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RESUMEN

Debido a que las lacasas (p-difenol: oxigeno 6xido reductasas EC 1.10.3.2) son
enzimas inespecificas que acttian sobre un amplio rango de sustratos, pueden usarse
en una gran variedad de aplicaciones de interés industrial. Con el fin de incrementar
la productividad, en los Gltimos afios se ha estudiado el uso de inductores para
mejorar la producciéon de lacasas, la adicién de metales pesados como el cobre y
compuestos aromaticos relacionados con la lignina permiten aumentar la actividad
volumétrica en los cultivos de hongos basidiomicetos. En el presente trabajo se
estudi6 la adicion de CuSOs y/o lignina como inductores, se analiz6 su efecto tanto
en la actividad volumétrica de lacasa como en el nivel de transcripciéon de los genes

que codifican para las diferentes isoformas que produce Pleurotus ostreatus.

El incremento en la actividad volumétrica de lacasa fue proporcional a la
concentracion de CuSOs adicionada (0.25, 0.5, 1 y 1.5 mM); el cobre en esas
concentraciones no es téxico ya que el crecimiento del hongo no se afecto, logrando
un aumento de hasta 12.3 veces en la actividad volumétrica con respecto al control
(sin adicién de inductores) a las 144 h de cultivo. El efecto de la adicion simultdnea de
CuSOy (1.5 mM) y lignina (0.5 g/L) fue aditivo con un aumento de 17 veces. Los
resultados obtenidos indican que la adicién de sulfato de cobre es una buena
estrategia para incrementar la productividad de lacasa en los cultivos de P. ostreatus

CP50.

Mediante amplificaciéon por PCR usando oligonucleétidos degenerados basados en
las secuencias consenso de lacasas para los sitios de unién a cobre, se logré identificar
que los genes de lacasa que se expresan en las condiciones de induccién estudiadas

son poxc, poxa3 'y pox3.

A través de un disefio experimental 23 se examiné la actividad volumétrica de lacasa

y el nivel de expresién de los genes poxc y pox3. Los transcritos de los genes de lacasa



se evaluaron a diferentes intervalos de tiempo y el gen que codifica para p-tubulina se
utiliz6 como control interno para la cuantificacion relativa mediante q-RT-PCR. El
andlisis transcripcional revel6 que el cobre tiene un efecto positivo en la transcripciéon
de poxc, mientras que el efecto de la lignina es menor. Por otra parte, la expresion de
pox3 no se afecté por la adiciéon de cobre y/o lignina, permaneciendo constante en
todas las condiciones analizadas. Debido a que la expresion del gen poxa3 es muy baja

no fue posible hacer su analisis transcripcional.

El andlisis de la secuencia nucleotidica de la regiéon del promotor de los genes poxc,
pox3 y poxa3 muestra la presencia de varios elementos de respuesta MRE, XRE y ARE,
los cuales se relacionan con la regulaciéon de su expresion debido a los metales
pesados (Cu) y compuestos aromaticos. A pesar de la presencia de 5 MRE y 2 ARE en
el promotor del gen pox3 no se detect6 un aumento en los niveles de transcritos

debido a la adicion de cobre y/o lignina.



INTRODUCCION

1 Introduccion

Las lacasas (p-difenol: oxigeno 6xido reductasas EC 1.10.3.2) son glicoproteinas con
peso molecular entre 50 a 130 kDa pertenecientes al grupo de las oxidasas azules de
cobre, que catalizan la reduccion del O; a H2O usando una gran variedad de
compuestos fendlicos como donadores de electrones. Las lacasas son enzimas no
especificas y el rango de sustratos a oxidar varia de una lacasa a otra. Por su alta
inespecificidad, son de gran importancia biotecnolégica debido a que se les ha
encontrado aplicaciones en biorremediacion de suelos y aguas, industria alimentaria,
degradacion de colorantes provenientes de la industria textil los cuales son

xenobiéticos y recalcitrantes, entre otras (Baldrian, 2006).

