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RESUMEN

En la actualidad el empleo de enzimas de origen microbiano esta teniendo mayor importancia
debido a las multiples aplicaciones a nivel industrial y en procesos de biorremediacion tal es el
caso de la enzima lacasa, la cual es capaz de degradar una gran variedad de compuestos
toxicos que se encuentran presentes en la mayoria de los efluentes industriales. Son diversos
los organismos que producen esta enzima, no obstante, en numerosos estudios se ha reportado
una buena produccion de enzimas lacasas a partir de basidiomicetos, principalmente, en
Pleurotus ostreatus donde éstas enzimas tienen mejores actividades. La produccion de lacasas
en hongos varia dependiendo de la especie, las condiciones de cultivo, incluso de la cepa con
la que se trabaja y se presenta en multiples isoenzimas con actividad variable, esto supone, una
expresion diferencial de los genes que las codifican. En este trabajo se considerd importante
evaluar en qué numero y de qué manera se presentan las isoenzimas de lacasa producidas por
Pleurotus ostreatus cultivado sobre paja de trigo como medio sélido biodegradable, un soporte
que representa el ambiente natural de desarrollo del hongo, debido a que los estudios de
produccién de éstas enzimas se han hecho principalmente en medios liquidos sintéticos. Lo
anterior con el objeto de obtener informacion que permita evaluar la conveniencia de
produccién de lacasas en fermentacion en medio sdlido. Ademas, conocer los patrones de
expresion de los genes que codifican para enzimas lacasas bajo estas condiciones aporta
conocimiento basico a estudios posteriores sobre la participacion fisioldgica de las enzimas
lacasas en Pleurotus ostreatus, y la evaluacion de la naturaleza de los genes. Durante su
desarrollo se identifico la presencia de hasta 4 isoenzimas de aproximadamente 30, 34, 37 y 50
kDa que aparecen de manera diferencial en las distintas etapas de cultivo evaluadas tanto
extracelular como intracelularmente y desde las primeras 24 h. A pesar de que no se
establecen claramente las etapas de crecimiento del hongo se pudo observar que la isoenzima
de mayor peso molecular se presenta de manera constante a partir de las 96 h y hasta el final
del cultivo, es decir, durante la invasion acelerada y la invasién total de la paja por el micelio
del hongo en los cristalizadores, lo que no sucede con el resto de ellas que se presentan
principalmente durante el crecimiento acelerado del hongo. La maxima actividad de lacasas

alcanzada por el extracto crudo enzimatico fue de 4.821 U/g de sustrato seco a las 120 h lo que



refleja aparentemente una menor actividad con respecto a la actividad obtenida por el mismo
hongo de una cepa IE8 pero cultivado sobre bagazo de cafia que fue de 15.54 Ul/g sustrato
seco lo que puede deberse a la diferencia en la composicion de los sustratos. La prueba de
hibridacion de sondas especificas para lacasas con Northern blot no reveld ningun resultado,
en cambio con la obtencién de ADNCc a partir de RT-PCR con primers especificos para lacasas
(Lacl y Lac2), de cada uno de los puntos de muestreo se pudo observar un patron de expresion
de lacasas que mantuvo cierta correspondencia entre las bandas de ADNc con las isoenzimas
en cada uno de los puntos de muestreo lo que sugiere que en estas condiciones de cultivo hay
mas de un gen responsable de la aparicion de las isoenzimas. Este patrdn de expresion

obtenido debe ser validado mediante la obtencién de las secuencias de las bandas de ADNCc.
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1. INTRODUCCION.,

Concepto de genoma, gen y métodos de estudio de la expresion génica.

La naturaleza hereditaria de todos los organismos vivos esta definida por su genoma, el cual
consiste en una larga secuencia de acidos nucleicos que proveen la informacién necesaria para
construir el organismo, es decir, el genoma es la secuencia de las subunidades individuales
(bases) del acido nucleico que determinan las caracteristicas hereditarias. Mediante una
compleja serie de interacciones, fragmentos de estas secuencias son usadas para producir todas
las proteinas del organismo en el momento y el lugar oportuno. Las proteinas forman parte de
y construyen la estructura del organismo, también tienen la capacidad de llevar a cabo las
reacciones metabdlicas necesarias para la vida. EI genoma contiene el conjunto completo de
informacion hereditaria para cualquier organismo. Fisicamente, el genoma se divide en
diferentes segmentos de moléculas de acido nucleico y funcionalmente se divide en genes, y
puede contener un gran numero de ellos. El tamafio del genoma es muy variable entre especies
en algunos casos puede ser tan pequefio con apenas 500 genes como es el caso de un tipo de
bacteria llamado micoplasma o tan grande como el del humano que tiene entre 20,000 y
25,000 genes (Lewin 2007).

Un gen es un fragmento de acido desoxirribonucleico (ADN) que produce &cido ribonucleico
(ARN). EI ADN tiene dos hebras de acido nucleico y el ARN tiene solo una hebra. La
secuencia del ARN es determinada por la secuencia del ADN (de hecho, es idéntico a una de
las cadenas de ADN). En muchos, pero no en todos los casos, el ARN, a su vez se utiliza para
la produccidn directa de una proteina. Asi, el gen es una secuencia de ADN que codifica para
un ARN, en genes que codifican proteinas, el ARN, a su vez codifica para una proteina. Los
genes no se traducen directamente en proteinas, se expresan a través de la produccién de ARN
mensajero (ARNmM), que es utilizado para sintetizar la proteina. Al proceso mediante el cual un
gen se expresa formando ARNm para producir una proteina, se le conoce como expresion
génica (Lewin 2004).



La expresion génica no es un proceso automatico una vez iniciado, sino que existen niveles de
control intermedios que van desde la activacion de la estructura del gen hasta procesos
postraduccionales tales como la eliminacion de secuencias peptidicas por accién de proteasas,
o la glicosilacion en las proteinas que lo requieren (Darnell 1982).

Estrictamente, el término expresién génica abarca desde la activacion del gen hasta que la
proteina madura se ha localizado en el lugar adecuado y realiza su funcidn, de tal manera que
dicha proteina contribuye a la expresion del fenotipo celular. Este proceso se puede analizar
mediante diversas técnicas de analisis: cuando la proteina es una enzima se puede estudiar su
grado de expresion titulando su actividad enzimatica, la expresion del gen puede ser estudiada
mediante la deteccion y/o cuantificacion de los ARNm funcionales del citoplasma. Los
métodos de estudio utilizados, como el Northern blot, proteccion de ARNasa, RT-PCR e
hibridacion in situ, se basan en la capacidad para detectar ARNm especificos y no productos

proteicos y se describen a continuacion (Hernandez y cols. 1995):

> Northern blot: una vez que se ha extraido el ARN total, se debe separar mediante
electroforesis en un gel desnaturalizante de agarosa-formaldehido, que impedira la
formacioén de estructuras secundarias. Posteriormente, el contenido en el gel se
transfiere a un filtro de nylon o nitrocelulosa, que es hibridado con una sonda
especifica para la enzima que se desea identificar. Una vez lavado el filtro, y en caso
de haberse marcado la sonda radiactivamente, se pone en contacto con una pelicula con
sensibilidad a rayos X. Actualmente existen alternativas al marcaje radiactivo, como lo

son el marcado cromogénico o con fluorocromo.

» Proteccion de ARNasas. Este método se basa en dos principios: la obtencion de sondas
de ARN complementario (ARNCc antisentido) mediante reacciones de transcripcion in
vitro y la digestion por ribonucleasas del ARN de una hebra. Por tanto, si una sonda de
ARNC es hibridada en solucién con el ARNm a analizar y posteriormente se digiere la
mezcla con ARNasas, las moléculas de la sonda que hayan formado hibridos quedaran

protegidas de la digestion con ARNasas. Si la hibridacion se llevé a cabo en exceso



molar de sonda, el nimero de moléculas de ARNCc protegidas ser& un fiel reflejo del
namero de moléculas de ARNm, por lo que este método es una prueba cuantitativa de
analisis de ARN.

» RT-PCR: Tras la extraccion de ARN es necesario fabricar ADNc que pueda servir de
sustrato para la PCR. Esto se consigue mediante la enzima transcriptasa inversa, que
utiliza como molde una molécula de ARN a la que se ha unido un pequefio fragmento
de ADN que actia como cebador. Para ello, en el caso de células eucariotas, se
aprovecha la presencia de la cola poli(A) de los ARN mensajeros y se utiliza como
cebador un oligonucleotido sintético de polideoxitimidina (oligo[dT]) que se une a las
colas de poli(A). EI ADNCc sintetizado es posteriormente utilizado como molde en una
reaccion de PCR, utilizando una pareja de cebadores o «primers» especifica del ARNm
de interes. Si la eleccion de los primers y de las temperaturas del proceso han sido
adecuadas, tendremos en torno a 10° moléculas de ADN idénticas correspondientes a
un fragmento del ARNm especifico que queremos detectar. La deteccion de este

producto amplificado se realiza mediante electroforesis en gel.

» Hibridacion in situ: Este ensayo permite localizar y cuantificar el ARNm en areas de

tejido.

Este tipo de analisis es sumamente importante en el estudio de microorganismos productores
de metabolitos de interés industrial, ya que los genes que codifican para dichos metabolitos
pueden estar expresandose o no dependiendo de las condiciones a las que se somete al
microorganismo. Dicho andlisis puede contribuir para entender la naturaleza de la produccion
de metabolitos particulares en un microorganismo y, como consecuencia, permitiria conocer el

mejor camino para su produccion.

Actualmente, son multiples las areas en las que metabolitos de origen microbiano son
utilizados para proveer beneficios al hombre. Las enzimas, por ejemplo, son metabolitos de

gran importancia debido a sus diversas aplicaciones a nivel industrial, entre las que destaca su



uso en la industria textil, alimentaria, farmacéutica, papelera y en la fabricacién de jabones y
detergentes (Kunamneni y cols. 2008). Asimismo, se ha presentado un creciente interés en
producir enzimas que sean posibles de utilizar en procesos de biorremediacion
(destoxificacion de deshechos, transformacion de colorantes y biocatalisis). Puesto que la
contaminacion es un problema que amenaza dia a dia la permanencia de nuestros recursos
naturales, se realiza la busqueda de enzimas capaces de incidir en el campo de la
biorremediacién. En este sentido, las enzimas lacasas han sido apreciadas gracias a las
propiedades cataliticas que presentan sobre diversos compuestos xenobidticos (Galhaup y
cols. 2002Db).

1.1 Lacasas

Las lacasas (benzenodiol: oxigeno oxido-reductasas, E.C. 1.10.3.2) son enzimas que poseen la
facultad de reducir el oxigeno molecular a dos moléculas de agua y a la par, actuan en la
oxidacion de un electron de un cimulo de sustratos aromaticos (Thurston 1994). Las lacasas
fungicas no tienen un sustrato especifico, por lo que pueden transformar y algunas veces
mineralizar por completo, gran variedad de contaminantes ambientales, asi como degradar

compuestos no fendlicos en presencia de mediadores redox apropiados (Li y cols. 1999).

Las lacasas son secretadas en forma de multiples isoenzimas, dependiendo de la especie que
las produce y las condiciones de desarrollo del microorganismo, lo que constituye una fuente
de enzimas con cualidades cataliticas excepcionales (Giardina y cols. 1999). Heinzkill y cols.
(1998) reportaron un intervalo de peso molecular para lacasas de 60 a 80 kDa. Sin embargo,
existen otros estudios en donde el intervalo se extiende de 100 a 190 kDa (Thakker y cols.
1992, Edens y cols. 1999). Su punto isoeléctrico (pl) y su pH éptimo son acidos (Bollag y
Leonowicz 1984) y se han clasificado dentro del grupo de enzimas denominadas azul cobre
oxidasas (Abadulla y cols. 2000). Se describen como glicoproteinas que utilizan cobre como

cofactor y requieren para su actividad catalitica 4 &tomos de cobre por cada proteina activa.



Los cuatro &omos de cobre que contienen este tipo de 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 unién covalente cobre-cisteina. EI cobre
tipo 2 no exhibe sefiales de absorbancia en el rango 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 hidroxido, muestra un maximo de absorbancia a 330 nm (Solomon y cols.
1996). Los atomos de cobre tipo 1 y tipo 2 son detectables por resonancia electrdnica
paramagnética (EPR), mientras que los dos de tipo 3 no son detectables (Claus 2004).

