus DNA Ladder) para determinar el tamafio de las bandas obtenidas en la
muestra, la reaccion se llevd a un volumen final de 20 pL con agua MilliQ estéril,
posteriormente se coloco en el termobloque (eppendorf) a 50° C durante 30 segundos, se
sacaron y se colocaron en un bafio de hielo durante 2 min. La mezcla se carg6 en un gel de
agarosa al 1.5% vy se corrié a 80 V durante 95 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 foto-documentador.

37



5.9.2 Extraccion de ADN plasmidico mediante el método de megaprep

Esta técnica se utiliza en experimentos en los que se requiere una gran cantidad de ADN
facilmente digerible. Para ello se inocularon 100 mL de medio LB con la colonia que porta el
plasmido que queremos amplificar, de la misma forma antes descrita. Tras este tiempo se
obtuvieron las células mediante centrifugacion a 5,000 rpm durante 3 minutos, el precipitado
obtenido se resuspendio en 6 mL de STET Yy la suspension de bacterias se separé en alicuotas
de 350 pL.

Los pasos que se siguen a continuacion son ligeras modificaciones de lo realizado en las
minipreparaciones. A cada tubo se le afiadieron 20 pL de una solucién de lisozima preparada a
una concentracion de 10 pg/mL en agua, enseguida, se mezclo durante treinta segundos y se
hirvio durante 45 segundos. Las proteinas, restos celulares y el ADN cromosomico bacteriano
se precipitaron por centrifugacion a 14,000 rpm durante 15 minutos y se eliminaron con la
ayuda de un palillo estéril. El precipitado blando que se obtiene en este paso ocupa gran parte
del tubo y por ello es necesario eliminarlo completamente. EI ADN plasmidico se precipitd
tras afadir 40 pL de acetato sddico 3M pH 5.2 y 600 uL de isopropanol, se mezclo y se
mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos. Este tiempo puede reducirse debido a la
gran cantidad de ADN obtenido por este método. EI ADN se centrifug6 a 14,000 rpm durante
5 minutos y el precipitado se lavd con etanol al 70% (v/v). Posteriormente se seco y el
precipitado correspondiente de cada alicuota se resuspendié en 100 pL de MilliQ. Tras la
resuspension del ADN se reunieron todas las fracciones en un mismo tubo y se limpi6 la
solucion de ADN mediante fenolizacion. Posteriormente se precipitd de acuerdo con los

métodos habituales y se resuspendié en un volumen adecuado con agua estéril.
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6. RESULTADOS

Para lograr los objetivos del presente estudio se emplearon tres estrategias, puesto que en el
trayecto se presentaron complicaciones, siendo la tercera la que nos arrojo resultados
favorables; no obstante, a continuacion se muestran los resultados que se lograron obtener de

las estrategias antes mencionadas.

6.1 Estrategia 1

En las pruebas realizadas en esta etapa no fue posible obtener el fragmento de gen de lacasas
con extremos Ncol para ligarlo al vector de silenciamiento, debido a que aunque si fue posible
extraerlo del vector de clonacion, no se pudieron ligar los adaptadores para tener los extremos

compatibles para su integracion al vector de silenciamiento.

6.2 Estrategia 2

6.2.1 Extraccion de ADN

Se obtuvo el ADN de Pleurotus ostreatus en las condiciones antes descritas, enseguida, se
realizd electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para poder visualizar las bandas, en el primer
carril se coloc6 un marcador de peso molecular (APstl) como referencia para poder saber el
tamanio de las bandas obtenidas de ADN. En la figura 6 se puede ver ADN total en el carril 3,
Sy7
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Figura 6. Extraccion de ADN. En el carril 1 se encuentra el marcador de peso molecular (APstl), en los carriles 3,
5y 7 ADN total de Pleurotus ostreatus.

6.2.2 Disefio de primers (Alineamiento)

Se realiz6 el alineamiento utilizando las secuencias de nucledtidos de ARNm que codifican
para lacasas de Pleurotus ostreatus. En la figura 7, se muestran las regiones utilizadas para el
disefio de los nuevos primers para la obtencion del fragmento de 450 pb, los nucleétidos
marcados con amarillo son las secuencias de los primers, en el inciso(a) se muestra la
secuencia del primers Frag-Lac (Inicial) y en el inciso (b) la secuencia del primers Frag-Lac2

(terminal).
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(a) Alignment Report of 'Untitled’ - Clustalw (STow/Accurate, IUB) : miZrcoles, 27 de noviembre de 2013 06:02 p.m.