Las lacasas de hongos ligninoliticos tienen un gran potencial de aplicaciéon en
procesos biotecnolégicos debido a su facilidad de separacién, purificaciéon y
produccién en biorreactores, lo que facilita su produccién a gran escala. La
produccién extracelular de lacasas por los hongos de pudricion blanca esta
principalmente asociada a la degradacién de lignina y son secretadas en diferentes

isoformas dependiendo de la especie y de las condiciones ambientales.

Ademéds; es posible mejorar significativamente la produccion de estas enzimas
mediante la adicién de diversos compuestos al medio de cultivo que permiten
incrementar la actividad volumétrica, entre los cuales destacan el CuSOs y
compuestos arématicos como xilidina, guaiacol, dimetilfenol, 4cido fertlico, entre
otros. En diferentes estudios, se ha observado que la respuesta de los hongos a los
diferentes inductores de lacasa es muy variada, el tipo de inductor afiadido influye
tanto en los niveles de actividad obtenidos como en el perfil de isoenzimas
producidas. Recientemente, también se ha reportado que existe una transcripcion
diferencial de los genes de lacasa en respuesta al mismo inductor en diferentes

especies de hongos (Terron et al., 2004).



INTRODUCCION

Pleurotus ostreatus es un hongo basidiomiceto de pudricién blanca capaz de producir
al menos doce isoenzimas diferentes de lacasa, algunas de las cuales ya se han
purificado y caracterizado: POXC, POXAlw, POXA2, POXA1lb, POXB2 POXA3a y
POXA3b (Giardina et al; 1996, 1999; Palmieri et al; 1997, 2000, 2003). Palmieri y
colaboradores (2000) demostraron que la actividad total de lacasa aumenta cuando el
medio de cultivo se suplementa con CuSOs y que al menos la producciéon de algunas
isoenzimas (POXAlb, POXA2 y POXC) es altamente estimulada en presencia de
cobre. De lo anterior, se ha sugerido que la regulaciéon de la sintesis de diversas
isoformas en cultivos adicionados con cobre es a nivel de transcripcion génica

(Palmieri et al., 2000)

En el grupo de investigacion existe el interés de estudiar la produccion de lacasa por
P. ostreatus CP50; recientemente se formulé un medio que permite un eficiente
crecimiento del hongo y una mayor actividad de lacasa con respecto al medio de
extracto de malta al 2% utilizado anteriormente (Contreras, 2009) (Acevedo, 2009), sin
embargo no se ha evaluado el uso de cobre y lignina como inductores en este medio
para mejorar la produccion de éstas enzimas. De igual forma, también resulta
interesante realizar un andlisis transcripcional para estudiar la expresion diferencial

de los distintos genes de lacasa en dichas condiciones de cultivo.

Por tal motivo, en éste trabajo de investigacion se propone estudiar el efecto de la
adiciéon de los inductores CuSOs y/o lignina en la producciéon de lacasa y en la
expresion de los genes que codifican para las diferentes isoformas de lacasas

producidas por P. ostreatus CP50.
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2 Antecedentes

2.1 Distribucion y funcién biolégica de las lacacas

La lacasa es una enzima que se encuentra ampliamente distribuida en la naturaleza
principalmente en plantas superiores y hongos (Thurston, 1994); aunque también se
ha encontrado en algunos insectos y bacterias (Dittmer et al., 2004, Arakane et al.,
2005, Claus, 2004). Las lacasas se encuentran en la madera y en las paredes celulares
de especies herbaceas. Se ha observado actividad de lacasa en tejidos celulares de
Acer pseudoplatanus, Pinus tadea, Aeusculus parviflora y Populus euramericana (Mayer y
Staples, 2002). Desde el descubrimiento de las lacasas (1883) en el arbol japonés de la
laca (Rhus wvernicifera), estas enzimas se han descrito en multitud de hongos y la
actividad lacasa esta demostrada en mas de 60 variedades de hongos pertenecientes a
Basidiomicetos, Ascomicetos y Deuteromicetos. La primera lacasa procaridtica se
describi6é en Azospirillum lipoferum y posteriormente se encontré en bacterias Gram
negativas y positivas incluyendo especies de hdbitats extremos como Oceanobacillus
iheyensis o Aquifex aeolicus, en bacterias marinas como Marinomonas mediterranea o
como parte de la endospora de Bacillus subtilis (Claus, 2004). También se han descrito
algunas polifenol oxidasas que muestran “actividad lacasa” en cuticulas de insectos
como Drosophila melanogaster, Lucilia cupreina, Manduca sexta y Sarcophaga bullata