El sitio activo de la lacasa es trinuclear y estd formado por cobre de tipos 2 y 3 (Thurston
1994; Claus 2004). El cobre tipo 1 actia como primer aceptor de electrones del sustrato y
transfiere los electrones al centro del sitio activo trinuclear, que tras recibir cuatro electrones
reduce una molécula de oxigeno a agua. Asi, la oxidacidbn monoelectrénica del sustrato va
acoplada a la reduccidn por cuatro electrones del oxigeno molecular (Yaropolov y cols. 1994).
Es por ello que la enzima requiere de cobre y oxigeno para oxidar fenoles, polifenoles, aminas
aromaticas y diferentes sustratos no fendlicos, lo que permite que se lleve a cabo la
polimerizacion, despolimerizacion, metilacion y/o desmetilacion de compuestos fendlicos
(Claus 2004).

Los aminoacidos que se unen al cobre tipo 1 son dos histidinas, una cisteina y una metionina.
Los primeros tres residuos son esenciales para la unién del cobre azul, formando un triangulo
fuerte con el i6n cobre, mientras el enlace con el cuarto residuo (una metionina axial) es mas
distante y débil, pudiendo ser reemplazado por otros aminoacidos, tales como leucina o
fenilalanina. Los otros tres atomos de cobre estan acoplados trinuclearmente junto con 8
residuos de histidina. El cobre tipo 2 se encuentra ligado a dos histidinas y una molécula de
agua o a una molécula de oxigeno, en cambio el sitio binuclear de cobre tipo 3 contiene 3

histidinas ligadas a cada cobre (Nakamura y Go 2005).



Las lacasas presentan una amplia especificidad de sustrato, puesto que catalizan la oxidacion
de orto y para difenoles, amino fenoles, dimeros de lignina fendlicos e incluso compuestos no
fendlicos en presencia de algunos intermediarios (Kawai y cols. 1987; Hatakka y cols. 1991).
La oxidacion puede estar controlada por las diferencias en potencial redox entre los sustratos
reductores y el cobre tipo 1 de la lacasa (Thurston 1994). En general, las lacasas tienen baja
especificidad por estos sustratos en relacién con el oxigeno. La oxidacion monoelectronica de
un sustrato por la lacasa implica la formacion de un radical libre. Estos radicales
posteriormente pueden ser oxidados a quinonas por la enzima o bien sufrir reacciones no
enzimaticas variadas. La oxidacién de fenoles frecuentemente produce reacciones de
acoplamiento carbono-carbono y carbono-oxigeno entre los radicales, lo que origina productos
de mayor peso molecular que los sustratos, es decir, reacciones de polimerizacion. La
tendencia de esta enzima de provocar polimerizacion no es una desventaja en biorremediacion,
ya que la polimerizacion oxidativa de los contaminantes puede ser un método aceptable para

su eliminacion (Rodriguez-Rincon 2006).

Inicialmente, las lacasas se obtuvieron del exudado del arbol de laca japonés (Rhus
vernicifera) y fueron descritas por Yoshida en 1883. Laborde en 1986 proporcioné el primer
reporte sobre la presencia de lacasas en hongos. También se han encontrado en insectos y en
algunas plantas y bacterias (Guillén y cols. 2000). Se ha reportado que el propésito fisiologico
de las lacasas en plantas es biosintético, mientras que en los hongos su funcién es degradativa
(Giardina y cols. 1995). La produccién de lacasas en hongos se debe a que estan altamente
involucradas en la degradacion de la lignina y en la eliminacion de fenoles potencialmente
toxicos que surgen durante la morfogénesis, patogénesis y virulencia del hongo (Mansur y
cols. 1997). Por esa razdn, las lacasas han sido mas estudiadas en los hongos (Maller y cols.
1993) y en especial en hongos de pudricion blanca (Guillén y cols. 2000; Galhaup y cols.
2002b; Palonen y cols. 2003). Entre los géneros mas usados y ampliamente estudiados a nivel
de laboratorio se encuentran Trametes, Pleurotus, Lentinula, Pycnoporus, Phanerochaete y
Agaricus, debido a la facilidad con que se cultivan in vitro y a que sus enzimas son excretadas

al medio de cultivo.



Una de las especies en las que ha sido estudiada la produccion de lacasas, debido a las altas
actividades enzimaticas que presenta, es Pleurotus ostreatus, también de gran interés por su
produccion mundial como alimento. Pertenece a la division de los basidiomicetos y se
encuentra distriouido en Europa, Asia, Africa, Australia, Estados Unidos, Canada y

Latinoamérica (Guinberteau 1990).

1.2 Pleurotus ostreatus

Pleurotus ostreatus es un hongo saprétrofo, en su ambiente natural suele crecer sobre ramas y
troncos de arboles caidos o en proceso de descomposicion, e incluso en el suelo sobre raices
podridas. Es un hongo comestible y se cultiva sobre diversos sustratos lignocelulosicos, como
pajas de cereales, bagazo de cafia de azlcar y pulpa de café, entre otros residuos del tipo
agroindustrial. Esto es posible porque dicho hongo produce enzimas lacasas, las cuales forman
parte del complejo enzimatico encargado de la degradacion de la lignina. Las enzimas que
conforman dicho complejo enzimatico son la lignina peroxidasa (EC. 1.11.1.14), manganeso
peroxidasa (EC. 1.11.1.13) y las lacasas (EC. 1.10.3.2) (D"Souza y cols. 1999). Los hongos
ligninoliticos, como Pleurotus ostreatus, son los principales productores de estas enzimas y,

por consiguiente, su utilidad en el reciclaje del carbono de la lignina es trascendental.

1.3 Produccién de enzimas lacasas

Las enzimas lacasas se han producido por fermentacion a partir de hongos de pudricion
blanca. La fermentacion es el proceso mediante el cual ocurren cambios quimicos en las
sustancias organicas producidos por la accion de las enzimas. Esta definicion general incluye
practicamente todas las reacciones quimicas de importancia fisiolégica (Fraume 2007).
Basicamente, se ha trabajado con dos tipos de fermentacion: la fermentacion liquida o
sumergida y la fermentacion en medio sélido, tanto con la utilizacién de soportes inertes tales
como la espuma de poliuretano y la amberlita (Romero-Gémez y cols. 2004) o vermiculita
(Roussos y Perraud-Gaime 1996), como de soportes biodegradables que fungen como

sustratos complejos y naturales. Estos soportes son generalmente residuos agroindustriales



que, de no ser utilizados pueden constituir una fuente de contaminacién ambiental por la
cantidad de lignina contenida, cuyas caracteristicas estructurales proveen rigidez,
impermeabilidad al agua y resistencia al ataque microbiano hacia las paredes vegetales, lo que
impone una barrera fisica y quimica que restringe su degradabilidad (Cohen y cols. 2002).

Se ha observado que algunos hongos ectomicorrizicos como Lactarius, Pisolitus y Suillus, asi
como los hongos saproétrofos de los géneros Lentinus y Pleurotus, crecen bien en medio sélido
sobre diferentes sustratos agricolas (Robinson y Nigam 2003). Esto puede deberse a que para
la mayoria de especies de hongos el medio natural sobre el cual se desarrollan es un medio
solido; su crecimiento ocurre en la superficie o dentro del sustrato, dependiendo de su
porosidad natural (Gervais y Molin 2003). Por esta razén, dichos hongos pueden adaptarse al
cultivo en medio solido y desarrollarse tolerando condiciones extremas de temperatura, pH,
disponibilidad de agua y oxigeno. Entre los sustratos agricolas mas empleados se encuentran
el salvado de trigo, el bagazo de cafa, la harina de yuca, la cascara de remolacha, la paja de

cereales y el aserrin de madera, entre otros (Garcia y Torres 2003).

La fermentacion en Medio Solido (FMS) se refiere al cultivo aerobio o anaerobio de
microorganismos que crecen en la superficie o al interior de una matriz solida porosa. Esta
matriz puede estar constituida por un sustrato humidificado o por un soporte inerte capaz de
absorber los nutrimentos que se encuentran disueltos en una solucion sin escurrimiento de

liquidos (Lonsane y cols. 1992).

El sistema de FMS tiene como principales ventajas las siguientes: baja demanda de agua (y
por ende baja actividad de agua, que es de gran ayuda para evitar las contaminaciones,
especialmente por bacterias y levaduras), provee alta concentracion de producto final, los
medios de cultivo son simples (generalmente subproductos agricolas que presentan un alto
contenido de los nutrimentos necesarios), la aireacién es facilitada por la porosidad del
soporte, lo que permite una alta transferencia de oxigeno al microorganismo y los residuos
generados son utilizados integralmente como alimento animal, compostaje y vermicompostaje,

entre otros (Doelle y cols. 1992, Viniegra-Gonzalez y cols. 2003 y Holker y cols. 2004). Entre



las principales desventajas del sistema estdn las siguientes: su aplicacion se limita a
microorganismos que crecen con bajos contenidos de humedad, la extraccion del calor
metabdlico se complica sobre todo cuando se trabaja a gran escala y no se controla el proceso,
la naturaleza sélida del sustrato trae problemas al medir y controlar los parametros de la
fermentacion tales como el pH, la temperatura, el contenido de humedad, la concentracion de
sustrato y de productos, ademas los procesos de transferencia de masa son limitados por la
baja difusion (Doelle y cols. 1992). Resulta evidente que las condiciones intrinsecas de cada
sistema promueven diferentes estimulos en el organismo cultivado, favoreciendo los cambios

en la expresion de muchos de sus metabolitos.

En cuanto al tipo de indculo, se reconocen dos tipos fundamentales, tanto a nivel laboratorio
como a nivel industrial: el micelio (Moore y Prior 1993; Jenkins y cols. 1998) y las esporas
(Domenech 2000). Las principales ventajas del uso de micelio como indculo son una mejor
competitividad del hongo, una reduccion de la posible colonizacion del sustrato por
microorganismos contaminantes y la colonizacién mas rapida, debido a que se reducen los
tiempos de incubacion (la fase de latencia o de adaptacion, principalmente). En cambio, en el
uso de la suspension de esporas destaca, como ventaja principal, la reduccion de los costos en
la etapa de propagacion del microorganismo (Bosch y cols. 1995, Dorta y cols. 1996 y Booth
y Shanks 1998).

En lo que respecta a la produccién de enzimas lacasas por Pleurotus ostreatus, se han utilizado
diferentes sistemas, organismos y sustratos, por lo que se han obtenido diversos datos de su
actividad y del nimero de isoenzimas que se excretan. Sin embargo, hasta el momento son
pocos los trabajos orientados hacia el estudio de los mecanismos internos mediante los cuales
el organismo esta produciendo dicho metabolito. Por ejemplo, se ha llegado a la conclusion de
que la diversidad de isoenzimas de lacasas y sus caracteristicas fisico-quimicas dependen tanto
de la diversidad de sustratos como de las especies capaces de producirlas, asi como de los
diferentes inductores usados en su produccion. Esto es natural, puesto que alude a lo que nos
diferencia como individuos: cada uno se desarrolla segin las condiciones que le rodean. Lo

mismo sucede con las enzimas, se produciran segun las condiciones lo requieran. En el caso



de los hongos, por ejemplo, en condiciones adversas deben excretar las enzimas necesarias
para poder alimentarse y crecer. Al contrario, cuando las condiciones son muy favorables, la
produccion de enzimas puede no ser tan buena pues no resulta necesario el desgaste que

ocasiona su produccion al estar los nutrimentos tan disponibles.

Pero (como se puede observar el efecto que estd ocasionando el entorno en cualquier
organismo Vvivo?, es decir, la respuesta producida ante una condicién en particular en un
momento en particular. Esto se puede saber gracias a la expresion génica, que es el proceso
mediante el cual todos los organismos vivos transforman la informacion contenida en los

acidos nucleicos en las proteinas necesarias para su desarrollo y crecimiento.

Se ha observado en el caso particular de las lacasas que puede cambiar el perfil de isoenzimas
producidas, dependiendo de la especie, la cepa y el medio en el cual se desarrolla el
microorganismo. Esto puede reflejar la activacion de genes distintos, es decir, dependiendo de
las condiciones se encienden los genes que contienen la informacion necesaria para adaptarse
a cada situacion a la que se somete al organismo. De esta forma, las enzimas a pesar de poseer
actividad sobre los mismos sustratos, pueden cambiar significativamente, no sélo en la
magnitud de su actividad enzimatica y su tamafio, sino también en las propiedades que poseen.
Por ello, los organismos estan preparados para actuar bajo ciertas condiciones en el sistema en
el cual han sido producidos, cambiando incluso la transcripcion de los genes en las diferentes

etapas de su desarrollo en el cultivo.