Majority: == eessEessssRaseees ATGTTTCCAGGCGCACGGATTCTCGCTACGCTTACCTTAGCCCTTCA-CTTTTACATGGGACT
————————— R L e o
10 20 30 40 50 60 70 80
————————— Eomnmeneesiesnassresalesmenesenhenasssasnfeeesscenmbreoenenmekeeeneaned
MRNApArcialCHSH.S@Q —======== === o oo oo o oo o oo o oo o o o e e e e m e mm—mm e —m e 0

mRNA Poxl.seq CAGAACACGTATGTTTCCAGGCGCACGGATTCTCGCTACGCTTACATTAGCTCTTCACCTTTTACATGGGACT 73

mRNA Pox2.seq ATGTTTCCAGGCGCACGGATTCTTGCTACGCTTACCTTGGCCCTTCATCTT T TGCATGGGGCT 63
mMRNA pox3 PO.seq  ==-=====-==-==--=----------- ATGATTGCGCCTGTACTCTCATTTGGCCTCACTGTCCTTTCGTTACTTTCTCCCACA 57
mRNA Poxalb.seq ACCGCATCCCCTCAGCCGATCTCCCCATGGCGGTTGCATTCGTTGCGCTTGTTTCACTCGCATTAGCACTCGTACGCGTT 80
mRNAcomp} l.seq ATGTTTCCAGGCGCACGGATTCTTGCTACGCTTACCTTGGCTCTTCATCTTTTACATGGGACT 63
MRNACOMPT: 2.8680 @ orme s s e D e S e e s e e o e o e o e e o e e s o

mRNAcompl pox4.seq ATGCGCACATTCTCCCGCTTTCTCGCCTCGCTGACGCTCTTCCTCTGGCTTCAGTCGGGGGCC 63
mRNAcompl.seq ATGTTTCCAGGCGCACGGATTCTCGCTACGCTTACATTAGCTCTTCACCTTTTACATGGGACT 63
MRNAparcial.seq =  =======-mmmm oo m e mm oo e o 0

(b) Majority TTTCCTGTACGACTTCAACGTCCCCGACCAAGCTGGAACGTTTTGGTATCATTCGCATCTTTCCACCCAATATTGTGATG
--------- P, S R o e Sealatate -
410 420 430 440 450 460 470 480

--------- et e T
mRNAparcialCHSH.seq CTTCCTATATGACTTCAACGTCCCCGACCAAGCTGGCACGTTCTGGTACCATTCGCATCTTTCCACCCAGTATTGTGATG 386
mRNA Poxl.seq CTTCCTATATGACTTCAACGTCCCCGACCAAGCTGGCACGTTCTGGTACCATTCGCATCTTTCCACCCAGTATTGTGATG 461
mMRNA Pox2.seq TTTCCTGTACAATTTCAATGTCCCGGACCAAGCTGGAACGTTTTGGTATCACTCGCATCTTTCCACCCAATATTGCGACG 457
mRNA pox3 PO.seq TTTCGAGTACAACTTCCACGTCCCCGAACAAGCCGGTACCTTTTGGTACCACGCCCACTACGGCACGCAATACTGTGACG 418
mRNA Poxalb.seq GTTTTTGTACGACTTCGAAGTCCCTGATCAAGCTGGAACATTTTGGTATCACTCTCATCTTGGGACACAATACTGTGATG 441
mRNAcompl 1.seq TTTCCTGTACAATTTCAATGTCCCAGACCAAGCTGGAACGTTTTGGTATCACTCGCATCTTTCCACCCAATATTGTGATG 457
mRNAcompl 2.seq GTTTTTGTACGATTTCGAAGTCCCTGATCAAGCTGGAACATTTTGGTATCACTCTCATTTGGGAACACAATACTGTGATG 358
mRNAcompl pox4.seq TTTCCTGTACGACTTCAAGGTTCCGGATCAAGCTGGTACATTTTGGTACCATTCGCATCTTTCGACTCAGTATTGTGATG 445
mRNAcomp].seq CTTCCTATATGACTTCAACGTCCCCGACCAAGCTGGCACGTTCTGGTACCATTCGCATCTTTCCACCCAATATTGTGATG 451
mMRNAparcial.seq  -————---——-=eemmeemeee e em o ACTGGTACCTTCTGGTATCATAGTCATCTCTCAACGCAGTATTGCGATG 49

Figura 7. Regién nucleotidica utilizada para el alineamiento de las secuencias de genes que codifican para

lacasas de Pleurotus ostreatus, (a) primers Frag-Lac 1, (b) primers Frag-Lac2.