(Gianfreda et al., 1999).

El rol biolégico de las lacasas depende del tipo de organismo, las funciones atribuidas
a estas enzimas son muy diversas; en las plantas se han asociado junto con las
peroxidasas a la biosintesis de lignina, respuesta a heridas y desarrollo de frutos,
esclerotizacién de las cuticulas de la epidermis de insectos; las lacasas bacterianas
juegan un papel importante en la morfogénesis, resistencia a factores fisicos en las
esporas y en la homeostasis de cobre; en los hongos participan en la morfogénesis,

patogénesis, sintesis de pigmentos, esporulacion y en la degradacion de lignina;
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siendo esta dltima una de las funciones de las lacasas mas estudiada y discutida.

(Thurston, 1994, Gianfreda et al., 1999).

La lignina es el polimero aromatico mas abundante en la Tierra y el segundo
compuesto después de la celulosa en contribuir a la biomasa terrestre. Es un
componente estructural de todas las plantas vasculares y es extremadamente
recalcitrante a la degradacién ya que posee una estructura muy compleja derivada
del acoplamiento oxidativo de monolignoles (monémeros de lignina y precursores
mondmericos) y de tres alcoholes p-hidroxicinamilicos: p-cumarilico, coniferilico y
sinapilico (Figura 2.1). La lignina resiste el ataque de la mayoria de los
microorganismos, tnicamente los hongos basidiomicetos de pudricién blanca son
capaces de degradar la lignina eficientemente logrando su despolimerizacién y
mineralizacién mediante un sistema extracelular de enzimas y mediadores. Las
enzimas ligninoliticas que producen los hongos son: lignina peroxidasa (ligninasa,
LiP, EC 1.11.1.14), manganeso peroxidasa (MnP; EC 1.11.1.13), vérsatil peroxidasa
(VP; EC 1.11.1.16) y la lacasa (EC 1.10.3.2); aunque existen otras enzimas accesorias
que también participan en el proceso de despolimerizacién como la veratril alcohol
oxidasa, la glioxalato oxidasa, celobiosa deshidrogenasa por mencionar algunas

(Wong, 2009). Elrol de las lacasas en la degradacion de lignina es evidente dado que:

a) Los hongos de pudricion blanca que degradan lignina producen lacasa
extracelularmente.

b) La lignina contiene grupos fendlicos que constituyen los sustratos de la lacasa.
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Figura 2-1 Monomeros primarios de la lignina: alcoholes p-hidroxicinamilicos.

2.2 Estructura y propiedades cataliticas de las lacasas.

Las lacasas pertenecen al grupo de las oxidasas azules de cobre, catalizan la reducciéon
del Oz a H20O usando una gran variedad de compuestos fendlicos como donadores de
protones. En las reacciones de oxidorreducciéon de las lacasas participan cuatro
atomos de cobre, cuyos sitios de unién se encuentran ubicados en zonas muy
conservadas dentro de la secuencia de aminoacidos (Solomon et al., 1996). El peso
molecular de las lacasas varia de aproximadamente 50 a 130 kDa con un punto
isoeléctrico alrededor de pH 4.0. También son glicoproteinas cuyo contenido de
carbohidratos consiste en manosas, N-acetilglucosamina, y galactosa que constituyen
aproximadamente el 45% del peso total en las lacasas provenientes de plantas. Las
lacasas fangicas presentan un porcentaje de glicosilaciéon que comtnmente va del 10
al 25%. Se ha sugerido que la glicosilacién ayuda a la estabilidad de la proteina
ademas de proteger a la molécula de protedlisis. Usualmente el pH 6ptimo de
actividad es 4cido y la temperatura 6ptima se encuentra entre 50 y 70° C (Baldrian,
2006, Morozova et al., 2007). La mayoria de las lacasas fingicas contienen un total de
520-550 aminoécidos, sin incluir el péptido sefial de unos 20 residuos en el extremo