Por tanto, el profundizar en el estudio de la produccién de estas enzimas en los organismos a
nivel expresion génica ayudara a entender cuales son las mejores estrategias que se deben
seguir para incrementar, no solo la cantidad de enzima, sino la isoenzima mas adecuada para
aplicarse a un proceso en particular. Por esta razon, en el presente estudio se propuso
caracterizar la expresion de las isoenzimas de lacasa del hongo Pleurotus ostreatus (hongo de

pudricion blanca) cultivado sobre paja de trigo.
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2. ANTECEDENTES

Hasta el momento, las investigaciones realizadas respecto a las lacasas se han realizado con el
fin de conocer a los organismos que las producen, el nimero de isoenzimas intra y
extracelulares presentes en diferentes medios de cultivo y la produccién en presencia o
ausencia de inductores. En los dltimos afios, diversos investigadores en Italia han obtenido
cuatro secuencias de genes que codifican para enzimas lacasas a partir del hongo Pleurotus
ostreatus var. florida. Existen pocos estudios en los que se evalle la expresion génica de las
enzimas lacasas producidas por Pleurotus ostreatus, y los trabajos realizados han evaluado la
induccion de estas enzimas por metales como el cobre en cultivos liquidos. Sin embargo, hasta
la fecha no se ha realizado ningun estudio acerca de los perfiles de isoenzimas de lacasa
desarrolladas sobre paja de trigo o un reporte referido al patron de expresion de genes de
enzimas lacasas en otras cepas de Pleurotus ostreatus. Por ello, el conocimiento obtenido en el
presente estudio puede contribuir al conocimiento general de la expresion de los genes de

lacasas en esta especie.

Entre los trabajos existentes, se encuentran el de Palmieri y cols. (1997) en el que
caracterizaron dos isoenzimas de Pleurotus ostreatus var. florida, POXAl1 Y POXA2 con
masas moleculares de 61 y 67 kDa, respectivamente. Durante la purificacion de las isoenzimas
se obtuvieron 5 diferentes fracciones de fenol oxidasas, nombradas POXAL, POXA2, POXB1,
POXB2 y POXC. En el mismo afio, Das y cols. hallaron dos lacasas, L1 y L2, en Pleurotus
ostreatus var. florida, empleando diferentes sustratos para determinar la afinidad de ambas
isoenzimas. Después, en 1999, Giardina y cols. caracterizaron una isoenzima de lacasa y la
denominaron POXAL1b. En 2003, Palmieri y cols. purificaron y caracterizaron otras dos
isoenzimas de lacasas provenientes de Pleurotus ostreatus var. florida, denominadas POXA3a
y POXA3b.

En lo que respecta al estudio de inductores, en el trabajo realizado por Giardina y cols. en

1999 se indujo la produccion de la isoenzima POXA1b de lacasa en Pleurotus ostreatus var.
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florida, al adicionar cobre al medio de cultivo. Palmieri y cols. (2000) realizaron un estudio
usando cobre como inductor sobre Pleurotus ostreatus var. florida, y también se lograron
inducir algunas isoenzimas. En un estudio realizado por Tlecuitl-Beristain (2005) se
encontraron cuatro isoenzimas por zimografia durante la fase estacionaria de Pleurotus
ostreatus desarrollado en fermentacion liquida en un medio mineral con cobre como inductor
(con una méxima actividad de 12.196 U/mL, evaluada usando 2,6-dimetoxifenol (DMP)),
mientras que en otro estudio realizado por Juarez (2005), utilizando el mismo medio y cobre
como inductor en una fermentacién liquida, se encontraron tres isoenzimas de lacasas
producidas por Pleurotus ostreatus (con una maxima actividad de 37.5 U/mL, usando el

mismo compuesto como sustrato).

Entre los estudios relacionados con la produccion de lacasas en fermentacion sélida, utilizando
sustratos biodegradables, se encuentra el de De Souza y cols. (2002) quienes trabajaron con P.
pulmonarius crecido sobre paja de trigo, en el que se evalu6é la maxima produccion de lacasas
del extracto crudo enzimatico (8.6 U/mg de sustrato a los cinco dias de crecimiento). Por su
parte, Ramirez y cols. (2003) cultivaron Pleurotus ostreatus en fermentacion liquida y en
fermentacion en medio sélido usando salvado de trigo enriquecido con vinaza, hallando una
actividad de 20 U/mL y 10 U/mL, respectivamente, empleando ABTS (acido 2'2-azino-bis-[3-
etilbenzotiazol-6-sulfonico]) como sustrato. Los autores aislaron 2 isoenzimas del cultivo
liquido y 3 isoenzimas a partir del cultivo en medio solido de 52, 46 y 30 kDa. Otro estudio
relacionado es el de Staji¢ y cols. (2004), en el cual se utilizé cascara de mandarina en polvo
para enriquecer la fermentacion liquida y cascara de uva enriquecida con medio sintético
como soporte para la fermentacion solida. En este trabajo se obtuvieron actividades de 0.341
U/mL y 2.14 U/mL, respectivamente, usando siringaldazina como sustrato. Marquez-Araque y
cols. (2007) trabajaron con Pleurotus ostreatus incubado sobre bagazo de cafia, obteniendo
una actividad de 15.54 Ul/g de materia seca con ABTS como sustrato. Por su parte, Téllez-
Téllez y cols. (2008) evaluaron la actividad de lacasas y el nimero de isoenzimas producidas,
en fermentacion liquida y en fermentacion sélida usando espuma de poliuretano como soporte

inerte. Los autores encontraron actividades de 13 U/mL y 2.43 U/mL, respectivamente, usando
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2,6-dimetoxifenol (DMP) como sustrato; en fermentacion liquida se observaron cuatro

isoenzimas y en fermentacion solida tres.

Los estudios existentes en el campo de la biologia molecular comienzan con la identificacion y
caracterizacion de los genes que codifican para algunas isoenzimas, su clonacién y
secuenciacion e incluso la sobreexpresion, tanto homdloga como heter6loga. Entre dichos
estudios se encuentra el realizado por Giardina y cols. en 1995 en el que clonaron y
secuenciaron un gen de lacasa al que denominaron pox1 a partir de Pleurotus ostreatus var.
florida desarrollado en un medio liquido. En 1996, Giardina y cols. caracterizaron un segundo
gen de lacasa de Pleurotus ostreatus var. florida nombrado pox2, a partir de un segundo
ADNCc aislado en el estudio realizado en 1995 (secuencia que mostrd un 84% de similitud con
respecto a la del primero mencionado). Los correspondientes clones genomicos truncados
demostraron la existencia de una familia multigénica para isoenzimas de lacasa en Pleurotus
ostreatus (Giardina y cols. 1995). Después, en 1999, Giardina y cols. identificaron clonaron y
secuenciaron el gen poxalb de Pleurotus ostreatus var. florida; la comparacion de su
estructura con la de los genes poxl y pox2 sugiere que provienen de dos subfamilias
diferentes. En 2003, Palmieri y cols. identificaron el gen poxa3 de Pleurotus ostreatus var.
florida junto con sus correspondientes ADNc. Okamoto y cols. en 2003 obtuvieron la
secuencia completa del gen IccK a partir de ADN gendmico de Pleurotus ostreatus. En 2005,
Piscitelli y cols. realizaron la expresion heterologa de las lacasas POXC y POXALb en
Kluyveromyces lactis y Saccharomyces cerevisiae; por una parte las actividades especificas de
las proteinas nativas y recombinantes de POXA1b resultaron similares, por otra parte la
actividad especifica de la proteina recombinante de POXC fue mucho menor que la de la
proteina nativa. Finalmente, Pezzella y cols. identificaron y describieron en 2009 tres nuevos
genes de lacasa (pox3, pox4 y pox5) derivados de Pleurotus ostreatus cepa florida MY A-
2306. No se han realizado aun estudios acerca de los patrones de expresion de las isoenzimas
de lacasa, provenientes del hongo Pleurotus ostreatus, en un sistema de fermentacién con una

fuente de carbono compleja.
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3. JUSTIFICACION

Para poder manipular de una mejor manera la produccion de enzimas lacasas, particularmente
en el hongo Pleurotus ostreatus, resulta indispensable realizar un estudio a nivel de expresion,
con la finalidad de conocer qué genes son activos para la produccion de enzimas lacasas en
una condicion en particular. Dado que las enzimas lacasas forman parte del complejo
enzimatico que se encarga de la degradacion de la lignina (Marzullo y cols. 1995, Mansur y
cols. 1997), la cual es utilizada por Pleurotus ostreatus como fuente de carbono para su
desarrollo, y que este hongo ha sido cultivado, entre otros sustratos, sobre paja de trigo para su
produccién como alimento (Hadar y cols. 1992), en el presente trabajo se propuso caracterizar
las isoenzimas de lacasa producidas de manera intracelular y extracelular por Pleurotus
ostreatus cultivado sobre paja de trigo. Para complementar el estudio, se tratd de analizar sus
patrones de expresion con el fin de verificar si existe alguna correspondencia entre las
isoenzimas producidas y los acidos ribonucleicos obtenidos (ya que la variabilidad de
respuestas que despliega un espécimen en su genoma se puede observar gracias a la obtencion
y analisis de sus patrones de expresion). De esta manera se puede determinar si las diferencias
se estan produciendo desde el nivel de expresion, con la activacion de distintos genes, o0 se
deben a modificaciones pos-traduccionales. Esto aportaria conocimiento béasico a estudios

posteriores sobre la participacion fisiologica de las enzimas lacasas en Pleurotus ostreatus.

4. PREGUNTAS

1.- ¢Cual es el perfil de isoenzimas de lacasa que produce Pleurotus ostreatus cuando se

cultiva sobre paja de trigo?

2.- ;Cuantos ARNm expresados durante el cultivo corresponden a lacasas?

3.- ¢Existe correspondencia entre el nimero de ARNm expresados y el niUmero de isoenzimas?
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5. OBJETIVOS

5.1 General

Caracterizar la expresion de los genes que codifican isoenzimas de lacasa de Pleurotus
ostreatus cultivado sobre paja de trigo.

5.2 Particulares

Determinar los momentos, pre-expresion, expresion y post-expresion de las isoenzimas

de lacasa de Pleurotus ostreatus.

e Obtener los perfiles de produccion de isoenzimas de lacasa de Pleurotus ostreatus intra

y extracelulares.

e Obtener los patrones de expresion de las isoenzimas de lacasa.

e Determinar la correspondencia entre el nimero de ARNm que codifican para lacasas y

el nimero de isoenzimas producidas por Pleurotus ostreatus sobre paja de trigo.
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6. METODOLOGIA

Para cumplir los objetivos planteados se estableci6 la siguiente metodologia:

6.1 Seleccion del microorganismo

Se utiliz6 la cepa de Pleurotus ostreatus ATCC 32783, que fue propagada en agar extracto de
malta a 25°C, utilizando extracto de paja como sustrato. Se almacend a 4°C, resembrandose

cada mes.

6.2 Obtencion del inéculo

El indculo para la fermentacion se obtuvo con fragmentos de micelio de 4 mm de diametro,
tomados de la periferia de una colonia de Pleurotus ostreatus y libres de agar, colocandolos en
agua esteril. Posteriormente, con la ayuda de un agitador mecénico (batidora para café
convencional) se procedio a fragmentar el micelio hasta obtener una suspension homogénea

del hongo.

6.3 Fermentacion en medio sélido

Se realiz6 en cristalizadores de 9 cm de didmetro x 5 cm de altura, con 35 g de paja de trigo y
un 70 % de humedad. Se inocularon bajo condiciones estériles con 0.05 g de micelio de hongo
homogeneizado en 2 mL de agua destilada. Los cultivos fueron incubados a 25°C y se llevaron
a cabo por quintuplicado. La toma de muestras se realizé cada 24 h durante 20 dias.

El experimento se dividié en dos etapas para poder alcanzar los objetivos planteados:

La primera etapa consistio en la obtencidn de los extractos enzimaticos extracelulares, a partir

de los cuales se realizd una caracterizacion parcial para determinar los momentos pre-
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expresion, expresion y pos-expresion de las isoenzimas de lacasa de Pleurotus ostreatus y la

obtencion de los perfiles de actividad de las isoenzimas extracelulares por zimografia.

La segunda etapa consistio en la recoleccion de la biomasa en los tiempos determinados tras la
caracterizacion parcial, una fraccion de la biomasa de cada tiempo fue utilizada en la
obtencion de los extractos enzimaticos intracelulares (y la obtencion del perfil isoenzimético)
y el resto de la biomasa se empled para la extraccion del ARN vy la obtencién de los patrones

de expresion.

6.4 Obtencidén del extracto enzimatico extracelular del cultivo solido.

El extracto enzimatico extracelular (EEE) se obtuvo por lixiviacion del soporte solido tras la
adicion de 75 mL de agua destilada, manteniendo agitacion orbital a 300 rpm durante 30 min.
Después de este tiempo, el sobrenadante obtenido fue recuperado por extrusion y se conservo

en refrigeracion a 4°C.

6.5 Caracterizacion parcial

6.5.1 Determinacion del pH

Se determiné el pH del EEE en todos los tiempos de muestreo, a partir de las 24 horas, con un
potenciémetro Conductronic P-100.

