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Resumen.

El género Pleurotus es un basidiomiceto de pudriciéon blanca con un alto valor nutricional, con
propiedades terapcuticas y variadas aplicaciones biotecnologicas. Una de sus principales
caracteristicas es la capacidad de degradar compuestos lignoceluldsicos —gracias al complejo
enzimatico que poseen—, entre éstas las lacasas. Pleurotus ostreatus produce enzimas lacasa en
diversas isoformas y existen diferentes genes que las codifican.

Actualmente se han podido estudiar caracteristicas como actividad enzimatica y la
aparicion de isoformas en diferentes condiciones de cultivo del hongo a través de zimografia
lo que ha permitido determinar que las proteinas se presenta en tamanos diferentes o si la
actividad de algunas proteinas de tamano especifico es mayor. En cuanto a la expresion de
algunos genes que codifican para algunas de las isoformas de lacasa se han abordado
utilizando cobre como agente inductor y se ha podido confirmar que el RNAm incrementa en
cultivos adicionados con sales de este metal. Sin embargo la aparicion de las isoformas y el
cambio en las actividades fluctiia a lo largo del cultivo y no se sabe mucho acerca de la
expresion de los genes codificantes para lacasa en cada momento de éste, asi como no se ha
determinado que genes son los que responden al estimulo de induccion por cobre y cuales se
expresan de manera constitutiva. Sabemos también que se puede tener expresion de los genes
sin poder conseguir actividad de la proteina y no debemos descartar que un solo gen puede ser
quien de origen a mas de una isoforma con grados de glucosilacion distintos y que hagan que
tengan un peso diferente. En consecuencia, la actividad nos habla mas de la forma funcional
de la enzima. que de algin modo pudiera estar limitada por componentes ambientales donde
se desarrolla el organismo productor, por ejemplo; el pH. temperatura, tipo de cultivo y
composicion del medio. Es necesario contar con criterios adecuados en cuanto a condiciones
moleculares que rigen el procesamiento endégeno de las enzimas lacasa, de forma que permita
elegir las isoformas mas apropiadas para su futuro manejo.

Por tal motivo, en este trabajo se estudiaron las enzimas con actividad lacasa
producidas por Pleurotus ostreatus cepa ATCC 32783. Se realizé fermentacion en medio
liquido sintético con y sin la adicion de sulfato de cobre. Las fermentaciones se caracterizaron
determinando los parametros de: actividad de lacasa volumétrica, actividad especifica,

cuantificacion de proteina, determinacion de azucares residuales, asi como la determinacion



del perfil zimografico, tanto de las enzimas extracelulares como intracelulares.
Posteriormente, para determinar el efecto que pudiera tener el cobre potenciando el
incremento en la actividad de lacasa de las enzimas excretadas, se agrego sulfato de cobre a
los extractos crudos enzimaticos y se determind la actividad enzimatica. De ambos cultivos se
recolectd la biomasa cada 24 h para la extraccion del acido ribonucleico (RNA) el cual se uso
en una reaccion de Transcripcion inversa (RT) seguida de la amplificacion por la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa utilizando primers especificos para el gen POXA?2 de lacasa, para

finalmente obtener el perfil de cDNA.

Como resultados se obtuvo que en ambas fermentaciones la biomasa maxima
aproximada fue de 7.2 g/LL a las 288 horas en ambos cultivos, las actividades que se mostraron
fueron mayores en la fermentacion adicionada con sulfato de cobre en comparacion con la
fermentacion sin adicién de cobre, 12 000 U/L y 700 U/L, respectivamente. En ambas
fermentaciones se obtuvo un patrén zimografico con hasta tres isoformas de lacasa, las cuales
se ubican entre los 30, 37 v 50 kDa de peso molecular aproximadamente considerando que se
resolvieron en geles semi-desnaturalizantes junto con un marcador, se observo también que el
perfil zimografico de las isoformas extracelulares se puede visualizar a tiempos mayores,
aproximadamente a partir de las 168 horas, en comparacion con las isoformas intracelulares
donde se puede ver el perfil desde el inicio de la fermentacion y con mayor intensidad cuando
se trata de las enzimas intracelulares, lo que posiblemente sugiere que poseen mayor

sensibilidad al efecto causado por el cobre.

En cuanto al patron de expresion del cDNA, se pudieron visualizar bandas pequeias de
150 a 300 pb y solo una banda de aproximadamente 700 pb a las 408 horas en las muestras de
fermentacion adicionada con cobre, sin embargo no se puede asegurar concluir que el perfil de
c¢DNA sea real debido a que los tamafios son menores a los que se esperaban considerando los
primers utilizados y que es necesario contar con la secuencia de las bandas para tener la

certeza de que corresponden a genes codificantes de enzimas lacasa.
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1. Introduccion.

Uno de los mayores problemas a los que se enfrenta la humanidad en nuestros dias es la

contaminacién ambiental. Fn |a busqueda de productos que nos hagan la vida m4s comoda y

los ecosistemas, volviéndose compuestos recalcitrantes. Estos compuestos se encuentran
presentes en efluentes gaseosos y liquidos, asi como en las diferentes capas del suelo. Algunos
de los mas habituales son hidrocarburos aromaticos policiclicos, compuestos fenolicos. etc.

(Sanchez y col., 1996).

Son evidentes las razones por las que existe un gran interés en recuperar la constitucion

municipales a los rios Y otros cuerpos acuiferos. En particular, la industria texti] genera una
gran cantidad de desechos quimicos de origen fenélico (ya que estos compuestos son la base
de los colorantes textiles). Dichos compuestos son recalcitrantes Y su degradacién es lenta
cuando se utilizan procesos quimicos y fisicoquimicos convencionales, generando un impacto
ambiental negativo al ser descargados (frecuentemente sin tratamiento previo), en los cauces
de los rios. Hasta el momento han sido muchos los grupos de investigacion que han trabajado
€N procesos para eliminar este tipo de compuestos, pero en forma insuficiente, por lo que es

muy importante contribuir con investigacion para aportar otros elementos que puedan ser de

utilidad en este campo.

en el ambiente. Ejemplos de ellos son 1a fitorremediacién o estudios que involucran la

utilizacion de enzimas (una de las lineas de especial interés para nuestro grupo de




requisito se encuentran las lacasas. que tienen la capacidad de oxidar compuestos fendlicos e

incluso compuestos policlorados (Decker y Terwilliger, 2000)

1.1 Enzima lacasa,

Las lacasas (p-difenol: oxigeno oxidorreductasas, EC 1.10.3.2) son enzimas que catalizan la
oxidacion de p-difenoles acoplada con la reduccion del oxigeno en agua. Tienen una amplia
gama de sustratos, que varian con el origen de las enzimas (Eggert y col.. 1998) vy son
glicoproteinas que utilizan el cobre como cofactor, con peso molecular de entre 60 y 80 kDa
(Heinzkill y col., 1998). Pertenecen al grupo de enzimas denominadas azul cobre oxidasas, las
cuales se caracterizan por tener cuatro atomos clipricos (Cu®") por molécula, aunque hay
lacasas con pocos dtomos de cobre 0 con otros elementos. Las lacasas catalizan la oxidacion
de sustratos fenolicos, asi como la polimerizacion, despolimerizacion y metilaciéon y/o
desmetilacion de compuestos fenolicos (Edens y col., 1999). En los hongos, estas enzimas
estan implicadas en la pigmentacién y formacion de cuerpos fructiferos, ademas de jugar un
papel importante en la patogenicidad en plantas y en la degradacion de la lignina; pocas de

estas funciones, sin embargo. han sido demostradas experimentalmente (Eggert y col., 1998).

La funcion bioldgica de las lacasas no ha sido completamente aclarada ¥ se ha reportado
que varia dependiendo del tipo de organismo. Se ha reportado que el proposito fisiologico de
la lacasa en las plantas es biosintético, mientras que en los hongos es degradativo (Giardina y
col., 1995). En los hongos se ha reportado que la lacasa estd involucrada en la degradacion de
lignina o en la eliminacion de fenoles potencialmente téxicos que surgen durante la
degradacion de la misma, en la morfogénesis, patogénesis y virulencia del hongo. Es una
enzima de interés industrial, dado que tiene diversas aplicaciones: en la tecnologia de
alimentos, como biosensores y en la biorremediacion (destoxificacion de desechos y

transformacion de colorantes y biocatalisis) (Galhaup y col., 2002).
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1.2 Organismos productores de enzima lacasa.