6.2.3 PCR

Después de haber obtenido el ADN total, se realizd la PCR en las condiciones antes
mencionadas, para obtener el fragmento de interés. Se realiz6 electroforesis en gel de agarosa

al 1.5% para verificar la presencia del fragmento el cual se muestra en la Figura 8.
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Figura 8. Producto de PCR obtenido con los primers FRAG LAC 1 Y FRAG LAC 2. En el primer carril se
encuentra el marcador de peso molecular (APstl) y en el segundo el producto de PCR.

6.2.4 PCR con gradientes de temperaturas

Al intentar realizar la ligacion del vector de silenciamiento con el fragmento de interés, se
presentaron complicaciones y se realizaron pruebas de comprobacion para verificar el inserto,
para ello, se realizd electroforesis para resolver el fragmento y se pudieron observar en el
mismo carril bandas de distintos pesos moleculares. Para tratar de obtener sélo una banda, se
realizd la PCR con un gradiente de temperaturas, es decir, a diferentes grados de temperatura,

sin embargo, no se logro obtener una sola banda, como se muestra en la figura 9.
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Figura 9. PCR de gradientes 60-68°C.

De acuerdo con los resultados obtenidos de la PCR de gradiente, no se considerd conveniente
usar esta mezcla de fragmentos puesto que al estar las bandas muy unidas una de la otra se
complicaria cortar una en especifico, por otra parte si realizaba la construccién asi como
aparece en la figura 8, no se tendria la seguridad de tener vectores con un solo fragmento lo
que podria constituir cambios importantes en la estrategia. Por tal motivo el presente estudio

se realizo con la estrategia 3.

6.3 Estrategia 3

6.3.1 Digestion del plasmido comercial con el fragmento del gen de lacasas

Se realizo la digestion de un plasmido comercial que contenia un fragmento sintético del gen
para lacasas. Enseguida, se realizo la electroforesis en gel de agarosa al 1.5%, para corroborar
la presencia del fragmento del gen sintético. En el carril 1 se coloco el marcador de peso

molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, como referencia para conocer el peso molecular
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aproximado de las bandas obtenidas como producto de la digestion. En los carriles 1y 2, se
colocaron muestras de la digestién. En ambos carriles se observd una banda de 3,500 pb
aproximadamente, correspondiente con el plasmido comercial y una de 300 pb
aproximadamente, que correspondia con el fragmento del gen de lacasas, como se muestra en

la figura 10.

Figura 10. Digestion del plasmido comercial con Ncol.

6.3.2 Transformacion y miniprep del pldsmido comercial

Una vez confirmada la presencia del inserto del gen en el plasmido comercial, se procedio a
transformar E. coli Top 10F" en las condiciones antes descritas, se observaron transformantes
crecidas en medio LA, como se muestra en la figura 11.
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Fig. 11. Transformantes obtenidas con el inserto del gen sintético en E. coli.

Por otra parte se realizdé la miniprep y enseguida la electroforesis para corroborar que las
colonias que crecieron en la placa, realmente fueron transformadas, posteriormente se realizd
la digestion a partir de la solucion obtenida de la miniprep y enseguida la electroforesis en un
gel de agarosa al 1.5%. En los carriles 1, 2, 3, 4 se muestran las digestiones de las cuatro
minipreps de las colonias al azar. En el carril 5 se muestra el marcador de peso molecular 1 Kb
Plus DNA Ladder, como referencia para conocer el peso molecular aproximado de las bandas
obtenidas como producto de la digestion, en todos los carriles se observaron las bandas
correspondientes con el plasmido y el fragmento del gen de lacasas, como se muestra en la

figura 12.
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Figura 12. Digestion de la miniprep con Ncol.