6.5.2 Determinacién de proteina total soluble

La proteina total soluble contenida en los extractos extracelulares se determiné por el método
de Bradford (Bradford 1976), usando seroalbumina bovina como proteina estandar. A 100 L.
de EEE se le adicionaron 200 pL del reactivo de Bradford (Bio-Rad), el volumen se ajusté a 1

mL con agua destilada y se leyo la absorbancia en un espectrofotdmetro Jemway 6405 Uv/Vis
a 595 nm.
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6.5.3 Actividad enzimética

La actividad de lacasas extracelulares se determind en cada punto de la fermentacion,
siguiendo una cinética de reaccion durante 1 min a 39°C en una Celda Peltier del
espectrofotometro Jemway 6405 Uv/Vis, utilizando como sustrato 2,6 dimetoxifenol (DMP).
La mezcla de reaccion contenia: 900 uL de DMP 2 mM en buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.5y
100 pL de EEE. EIl producto de oxidacion fue valorado espectrofotométricamente como

incremento de la absorbancia a 468 nm (Haars y cols. 1981).

Una unidad de actividad de lacasa (U) se consideré como la cantidad de enzima que provoca
el incremento de una unidad de absorbancia por minuto en la mezcla de reaccion (Téllez-
Téllez y cols. 2005).

6.6 Recoleccién de la biomasa

Tras la caracterizacion parcial de la fermentacion se determinaron los tiempos en los que se
recolectaria la biomasa que seria utilizada para la extraccion del ARN vy la obtencién de los
extractos enzimaticos intracelulares. Para ello, las muestras se maceraron en un mortero de
porcelana previamente lavado con cloroformo y etanol, conservandolo en todo momento frio
con nitrogeno liquido (que proporciona una temperatura de -170°C y no permite la actividad
de las ARNasas). EI macerado se recuperé en tubos Eppendorf de 1.5 mL libres de ARNasas
con aproximadamente 100 mg de cada muestra, almacenandose a -20°C hasta su uso para la

extraccion del ARN total.

6.7 Obtencidn del extracto enzimatico intracelular del cultivo sélido.

Para obtener el extracto enzimatico intracelular (EEI) se utilizdé uno de los tubos obtenidos del
macerado de la biomasa en cada tiempo de muestreo, adicionandose 500 pL de buffer de
fosfatos pH 6.5; se sometid a agitacién durante 30 min y se centrifugé a 13,000 rpm durante

15 min. El sobrenadante obtenido se consider6 como EEI y se conservo en refrigeracion a 4°C.
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6.8 Perfiles de actividad de las isoenzimas extracelulares e intracelulares por zimografia

La actividad de lacasas se detectdé in vitro, usando zimogramas basados en la técnica
modificada de SDS-PAGE de Laemmli (1970). El gel de separacion contenia 12 % de
acrilamida y 2.7% de bis-acrilamida. EI gel de empaguetamiento contenia 4 % de acrilamida y
2.7 % de bis-acrilamida. La concentracion de SDS fue de 0.1% en el gel. La composicion del
buffer de muestra fue: 0.5 M Tris-HCI pH 6.8, 35% glicerol, 0.01% de azul de bromofenol y
10% de SDS. Las muestras de los EEE y EEI se corrieron en geles de 0.75 mm de espesor en
un sistema de electroforesis Mini PROTEAN Tetra cell (BioRad) a 150 voltios durante 2-2.3
h. Después de la corrida, los geles se lavaron con agua destilada y desionizada con ayuda de
un agitador orbital (20-30 rpm) durante 1-1.5 h, con un cambio de agua cada 15 min para
eliminar el SDS y renaturalizar las proteinas. Posteriormente, los geles se incubaron durante
18-24 h, a temperatura ambiente, en 50 mL de DMP 2 mM en buffer de fosfatos 0.1 M a pH
6.5.

6.9 Extraccion del ARN

La muestras de micelio almacenadas a -20°C resultantes de la maceracién se procesaron para
la extraccién de ARN total utilizando el RNeasy Plant Mini Kit de Qiagen®, siguiendo el

protocolo del fabricante. Se almacenaron a -20°C para su uso en procedimientos posteriores.

6.9.1 Electroforesis de ARN en geles desnaturalizantes de agarosa-formaldehido

El ARN total se separ6 por electroforesis en un gel de agarosa-formaldehido, siguiendo el
método descrito por Sambrook y Russell en 2001. En dicha técnica se afiade formaldehido
como agente desnaturalizante, con el fin de eliminar y/o evitar la formacidn de estructuras
secundarias. Durante todo el proceso la integridad del ARN se ve amenazada por la accién de
las ARNasas, por lo que el agua y las soluciones usadas para realizar la electroforesis se
trataron con dietil pirocarbonato (DEPC). Para ello, se afiadié el 0.2 % (v/v) de DEPC a la
solucidon que se dese0 tratar, se mezcld por agitacion con una barra magnética durante 2-4

horas y se esteriliz6 en autoclave. Esta generalidad no se cumplié con aquellas soluciones que
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contenian Tris-base, porque el DEPC reacciona con los grupos amino del tris y los
carboximetila, perdiendo los dos compuestos su funcién. Todo el material de electroforesis
que estuvo en contacto con el gel fue lavado previamente con H;O, y etanol absoluto
(Fernandez 1997).

6.10 Obtencidn de los patrones de expresion

Para obtener los patrones de expresion y detectar los ARNm especificos para enzimas lacasas
a partir del ARN total extraido se realizd la hibridacion de sondas por la técnica de Northern
Blot y la sintesis de ADNc especifico para lacasas mediante el método de RT-PCR.

6.10.1 Northern blot

La hibridacion Northern o Northern blot se emplea principalmente para obtener informacion
sobre el tamafio de los ARNs y sobre el modelo de expresion de genes especificos (Luque y
Herraez 2002), permitiendo estimar su abundancia. Este método es capaz de obtener esta
informacion para un gran numero de preparaciones de ARN al mismo tiempo, lo que es

fundamental en los estudios de expresion genica.

La electroforesis en geles de agarosa en condiciones desnaturalizantes se utiliza para separar
ARN segln su tamafio y es la primera etapa en la hibridacion Northern (Sambrook y Russell

2001). Este método involucra ademas distintas etapas que se describen a continuacion.

6.10.1.1 Disefio y validacion de las sondas

Una sonda se define como un fragmento de oligonucledtidos de secuencia conocida y
complementaria a un segmento de la secuencia diana de ADN (Luque y Herrdez 2002).
Generalmente el disefio de una sonda que se pretende utilizar para identificar secuencias que
codifican para una enzima involucra el uso de secuencias caracteristicas del sitio activo, tales
como el sitio de unién a algunos cofactores metélicos, por ejemplo. Las enzimas lacasas tienen
cobre unido en su sitio activo, aunque existen otras enzimas que también poseen uniones a

cobre (como las tirosinasas, que son monofenol oxidasas que también contienen cobre en su

20



centro activo). Considerando que se carecen de estudios que descarten la existencia de

tirosinasas en Pleurotus ostreatus, fue necesario usar como control negativo un organismo que

produjera tirosinasas y no lacasas, para lo cual se utiliz6 la planta Lactuca sativa var. capitata

for. iceberg. Dicho control se sometid al Northern blot al mismo tiempo que Pleurotus

ostreatus para validar la sonda seleccionada. Otra medida para evitar la union inespecifica de

la sonda con secuencias que no corresponden a lacasas fue la siguiente:

1. Se realiz6 una blsqueda de las secuencias reportadas para lacasas de Pleurotus

ostreatus con el fin de hacer un alineamiento e identificar secuencias conservadas que
permitieran obtener una sonda especifica para estas enzimas dentro de la especie.

Se procurd obtener el mayor nimero de secuencias de organismos que producen
enzimas lacasas, entre los que se incluyeron hongos basidiomicetos, ascomicetos,
bacterias y plantas, para realizar un alineamiento en busca de secuencias conservadas
entre los organismos productores de estas enzimas, con el fin de tener una sonda

universal para la prueba.

6.10.1.2 Obtencion de las sondas

Las secuencias usadas en el alineamiento para obtener la sonda especifica para lacasas de

Pleurotus ostreatus reportadas en Gen Bank fueron:

Gl: 296764. Pleurotus sp. 'Florida’ P.ostreatus diphenol oxidase gene.

Gl: 9955726. Pleurotus ostreatus (oyster mushroom) POX2 gene for diphenol oxidase.
Gl: 28812188. Pleurotus ostreatus (oyster mushroom) IccK gene for laccase, complete
cds.

Gl: 21693018. Pleurotus ostreatus (oyster mushroom) poxa3 gene for laccase.

Gl: 9843772. Pleurotus sp. 'Florida’poxAlb gene for laccase.

El alineamiento de dichas secuencias se realizo utilizando el programa Megalign de

DNASTAR®. En primer lugar se alinearon las secuencias de aminoacidos, de esta manera se

podrian seleccionar aquellas regiones conservadas que incluyeran los aminoacidos
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involucrados en la union a Cu (sitio activo de la enzima lacasa). En segundo lugar, se
alinearon las secuencias de nucleotidos y se ubicd la region seleccionada para detectar los
tripletes o codon de nucleotidos que codifiquen para cada aminoécido en todas las secuencias.
En los casos donde el aminoécido esta codificado por mas de un coddn, los nucleotidos que no
coincidieron en el alineamiento pero que codifican para el mismo aminoéacido fueron
reemplazados por una letra segun la siguiente clave: R=A,G; Y=C,T; M=A,C; K=G,T; S=G,C;
W=AT; H=AC,T; B=G,T,C; V=G,CA; D=G,AT y N=ACT,G. El procedimiento de
alineamiento y seleccion de la region conservada fue el mismo para ambas sondas, la

especifica y la universal de lacasas.

6.10.1.3 Marcaje de las sondas para lacasas

El marcaje de las sondas para lacasas se realiz6 utilizando el kit DIG Oligonucleotide 3’-End
Labeling Kit 2nd Generation de Roche®, siguiendo el protocolo del fabricante. Los
oligonucledtidos fueron marcados enzimaticamente en su extremo 3’ con transferasa terminal,
mediante la incorporacion de una molécula de digoxigenina marcada con didesoxiuridina-
trifosfato (DIG-ddUTP).

6.10.1.4 Transferencia

Una vez realizada la electroforesis del ARN total en el gel de agarosa-formaldehido, se
introdujo en un tampon de transferencia SSC 20X (tratado con DEPC y preparado con citrato
trisddico 0.3M y NaCl 3M, pH 7) durante 1 h., mientras se preparaba el sistema de
transferencia. Se coloco una pila de papel absorbente de las mismas dimensiones que el gel y
de unos 5 cm de grosor sobre una bandeja limpia y sobre éste se colocaron 2 laminas de papel
Whatman 3MM del mismo tamafio del gel, previamente humedecidas en el tampon de
transferencia SSC 10x. A continuacion se coloco el gel, y sobre él se coloco el filtro de nylon
(Immobilon-Ny+ MILLIPORE®) de un centimetro mayor en longitud y anchura que el gel y

previamente sumergido en agua destilada y en el tampon de transferencia. Sobre el filtro de
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nylon se colocaron 2 laminas de papel Whatman 3MM humedecidas en tampon de
transferencia, de las mismas dimensiones del gel, y sobre ellas una nueva pila de papel
absorbente de unos 10 cm de grosor. En la parte superior del sistema se coloc6 un objeto de
unos 500 g de peso. Se afiadié el tampdn de transferencia SSC 10x a la bandeja hasta que
alcanzo casi el limite superior de la pila de papeles depositados en la parte inferior del
conjunto y se mantuvo en reposo 16 h. Se evit6 en todo momento la formacién de burbujas
entre las capas de papel, el gel y el filtro ya que interfieren en el desarrollo normal de la

transferencia.

Transcurrido el tiempo se dejo secar el filtro y se fijaron covalentemente los &cidos nucleicos

mediante irradiacion con luz ultravioleta durante 5 min.

6.10.1.5 Hibridacién

El ARN transferido a la membrana de nylon se complementé con la sonda marcada para
lacasas siguiendo el método descrito por Sambrook y Russell, en 2001. La hibridacion

involucra 3 procesos distintos (Fernandez 1997):

1. La pre-hibridacion, que tiene como finalidad bloquear los sitios activos del filtro
donde no se han unido acidos nucleicos (ADN o ARN) durante la transferencia. Si no
se bloguean estos sitios podrian unir de forma inespecifica los fragmentos de ADN
utilizados como sonda; ademés sirve para equilibrar el filtro con el tampdn de

hibridacion.