Se ha reportado que estas enzimas son secretadas por diversos organismos; entre los mds
estudiados se encuentran insectos, plantas y bacterias (Galhaup y col., 2002: Kumar y col.,
2003). Entre las bacterias, se ha sugerido la presencia de lacasas en eubacterias (Claus, 2004).
No obstante, solamente en Bacillus subtilis Y en otras pocas especies bacterianas se ha podido
demostrar actividad lacasa sobre sustratos sintéticos para lacasa eucaridtica (Martins y col.,
2002). Otro grupo de organismos productores de lacasas son los hongos basidiomicetos,
principalmente los clasificados como de pudricién blanca, que las secretan en multiples
isoformas dependiendo de la especie del hongo y de las condiciones de desarrollo (Giardina y
col., 1999). Estos hongos de pudricion blanca son de gran interés en este aspecto, por la
cantidad y actividad que poseen las lacasas que producen. Las especies mas usadas de este
grupo han sido Pleurotus ostreatus, Pleurotus pulmonaris, Trametes versicolor v Trametes
villosa. En algunos casos se ha evaluado la capacidad de estos hongos para degradar una
amplia gama de sustratos, lo que abre un area interesante de investigacion debido a la
necesidad de producir de manera constante y sustentable enzimas que se incluyan dentro del

desarrollo de un método eficaz para el biotratamiento de los efluentes textiles mencionados

anteriormente.

Las lacasa de Pleurotus ostreatus han sido evaluadas a distintos niveles: se ha determinado
su produccion en diferentes cepas y en diferentes condiciones de cultivo (y dentro de este
apartado, en cultivo liquido, solido con soportes inertes y sustratos biodegradables). Los
avances en los estudios de lacasas en esta especie han llegado hasta Ila purificacion,
caracterizacion catalitica e incluso a la clonacion de los genes que las codifican, lo que hace de

esta especie un buen modelo para el estudio de los mecanismos de expresion de estas enzimas.

1.3 Pleurotus ostreatus.

El género Pleurotus pertenece a los basidiomicetos de pudricién blanca. Entre otras cosas,
posee un alto valor nutricional, ademas de que cuenta con propiedades terapéuticas y variadas

aplicaciones biotecnoldgicas. Una de sus principales caracteristicas es la capacidad de




degradar compuestos ligninoceluldsicos, gracias al complejo enzimatico que posee. Los
basidiomicetos de pudricion blanca presentan ademas de lacasas, lignina peroxidasas y
manganeso peroxidasas, entre otras peroxidasas (Mufioz y col., 1997); sin embargo, en el caso
particular de Pleurotus ostreatus se ha descrito que produce lacasas, manganeso peroxidasa y

veratril alcohol oxidasa, pero no produce lignina peroxidasas (Palmieri y col., 1997).
1.3.1 Descripcion y ciclo de vida del género Pleurotus.

El género Pleurotus comprende especies generalmente de color blanco, amarillento o rosado, a
veces grisaceo u oscuro. Su forma puede ser de embudo. pétalo de flor o concha de ostra. Con
relacion al estipite, puede carecer de éste, ser lateral o excéntrico, ya sea corto, mediano o
largo. Las esporas son de color blanco, crema o lila palido, presentan una forma cilindrica
(muy raramente elipsoides) y son lisas. El genero es cosmopolita, esta distribuido en Europa,
Asia, Africa, Australia y Latinoamérica (Guinberteau, 1990). Es un hongo saprétrofo, crece
sobre troncos, ramas o arboles muertos. y algunas veces se encuentra en el suelo sobre raices
podridas. La temperatura dptima de desarrollo de las especies de este género varia entre 15 y

28°C. P. ostreatus se desarrolla en climas templados, a una temperatura de alrededor de 25°C.

La fase vegetativa es filamentosa y esta constituida por un conjunto de filamentos
(hifas) denominado micelio (Herrera y Ulloa, 1998). El crecimiento del micelio se realiza sélo
en las 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 fenémeno complejo,
en el que participan vesiculas (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 hasta llegar al centro distribuidor de vesiculas, conocido como
spitzenkdrper. Desde ahi son distribuidas en forma radial y aleatoria hacia la pared apical,

dando lugar al crecimiento de las hifas (Viniegra-Gonzalez y col., 1993).

El crecimiento de la hifa causa que se formen sitios adicionales para la sintesis de la pared
en la regién 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. El micelio tiene por funcion adquirir y distribuir los nutrientes, asi

como el crecimiento y la formacién de la estructura de soporte para el desarrollo de los

cuerpos fructiferos (Klein, 1996).

En los basidiomicetos existen dos modelos sexuales: 1) el homotalismo, término empleado
para los hongos que son autocompatibles, es decir en los que la union sexual puede efectuarse
entre hifas de un mismo micelio. y 2) el heterotalismo, en el que son necesarios dos micelios
para que se lleve a cabo la reproduccion. El género Pleurotus se incluye en este tltimo modelo
(Figura 1), y en ¢l las basidiosporas con un nucleo germinan  (micelio primario
monocariotico) (A) y se fusionan dos micelios primarios compatibles, con un intercambio de
nucleos reciproco (plasmogamia) (B). De esta forma se origina el micelio secundario
dicariético, con la presencia de fibulas (C); la fusién 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).




Micelio primario monocariético A

Plasmogamia

Células haploides

(basidiosporas) E
o Micelio
Meiosis secundario
dicariotico

Fusion nuclear
(cariogamia)

Figura 1. Ciclo de vida 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 basa en su capacidad de degradacion de sustratos,
donde se encuentran los hongos de pudricion: 1) blanda; que degradan carbohidratos sencillos,
2) oscura; que degradan polisacéridos 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. Este nombre de pudricion blanca se deriva de la apariencia que los hongos
dan al atacar la madera, pues al degradar la lignina aparece una capa de apariencia blanquecina
en el sustrato. Estos hongos excretan una o mas de las tres enzimas extracelulares que son
esenciales para la degradacion de lignina (lacasa, Mn-peroxidasa y Lignin-peroxidasa) y se

combinan con otros procesos para alcanzar su mineralizacion (Pointing, 2001).
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El hecho de que estos hongos produzcan enzima lacasa en diversas isoformas, e incluso el
hecho de que haya diferentes genes que las codifiquen, hace que en los estudios de aplicacion
a futuro de estas enzimas S€a necesario contar con criterios adecuados en cuanto a
Caracteristicas cuantitativas de produccion, a las caracteristicas cataliticas y a las condiciones
moleculares que rigen sy procesamiento endégeno, de forma que permita elegir las isoformas
mas apropiadas para cada caso. Cabe mencionar que hasta el momento los estudios realizados
se han dirigido mas bien a Ia utilizacion o seleccion de mezclas enzimaticas para obtener los
parametros de produccion: sin embargo, se desconoce mucho con respecto a los mecanismos

moleculares que ocurren a nive] de la expresion génica (lo que limita el alcance de dichos
trabajos).

1.4 Estrategias de sobreproduccién de enzimas,

Siendo las enzimas metabolitos muy utiles en diversos procesos y campos, tanto industriales
como de investigacion, lo que generalmente se busca es producirlas de manera masiva y
constante, lo que facilitaria su aplicacion real y rentable a muchos de dichos procesos. Las
lacasa no son una excepeion, y los trabajos que se han realizado a nivel de investigacion han
tenido como objetivo determinar parametros que describan las vent

ajas de su produccion
evaluadas en distintas condiciones.

Para tal fin, lo primero que se ha realizado es la busqueda de organismos mejores
productores de lacasa. A partir de una seleccion previa. las estrategias que se han

implementado para elevar los titulos de produccion de 1a enzima han ido desde la busqueda de

manipulacion genética.

En el caso de la lacasa de Pleurotus ostreatus. se ha reportado que son enzimas
constitutivas y, sin embargo, pueden ser inducidas por cobre (Palmieri y col., 2000) o medios
ricos en nitrogeno (D’Souza y col., 1999). Se presentan como diversas isoformas con
diferentes propiedades fisicoquimicas y, en algunas especies, la adicién de inductores al medio

de cultivo se traduce en la biosintesis de nuevas isoformas extracelulares (Durén y col., 2002).
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En otro estudio, Palmieri y col., (1997) demostraron que se podian producir multiples
isoformas de lacasa de hongos basidiomicetos de pudricién blanca (y especificamente de
Pleurotus ostreatus) encontrando dos isoenzimas lacasa, POXA1 Y POXA2. La actividad de
lacasa fue estudiada en funciéon de la temperatura. utilizando ABTS, guayacol, 2.6-
dimetoxifenol (DMP) y siringaldazina como sustratos. La isoenzima POXA1 mostréd la
maxima actividad en un intervalo de 45-65°C. Posteriormente Palmieri y col. (2000)
reportaron que al agregarle CuSO; al caldo de cultivo se increment Ia actividad de lacasa y se
produjeron tres isoenzimas (POXAlb, POXA?2 y POXC). Durante el estudio probaron
diversos tipos de inductores adicionales, como el MnSO,, FeCls, ZnSOy, alcohol veratrilico.
veratrilaldehido, 4cido vinilico y acido ferulico, los cuales no tuvieron un efecto significativo
sobre la actividad de lacasa. La actividad de lacasa se determin a 25°C, usando ABTS como
sustrato. EI mayor incremento en la actividad de lacasa se obtuvo en el cultivo suplementado

con cobre (10 Ul/mL).