amino terminal para su secrecion extracelular (Thurston, 1994).
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2.2.1 Estructura molecular

La resolucién estructural por difraccion de rayos X de la lacasa bacteriana de B.
subtilis (Enguita et al., 2003) y de lacasas provenientes de hongos, como Coprinus
cinereus (Ducros et al., 1998), Trametes versicolor (Piontek et al., 2002), Pycnoporus
cinnabarinus (Antorini et al., 2002), Melanocarpus albomyces (Hakulinen et al., 2002),
Rigidoporus lignosus (Garavaglia et al., 2004) entre otras mas, han ayudado a
esclarecer la importancia estructural de los sitios de Cu al tiempo que han aportado
informacion relevante sobre la relacion estructura-funcién de este grupo de enzimas.
En la tabla 2.1 se registran varias estructuras cristalogréficas de lacasas de hongos
basidiomicetos que ya han sido reportadas.

Tabla 2.1 Lista de lacasas de basidiomicetos cuya estructura tridimensional se encuentra
disponible.

Especie Nombre Codigo Referencia

PDB
Coprinus cinereus Lac-Cc 1A65 (Ducros et al., 1998)
Trametes versicolor, Lecl 1GYC (Piontek et al., 2002)
Trametes versicolor, LaclIIb 1KYA (Bertrand et al., 2002)
Rigidoporus lignosus RIL 1V10 (Garavaglia et al., 2004)
Lentinus tigrinus LtL 2QT6 (Ferraroni et al., 2007)
Trametes trogii TtL 2HRG (Matera et al., 2008)
Trametes sp. AH28-2 LacB 3KW7 (Ge et al., 2010)

La mayoria de las lacasas son monoméricas, aunque hay reportes de algunas que son

oligoméricas. La molécula se organiza formando tres dominios tipo cupredoxina, un
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plegamiento caracteristico de las multicobre oxidasas y consiste en una sola cadena
en la que cada uno de los tres dominios tiene una topologia tipo barril  similar al que
presentan las proteinas pequenas azules de cobre, como la azurina y la plastocianina.
El sitio activo estd altamente conservado y contiene cuatro sitios de cobre que se han
clasificado en tres grupos de acuerdo a sus propiedades espectroscépicas y cada uno
tiene una funcién especifica en la oxidacién de los sustratos, siendo un cobre del tipol
(T1) y tres cobres que forman el cluster trinuclear (T2/T3) que consiste en un cobre
tipo 2 (T2) y dos cobres del tipo 3 (T3) (Figura 2.2). EI cobre T1 se encuentra en el
dominio 3 mientras que el cluster trinuclear (T2/T3) se localiza entre los dominios 1y

3 (Zhukhlistova et al., 2008).

Leu His

/ - -
- SitioT1
Cys ) His

L

His
His SitioT3

" o His
| /@\ _ SitioT2
His ' His
HOH
Figura 2-2 Sitios de cobre de la lacasa (adaptado de Enguita et al., 2003)
El cobre del sitio T1 esta involucrado en la reacciéon con el sustrato siendo el aceptor

primario de electrones y presenta una Amax a 610 nm dandole a la enzima el color azul

caracteristico. El cobre T1 presenta una coordinacién trigonal los 4tomos de N de dos
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residuos de His y un atomo de S de un residuo de Cys como ligandos ecuatoriales
conservados. En la posicion axial un ligando variable que en el caso de bacterias y

plantas es una Met, para las lacasas fungicas puede ser Leu o Phe (ten Have y

Teunissen, 2001).