2. La hibridacion, que en sentido estricto permite la unién de la sonda marcada con los
acidos nucleicos fijados en el filtro. La especificidad de esta unién depende tanto de las
condiciones utilizadas durante la incubacion (temperatura de hibridacion,
concentracion de formamida, sales y detergentes en el tampdn de hibridacion) como de

las utilizadas en los lavados posteriores.
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3. Por ultimo, los lavados permiten la eliminacién selectiva de la union inespecifica que
haya podido producirse entre la sonda marcada y los &cidos nucleicos. La disminucion
de la union inespecifica puede conseguirse mediante la modificacién de varios
factores, como la disminucién de la concentracion de sales en el tampdn de lavado, el
aumento de la concentracion de detergentes en el tampdn de lavado o bien el aumento
de la temperatura y la duracién del lavado.

6.10.1.5.1 Pre-hibridacién, hibridacion y lavados

La membrana se incubo durante 2 h a 68°C en 50 mL de una solucion de pre-hibridacion
(fosfato de sodio 0.5M pH 7.2, dodecil sulfato de sodio (SDS) 7% (w/v) y é&cido etilen
diamino tetraacético (EDTA) 1mM pH 7) dentro de frascos de hibridacion. La sonda marcada
fue desnaturalizada por calentamiento durante 5 minutos a 100°C e inmediatamente se colocd
en agua helada. La sonda desnaturalizada se agregé directamente al frasco con la solucion de
pre-hibridacion y la hibridacion se realizo con la incubacion durante 16 h a una temperatura de
40°C en un horno de hibridacién ProBlot™ 12S de Labnet International. Después de la
hibridacion, se procedi6 con los lavados de la siguiente manera: se removié la membrana del
frasco y se transfirio rapidamente a un recipiente plastico limpio que contenia 200 mL de una
solucion compuesta de SSC 1X y SDS 0.1% a temperatura ambiente. El recipiente cerrado se
colocd sobre una plataforma y se agité suavemente durante 10 minutos. Posteriormente, la
membrana fue transferida a otro recipiente de plastico limpio con 200 mL de SSC 0.5X y SDS
0.1% precalentado a 68°C, agitando el fluido suavemente durante 10 min a 68°C. El lavado

anterior se repitio hasta tener un total de tres lavados a 68°C.

6.10.1.6 Deteccion inmunoldgica de la sonda marcada

Una vez realizada la hibridacién de la sonda marcada con el ARN contenido en la membrana,
se procedio a su deteccion utilizando el kit DIG Nucleic Acid Detection de Roche® siguiendo

el protocolo del fabricante. Las sondas marcadas con digoxigenina pueden ser detectadas o
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reveladas con alta especificidad con anticuerpos anti-digoxigenina (Anti-DIG) conjugados con
fosfatasa alcalina. Durante el procedimiento se usé azul de tetrazolio (NBT) y bromo-4-cloro-
3-indolil fosfato (BCIP), sustrato de la fosfatasa alcalina. Al liberarse BCI por accion de la

enzima, reacciona con el NBT dando lugar a un compuesto de color violaceo.

6.10.2 RT-PCR

El método RT-PCR, llamado asi por el paso de transcripcidn reversa previo a la PCR, parte de
la extraccion del ARN en las condiciones en las que se desea estudiar la expresion de un
ARNmM. El siguiente paso es la sintesis de una cadena de ADN complementario (ADNCc) a
partir del ARNm mediante una reaccion de transcripcion reversa (RT). La transcriptasa
reversa es una enzima capaz de generar una cadena de ADN complementaria al ARNm,
usando como cebador una secuencia de poli-dT que hibrida con la secuencia de poli-dA de la
mayoria de los ARNm eucarioticos. El resultado de la RT es una muestra de ADNc
representativa de los ARNm expresados bajo determinadas condiciones. A continuacion, se
toma una alicuota de la RT y se somete a una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR
convencional), usando una pareja de primers o cebadores especificos del ARNm de interés. Si
la eleccion de los primers y de las temperaturas del proceso han sido adecuadas, se obtendran
varios millones de copias de ADN identicas correspondientes a un fragmento de ARN
especifico que es detectado por electroforesis en geles de agarosa. La posibilidad de detectar
con gran sensibilidad un ARNm mediante la estrategia RT-PCR representa la mayor

aportacion de esta técnica al estudio de la expresion génica (Hernandez y cols. 1995).

6.10.2.1 Sintesis del ADNc por RT

La RT-PCR se realiz6 a partir del ARN total obtenido y se retomaron los primers usados por
Giardina y cols. en 1996 para obtener el ADNc de genes de lacasas de Pleurotus ostreatus.
Para realizar la sintesis de la ADNc por RT se utilizé el RevertAid™ H Minus First Strand

cDNA Synthesis Kit de Fermentas® siguiendo el protocolo del fabricante.
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6.10.2.2 Amplificacion por PCR

La mezcla de reactivos para la reaccién en cadena de la polimerasa fue la siguiente:

5uL ADNCc producto de la reaccion RT
5uL Tampon Taq 10X con KCI

5puL 25 mM MgCl,

5uL Primer sentido (20 pmol)

5uL Primer anti-sentido (20 pmol )
1puL 10 mM dNTP Mix

23.5 uL Agua libre de nucleasas

0.5uL  Tag DNA polimerasa (5 u/uL)

50 uL  Volumen total

La PCR se realizé en el termociclador My cycler de Bio-Rad® usando las siguientes

condiciones:
Etapa Temperatura °C | Tiempo | Numero de ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 4 min 1
Desnaturalizacién 95 1 min
Alineamiento o hibridacion 60 1 min
Extension 72 1 min 30
Extension final 72 7 min 1

4 0

La deteccion del producto resultante se realizd por electroforesis en gel de agarosa al 1% en
buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1X y los productos observados fueron enviados para su

secuenciacion, con el fin de verificar su correspondencia con genes de lacasas.

6.10.3 Analisis de los patrones de expresion

De manera general, los patrones obtenidos (ya sea por Northern Blot o por RT-PCR) fueron
comparados con el perfil de isoenzimas obtenidas por zimografia, de tal manera que se analiz6
la correspondencia existente entre las isoenzimas de lacasa producidas y el nimero de ARNm

detectados.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Primera etapa

7.1 Caracterizacion parcial

La determinacion de variables tales como el pH, la actividad volumétrica y la proteina total

soluble se realizaron usando sélo el EEE, pues la mayoria de las caracterizaciones se realizan a

partir de las enzimas producidas de manera extracelular.
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Grafica 1. Perfil de pH de la fermentacion.

En la grafica 1 se puede observar que existe un aumento en los valores de pH respecto al valor

inicial,

alcanzandose un maximo a las 144 horas y descendiendo a partir de ese tiempo La

mayoria de los valores se mantuvo en el intervalo de entre 5.9 y 7.6, aproximadamente. Este

fendmeno de incremento en el pH coincide con la deteccion del crecimiento vigoroso y rapido

del hongo en el cultivo y probablemente el descenso se debe a que el sistema de fermentacion

no se

encuentra amortiguado, ademéas de que los productos del consumo de azlcares

(complejos o simples) por el metabolismo del hongo, como pueden ser algunos acidos

organicos, pueden acidificar el medio al ser excretados.

27



b) Proteina total soluble
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Grafica 2. Determinacion de la concentracion de proteina total soluble en la fermentacion.

En la grafica 2 se puede observar el comportamiento de la concentracion de proteina total
soluble, la concentracion inicial fue de 0.0188 mg de proteina/g de sustrato seco, a las 72 h se
observé un aumento y se alcanzo un maximo de 0.1316 mg de proteina/g de sustrato seco a las
168 h. A partir de ese tiempo disminuyo paulatinamente hasta una concentracion de 0.0046

mg de proteina/g de sustrato seco.

Hasta el momento, la mayoria de estudios que han reportado la produccion de enzimas lacasas
por Pleurotus ostreatus sobre sustratos ligninoceluldsicos utilizan medios liquidos naturales o
sintéticos para enriquecer el cultivo en solido, por lo que el hongo obtiene su fuente de
carbono tanto del soporte sélido biodegradable como del liquido que rodea al soporte. No
obstante, existe un trabajo en el que las condiciones son similares a las del presente trabajo,
Marquez-Araque y cols. en 2007, realizaron el cultivo de la cepa IE8 de Pleurotus ostreatus
empleando bagazo de cafia de aztcar como soporte biodegradable, con una humedad del 80%.
En dicho trabajo la maxima cantidad de proteina obtenida fue de 0.122 mg/g de materia seca
(MS) a las 336 h, inferior a los 0.1316 mg de proteina/g de sustrato seco a las 168 h obtenidos

en el presente trabajo.
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c) Actividad
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Gréfica 3. Perfil de actividad de lacasas extracelulares en la fermentacion.

Respecto a la actividad de lacasas por gramo de sustrato, se observé un incremento sustancial
a partir de las 72 h, que alcanzé un méaximo de 4.821 U/g de sustrato seco a las 120 h y tuvo
una caida relevante a las 168 h, obteniéndose 0.619 U/g de sustrato seco. A las 192 h se
observé un valor de 1.8 U/g de sustrato seco tiempo a partir del cual la actividad fue

disminuyendo de manera paulatina hasta un valor alrededor de 0.25 U/g de sustrato seco.

La actividad de lacasas de la misma cepa del hongo Pleurotus ostreatus obtenida en el estudio
de Téllez-Tellez y cols. en 2008, en el que se realizé una fermentacion en medio sélido usando
como soporte inerte espuma de poliuretano y un medio sintético adicionado con cobre, fue de
2.43 U/mL a las 312 h usando DMP como sustrato. Cabe sefialar que en el presente estudio se
alcanzé casi el doble de actividad en un tiempo menor, aungue hay que tener en cuenta que las

unidades son diferentes.
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d) Actividad especifica

Para conocer la cantidad de proteina total soluble que tiene actividad catalitica especifica de
lacasa se construyo la gréfica en la que se relaciono la actividad de lacasas con la cantidad de

proteina en funcién del tiempo. El resultado se muestra a continuacion en la gréfica 4.
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Grafica 4. Actividad especifica extracelular de la fermentacion.

Los valores de actividad especifica que se obtuvieron entre las 24 h y las 144 h oscilan entre
32 y 47 U/mg de proteina. A las 168 h se obtuvo el valor minimo, que fue de 4.7 U/mg de
proteina, y a partir de las 192 h y hasta las 456 h los valores de actividad especifica fluctuan

entre 15y 57 U/mg de proteina. A las 480 h se alcanzé un maximo de 62.5 U/mg de proteina.

La maxima actividad especifica para DMP obtenida en el presente trabajo fue de 62.5 U/mg de
proteina a las 480 h, lo que representa apenas la mitad de la actividad especifica obtenida
(128.75 Ul/mg de proteina para ABTS (2,2 azino bis (3 etilbenzotiazolina-6-sulfonato))) en
bagazo de cafia por Marquez-Araque y cols. 2007. Sin embargo, representa el doble de la
actividad especifica de lacasas obtenida por Téllez-Téllez y cols. en 2008 (30 U/mg de

proteina a las 312 h).
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Segunda etapa

Los resultados hasta ahora obtenidos son evidencia del desarrollo de Pleurotus ostreatus sobre
paja de trigo y de la produccion de enzimas lacasas, por lo que se procedio a realizar la

segunda etapa del estudio. Esta etapa consistio en:

- la obtencion de los perfiles de actividad de las isoenzimas de lacasa producidas tanto de
manera extracelular como intracelular, puesto que el ARN total producido engloba tanto las
enzimas excretadas al medio como las enzimas que ain no se han excretado y

- la obtencién de los patrones de expresion de lacasas, tanto por hibridacién Northern como
por RT-PCR.

A continuacion se presentan los resultados obtenidos.
a) Perfiles de actividad de las isoenzimas

i. Perfiles de actividad de las isoenzimas extracelulares por zimografia

En la figura 1a se observa el perfil de isoenzimas de lacasas obtenidos a partir de los extractos

extracelulares.
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Fig. 1a Perfil de isoenzimas de lacasas provenientes de los extractos extracelulares.
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Continuacion de la figura 1a
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Fig. 1a Perfil de isoenzimas de lacasas provenientes de los extractos extracelulares.

En la figura 1a se observan dos isoenzimas a partir de las 72 h, de aproximadamente 31 y 34
kDa. La isoenzima de 31 kDa se mantiene hasta las 360 h de la fermentacion, mientras que la
isoenzima de 34 kDa desaparece completamente a las 240 h. A las 120 h aparece otra
isoenzima, de aproximadamente 50 kDa, que comienza a incrementar su actividad, se
mantiene hasta las 384 h y en seguida desciende. También se puede observar que a las 192 h

aparece una isoenzima de aproximadamente 37 kDa, que permanece hasta las 336 h.