En estudios realizados por Baldrian y Gabriel (2001) se encontré que la adicién de
cobre (0.5-5 mM) al hongo de pudricién blanca Pleurotus ostreatus, cultivado en un medio
liquido limitado por nitrégeno, incrementé la actividad de lacasa hasta ocho veces. Palmieri y
col. (2003) reportaron un fuerte incremento de la actividad de lacasa y la produccion de una

nueva isoenzima, POXA1b, en un cultivo de Pleurotus ostreatus suplementado con cobre.

En el caso particular de la lacasa de Pleurotus ostreatus. los estudios realizados con el
fin de incrementar su produccién se han basado en el manejo de diferentes condiciones
fisicoquimicas. lograndose visualizar diferencias en actividades enzimaticas, numero de
isoformas en cada etapa del proceso de crecimiento y pudiendo purificarse algunas de la
isoformas. Sin embargo, la mayoria de los resultados obtenidos son inconsistentes en muchos
de los pardmetros: por ejemplo, se han encontrado variaciones importantes en la actividad
cuando se han medido estas enzimas en distintos experimentos para la misma cepa. Por otro
lado, se han logrado clonar algunos genes sin reportar ventajas importantes en la produccion.
En este sentido se puede ver que la seleccion de las isoformas que se han utilizado para

clonacion no son elegidas con base en argumentos solidos, pues generalmente las




determinaciones de concentracion se dan para toda la mezcla de isoformas y ain no se han
purificado la totalidad de las mismas (hecho que permitiria conferirles pardametros cinéticos
especificos). Por otro lado, es discutible el concepto de expresion constitutiva o inducible de
los distintos genes, hasta el momento se desconoce el patron de expresion a nivel del ARNm
correspondiente a las enzimas que se muestran activas. Por tales razones, es necesario iniciar
estudios basicos de expresion de la lacasa, con el fin de aportar mejores criterios para la
seleccion de las isoformas que presenten mayor conveniencia y tratar de sobre prodzucirlas.
Por otro lado, probar la participacion de cofactores a nivel de promotor debe permitir decidir

las mejores estrategias fisiologicas que permitan la sobreproduccion enzimatica.

1.5 Expresion génica.

La expresion es el mecanismo mediante el cual el genoma de los organismos provee de los
productos génicos que necesita para la vida a través de la formacion de ARN y su posterior

traduccion a proteina.

Existen tres clases principales de ARN, las cuales participan en la sintesis proteica: ARN
ribosémico (ARNr), ARN de transferencia (ARNt) y ARN mensajero (ARNm). Todos estos
ARNSs se sintetizan en presencia de moldes de ADN, proceso conocido como trascripeion
(Voet y Voet, 1992). La trascripcion de los genes y su traduccion son los sucesos bioquimicos
que constituyen la expresion génica. Los genes se expresan con una frecuencia particular,
segtin lo demande la fisiologia celular (Laguna, 2002). De esta forma, es posible determinar
momentos de expresion caracteristicos o fenomenos como la induccion, a la que muchas veces

se atribuye la sobreproduccion de algin producto génico.

En bacterias se conocen diferentes mecanismos de control de la sintesis de enzimas, y
todos ellos se ven afectados por el ambiente en que el microorganismo esté creciendo (y, en
particular, por la presencia o ausencia de determinadas moléculas especificas). Estas
moléculas pueden, a su vez, interaccionar con otras que controlan la transcripcion y, mas

raramente, la traduccion.



La regulacion de la expresion génica puede darse por dos mecanismos, uno en el que se

induce la sintesis del producto codificado y otro en el que se inhibe dicha sintesis.

1.5.1 Mecanismo de induccién y represion.

La represion o induccion enzimdticas actuan a nivel de la transcripcion; la sintesis de las
enzimas se controla en la iniciacion de la sintesis de los ARN mensajeros. Este efecto lo
ejercen indirectamente, combindndose con proteinas reguladoras especificas que a su vez

afectan a la sintesis del ARN.

La sustancia que inicia la induccion de una enzima se llama inductor, y una sustancia que
reprime la induccion se llama correpresor; a estas sustancias, que son siempre pequeias
moléculas, a veces se les denomina colectivamente efectores. No todos los inductores y
correpresores son sustratos o productos finales. En la naturaleza los inductores y correpresores

son metabolitos muy frecuentes.

En el caso de una enzima reprimible, el correpresor se combina con una proteina
represora especifica que estd presente en la célula. El represor es una proteina alostérica, y su
conformacion se altera cuando el correpresor se combina con él. Este represor alterado puede
combinarse entonces con una region especifica del ADN, cerca del promotor, que se denomina
region operadora. Esta region dio su nombre al operon, un grupo de genes cuya expresion esta
bajo el control de un operador. Todos los genes de un operén se transcriben como una unidad.
El operador esta al lado del promotor donde comienza la sintesis del ARNm. Si el represor se

une al operador, la sintesis de ARNm se bloquea.

La induccion enzimatica puede controlarse también mediante un inductor. En este caso. la
situacion es la contraria al caso anterior. El represor es activo en ausencia del inductor y
cuando éste se afiade se combina con el represor y lo inactiva; tiene entonces lugar la sintesis
de la enzima. Todos los sistemas que implican represores comparten un mismo mecanismo,

que es la inhibicion de la sintesis de ARNm por la accion de represores especificos, que a su
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vez estan bajo el control de moléculas pequeiias especificas, como los inductores y co-

represores.

Es necesario sefialar que no todas las enzimas de la célula se controlan por este
mecanismo simple de induccidon o represion y que, por otra parte, la sintesis de algunas
enzimas no esta controlada de ninguna manera. Las enzimas cuyos niveles se mantienen
constantes en células en crecimiento se denominan enzimas constitutivas; éstas son
generalmente enzimas clave requeridas para el crecimiento celular y son sintetizadas con

independencia de las fuentes nutricionales.

En el caso de las enzimas con actividad lacasa se ha reportado al Cu como un agente
inductor de la expresion, sin embargo hasta la fecha solo se ha demostrado que es capaz de
hacer que la actividad enzimatica se incremente, dejando serias dudas de su verdadera

participacion como inductor.

1.5.2 Represion enzimadtica

Muy a menudo, las enzimas que catalizan la biosintesis de productos especificos no son
sintetizadas si el producto esté presente en el medio. Por ejemplo, las enzimas implicadas en la
formacion de arginina solamente seran sintetizadas cuando la arginina no esté presente en el

medio de cultivo; la adicion de arginina exogena reprime la sintesis de estas enzimas.

La represion enzimatica es un fendmeno muy comun en bacterias, estando implicada en
vias de sintesis de aminoacidos, purinas y pirimidinas. En casi todos los casos, es el producto
final el que reprime las enzimas de la via. En estos casos, la represion es muy especifica y el
resto del metabolismo celular es independiente de ella. La importancia del mecanismo para el
microorganismo es obvia y garantiza que el microorganismo no gaste energia para la sintesis

de enzimas innecesarias.

Es importante hacer mencion que independientemente de los mecanismos por los cuales

pueda ser regulada la expresion génica, existen procesos donde se requiere tener el control de
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dichos mecanismos, para tener una produccién constante y adecuada de enzimas. Por esa

razon resulta necesario estudiarlo a nivel de induccion y represion enzimatica.

2. Antecedentes.

Hay muchos estudios que se han realizado sobre Pleurotus ostreatus como productor de
enzima lacasa y sobre la importancia de tal enzima como degradador de lignina, aunque atin
resulta interesante estudiar a la enzima lacasa desde el punto de vista genético. De esta forma.
ya se sabe cuantos genes codifican para lacasa en Pleurotus ostreatus (antes se pensaba que
las numerosas isoformas de lacasa eran variantes postranscripcionales de un mismo producto
genico). Varios grupos han aislado y caracterizado diversos genes de lacasa y han encontrado
que, por ejemplo, existen cuatro secuencias diferentes de ARNm para Rhizoctonia solani,
cinco genes distintos para Trametes villosa y otras tres secuencias han sido descritas en
basidiomicetos. Ahora se sugiere que si hay una diversidad bioquimica de isoformas de lacasa

es debida a la multiplicidad genémica de la secuencia del gen para la lacasa (Mansur y col.,
1997).