6.3.3 Megaprep del plasmido comercial

Se realizd la megaprep, con el fin de obtener mayor cantidad de muestra, asi como la digestion
y posteriormente la electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%. En el carril 1 se muestra el
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. En los carriles 1 y 2 las muestras
digeridas de la megaprep, Se observé en ambos carriles la banda del plasmido y del inserto,

como se muestra en la figura 13.
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Figura 13. Digestion de la megaprep con Ncol.

6.3.4 Digestion de pGpdPki-RNAI

Se digiri6 el vector de silenciamiento (pGpdPki-RNAIi) con la enzima Ncol, se realizd
electroforesis en gel de agarosa al 1.5% para visualizar la presencia del vector de
silenciamiento en su forma lineal. En los carriles 1 y 2 se observd una banda de 6000 pb
aproximadamente, en el Ultimo carril se colocd el marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA
Ladder, como se muestra en la figura 14.
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Figura 14. Digestién del vector de silenciamiento (pGpdPki-RNAI) con Ncol

6.3.5 Desfosforilacion de pGpdPki-RNAI

Una vez digerido el plasmido se desfosforil6 en las condiciones antes descritas y se realizo la
electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%, en la figura 15 se muestra en el carril 1 el
marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder. En los carriles 2 y 3, las muestras 1y 2

de la desfosforilacion.

Figura 15. Desfosforilacion del vector de silenciamiento con fosfatasa Alcalina

48



6.4 Construccion del vector de silenciamiento especifico para genes de lacasa (pRNAI-
LAC)

6.4.1 Transformacion y MINI-PREPS de la construccion del vector de silenciamiento

especifico para genes de lacasa (pPRNAIi-LAC)

Se transformé E. coli Top 10F" con la construccion del plasmido de silenciamiento con el
fragmento del gen de lacasas, se crecieron las células en medio LA y se incubaron durante
toda la noche a 37°C. Pasado este tiempo se observaron colonias transformantes como se

muestra en la figura 16.

Figura 16. Colonias de E. coli transformadas con el plasmido pRNAI-LAC
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Enseguida se realiz6 una miniprep en las condiciones antes mencionadas y se comprobo
mediante digestiones del ADN plasmidico que las células crecidas tuvieran el inserto, esto se
observo en una electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En el carril 1 se coloco el marcador
de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, en los carriles 1, 2, 3, 4 se colocaron las muestras
de la digestion de la miniprep y se pudo corroborar que las células si fueron transformadas con
el vector de silenciamiento que contenia nuestro fragmento de interés ya que en todos los
carriles se observaron bandas de 6,000 pb aproximadamente correspondientes con el vector de
silenciamiento y en la parte inferior se muestra una banda de 300 pb aproximadamente la cual

corresponde con el fragmento de interés, como se muestra en la figura 17.

N

Figura 17. Digestion de la miniprep de células transformadas con la construccion del vector de
silenciamiento (pRNAIi-LAC)
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6.4.2 Extraccion del plasmido (MEGA-PREPS) de la construccion del vector de

silenciamiento especifico para genes de lacasa (pRNAi-LAC)

Con el fin de extraer el plasmido de las células y tener suficiente muestra para las pruebas
posteriores se realizd la megaprep, enseguida la digestion y se corroboré mediante una
electroforesis en gel de agarosa al 1.5%. En el carril 1 se coloco el marcador de peso
molecular 1 Kb Plus DNA Ladder, en los carriles 1 y 2 las muestras digeridas de la megaprep,
en ambos carriles se observaron dos bandas, la primera de 6,000 pb aproximadamente la cual
corresponde con el vector de silenciamiento y la segunda de 300 pb aproximadamente y que
corresponde con el fragmento de interés, como se muestra en la figura 18.
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Figura 18. Digestion de la megaprep de células transformadas con la construccion del vector de silenciamiento
(PRNAI-LAC)
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7. DISCUSION

En el presente trabajo de investigacion se obtuvo la construccion del plasmido de
silenciamiento pRNAI-LAC, especifico para genes de lacasas de Pleurotus ostreatus con el fin
de silenciar estos genes, para tener un mejor conocimiento de la participacion de esta enzima
en el organismo, tomando en cuenta el potencial biotecnologico de la cepa utilizada. El
método por ARNi ha demostrado ser eficaz para la regulacion de la expresion génica en la
mayoria de los eucariotas, incluyendo vertebrados, plantas, protistas y hongos (Nakayashiki y
Nguyen, 2008). Ademas, a diferencia de la interrupcion de genes por métodos convencionales,
el ARNi confiere sélo la reduccion parcial (knock-down), pero no una pérdida completa
(knock-out) de la expresion de los genes. La supresion de genes incompletos con frecuencia da
lugar a variaciones fenotipicas que pueden proporcionar mas informacion detallada acerca de

la funcién del gen silenciado (Nakayashiki y Nguyen, 2008).