Réplicas de los zimogramas en la segunda y tercera fermentacion:

Como ya se ha mencionado, se carece de referencias que ayuden a evaluar que tan buena fue
la produccion que se obtuvo de enzimas lacasas en el presente trabajo. No obstante, lo mas
importante en este estudio es observar los cambios que por algin motivo se estan reflejando en
los perfiles de las isoenzimas. Por tal razén, se realizaron 2 réplicas de la fermentacion en

tiempos independientes para verificar dichos patrones.
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Las figuras 1by 1c representan las réplicas del perfil de isoenzimas de lacasas provenientes de
los extractos extracelulares producidas por Pleurotus ostreatus incubado sobre paja de trigo.
Podemos observar que existe el mismo perfil en las réplicas de la fermentacion en las figuras
1b y 1c respecto a la figura la, la poca percepcion de algunas de las bandas en los tiempos
finales del zimograma de la segunda fermentacién se pueden deber a una menor actividad

mostrada por la muestra.
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Fig. 1b Perfil de isoenzimas de lacasas provenientes de los extractos extracelulares.
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Fig. 1c Perfil de isoenzimas de lacasas provenientes de los extractos extracelulares.

Estos resultados dan evidencia de que el comportamiento observado para las isoenzimas es
constante en cada fermentacion y es independiente de las variaciones en actividad que se

registraron en cada muestra durante los 20 dias de cultivo.
En los estudios realizados por Ramirez y cols. en 2003 se purificaron y se determiné el peso

molecular de 3 isoenzimas de lacasa de la cepa Chiapas, México de Pleurotus ostreatus

obteniéndose bandas de aproximadamente 30, 46 y 52 kDa, usando como cultivo sélido

34



salvado de trigo enriquecido con vinaza 1:1, los pesos aproximados de las isoenzimas
obtenidas en el presente estudio son parecidos. En cuanto al nimero de isoenzimas obtenido
en el presente trabajo, es mayor que en el trabajo realizado por Téllez-Téllez y cols. 2008,
quienes obtienen hasta 3 isoenzimas en el cultivo sélido con un soporte inerte y un medio

sintético de la misma cepa.

Existen reportes en cuanto al nimero de isoenzimas extracelulares de lacasa obtenidas en esta
cepa empleando diferentes condiciones en cultivo liquido. Juarez en 2005 obtuvo 3 isoenzimas
de lacasa a partir de un medio liquido adicionado con cobre y 4 isoenzimas de lacasa de un
medio liquido sin adicionar con cobre. EI comportamiento del sistema empleado en nuestro
estudio se asemeja en el nimero de isoenzimas obtenidas en el cultivo sin adicion de cobre.
Téllez-Tellez y cols. en 2008 obtuvieron, por el contrario, 4 isoenzimas de lacasa en el mismo
cultivo adicionado con cobre que empled Juéarez en 2005, por lo que se puede decir que en
ambos cultivos se obtienen hasta 4 isoenzimas con y sin adicion de cobre. Estos datos podrian
resumirse como que la cepa Pleurotus ostreatus ATCC 32783 produce hasta 4 isoenzimas
tanto en cultivo solido empleando como soporte biodegradable paja de trigo como en cultivo
liquido con y sin adicion de cobre y s6lo 3 isoenzimas en cultivo solido empleando un soporte

inerte.

Cabe resaltar que el perfil de isoenzimas que muestran los zimogramas para la cepa Pleurotus
ostreatus ATCC 32783 es diferente a lo que se ha reportado en otros sistemas de cultivo tanto

en liquido (Juarez 2005) como en solido (Téllez-Tellez y cols. 2008).

ii. Perfiles de actividad de las isoenzimas intracelulares por zimografia

El perfil de las isoenzimas de lacasas provenientes de los extractos intracelulares producidas

por Pleurotus ostreatus incubado sobre paja de trigo se muestran en la figura 2.
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Fig. 2 Perfil de isoenzimas de lacasas provenientes de los extractos intracelulares.

En el extracto enzimético intracelular se observaron nuevamente dos isoenzimas a las 72 h, de
30 y 34 kDa. La isoenzima de 34 kDa desaparecio a las 264 h y la de 30 kDa se mantuvo hasta
el final del estudio. A las 192 h surgieron las otras 2 isoenzimas, de 37 y 50 kDa. La de 37
kDa permanecid hasta las 288 h y la de 50 kDa persistio hasta el final. Con estos resultados
podemos deducir que el perfil de isoenzimas lacasas tanto intra como extracelular es similar y
revelaron la presencia de 4 isoenzimas que mostraron expresion diferencial respecto al tiempo.
Debido a esta semejanza con los perfiles extracelulares, ya no se considerd necesario realizar

otra réplica. Estos resultados son evidencia de que las isoenzimas intra y extracelulares son las
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mismas Yy tal vez las de menor tamafio no se alcanzaron a detectar en los zimogramas de los
extractos extracelulares debido a que se encontraban en el transito al ambiente extracelular,
especialmente en las muestras de los tiempos finales donde la banda de menor tamafio si se

presenta aunque con una actividad muy atenuada.

Es preciso sefialar que los tamafios de las isoenzimas referidos en los zimogramas anteriores

son aproximados, calculados a partir del marcador de peso molecular.

b) Electroforesis de ARN en geles de agarosa-formaldehido

28s
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Fig. 3 Electroforesis del ARN extraido de Pleurotus ostreatus desarrollado sobre paja de trigo.

En la figura 3 se observa la electroforesis del ARN total obtenido a partir del cultivo de
Pleurotus ostreatus sobre paja de trigo en geles de agarosa-formaldehido. En el gel se puede
observar el ARN ribosomal (ARNTr) en la parte superior en algunos puntos de muestreo, sobre
todo el ARNr 28S y el ARNr 18S. S es el coeficiente de sedimentacion medido en Svedbergs
(Lugue y Herraez, 2002). EI ARNr representa el 75% del total del ARN, el ARN de
transferencia (ARNt) el 20% vy el 5% restante representa el ARN mensajero (ARNm), por lo
que la ubicacion del ARNt y del ARNm en el gel resulta dificil de distinguir, sin embargo se
sabe gue se ubican en el barrido de cada carril. Con la comprobacion de la obtencién de ARN

total se pudo continuar con la obtencion de los patrones de expresion.
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7.2 Obtencion de los patrones de expresion de lacasas
a) Northern Blot

Para realizar el estudio de los patrones de expresion usando la técnica de Northern Blot es

necesario contar con una sonda.

i. Sondas obtenidas

A continuacion se muestra el alineamiento de las secuencias en aminoécidos obtenidas para la

sonda especifica de lacasas en Pleurotus ostreatus con el programa Megalign de DNASTAR®.

Majority NVUNQLSDTTMLRTT STHWHGF FQAGS SWADGPAF VIQCPIASGDE FLYDFNVPDQAGTFWYHSHL STQYCDGLRGE "VV
T T T T T T T v

90 100 110 120 130 140 150 160

P.ostreatus diphenol oxidase.proNVLNQLSDTTMLKTTSIHWHGFFQSGSTWADGPAFVNQCPIASGNSFLYDFNVPDQAGTFWYHSHL STQYCDGLRGPFIV 158
Pleurotus ostreatus POX2.pro NVUNQL SDTTMLKTT SIHWHGFFQAGS SWADGPAF VTQCPVA SGDSFLYNFNVPDQAGTFWYHSHL STQYCDGLRGPFVV 160
Pleurotus ostreatus lccK.pro NVVNQL SDTTMLKTT S IHWHGFF QAGS SWADGPAF VTQCPVASGDSFLYNF NVPDQAGTFWYHSHL STOYCDGLRGEPFVV 160
Pleurotus ostreatus poxa3.pro NTINELTDPGMRRSTSIHWHGLFQHKT SGMDGPSF VNQCPIPPNSTFLYDFDTAGQTGNYWYHSHL STQYCDGLRGSFIV 144
Pleurotus ostreatus poxAlb.pro NVUNKLADTSMPVDTSIHWHGLFVRGHNWADGPAMVTQCPIVPGHSFLYDFEVPDQAGTFWYHSHLGTQYCDGLRGPLVV 146

Fig. 4 Alineamiento consenso de las secuencias en aminoacidos de lacasas en Pleurotus
ostreatus.

La zona resaltada en amarillo ubica la regién que contiene los aminoacidos que presentan
unioén con cobre que son citosina, triptéfano e histidinas, y se muestra a continuacion:
FLYDFNVPDQAGTFWYHSHLSTQYCDGLRGP

Alineamiento de las secuencias en nucleétidos de la regién de aminoacidos seleccionada

T CCTATATGAC T TCAACGTCCCCGACCAAGC I GG CACGT ICTGE TACCAT ICGCATCTTICCACCCAGTATTETGATGGICTTAGAGGACCA diphenoloxidase
T CCTGTACAAT I TCAATGTCCCAGACCAAGC TEGAACGT ITTTGE TATCACTCGCATCTITCCACCCAATATTEGTGACGGECCTCAGAGGACCA leck

TTC TG T A AAT T T AAT G T OO GG A CAAGC TEGAACGTTTTGGETATCACTCGCATCTTTCCACCCAATATTGC GACGGCCTCAGAGGGCCA POXE
TTCCTTTACGACT TCGATACCGCAGGGCAGACCEGAAACTACTGETACCACTCCCACTIGTCTACGCAATATTGCGACGGTCTTCGTGGTTCT POXAD
TITTTGTACGACTTCGAAGTCCCTGATCAAGCTGGAACATITIGETATCACTCTCATCTIGGRACACAATACTGTGATGGACTGCGGEGGECCA poxalh

Cabe mencionar que cuatro de las cinco secuencias de lacasas reportadas para Pleurotus
ostreatus pertenecen a una sola cepa de esta especie. Aun asi, para el disefio de la sonda la
region seleccionada tiene un grado de degeneracion que se obtuvo segun la clave: R=A,G;
Y=C,T; M=A,C; K=G,T; S=G,C; W=AT; H=AC,T; B=G,T,C; V=G,CA; D=G AT y
N=A,C,T,G. Con este procedimiento se obtuvo la siguiente sonda especifica de lacasas que

fue usada para realizar la hibridacion Northern:
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5 ACCHGGAGAVTCDGGRAGRGTRATYACBCARCTTTCRACVCTRACRATGGTRTT
YCAKGGTCGYACRAGNCCCTGRAACTTCAGRATDTCRTT 3
(31 AA, 93 nucledtidos)

Para obtener la sonda universal de lacasas, también se realiz6 un alineamiento que incluyd la
mayoria de secuencias posibles de alinear por el programa Megalign de DNASTAR® de
organismos que segun las bases de datos de GEN BANK producen enzimas lacasas (figura 5).
En el alineamiento se incluyeron 36 secuencias de especies de hongos basidiomicetos, 12 de
ascomicetos, 2 de bacterias y 1 de plantas, es decir se tomd una especie de cada organismo que
segun las bases de datos de GEN BANK contiene genes de lacasa. Aungue hay distintas cepas
de una misma especie que producen lacasas, el programa no nos permitio realizar un

alineamiento tan grande.