En otro estudio se ha reportado que la transcripcion de los genes de lacasa en el hongo
Trametes versicolor es regulada por la presencia de cobre y nitrégeno. En esta investigacion se
demostr6 que cuando la concentracion de cobre y nitrégeno en el cultivo de hongos aumentaba

se incrementaba la actividad de lacasa, a través de un aumento en el ARNm (Dobson y
Collins, 1997).

En el laboratorio de Biotecnologia del Centro de investigacion de Ciencias Biologicas
de la UAT, se han realizado varios trabajos con el fin de estudiar la produccion de lacasas al
modificar los medios de cultivo. En estudios recientes realizados por Tlecuilt-Beristain (2005)
se logro purificar una enzima lacasa con altos valores de actividad y afinidad por el sustrato
utilizado, obteniendo una actividad maxima de 12196 U/L a las 432 h, usando para ello un
medio de cultivo con glucosa, extracto de levadura y alta concentracion de cobre. Con el fin de
estudiar la produccion de lacasa, Téllez-Téllez (2005) evalud la actividad intracelular y

extracelular de lacasa en 10 cepas diferentes del genero Pleurotus, utilizando diferentes
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Sustratos; encontro diferente nimero de isoformas intracelulares Y extracelulares para una

misma cepa. Por otro lado. se sabe que la produccién de la lacasa esta influenciada po
numero de factores ambientales, tales como el PH, temperatura, tipo de cultivo y con

1posicion
del medio de cultivo (Giardina y col.,

1999). Todo lo anterior no se ha podido explicar en

funcion de genes activados ¥ productos activos, existen trabajos en que se han utilizado lones
metalicos vy, sin embargo, aiin no se ha determinado con precision cuales son las isoformas que
son constitutivas o inducibles, o de ambos tipos. El tnico trabajo en el que se ha tratado de
evaluar como varian los niveles de ARNm en funcién de la adicion de cobre en un medio es el
de Palmieri y col. (2000), quienes realizaron fermentacion y agregaron sulfato de cobre al
cultivo. Observaron un incremento en la actividad de lacasa y
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expresion, observando que el

se produjeron tres isoenzimas
(POXA1b, POXA2 y POXC). También realizaron estudios de
cobre induce algunos genes de lacasa.

Existen pocos trabajos en los que se reporte el efecto inductor del cobre, adicionado al
medio de cultivo, sobre la lacasa de Pleurotus y basicamente los perfiles de produccion de

diferentes entre cepas (por lo que los efectos de [a induccién serian
particulares también para cada cepa). Es por ello que el

isoformas son muy

presente estudio propone definir e

papel real del cobre sobre |a actividad de la lacasa y saber de qué manera se estan expresando

las isoformas de esta enzima en Pleurotus ostreatus cepa ATCC 32783, de tal forma que se

puedan caracterizar mejor las isoformas con mejores caracteristicas para su produccion.
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3. Justificacion.

El estudio de las caracteristicas de enzimas potencialmente aplicables en el ambito de |a

biorremediacion exige el conocimiento mas a fondo de lo

§ procesos de produccion enddgena
que realizan las células de los organismos que las poseen.

En este sentido, e] presente trabajo tiene como fin principal caracterizar los patrones de

expresion de las isoformas de lacasa producidas por el basidiomiceto de pudricion blanca
Pleurotus ostreatus cuando es cultivado en medio liquido, que en la actualidad sélo se han
visualizado de manera indirecta mediante zimografia (al ser un método no cuantitativo no
permite decidir sj |a actividad lacasa de [as proteinas se presenta en proteinas de tamafios
diferentes o sj |a actividad i fi ifi
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indicativo definitivo para sugerir que

no se ha transcrito o expresado, ya que la actividad se refiere mas a la forma funcional de la
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3.1 Problema.

Se desconoce si las isoformas de lacasa producidas en fermentacion liquida por Pleurotus
ostreatus son productos de genes distintos o del mismo gen, pero con cambios

postraduccionales en su estructura,

No se sabe con certeza si estas isoformas son productos de genes que se expresan de

manera constitutiva y/o son productos de genes que necesitan un agente inductor.

Existe la duda de que el cobre participe como un agente inductor real para todos los
genes, pues se sabe que para que un compuesto sea inductor forzosamente debe actuar a nivel

de promotor.

3.2 Preguntas.

» (Las isoformas de lacasa son productos génicos diferentes?

v

¢Existen formas constitutivas e inducibles de lacasa?

» (Es realmente el cobre un inductor de los promotores de los genes que codifican para

la enzima lacasa o s6lo es un potenciador postraduccional de su actividad?

LS
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4. Objetivos.

4.1 Objetivo General.

Caracterizar los patrones de expresion de los genes que codifican a las isoformas de lacasa

producidas por Pleurotus ostreatus ATCC 32783 en fermentacion liquida, con y sin adicion de

sulfato de cobre.

4.2 Objetivos Particulares.

» Determinar los perfiles de isoformas de lacasa producidas por Pleurotus ostreatus en

fermentacion liquida, con y sin adicion de cobre.

» Determinar los momentos pre-expresion, expresion y post-expresion de las isoformas

de lacasa de Pleurotus ostreatus en cultivo liquido, con y sin adicién de cobre.
» Determinar la naturaleza de las isoformas encontradas.

» Determinar si el cobre es inductor de los genes que codifican para lacasa.
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5. Metodologia.

Pleurotus ostreatus (ATCC
32783)

y

Desarrollo del inoculo durante siete dias en

agar dexirosa-papa a 25°C

Conservacion de la cepa: en agar

l

Fermentacion en medio liquido:(Incubacion a
25°C con agitacion orbital de 120 rpm).
Inéculo: 2 ml. De una suspension de micelio

(3 fragmentos / 50 mL del medio)

Adicion de sulfato de cobre al
medio de cultivo

dextrosa-papa a 4°C

Caracterizacion de fermentacién:
*Obtencidn del €xtracto enzimatico.
*Cuantificacién de la biomasa.

Sin adicionar sulfato de cobre al

*Actividad enzimatica volumétrica y especifica
de extractos extra celulares.

*Perfil de actividad de Ias isoenzimas producidas
intra y extracelulares por zimografia.

medio de cultivo

Caracterizacion de fermentacion:
*Obtencion del extracto enzimadtico
*Actividad enzimatica volumétrica de
‘ixtractos extra celulares.

Recoleccion de biomasa

Adicién de sulfato de cobre al extracto crudo
enzimatico a una concentracion de .10 g/L.

v

Caracterizacion de |a fermentacion: 7

Actividad enzimatica volumétrica de extractos
eXxtracelulares

l

Extraccién del ARN 7

l

Electroforesis

Seleccion de primers de

lacasas
> RT-PCR — |
Electroforesis

l

L Analisis de datos ) 17




5.1 Microorganismeo.

Se utilizo la cepa Pleurotus ostreatus ATC C 32783 (Po 83) Y se incubd sobre agar dextrosa-

papa durante siete dias a una temperatura de 25°C.

5.2 Medio e inéculo.

La fermentacién en medio liquido se realizo en el siguiente medio (Tabla 1). El pH inicial de
la fermentacion se ajusto a 6.0. Se realizé una suspension con solucion tween 80 a 0.2% y el

inéculo se tomé con un horadador de 4 mm de diametro de la periferia de la colonia de 2
ostreatus.

Tabla 1 Composicién del medio de cultivo.

Componentes Concentracion en g/L
Extracto de levadura 5
Glucosa 10
K>;HPO, 0.4
KH,PO, 0.6
FGSOJ, 7HZO 0.05
MI]SO4 Hzo 0.05
MgSO4 7H20 0.5
CUSO4 SH)_O 0.25

(Juarez, 2006)

5.3 Fermentacién en medio liquido.

Se realizé en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 50 mL de medio y se inoculs bajo

condiciones estériles. agregando 2 mL de la suspension que contenia el micelio del hongo. Los

cultivos fueron incubados a 25°C, con agitacién orbital de 120 rpm.




5.4 Caracterizacion de la fermentacion en medio liquido.
5.4.1 Obtencion del extracto enzimdtico.

El extracto extracelular (ECE) se obtuvo por filtrado y retencion de la biomasa a través de
papel filtro Whatman No. 4 a peso constante. El ECE se filtré6 a través de membranas

Millipore (0.45 pm de diametro de poro).