Estudios previos han demostrado que es posible realizar silenciamiento génico en Pleurotus
ostreatus, puesto que se necesita que el organismo tenga un mecanismo que permita que se
activen los complejos enzimaticos necesarios para que se lleve a cabo dicho proceso. Tomer y
cols. (2010) identificaron los componentes clave de la maquinaria del ARN que provoca el
silenciamiento génico (Argonauta, Dicer y RdRP). Por lo tanto emplearon un enfoque basado
en ARNi (knock-down) para el silenciamiento de los genes que codifican para una MnP
dependiente seguido por la evaluacion de la decoloracién del colorante Orange 1l, asi como,
los niveles de transcripcion de la familia de genes MnP en las cepas correspondientes, lo que
demostré que la expresion de peroxidasas MnP, puede ser directamente asociada con las

capacidades de degradacidn lignoliticas de P. ostreatus.

Por otra parte, en cuanto a la construccion se refiere, es sabido que las construcciones de
plasmidos con promotores en sentido opuestos y enfrentados han dado buenos resultados,
consiguiéndose con ellos una considerable cantidad de transformantes con silenciamiento
génico. Estos tipos de vectores se han utilizado con éxito para demostrar el uso de ARNI

modelo de los genes y para explorar la funcidén de genes en una amplia gama de especies de
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hongos. Marcial (2011) construyd un vector de silenciamiento (pGdpPki-RNAI) para silenciar
el gen que codifica para aspartato proteasas, probando fragmentos de diferentes tamafios de
412pb, 455pb, 910pb, con lo cual, se pudo observar que si hubo diferencias entre ellos,
obteniendo 39, 23 y 18 transformantes, respectivamente. Este vector fue empleado en el
presente estudio para la generacion del vector de silenciamiento para lacasas (pPRNAIi-LAC)
debido a que, presenta importantes caracteristicas, tales como, un solo sitio de corte para la
introduccion del fragmento de interés, asi como promotores que se encuentran enfrentados
(Pgdp y Ppki) y orientados en sentido contrario, los cuales, seran los encargados de generar
ARNs complementarios (ARNdS), que posteriormente provocaran la degradacion del ARNm
mediante la accion de las enzimas antes mencionadas, razén por la cual podra ser empleado en
estudios posteriores para transformar el organismo. Keiko y cols. (2010) construyeron dos
vectores de expresion pChG’-ivrL1, que es un vector de expresion con secuencias homologas
de Lccl repetidas e invertidas, y pChG -cL1a, el cual es un vector de expresion antisentido
(Iccl RNAm), para silenciar el gen lccl con un fragmento de 40 pb. Dos de las transformantes
con ivrL1 (ivrL1 # 26 e ivrL1# 32) presentaron supresion del gen Lccl. Por otra parte se ha
reportado silenciamiento en transformantes con el vector antisentido pChG"-cL1a (Heneghan
y cols. 2007). En las transformantes con ivrL1 (ivrL1 # 26 e ivrL1# 32) se observaron cambios
en la morfologia, sugiriéndose asi que esta enzima puede estar relacionada con la adhesion
celular. Sin embargo no se puede asegurar con certeza puesto que el inserto empleado en dicho

vector es muy pequefio, por lo cual, posiblemente se pudo haber silenciado algin otro gen.

De acuerdo con los resultados de los estudios expuestos, se puede pensar que el tamafio del
fragmento y el método de transformacion juegan un papel importante en la eficiencia del

silenciamiento.

En el presente estudio se logrd la construccion del vector de silenciamiento especifico para
genes de lacasas pRNAI-LAC con un inserto de aproximadamente 300 pb, tomando como
referencia los resultados de los estudios expuestos anteriormente se podria asegurar que al

intentar transformar el hongo con este vector los resultados seran favorables.