En el alineamiento consenso para la sonda especifica se resalta una zona en color amarillo,
sefialando la region que contiene los aminoacidos que presentan unién con cobre. El
procedimiento para la obtencion de la secuencia final de la sonda fue el mismo descrito
anteriormente, los resultados de la regién de aminoéacidos seleccionada y de la secuencia final

de la sonda se muestran a continuacion:
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Majority

Zea ways.pro

A.nidulans yi.pro
Auricularia polytricha.pro
Bacillus sp. HRO3.pro
Easidiomycete.pro
Botryotinia fuckeliana.pro
Colletotrichwn lagenariwm.pro

Coprinopsis cinerea strain AwutBrut. prilsV---—————-—-TGLEVTIRFV-TINPGFUFFHCHIEF HLMNGL ATVF —AED M-

Coriolopsis gallica.pro
Cryprococcus gattii.pro
Flamrulina welutipes.pro
Funalia trogii.pro

Fusariwnm oxysporwn strain 4257.pro
Ganoderma fornicatum strain 0514.pro 3TGLAS-————————ANLDWNVTIRFQ-TINPGFWFLHCHIDF HLNAGF AVVL - AEDV-

Ganoderma lucidum strain RZ.pro
Ganoderma tsugae strain 1109, pro
Halocyphina wvillosa.pro
Heterobasidion annosum. pro
Hortaea acidophila laccase I.pro
Lentinula edodes lccl.pro
Metarhizium anisopliae.pro
Monilinia fructigena.pro
N.crassa (strain OR) .pro
P.ostreatus diphenol oxidase.pro
Panus rudis.pro

Phanerochaete flavidoalba.pro
Phlehia radiata.pro

Pleurotus eryngii.pro

Pleurotus ostreatus locE.pro
Pleurotus ostreatus POEZ.pro
Pleurotus ostreatus poxldlbh.pro
Pleurotus ostreatus poxal.pro
Podospora anserina.pro

Polyporus grammocephalus.pro
Populus trichocarpa.pro
Pycnoporus cinnsbarinus.pro
Pycnoporus coccineus.pro
Pycnoporus sanguineus. pro

Rhizoctonia solani (Thanatephorus cucubs—

Rhodotorula glutinis.pro
Rigidoporus microporus.pro
Solerotinia winor.pro
Selerotinia sclerotiorumnm. pro
Streptomyces lavendulae.pro
T.wersicolor.pro
Termitomyces sp. N3Mg.pro
Trametes hirsuta.pro
Trametes pubescens.pro
Trametes wversicolor.pro
Trametes villosa.pro
Trichoderma sp. TOl.pro

FTG———————————— AGINVTIRFE-TDNPGPWFLHCHIDWHL EAGL AVVF —AEDF-
T T T

650 660 &670 650 650 o0 710 7e0
b————————————VP GGG A IRFV - AMNNPGHMWFF HCHL DF BV PHGL GHVE (7 DS GT TP G3 TLPTPP GD WV GFCD A————
LLFEP-—-DPLAV IAPK-—————YALTTEMNTW-—-—-———-VDIVLEI TADFRD LIHF PHP IHKHGNE LY I TG GE—
———————————— VP SNGE M3 LEFV - ADNPGAWFL HCHI EWHL EAGL 1% TF -F EAPLEAQQKL -KPF OF MF DOCELNGIP
PPPSEEGUEDT IQAAGEVLE IAATFGPYSGRYVWHCHI -————————————-LEHEDYDHMRPHD [ ———————————————
BTGP ——————————-GINVTIRFR-TINPGFWFLHCHIDF HLELGF AWVH-LED T
NLVNFPREDVALL-P@IGYLATAFEL-DNPGSWLLHCHI AWHASE GL AMOF -V EZ 0
NFANF TEEDVAQL PGV IAFRT- DNFPGAWLNHC HI AWHY SHGL SV OF - TERF
SIGDET-———————- DN-VTIRFF-TINPGFWFLHCHIDF HLMAGL LW VF - LAEDF-

———————————— WIQGGSWALLS I- TTDNPGVIW AL HCHI GWHL TE GELAVY -V VOFN AV GO - —————————AC——————
STGRTS - ————————INDMNVT IRFR-TONPGFWFLHCHIDF HL QAGF AT AL -AEET

SVG—— b ———————— WGINVT IRFR-TINFGFWFLHCHIDF HLELGF AWWF - LED T-

———————————— W TT PN IVHRFE- ADNPGVILF HCHI EWHY VS GL IATF -VEDPLTLOE TI-QIPENHL DACALAGHP
STGTP b ———————— AGINVT IRFQ-TONPGFWFLHCHIDF HL DAGF AV WVH-LED

STGLAT--—-—-————NNINAT IRFQ-TONAGPWFLHCHIDF HLNAGE AVVL - LEDV-

STGT-D———-—————FNINVT IRFR-ADNFGFWFLHCHIDWHLELGF ALVI-LELF-
NIGT-T-————————83DQTTIRF

QLLPP AV ADLVVTSE SY IVLOFN A- DNPGVIWPLHCHI AWHY SAGL YW S I -LENF-
STGA- —————ATIMNVTIRFT-TINAGFWFLHCHIDWHLEAGF AIVF -AED
LLF¥P-—-3ATRD TEND G————— LV LR TENGSW-————-———-VDL IL W STLP GD TASS EHFNHEHGSE TWRIGF GT G -
NLVNFPREDVALL-P@IGYLATAFEL-DNPGSWLLHCHI AWHASE GL AMOF -V EZ 0
NGENF TRED TAML -P AEGWLL TAFR T-DNPGSWLNHC HL AWHY SGGL SNOF -LER.
NTGT-D-—— — INDMNVT IRFV-TINPGPWFLHCHIDWHL E I GL AWWF - LEDV-

STGT- — MGONVT IRF A-TONAGPWFLHCHIDWHL DAGEF D WH-AEGT
———————————— VP SGGTLHLE Y- ISTNPGPW THHC HT AWHM AAGL LMCA -INSL P23V
3I1G--N--—-—————TGINVT IRFD-THMNPGFWFLHCHI DWHL EAGF IV WVF - AED T
3IGD-D—-—-—————PTINVT IRFV-ADN AGPWFL HCHI DWHL DL GF AUVVF - LEGY-
NTGT-G—————————MNINVT IRFV-TINFGFWFLHCHI DWHL E T GL AWVE —AEDV-
NTGT-G—————————MNINVT IRFV-TINFGFWFLHCHI DWHL E TGL AW VF - AEDV-
3IGD-D—-—-—————PTINVT IRFV-ADN AGPWFL HCHI DIWHL DL GF AUVVF - LEGY-
———-FI-————————NGEITTFRFF -3 @3GAFLHCHI DWHL EAGL I WVF - LAERF-
ESSNPVEFDVAML-F INGWLL TAFES-DNPGAWLF HCHI AWHY SGGL SV 0T -LERF-
SIGTTT-———————- DDOMTLRFE-TONPGEPWIFHCHIDF HL QL GL ATVF - AEDF-
G————————————VPSGGVAIRFR-ADNPGVIF MHC HL EVHT TWGL EMAF LV INGEGPNESL————————————————
BTGP ——————————-GINVT IRFQ-TNNFGFWFLHCHIDF HLEAGF AWVL—-ALED T-
STGTP-—————————-GINVT IRFQ-TNNPGFWFLHCHIDF HL DAGF AVWVH-LEDT-
STGOP— —GDEVTIRFM-TINPGFUFLHCHIDF HLEAGF ATWVF —LEDV-

—TDEGVREFQFE-TINPGFWFLHCHIDWHL EE GF LMVF - LELF-
—IVP AGGAVN TAWO—AYNPGAWIF HCHI OWHMEAGL AVVF —MTD ILGAQQAL-TLP QO TWDQCE AQGTS

SIG——N-—— — LGIINVT IRFR-TONFPGFWFLHCHIDWHL EAGF W WF —LED T
NLENFPREDVALL-PAGGYLATAFEL-INPGSWLLHCHI AWHASE GL AMOF —VESE.
NLNNFPRRDVALL-P AGGYLATAFEL-DNPGSWLLHCHI ANHASE GL AMOF -VESE.
LPPNERGYEDIVFRALPGOMLEVHGRFDGAYGRF MY HC HL —— —— —— ——————LEHE DMGHMMRPF VWV MF LE AMEF DHGAGHG
NTG——T-————————AGINVT IRFT-TINFGFWFLHCHIDF HLEAGF AIVF -3ED T
———-PV—————————NGEITTFRVH-TINPGANFLHCHI DWHL EAGL LW WVF - AELF-
STGTP A ——-————— AGINVT IRFD-THNNPGPWFLHCHIDF HLEGGF AVWVH-LED T-
STGTF A-——-————— AGINVT IRFR-TINFGFWFLHCHIDF HLEAGF AWVF -LED T
STGTP b ——-—————AGINVT IRFR-TINPGFWFLHCHIDF HLEAGF LW VF -AED T
S3TG——N--—-—————3GIMNVT IRFT-TONPGPWFLHCHIDF HLEAGF AIVW-GED T-

———————————FLIRAGGHAVHOFD LA ENPGVITPF HCHI AHS SAGL LTOF -L THEF-

551
526
533
508
439
545
554
4585
492
561
493
494
521

Fig. 5 Alineamiento consenso de las secuencias en aminoacidos de lacasas presentes en una
especie de cada organismo con el programa Megalign de DNASTAR®.

Los aminoacidos que representan la regién consenso del alineamiento para obtener la sonda

universal son:

TDNPGPWFLHCHIDWHLEAGLAVVF (aminoécidos)

A continuacion se muestra la secuencia final de la sonda universal de lacasa, ya con la

degeneracion segun la clave antes vista:
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5RTTSTGVTGNCGVTCBGGNCGYAGNTCRACGGTRAGRTARACRGTRACVTCCTT
GGTYCCDGGCCCCAARAGRCA3’
(25 AA, 75 nucledtidos)

En la figura 6 se observa el gel de agarosa-formaldehido usado para la transferencia a la
membrana Immobilon-Ny+. Se incluyd como control negativo (-) ARN de Lactuca sativa var.
capitata (Iceberg) y como control positivo (+) la sonda universal de lacasas. La misma imagen
fue transferida por el método de Northern blot a la membrana Immobilon-Ny+, siguiendo el
meétodo descrito por Sambrook y Russell, en 2001.

(=) (+)

Fig. 6 Electroforesis del ARN extraido de Pleurotus ostreatus desarrollado sobre paja de trigo,
control negativo (-) y control positivo (+).

ii. Deteccidn de la hibridacion por inmunoensayo enzimatico

En la figura 7 se observa el resultado obtenido de la hibridacion de la membrana con la sonda

universal de lacasa.
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Fig. 7 Membrana resultante de la hibridacion con la sonda universal de lacasa.

A pesar de que se disefiaron dos sondas para realizar el experimento por cuestiones técnicas
durante el procedimiento la hibridacion de la membrana con la sonda especifica para lacasas
se realizé sin éxito por lo que no se obtuvo un resultado con ella. Con la membrana mostrada
en la figura 7 resulta complicado realizar un analisis del patron de expresion, lo Gnico que se
alcanza a observar en la membrana es la hibridacién de la sonda son su control que se ubic6 en
la parte inferior derecha. A continuacion se realiz6 la sintesis de ADNc especifico de lacasas
para la obtencion de los patrones de expresion.

b) RT-PCR:

i. Primers especificos para lacasa usados para la RT-PCR

Durante la blsqueda para la seleccion de los primers se encontré el reporte de primers
especificos para enzimas lacasas y un oligo (dT) también especifico, por lo que se decidié usar
dichos primers antes probados para realizar la RT-PCR. Los primers y el oligo(dT) se

muestran a continuacién:

Lacl: 5’-CGCTCTAGACTCGTCATTGAAGCAGCAGATG-3’
Lac2: 3’-CTGTTTCCACCACCGTATCGAATCGACGTCGCG-5’
dTNot1: 5’-AATTCGCGGCCGCTTTTTTTTTTTTTTT-3’
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La distancia entre Lacl y Lac2 es de 750 pares de bases (pb), por lo que se esperan posibles
productos de ese tamafio. Los resultados obtenidos usando dTNot1 en la reaccion de RT-PCR
no fueron los esperados, debido a que los amplicones eran de tamafio muy pequefio (< 100
pb). Por ello se realizé una transcripcion reversa usando el primer Lacl; al realizar PCR se
obtuvo el siguiente resultado:

24 48 72 96 120 144 168 192 216 240 264 288 312 336 360 384 408 432 456 h

Fig. 8 Electroforesis en gel de agarosa del producto obtenido por RT-PCR.

En la figura 8 se observa la obtencion de fragmentos especificos correspondientes a lacasas.
Aunque no son de los tamafios esperados (750 pb) se alcanzan a observar diversas bandas que
surgen de manera intermitente conforme avanza el tiempo. Entre las 72 y las 120 h se
observan 4 bandas, de tamafios aproximados a 310 pb, 270 pb, 140 pb y la tltima menor a 100
pb. A las 144 h solo se observa solo la banda de 140 pb, a las 168 h se observan las tres bandas
de mayor tamafio, de manera constante hasta las 264 h. A las 288 h sdlo se observan dos
bandas, una de aproximadamente 150 pb y otra de 100 pb. A las 312 h se definen 3 bandas de
aproximadamente 310, 270 y 140 pb. A las 336 h se observan varias bandas, pero ninguna
definida con precision. A las 360 h se observa una banda, de aproximadamente 150 pb, y a las
384 h se observa de nuevo la banda de 150 pb y una de 100 pb. A las 408 h se observa de
nuevo una sola banda de 150 pb y a las 432 h se presentan tres bandas, de 310 pb, 270 pb y
140 pb. Por ultimo, a las 456 se observan dos bandas, una de 150 pb y otra de 100 pb, poco
definida.
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7.3 Anélisis de los patrones de expresion

Resulta complicado comparar el perfil de isoenzimas de lacasas obtenido por zimografia con
el patron obtenido por la hibridacién Northern, asi que dicho analisis se realiz6 comparando el
namero de isoenzimas observadas en los zimogramas con el patrén obtenido por RT-PCR, es

decir, el namero de ADN complementarios especificos de lacasas.