5.4.2 Cuantificacion de la biomasa.

La cuantificacion se llevé a cabo pesando la biomasa retenida sobre el papel Whatman
previamente puesto a peso constante y realizando la diferencia de pesos con respecto al peso

constante inicial del papel (AOAL).

5.4.3 Determinacion de proteina soluble.

La proteina total soluble se determiné en el ECE libre de células por el método de Bradford
(1976). A 50 pL de ECE se le adicionaron 200 pL del reactivo de Bradford (Sigma), el
volumen se ajustd a 1 mL con agua destilada y se determiné la absorbancia a 595 nm. Se uso

albumina sérica bovina como proteina estandar (Diaz-Godinez y col., 2001).

5.4.4 Determinacién de pH.

Se determind el pH inicial del medio, y durante la fermentacion, por potenciometria. El

analisis se realizo con un potenciémetro marca Conductronic Pc 45,

5.4.5 Determinacion de actividad enzimdtica.

La actividad de lacasa extracelulares se determiné utilizando como sustrato 2,6 dimetoxifenol
(DMP). La mezcla de reaccion contuvo 900 pL DMP 2 mM en buffer de fosfatos 0.1 M y pH
6.5, la absorbancia a la que se realizo la determinacion fue de 468 nm. Una unidad de
actividad de lacasa (U) se considera como la cantidad de enzima que provoca el incremento de

una unidad de absorbancia por minuto (Tellez-Téllez y col., 2005).




5.4.6 Zimografia.

Es una técnica mediante la cual se puede observar la actividad enzimatica de las proteinas
embebidas en una matriz de poliacrilamida reveladas a través de un sustrato especifico. En el
trabajo se realizaron zimogramas para detectar isoformas activas de lacasa a partir de extractos

intra y extracelulares, de tal manera que se puedo reportar el total de las isoformas activas

producidas por el hongo.

Los zimogramas se realizaron de los extractos dializados obtenidos por la fermentacion

liquida. Se uso la técnica SDS-PAGE modificada (Laemmli, 1970; Téllez-Téllez y col.. 2005).

5.5 Obtencion de la biomasa para estudios de expresion de lacasa.

En la fermentacion se determinaron los tiempos en que se presento la fase pre-expresion,
expresion y pos-expresion de la enzima con actividad lacasa, mediante la determinacion
indirecta por actividad. Tomando en cuenta estos datos, se realiz6 la separacion de la biomasa

del medio de cultivo mediante filtracion y la biomasa fue utilizada para la extraccién posterior
del ARN total.

5.5.1 Extraccién de dcido ribonucleico (ARN).

Las muestras de micelio seleccionadas se lavaron con un volumen de solucion salina 0.9 g/L,
filtrando a través de filtros de nylon estériles (30 um de diametro de poro). Se congelaron
inmediatamente con nitrégeno en un mortero de porcelana, donde se machacaron hasta ser
reducidos a polvo fino (es importante mantener el mortero muy frio con nitrégeno liquido
mientras dura el proceso de rotura). Previamente, el mortero fue lavado con etanol y
cloroformo. Una porcién de la muestra congelada y machacada. no mayor a 100 mg, se
proceso para la extraccion de ARN, utilizando el Rneasy Plant Mini Kit (Qiagen) y siguiendo
el protocolo del fabricante. El excedente de micelio congelado se guardd a —70°C, para ser

utilizado posteriormente en caso de ser requerido.
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5.6 Transcripcion inversa — Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PC R).

3.6.1 Limpieza de ARN total,

El ARN total extraido puede contener restos de ADN que es importante remover para que no
interfieran en el siguiente experimento. La remocion de este material se realizé incubando la
muestra con una endonucleasa (ADNasa I) que digiere ADN mono y bicatenario, al hidrolizar
los enlaces fosfodiester, produciendo mono y oligodesoxirribonuclestidos. Después de la
digestion, la muestra fue utilizada para la sintesis de la cadena complementaria de ADN. [a

limpieza se realizo con el DNAsa (FERMENTAS) de acuerdo con las recomendaciones del

fabricante.
5.6.2 Transcripcién inversa (RT).

Esta técnica consiste en sintetizar una cadena de ADN complementaria (ADNCc) de una cadena
de ARN molde con una enzima transcriptasa inversa y un cebador de ADN (dT-Not), que
contiene varias timinas que complementan la cola de poli A que sélo tienen los ARN

mensajeros eucarioticos. EJ producto resultante de esta reaccion es utilizado como molde en

una posterior reaccion de amplificacion convencional. La RT se realizé con el kit Revertaid™

H minus First Strand ¢cDNA Synthesis (F ERMENTAS), de acuerdo con las recomendaciones
del fabricante.,

] ATTCGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTT | Giar

dina y col., 1996“

Tabla 2. C ebadc;r_umizadi();c;a_ la Ea;s_crgx_’ioiﬁn;e;sﬁ -
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5.6.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis y Faloona, 1987) es una técnica de
biologia molecular utilizada para llevar a cabo replicaciones exponenciales de un fragmento
particular de ADN in vitro. El ADN es enzimaticamente amplificado por ADN polimerasas,
€n este caso particular por Taq polimerasas. Esta técnica necesito de un molde de ADN que
contiene la region que nos interesa amplificar y dos cebadores, que se unen a las regiones que

se desean flanquear en el ADN molde. En este paso se utilizé como molde la cadena obtenida

de la transcripcion inversa.

Para la amplificacion se utilizaron los cebadores Lacl y Lac2 (cuadro 2). La reaccion
se realizé en tubos Eppendorf de 0.5 mL, en un volumen total de reaccién de 50 pL con 5 puL
de ADN molde, 5 uL. 10x PCR Buffer, 5 ul. MgCl,, 1 uL dNTP, 23.5 uL. H,0O y 0.5 uL Taq
polimerasa. La reaccién se incubd en un termociclador MJ-RESEARCH PT-100 con los

siguientes pardmetros: desnaturalizacion durante 1 minuto a 95°C, hibridacion a 60°C durante

I minuto y extension a 72°C durante 1 minuto, 30 ciclos.

Giardina y col., 1996
|

CGCTCTAGACTCGTCATTGAAGCAGATG

—— e e R
GCGCTGCAGCTAAGCTATCCCACCTTTGTC \Giardina y col., 1996
|

: e — . = b - _a
Tabla 3. Cebadores utilizados para la reaccion en cadena de la polimerasa

5.6.4 Electroforesis en gel de agarosa.

Los productos de la amplificacion se mezclaron con 2 L de buffer de carga y se aplicaron en
un gel de agarosa al 1.5% en buffer TAE 1X. Transcurrida la electroforesis, el gel se tifio en
bromuro de etidio y se visualizé bajo luz ultravioleta. Se tomé una imagen del gel con el
equipo Gel Doc 1000 de Bio Rad. En el gel también se colocé un marcador (Gene ruler,

FERMENTAS) para determinar la longitud de las bandas obtenidas de cada muestra.
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6. Resultados y discusion.

El trabajo se encuentra dividido en dos partes: la primera comprende la caracterizacion de las

fermentaciones y la segunda corresponde al analisis de |a expresion génica mediante RT-PCR.
A. Se consideré la caracterizacién de la fermentacion por las siguientes razones:

I. En la fermentacion en medio liquido existen trabajos que han mostrado diferentes resultados
€n cuanto a produccion de biomasa. PH y. en general, en cuanto a la caracterizacion de la
fermentacion. Por tal motivo, resulta imprescindible evaluar estas variables en las
fermentaciones realizadas, con el fin de valorar si el hongo tiene un crecimiento acorde con el

que se ha reportado para esta cepa y si la produccion de la lacasa sigue el mismo

comportamiento.

2. La forma de inoculacién utilizada en el presente estudio fue distinta a la reportada en
estudios anteriores con esta cepa. Derivado de esto, es posible esperar que muchos de los
parametros que se miden para caracterizar la fermentacion (como es el caso de la produccion

de proteina y la actividad enzimatica) cambien en alguna medida.

3. Para el fin de este Proyecto es necesario ser muy precisos en cuanto a los perfiles de
isoformas obtenidos en cada punto de muestreo y su patron de expresion, para poder asumir

una correspondencia entre los mismos.
B. La extraccion del ARN Y la RT-PCR se hizo para poder obtener el perfil de expresion de los
genes de lacasa, y de esa forma se pudo realizar una comparacion con el perfil de isoformas

que se presentaron durante la fermentacion,

Los resultados y discusion correspondientes a la primera parte son los siguientes:




S ——

6.1 Caracterizacién de Iq Jermentacion en liquido sin adicién de cobre para produccién de
lacasa de Pleurotus ostreatus.

6.L1 Determinacion de biomasa.