53



8. CONCLUSION

En el presente estudio se obtuvo un vector de silenciamiento denominado pRNAI-LAC,

especifico para genes de lacasas.
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9. PERSPECTIVAS

En el presente estudio se logro ligar el inserto de 300 pares de bases aproximadamente en el
vector de silenciamiento, sin embargo, podrian probarse fragmentos de diversos tamafios, lo
cual da pauta para obtener las primeras mutantes de Pleurotus ostreatus que aporten
informacion sobre la funcion de la enzima lacasa en este organismo, para ello se sugiere
someter a los protoplastos a estudios de sensibilidad al antibiotico, con el fin de conocer la
concentracion adecuada de fleomicina que permita un mayor porcentaje de regeneracion de
éstos. Una vez obtenido lo antes mencionado a punto, se puede proceder a transformar el
hongo, con lo cual se recomienda hacer resiembras de las cepas transformadas con el fin de
comprobar su estabilidad y de esta manera verificar que sigan manteniendo el silenciamiento

del gen que codifica para esta enzima.

Por otra parte seria importante que se realizaran pruebas de crecimiento en fermentacion tanto
solida como liquida con diversas fuentes de carbono, ya sea simple o compleja, por ejemplo
glucosa y lignina, para analizar su comportamiento e ir relacionando los cambios que
presentan las mutantes para asi dilucidar la funcion que tiene dicha enzima. Es Asi como

estudios a nivel de morfogenesis, para dicho fin.

El vector de silenciamiento empleado en el presente estudio podra ser utilizado para silenciar
otros genes del mismo o de otro organismo, para conocer o0 aportar informacion acerca de su

funcion.
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12. ABREVIATURAS USADAS

%: Porciento

°C: grados centigrados

Kg: Microgramos

pL:microlitros

ADN: Acido desoxirribonucleico

ADNC: Acido desoxirribonucleico complementario
ARN(dSs: Acido ribonucleico de doble cadena
ARNi: Acido ribonucleico de interferencia
ARNmM: Acido ribonucleico mensajero

ARNTr: Acido ribonucleico ribosomal

ARNSsi: Pequefios Acidos ribonucleicos de interferencia
ARNTt: Acido ribonucleico de trasnferencia

BCF: Buffer citrato de fosfatos

Cm: Centimetros

Cols.: Colaboradores

E. coli: Escherichia coli

EM: Extracto de Malta

EMA: Agra extracto de Malta
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g/L: Gramos sobre litro

Gdp: gliceraldehido-3-fostato deshidrogenasa
h: hora

Kb: Kilo bases

KCI: Cloruro de potasio

LB: Luria-Bertani

M: Concentracion molar

min: Minutos

mL.: mililitros

mM: Concentracion milimolar

mm: Milimetros

Mn: Manganeso

MnP: Manganeso peroxidasa

NaCl: Cloruro de sodio

P.: Pleurotus

Pb: Pares de bases

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
PEG: Polietilenglicol

pH: Potencial de Hidrogeno

PoB: Pleurotus Ostreatus B



rpm: Revoluciones por minuto
SP: Especies
U/L: Unidad sobre litro

a: alfa
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ANEXOS

1.- MEDIOS DE CULTIVO

A) Reactivacion de la cepa PoB

» EMA : Empleado para la reactivacion y crecimiento del organismo

Se utilizo6 el comercial de la marca DIBICO, se siguieron las instrucciones del fabricante.

B) Crecimiento de E. coli

» Luria-Bertani: Empleado para la propagacion y conservacion de E.coli

Componentes (g/L)
Bacto-triptona 109
Nacl 10¢
Extracto de levadura 590

Se ajustd el pH a 7.5 con NaOH y se aford hasta 1 L. Para su utilizacion como medio solido se
afiadié 2% (p/v) de agar bacterioldgico. Se esterilizé y se vertié 25 mL en cajas Petri. Para
seleccionar a las bacterias transformantes se adicind al medio ampicilina a una concentracién
final de 100 pg/mL.

2.- EXTRACCION DE ADN

A) Etanol 70%



3.- EXTRACCION DEL PLASMIDO (MINI-PREPS) Y (MEGA-PREPS)

A) STET
EDTA 50mM, pH 8.0
sacarosa 8% (p/v)
TRIS-HCI 10mM, pH 8.0
Triton X-100 0.5% (v/v)

B) solucidn de lisozima preparada a una concentracion de 10 pg/mL.

C) Acetato sddico 3M pH 572

D) Isopropanol

E) Etanol al 70% (v/v)