Como puede observarse en los 2 primeros tiempos de muestreo, 24 y 48 h, no es posible
apreciar bandas en los zimogramas y tampoco se perciben claramente bandas amplificadas de
ADNC en estos tiempos. Esto puede deberse a la poca sensibilidad de los métodos o a la baja
concentracion de la enzima obtenida en el cultivo. A partir de las 72 h y hasta las 168 h se
observan dos bandas en los zimogramas, en contraste con las cuatro bandas de ADNc en los
mismos tiempos (excepto a las 144 h, donde hay solo una banda de 140 pb). Entre las 192 y
las 312 h se pueden ver tres bandas en los zimogramas (a excepcidn de las 240 h, tiempo en el
que se aprecian cuatro bandas); algo similar se observa en cuanto a las bandas de ADNc
presentes pues a partir de las 192 h y hasta las 312 h se observan tres bandas (a excepcion de
las 288 h donde sdlo se observan dos bandas). Finalmente, de las 336 h y hasta el final del
cultivo se observa de manera constante la banda de mayor tamafio en los zimogramas y de
forma intermitente la de menor tamafio y en el patron de ADNc no se alcanza a definir
ninguna banda; a las 360 h se observa una banda, al igual que en los zimogramas; a las 384 h
se observan dos bandas de ADNc y dos bandas en los zimogramas; a las 408 h se observa una
banda de ADNc y una banda en los zimogramas y, por ultimo, a las 432 h se observan tres
bandas de ADNc y dos bandas en los zimogramas. Se puede observar que existe cierta
correspondencia entre el patron de ADN complementarios y el de los zimogramas en cuanto al
namero de bandas, pero no en cuanto al tamafio. La banda de 140 pb permanece constante
durante todo el cultivo en el patron de ADNCc, algo que no ocurre con las bandas de mayor
tamafio (que aparecen de manera intermitente). Por su parte las bandas dominantes en los
zimogramas son las bandas de mayor y de menor tamafio, que permanecen presentes en la

mayor parte de los puntos de muestreo.
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DISCUSION

Para la realizacion del presente estudio se consideré importante evaluar en qué nimero y de
qué manera se presentan las isoenzimas de lacasa producidas por Pleurotus ostreatus cultivado
sobre paja de trigo como medio sélido biodegradable, un soporte que representa el ambiente
natural de desarrollo del hongo, con el objeto de obtener informacion que permita evaluar la
conveniencia de produccion de lacasas en este sistema y poder compararla con el sistema
liquido o con soportes sélidos inertes. Ademas, conocer los patrones de expresion de los genes
que codifican para estas enzimas permitiria saber si durante un cultivo la expresion de los
genes es diferencial, es decir, si hay mas de un gen que codifica para las isoenzimas en un
momento determinado del cultivo o si es sélo un gen el responsable de la aparicion de todas

las isoenzimas.

Estos estudios se han llevado a cabo con muy poca frecuencia y por lo general la evaluacion
del cultivo suele hacerse antes de los 10 dias de fermentacion; en cultivos liquidos, por
ejemplo, se realiza a los 8 dias de cultivo. La cepa que se utilizo en este estudio presenta en
medio liquido las mayores actividades entre los 13 y 16 dias de cultivo, lo que supone que las
diferencias pueden presentarse entre cepas de la misma especie. Las evaluaciones realizadas
en el presente trabajo se hicieron hasta los 20 dias de cultivo, que es el tiempo en el que el
hongo invade completamente el soporte dentro del recipiente de cultivo. A pesar de que no fue
posible evaluar el crecimiento del hongo a través de la determinacion de la biomasa generada
respecto al tiempo de cultivo, visualmente se llevo a cabo un monitoreo de la invasion del

sustrato por el micelio del hongo.

De acuerdo con los datos de actividad obtenidos y el perfil mostrado en los zimogramas se
puede observar que entre las 120 y las 140 h la actividad enzimatica se encuentra en el nivel
maximo; en estos tiempos la isoenzima con mayor intensidad es la de aproximadamente 34
kDa. Por otro lado, las mayores actividades especificas se encontraron a las 288 y 480 h. En
los zimogramas se puede apreciar que a las 288 h se encuentran bandas de aproximadamente

50, 37 y 34 kDa, mientras que a las 480 h s6lo aparece la banda de mayor peso molecular. La
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banda de aproximadamente 34 kDa se encuentra presente en los puntos de mayor actividad, en
algunos casos con mayor intensidad que otras que aparecen con ella, por lo que puede
pensarse que es la méas activa de las isoenzimas que produce el hongo (algo que podria

verificarse con su purificacion).

A pesar de que se desconoce el tamafio preciso de las isoenzimas producidas por esta cepa de
Pleurotus ostreatus, es notorio que los tamafios aproximados que se resolvieron en los geles
de poliacrilamida son mucho mas pequefios que los reportados para esta especie, que oscilan
entre los 60-80 (Heinzkill y cols. 1998) y hasta 190 kDa (Thakker y cols. 1992, Edens y cols.
1999). Esto podria explicar que los ADNc sintetizados sean menores a los esperados, de
acuerdo con los primers utilizados por Giardina y cols. (1996) para el gen pox2.

Las isoenzimas que se presentan durante todo el cultivo son las de 50 y 34 kDa,
aproximadamente, aunque en los primeros tiempos no logran apreciarse en los zimogramas.
Mientras, el ADNc gue esta presente durante todo el cultivo es el de aproximadamente 140 pb.
La aparicion de los demas ADNCc no sigue un patron claro de aparicién o desaparicion que
permita evidenciar la correspondencia entre isoenzima y ADNc. Cabe sefialar que parece que
el perfil de isoenzimas es diferente dependiendo de la etapa de crecimiento en la que se

encuentra el hongo, mientras que el patron de expresion se mantiene aparentemente estable.

De acuerdo a los estudios de obtencion de genes de Pleurotus ostreatus var. florida hasta el
2003 se contaba con las secuencias de cuatro genes de lacasa y ocho isoenzimas derivadas de
tres genes, por lo que se podria concluir que sélo tres de los cuatro genes obtenidos producen
isoenzimas con actividad. Estos resultados fueron obtenidos en cultivo con un medio liquido y
pueden hacer referencia a que sin importar el sistema en el que se encuentre creciendo el
hongo s6lo se da la expresion de tres genes, puesto que aun no existen referencias de la
isoenzima producida por el gen pox1. Del gen lccK, obtenido por Okamoto y cols. en 2003
tampoco hay referencias de la(s) isoenzima(s) producida(s). En 2009, Pezzella y cols.

obtuvieron las secuencias de otros tres genes a partir de la cepa ATCC MYA-2306 de
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Pleurotus ostreatus var. florida, pero ain no se ha descrito un producto proteico funcional

para cada uno de ellos.
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9. CONCLUSIONES

En cuanto al anlisis de los perfiles zimograficos, se puede observar que los perfiles obtenidos
son diferentes a los que se han obtenido en liquido y en sélido con soportes inertes para esta
misma cepa. A diferencia de éstos, en los perfiles obtenidos en el presente trabajo se puede
determinar cual de las isoenzimas tiene mayor actividad y en qué etapa de cultivo se esta
produciendo. Por ejemplo, las actividades de algunas isoenzimas de lacasa se presentan desde
las 24 h, aunque muy tenues, lo que quiere decir que estan presentes desde el inicio. Por otro
lado, existen 3 etapas bien definidas: en la primera sélo se involucra a las dos isoenzimas de
menor tamafio 37 kDa y 30-31 kDa aproximadamente; en la segunda etapa, que parece de
transicion, llegan a estar presentes hasta 4 isoenzimas y en la Gltima aparece de forma
dominante la isoenzima de 50 kDa. Este patron implicaria aparentemente una participacion
diferencial de cada una de las isoenzimas en la fisiologia el hongo. Se observd cierta
correspondencia entre los diferentes ADNCc obtenidos en este estudio y las isoenzimas
obtenidas en los zimogramas. Sin embargo, no se pudo hallar la correspondencia en tamafio,
ya que implica otro tipo de estudios, como la secuenciacion de las bandas de ADNc obtenidas

y la purificacion de las isoenzimas producidas.
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10. PERSPECTIVAS

Los resultados obtenidos no contestan todas las preguntas que se plantearon. Como es de
esperarse en cualquier trabajo de investigacion lo obtenido ofrece méas incognitas que deberan
contestarse con trabajos futuros, por lo que en este trabajo se pueden dar las siguientes

recomendaciones:

> Laevaluacién de la biomasa en este tipo de cultivos ayudaria a establecer las etapas de
desarrollo del hongo y asi relacionarlas de manera méas acertada con el perfil de
isoenzimas.

> Debido a que los tamafios de los ADNc obtenidos no fueron los esperados segun los
primers utilizados (750 pb) es necesario corroborar que corresponden a lacasas a traves
de la secuenciacion de las bandas.

» Durante la revision realizada para llevar a cabo este estudio se encontraron las
secuencias de cuatro genes que codifican para lacasas correspondientes a una cepa de
Pleurotus ostreatus var. florida. En sus reportes, los autores mencionan que las
diferencias entre los genes demuestran la existencia de una familia multigénica y dos
subfamilias distintas. Sin embargo no se sabe el grado de variacion en estos genes con
respecto a otras cepas de la misma especie, ya que solo se encontrd una secuencia mas
de lacasa de Pleurotus ostreatus, obtenida por Okamoto y cols. en 2003, quienes no
hacen mencién de la cepa especifica usada. Por tales motivos, la amplificacion y
secuenciacién de los genes completos de lacasas de la cepa usada en éste trabajo
contribuiria al enriquecimiento de la informacion en la base de datos.

» Seria interesante purificar y caracterizar las isoenzimas producidas con el fin de
mostrar si pueden encontrarse lacasas con pesos moleculares menores a los reportados.

» La clonacion de los genes que se expresan en esta condicidén de cultivo en organismos
que son incapaces de producir lacasas ayudaria a encontrar el(los) gen(es)
responsable(s) de la aparicion de las diversas isoenzimas producidas y definiria a los

genes con potencial para trabajos de sobreexpresion.
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Palabras clave: Perfil de isoformas de lacasa, Pleurofus ostreatus, paja de trigo.

Introduccion. El creciente interés en obtener de manera
masiva recursos de crigen microbiano ha potenciado el
estudio del comportamiento de los microorganismos en
respuesta a cambios en el medio de cultivo y
ambientales. Las lacasas (E.C. 1.10.32, p-oxigeno
oxido-reductasas) participan en el mecanismo de
degradacion de lignina por especies de hongos de
pudricidn blanca, comao Flevrofus ostreatus, y tienen la
capacidad de polimerizar, despolimerizar, metilar yio
desmetilar compuestos fendlicos (1). Existen estudios
acerca de la produccion de lacasas en wvaras
condiciones, usando tanto medio liquido como medio
sdlido con soportes inertes, aungque hasta el momento se
ha observado mejor actividad en los cultivos liquidos (2).
Sin embargo, el tipo de soporte, es importante para
desplegar la produccion diferencial de estas enzimas, no
sdlo en su actividad sino también en el tipo de isoformas
(3). En este sentido, el uso de soportes biodegradables
puede cumplir con dos objetivos: obtener patrones de
isoformas de lacasas distintos a los reportados y con
buena actividad enzimatica y permitic usar residuos
agroindustriales como sustrato.

El objetivo de este trabajo fue evaluar el perfil de
isoformas de Pleurotus ostreatus incubado sobre paja de
trigo, como estrategia para seleccionar las isoformas mas
adecuadas en proyectos posterioras.

Metodologia. Se utilizo la cepa de Pleurotus osfreatus
ATCC-32783 incubada en medio solido (utilizando 35 g
de paja de trigo al 70% de humedad) a 25°C durante 20
dias. La presencia de las isoformas y su actividad se
determinaron mediante el método modificado de
actividad enzimatica in sitw, descrito por Laemmli (1970).

Resultados y discusion. En la Fig. 1 se muestra el perfil
de isoformas de lacasa producidas por el hongo incubado
sobre paja de trig0. Se observan dos isoformas, de
aproximadamente 31 y 34 kDa a partir de las 72 h. A las
120 h aparece otra isoforma de alrededor de 50 kDa, que
empieza a incrementar su actividad hasta las 384 h,
decayendo a continuacion. A las 192 h aparece una
isoforma de aproximadamente 37 kDa, que permanece

hasta las 336 h. A diferencia de los perfiles muy similares
cbservados en cultives liquidos o sdlidos con espuma de
poliuretano como soporte, el perfil de isoformas sobre
paja se caracteriza por la aparicion de una iscforma de
mayor peso (50 kDa) y la desaparicion de la actividad de
las tres isoformas de menor tamano.
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Fig. 1. Perfil de izoformas de lacazas producidas por Pleurolus
ozfreatus crecido sobre pafa de trigo.

Conclusiones, Se encontrd una isoforma nueva (50
kDa) con buena actividad y estabilidad, siendo la dnica
presente al final de la fermentacién. Esto favorece su
posterior estudic para efectos de purficacion v
manipulacion mediante estudios de ingenieria genética.
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