En la grafica 1 se puede observar el crecimiento de Pleurotus ostreatus en el medio sin adicion

S€ queda también retenido en o] filtro y puede hacer que se sobreestime la cantidad de

biomasa) y el hecho de que la presencia de ese mismo cilindro de agar puede estar

trabajo, el comportamiento no presenta diferencias importantes,
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Tiempo (h)

== Sin cobre

Grdfica 1. Crecimiento de Pleurotys ostreatus en medio liquido.

6.1.2 Concentracion de proteina soluble en el extracto crudo enzimdtico,

En cuanto a la produccion de proteina soluble, se puede observar que la concentracion méaxima
de proteina extracelular obtenida durante la fermentacion fue de alrededor de 0.25 g/L a las
360 h, siendo la concentracién minima de 0.5 g/L alrededor de las 72 h (Grafica 2). Los
valores crecientes en la concentracion de proteina producida pueden deberse a un cumulo
variable de proteinas extracelulares solubles propias del metabolismo del hongo. Un suceso
importante es que si bien el perfil de produccién de proteina es muy parecido al ya evaluado
e€n otros trabajos con esta cepa, la concentracion de proteina medida se encuentra un orden de

magnitud por debajo de lo reportado. algo dificil de explicar con argumentos fisiologicos.
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i

Grdfica 2. Concentracion de proteina soluble presente en el extracto crudo enzimatico
obtenido por fermentacion en medio liquido (FML).

6.1.3 Actividad de lacasa.

La actividad volumétrica de lacasa mostro valores de 200 U/L a las 190 horas y alcanzo su
valor maximo a las 264 horas, con una actividad de 500 U/L. con otro pico de actividad a las
480 h (grafica 3). Durante los primeros dias de fermentacién la actividad es practicamente
nula. Cuando en otros trabajos con esta cepa se ha determinado esta actividad se encuentra que
hay una buena correspondencia de los valores de actividad en los primeros tiempos, sin
embargo, la actividad maxima obtenida representaria sélo el 50% de la reportada. Esto puede
ser debido también a las caracteristicas del inoculo utilizado y puede especularse con que el
crecimiento del hongo, es decir. la mayor cantidad de biomasa es un factor crucial en relacion

con este parametro.
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Grdfica 3. Actividad volumétrica de lacasa de Pleur,

onis ostreatus en fermentacion en medio
liquido (FML).

6.1.4 Actividad especifica de lacasa.

En la grifica 4, la actividad especifica en las primeras 100 horas de fermentacion no es

cuantificable. Posteriormente hay un aumento alrededor de las 120 horas con 0.5 U/mg de

proteina y a partir de ese momento existen fluctuaciones. Existen dos picos de actividad, de

aproximadamente 2.8 y 3.5 U/mg de proteina, alrededor de las 264 y 480 h, respectivamente.

En cuanto a lo que se ha reportado con respecto a los valores de esta actividad se puede

mencionar que lo méximo que se habia encontrado para Po83 era de § U/mg de proteina.
Nuestros resultados de actividad especifica de lacasa S€ encuentran dentro de los rangos
reportados.




4 ACTIVIDAD ESPECIFICA
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Grdfica 4. Actividad especifi

ca durante la fermentacion en medio liquido de PJe
ostreatus.

urorus

6.1.5 Perfil de PH.

ha observado también en otros trabajos reportados, no sglo de esta cepa, Y esta sugiriendo que

el sistema amortiguador utilizado no es tan efectivo como se sospechaba.
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Grdfica 5. Perfil de PH obtenidos de Pleurorys ostreatus en fermentacion en medio liquido.

6.1.6 Cuantificacién de azucares residuales,

que pudieron describirse con anterioridad. [a concentracion de glucosa disminuy6 ya de

manera importante después de las 120 h. aproximadamente el tiempo que dura la fase de

adaptacion. A partir de este momento es evidente un descenso importante de sy concentracion

hasta llegar al consumo casi total alrededor de |as 250 horas, lo que corresponderia con la fase

de crecimiento €Xponencial y la fase estacionaria que alcanza el hongo.
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Grdfica 6. Consumo de glucosa de Pleurotus ostreatus en fermentacion en medio liquido.

6.1.7 Determinacion de isoformas extracelulares de lacasa.

En la grafica 7 se muestra el perfil de isoformas de lacasa producidas por el hongo en el medio
sin adicion de cobre. Se observa la presencia de dos isoformas de 30 y 37 kDa a partir de las
144 h, este perfil sigue hasta las 216 h y a partir de las 264 h se empieza a observar una nueva
isoforma de aproximadamente 50 kDa. La isoforma de 30 kDa pierde gradualmente actividad
después de las 360 h, sin embargo la isoforma de 37 kDa incrementa su actividad conforme

avanza la fermentacion.

30




5

2 0

72 96 120 144 168 192 216 240 264 h 288 312 336 360 384 408 432 456 480 h

Grdfica 7. Perfil de isoformas extracelulares de lacasa producidas por Pleurotus ostreatus en
el medio liquido.

6.1.8 Determinacion de isoformas intracelulares de lacasa.

En la grafica 8 se puede observar el perfil de isoformas intracelulares que se determiné en la

fermentacion sin adicionar cobre. Se observaron dos isoformas, de 37 y 50 kDa, desde las 120

horas hasta el término de la fermentacion (480 h). Se puede observar que este perfil es

constante también en su actividad, al menos para la isoforma de 50 kDa (puesto que la

isoforma de 37 kDa va perdiendo su actividad conforme pasan las horas).

' KDa 'KDa
y - 250

150
100

75

37

20 i 15
9 120 144 168 192 216 240 264 288 | 312 336 360 384 408 432 456 480

Grafica 8. Perfil de isoformas intracelulares de lacasa producidas por Pleurotus ostreatus en
medio liquido.

El crecimiento de Pleurotus ostreatus en fermentacion sumergida ya habia sido estudiado para
produccion de enzima lacasa (Palmieri y col., 1997). Sin embargo, el sistema de inoculacion

basado en la suspension de micelio nunca se habia probado en la cepa Pleurotus ostreatus
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T20. para los objetivos propuestos en el trabajo no

resultaron perjudiciales tales diferencias, puesto que en el perfil de isoformas se observaron las

mismas bandas que en trabajos anteriores, Con ello se comprueba que el método de

6.2 Caracterizacign de la fermentacién en medio liquido con adicién de sulfato de cobre
(CusS0,).

6.2.1 Determinacién de biomasa,

En la grafica 9 ge observa el crecimiento del hongo con 1a presencia de cobre en e] medio de
cultivo. Es notorio que la fase de adaptacion es m4s prolongada que en la fermentacion sip
cobre, de hecho e crecimiento €Xponencial parece iniciar g las 168 h y alcanza SU maximo a

las 336 horas, con una cantidad de biomasa totg] de 7.2 g/L. Al comparar con la fermentacion
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Grdfica 9. Crecimiento de Pleurotus ostreatus en fermentacion en medio liquido con cobre.

6.2.2 Concentracion de proteina soluble en el extracto crudo enzimdtico.

Se observa en la gréfica 10 que la cantidad de proteina se mantuvo hasta las 144 horas,
aproximadamente. A partir de ese tiempo se puede observar un incremento en la cantidad de

proteinas, sin embargo, no se alcanza una estabilidad. como Ia que se observé en la

fermentacion sin adicion de cobre.
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Grdfica 10. C oncentracion de proteina soluble presente en el extract

0 crudo enzimitico
obtenido por fermentacion en medio liquido con cobre.

6.2.3 Actividad de lacasa.

En la grifica 11 se puede observar la actividad volumétrica obtenida en presencia de cobre. En
los primeros dias se observa una actividad muy baja, en comparacién con la actividad obtenida
en la fermentacién sin cobre. Esto puede deberse Nuevamente a que el cobre puede estar
teniendo un efecto negativo en el hongo y la produccién enzimatica depende de Ja cantidad de
biomasa para fines de comparacion. Como se muestra en la grafica, el periodo de actividad
empezo a partir de las 192 h, hasta llegar a sy actividad maxima a las 360 h con un valor de

9000 U/L. El perfil zimografico (graficas 15 y 16) corresponde con tales actividades y de

€n cuanto al incremento de actividad,
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Grdfica 11. Actividad volumétrica de lacasa de Pleurotus ostreatus en fermentacion en medio
liquido.

6.2.4 Actividad especifica de lacasa,

La actividad especifica en las primeras 168 horas de fermentacion No es cuantificable, por
carencia de actividad volumétrica en este periodo (grafica 12). Posteriormente. hay un
aumento alrededor de las 192 horas, con 20 U/mg de proteina, Y un pico de actividad de
aproximadamente 4() U/mg de proteina alrededor de las 360 horas. Los resultados obtenidos
en el medio sin cobre Y con cobre indican en este caso una mayor proporcion de proteina con
actividad lacasa, con Tespecto a la proteina total soluble excretada, lo que puede ser

considerado un buen parametro para purificacion.
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Grdfica 12. Actividad especifica durante la fermentacion en medio liquido de Pleurorus
ostreatus con cobre.

6.2.5 Perfil de pH,

Durante esta fermentacion, los cambios en el valor de pH (grafica 13) fueron menores que en
la fermentacion sin cobre. lo que puede estar asociado con el hecho de que el crecimiento del
hongo estd disminuido (y por lo tanto, los productos metabolicos que pudieran estar

propiciando este efecto no se €ncuentran presentes en la misma concentracion).
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Grdfica 13. Perfil de pH obtenido de Pleurotus ostreatus en fermentacion en medio liquido
con cobre.

6.2.6 Cuantificacién de aziicares residuales.

En el caso del consumo de sustrato. como se muestra en la grafical4, se puede observar que
corresponde con el crecimiento del hongo. puesto que éste inicia la fase exponencial alrededor
de las 168 horas y termina a las 336 horas (y dicho crecimiento corresponde con el consumo
de sustrato que se puede observar en la grafica). Al comparar el consumo de sustrato con la
fermentacion sin cobre, se puede observar un consumo mas rapido en menos tiempo, lo que se
puede deber al efecto del cobre sobre el hongo: en este caso se podria decir que el hongo tarda

mas tiempo en su fase de adaptacion.
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crece en presencia de cobre. Este coincide con lo que se ha visto en otros trabajos, donde la

presencia de cobre en el medio incrementa la actividad en el extracto crudo enzimatico,

aunque en este caso se presenta en los ultimos dias de la fermentacion y hace desaparecer
isoformas. La actividad de la isoforma de 30 kDa empezo a partir de las 144 h Y se incrementé

hacia el final de Ia fermentacion; a las 192 se observo otra isoforma de 37 kDa que
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Grdfica 15 Perfil de isoformas extracelulares de lacasa producidas por Pleurorus ostreatus en
medio liquido adicionado con CuS0,.

6.2.8 Determinacion de isoformas intracelulares de lacasa.

En el perfil de isoformas intracelulares (grafica 16) se observaron tres isoformas, de

aproximadamente 37, 50 Y 60 kDa. En la fermentacion sin cobre, por el contrario, sélo se

observaron dos isoformas, de 37 y 50 kDa, por lo que podria ser que el cobre estuviera
induciendo la aparicién de Ia isoforma intracelular de 60 kDa (o en su caso tener alguna
participacion para que esta se presente). Algo también importante por mencionar es que en
el perfil de isoformas extracelulares el patron que se presenta es diferente al mostrado en e]
perfil de isoformas intracelulares, puesto que aqui se observa actividad de las isoformas
desde el inicio de la fermentacion, lo cual no se puede percibir en el otro perfil zimografico,
se ha mencionado que el cobre tiene efectos toxicos sobre el crecimiento del hongo, sin
embargo, al observar este perfil  zimografico ( grafica 16), estaria mostrando que
efectivamente es toxico para el crecimiento pero no para la actividad, ya que desde el inicio
de la fermentacion se observan las isoformas intracelulares pero ain no se han excretado y
por lo tanto no logramos visualizarlas en el perfil de isoformas extracel ulares.
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Grafica 16 Perfil de isoformas intracelulares de lacasa producidas por Pleurotus ostreatus
en medio liquido con CuSO,,

.

como inductor de las lacasas a nivel de transcripcion de genes en Trametes versicolor
(Collins y Dobson, 1997), Phanerochaete chrysosporium (Dittmer y col., 1997), Pleurotus
ostreatus (Palmieri y col., 2000) y Coriolopsis rigida (Saparrat y col., 2002). En el presente
estudio se utilizé al sulfato de cobre como posible inductor de lacasa Yy se observo que la
presencia de este compuesto ocasiond la aparicion de mayor actividad de las enzimas: en
las fermentaciones con adicign de cobre se obtuvieron valores de actividad de hasta 9000

U/L, en comparacién con la fermentacion sin adicion de cobre, donde la actividad
alcanzada fue de 600 U/L.

6.3 Caracterizacion de la Sermentacién en medio liquido con adicién de sulfato de cobre
(CuS0,) y sin adicionar cobre.

Con el objetivo de comprobar si el cobre es s6lo un potenciador de la actividad enzimatica
de la lacasa, mas que un compuesto inductor de la expresion de los genes que las codifican,
se realiz6 una prueba adicional a Ja metodologia propuesta inicialmente. EJ experimento
consistio en:

1. Se prepararon dos fermentaciones como las realizadas anteriormente (una con cobre y la
otra sin adicionar sulfato de cobre).

2. A la fermentacién que al inicio no tenia cobre se Je adiciond, en cada punto de muestreo,

sulfato de cobre en una concentracion de 0.10 g/L Yy se determino la actividad volumétrica.
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3. En cuanto a la fermentacién con cobre, de la misma forma se adicioné una cantidad extra
de 0.10 g/L a cada punto de muestreo y se procedio6 a determinar la actividad volumétrica.
A pesar de que desde el inicio de la fermentacion se adiciono 0.25 g/L de sulfato ferroso, se
deci6 agregar sélo 0.10 g/L, esto con el fin de ver si existia un incremento en la actividad.
cabe mencionar que como se mencionan en los resultados no existieron diferencias

significativas en dichas actividades y por ello seria conveniente probar un intervalo

considerable de concentraciones ascendentes para tener mas seguridad de éste fendmeno en

los resultados de actividad.,

En el caso de la fermentacién a la que se le adiciono cobre desde el principio y
ademds se agreg6 una concentracion extra, se buscéd observar si existia algtin aumento en
las actividades obtenidas anteriormente. Como no pudimos probar que existe dicho
aumento se podria especular que el cobre actiia como inductor, puesto que necesito estar
presente desde el momento del proceso transcripcional para poder tener un efecto sobre las

lacasas.

Los resultados obtenidos se describen a continuacion.

6.3.1 Determinacion de la actividad volumétrica en la fermentacion con cobre y sin
adicionar cobre, adicionando al extracto crudo enzimdtico sulfato de cobre a una
concentracion de 0.10 g/L.

: En la grafica 17 se representa la actividad volumétrica en ambas fermentaciones sin adicion
extra de cobre. Esta grafica muestra la misma tendencia que se habia observado en las

fermentaciones anteriores.
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Grdfica 17. Actividad volumétrica de lacasa de Pleurotus osireatus en fermentacion en
medio liquido, con adicién y sin adicionar cobre.

6.3.2. Determinacion de la actividad volumétrica con la adicion de sulfato de cobre al
extracto crudo enzimdtico a una concentracion de 0.10 /L, en ambas fermentaciones.

En la grafica 18 se puede observar casi la misma tendencia que se aprecia en la grafica 17:
estabilidad en ambas fermentaciones hasta aproximadamente las 216 horas y un incremento
gradual posterior. En la fermentacién sin cobre (grafica 17) se obtuvo una actividad de
entre 400 y 500 U/L durante toda la fermentacion a partir de las 192 horas y un pico de
actividad de aproximadamente 1200 U/L a las 264 horas. Al momento de adicionar sulfato
de cobre al extracto crudo enzimatico, la tendencia en la actividad no varia de manera
significativa. En cuanto a la fermentacién con cobre. se observan actividades de alrededor
de 4000 U/L en los tiempos de 360 a 384 horas con un pico de actividad de 16000 U/L a las

408 horas; este patron no se ve afectado en el momento de la adicion de cobre al extracto.
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Grdfica 18. Actividad volumétrica de lacasa de Pleurotus ostreatus con la adicion de

sulfato de cobre a una concentracion de 0.10 g/L en fermentacion sumergida, con adicion y
sin adicién de cobre.

6.3.3. Determinacion de la actividad volumétrica adicionando sulfato de cobre en lacasa
de Pleurotus ostreatus en JSermentacion sin cobre.

Como se muestra en la gréfica 19, al comparar la misma fermentacion sin cobre con aquella
en la que se le adicioné cobre al extracto crudo enzimatico, se puede observar que no existe
gran diferencia en sus actividades Y que el patron de actividad se conserva. Por ello se
podria pensar que el cobre no es un potenciador de la actividad. puesto que si asi fuera se

hubieran detectado diferencias significativas en la actividad volumétrica
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Grafica 19. Fermentacion sin cobre y adicionando cobre al extracto crudo enzimatico a una
concentracion de 0.10 g/L, en lacasa de Pleurotus ostreatus.

6.3.4 Determinacion de la actividad volumétrica adicionando sulfato de cobre en lacasa
de Pleurotus ostreatus en fermentacion con cobre.

Como se muestra en la grafica 20, al comparar la misma fermentacion con cobre con la que
posteriormente se le adiciono cobre al extracto crudo enzimatico, se puede observar que
tampoco existen diferencias en la actividad ni en el patron de actividad. Por ello podria
pensarse, sin poder asegurarlo con este ensayo, que el cobre puede ser un inductor de la
actividad de la lacasa y que estaria actuando a nivel de trascripcion, sin reflejo directo por

lo tanto en la actividad.
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Grafica 20. Fermentacion con cobre y adicionando cobre a una concentracion de .10 g/ L de
sulfato de cobre, en lacasa de Pleurotus ostreatus.

Existen reportes donde se menciona que existen lacasa constitutivas e inducibles
(Bollag-Leonowicz 1984). Sin embargo. de acuerdo a lo observado en el presente trabajo
con la adicion de cobre al extracto crudo enzimatico de una fermentacion que en su inicio
no contenia cobre (y su comparacion con una que si lo tenia), no se observaron diferencias

en la actividad volumétrica entre las dos fermentaciones.

La fermentacion sin cobre justificaria la existencia de lacasa constitutiva, cuya
actividad no se ve favorecida por la adicion posterior de cobre al extracto crudo enzimatico
(al menos en una concentracion de 0.10 g/L). Este resultado indicaria un papel como
inductor para el cobre, puesto que necesita actuar a nivel de transcripcidon para poder tener

efecto sobre alguna isoforma de la lacasa.
La fermentacion con cobre permite observar la aparicion de lacasa inducible.

Los resultados correspondientes a la segunda parte son los siguientes:
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6.4 Extraccidn de dcido ribonucleico (ARN).

6.4.1 Extraccion del ARN en fermentacién sin adicionar cobre.

Se realizo la extraccion del ARN. para lo cual se procesaron sélo doce tiempos de la
fermentacion. Se eligieron los tltimos, debido a la actividad lacasa que se presento en los
mismos. Ademds, en los primeros tiempos la cantidad de biomasa no fue suficiente. En la

grafica 21 se observa una extraccion eficiente de ARN.

Grafica 21. Perfil de ARN total de lacasa en Pleurotus ostreatus en fermentacion liquida
sin adicionar sulfato de cobre.

6.4.2. Extraccion del ARN en fermentacién con adicién de cobre.

Se realizo la extraccion del ARN, para lo cual se procesaron solo dieciocho tiempos de la
fermentacion. Se eligieron los ultimos, debido a la actividad lacasa que se presentd en los
mismos. Ademds, en los primeros tiempos la cantidad de biomasa no fue suficiente. En la

grafica 22 se observa una extraccion eficiente de ARN.
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Grafica 22. Perfil de ARN total de lacasa en Pleurotus ostreatus en fermentacion liquida
con adicion de sulfato de cobre.

6.4.3 Transcripcion inversa — Reaccion en Cadena de la Polimerasa (RT-PCR).

Una vez realizada la RT-PCR correspondiente a los tiempos seleccionados (solo los puntos
con mayor actividad lacasa, de acuerdo al perfil zimografico), se corrieron las muestras de
las dos fermentaciones (una sin adicionar cobre y otra con adicion de cobre), en un mismo
gel. En la grafica 23 se puede observar que en la fermentacion sin cobre (izquierda) se
alcanzan a observar dos bandas, una de 200 y otra de 300 pb, observandose el mismo
patrén a lo largo del resto de los puntos. En cambio, al estudiar los resultados para la
fermentacion en la cual se adiciond cobre (derecha), se pueden observar tres bandas: una de
alrededor de 200, otra de 300 pb y una de 700 pb, que no se aprecia en la fermentacion sin

cobre.
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(A) 288 312 336 360 384 432 480 (B) 288 312 336 360 384 408 432 456 480 (h)
Gréafica 23. RT-PCR de las fermentaciones de Pleurotus ostreatus. A. Sin adicionar cobre.
B. Con adicion de cobre.

Al realizar una comparacién de las muestras de la fermentacion con cobre con las
procedentes de la fermentacion sin adicion del metal, se pueden observar diferencias
significativas en el perfil de ARN total. Esto puede deberse a que efectivamente el cobre

tiene un efecto importante a nivel de transcripeion, por lo que se podria pensar en un papel

inductor de dicho metal.

Al realizar el andlisis del perfil de expresion de genes de lacasa se observa también
una diferencia, con la aparicién adicional de una banda de aproximadamente 700 pb en la
fermentacion con cobre, que no se observa en la fermentacion sin cobre. Esto daria pie a
pensar que el cobre esta teniendo un efecto a nivel de transcripcion de los genes de lacasa.
Al realizar una comparacion con las bandas mostradas en el perfil de expresion de tanto la

fermentacion sin adicion de cobre, como en la que se adiciono cobre, podemos observar
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que no coincide con la intensidad en la actividad que se muestra en los zimogramas con las

bandas de ¢cDNA. se pudiera pensar que si cada banda es un ¢cDNA diferente, se estaria

hablando que existe genes diferentes para cada una de las isoformas de lacasa, sin embargo

resulta dificil asegurarlo en primer lugar porque los primers utilizados en la prueba PCR.

con ellos se esperaria bandas de aproximadamente 600 a 700 pb, como se muestra en el gel

si se tuvieran las secuencias de las bandas de ¢cDNA aparentemente especificas para lacasas.

7. Conclusiones.

cabo con éxito, ya que se logré el crecimiento del hongo, se obtuvo actividad de
lacasa; la mayor actividad S€ encontro en la fase estacionaria de crecimiento.

Al realizar la correspondiente zimografia se observaron tres isoformas durante ]a

fermentacion, tanto en medio liquido sin adicién de sulfato de cobre como

adicionando dicho compuesto.

No fue posible mostrar que existen isoformas constitutivas e inducibles de lacasa

puesto que para ello ain es necesario tener las secuencias de las bandas de cDNA.

* Al observar el perfil de la expresion de genes de lacasa durante ]as fermentaciones

con cobre y sin adicionar cobre y correlacionarlos con los zimogramas de lacasa se

podria pensar que las isoformas de lacasa son productos génicos diferentes.
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8. Perspectivas.

I. Es conveniente realizar nuevamente la RT-PCR, esto con motivo de que es importante

verificar si se conservan las bandas que se estan observando en el gel, en caso de continuar

dichas bandas se procederia a secuenciar y comparar con los cDNA que ya han reportados

para lacasas.

2.- Actualmente se cuenta con un analisis cualitativo el cual no nos permite asegurar que

contamos con los RNAm codificantes para enzimas lacasa, por lo que es conveniente hacer

un analisis cuantitativo a través de Northern blot y sonda especifica para lacasa. Dicho

analisis permitira verificar si es un solo gen que origina todas las isoformas reportadas o es

resultado de la expresion de genes diferentes.
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10. Abreviaturas.

ABTS
ADN
ARN

ARNm

ARNr
ARNt

ATCC

;o
cDNA
Cu
CuS0,.

Dmp
ECE
FML
8
g/L
h
kDa

LiP

mg
miL
mm

mM

MnP
y775

2,2 azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico)

Acido desoxirribonucleico.

Acido ribonucleico.

Acido ribonucleico mensajero

Acido ribonucleico ribosémico.

Acido ribonucleico de transferencia.
American Type Culture Collection

Grados Celsius

Acido desoxirribonucleico complementario
Cobre

Sulfato de cobre.,

2.6-dimetoxifenol

Extracto Crudo Enzimatico
Fermentacion en Medio Liquido
Gramos

Gramos sobre litros

Horas

Kilo Dalton

Litro

Lignin Peroxidasa
Concentracion molar
Miligramos.

Mililitros

Milimetros

Concentracion milimolar
Manganeso

Manganeso Peroxidasa

Microlitros




nm

/)
(/]

pb
PCR
pH
rpm

RT

U/L
U/mg

Nanometros

Porciento

Pares de bases.

Reaccion en Cadena de |a Polimerasa

Potencial de Hidrégeno

Revoluciones por minuto

Transcripcion inversa,

Unidad arbitraria de actividad de lacasas

Unidad arbitraria de actividad de lacasas sobre litro

Unidad arbitraria de actividad de lacasas sobre miligramo de proteina