Los cobres de los sitios T2 y T3 se agrupan en forma triangular y participan tanto en
la unién y reduccion del Oz como en el almacenamiento de electrones originados a
partir de la reduccion de sustratos. Se localizan entre los dominios 1y 3 a unos 12 A
de la superficie. El cobre del sitio T2 estd coordinado a dos atomos de N de residuos
de His y a un atomo de O como OH, siendo el tercer ligando para formar una
configuracién coplanar trigonal. Los dos atomos de cobre del sitio T3 se mantienen
unidos por un puente hidroxilo y estan coordinados por 6 residuos de His (Claus,

2004, Zhukhlistova et al., 2008).

222  Potencial Redox

Una caracteristica importante de las lacasas es el potencial redox (E°) de los sitios de
cobre (T1, T2 y T3). De hecho, su comportamiento catalitico sobre la mayoria de los
sustratos reductores depende del E° en el Cu T1 (aceptor de electrones). Basandose en
el potencial redox del sitio T1, las Multicobre Oxidasas (MCO) se dividen en enzimas

de alto, medio y bajo potencial redox.

De los datos obtenidos mediante técnicas espectroelectroquimicas (principalmente
voltamperometria ciclica y valoraciones redox) haciendo uso de diferentes tipos de
electrodos y mediadores redox se sabe que el E° del sitio T1 de las lacasas se
encuentra en el rango de valores de 430-780 mV. En general el sitio T1 de las lacass
tangicas es mucho mayor que el de las lacasas de plantas y otras MCO, sin embargo
cabe sefalar que también existen marcadas diferencias en los E° del sitio T1 de las
diferentes lacasas fungicas, con valores desde +465 mV de la lacasa de M. thermophila

hasta +790 mV de la lacasa de T. hirsuta.
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Se ha demostrado que debido a que el sito T1 es el aceptor primario de electrones, la
actividad catalitica keat/ Km depende de su potencial redox. De este modo, las lacasas
con un mayor E° del sito T1 son de especial interés en biotecnologia debido a que
serdn capaces de oxidar sustratos de elevado E° como los componentes no fendlicos
de la lignina, hidrocarburos aromaéticos policiclicos (PAHSs), diversos colorantes
poliméricos recalcitrantes, etc. (Shleev et al., 2005, Morozova et al., 2007, Zhukhlistova

et al., 2008).

2.2.3 Mecanismo catalitico

Las lacasas catalizan la oxidacién mono-electrénica de 4 moléculas de sustrato con la
consecuente reducciéon del Oz a HxO. La estequiometria de la reacciéon es cuatro
moléculas de sustrato reductor por cada oxigeno molecular, siendo una transferencia

total de 4 electrones:
4RH + 0, — 4R + 2H,0
Se ha postulado que la catalisis se realiza en tres pasos principales:

1. El cobre del sito T1 es reducido al aceptar los electrones del sustrato.
2. Los electrones se transfieren del cobre T1 al cluster trinuclear T2/T3

3. El Ozactiva y se reduce a H2O en el cluster trinuclear T2/T3.

La oxidaciéon del sustrato reductor genera un radical libre tras la transferencia de un
electron al Cu T1, el cual se encuentra en su estado basal en forma totalmente oxidada
(Cu*?). El producto de oxidacién inicial es tipicamente inestable y es susceptible de
una segunda oxidacién (por ejemplo convirtiendo un fenol en quinona) o sufrir
reacciones no enzimaticas como la hidratacién y/o reacciones de polimerizaciéon
(Messerschmidt et al., 1992, Gianfreda et al., 1999).Cada electrén extraido de cuatro
oxidaciones mono-electronicas en el sitio T1 es transferido intramolecularmente, a

través del motivo conservado H-C-H, al agrupamiento trinuclear T2/T3, resultando
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en la conversion de la enzima en forma “resting” (totalmente oxidada) a la enzima en
un estado de reduccién total. El oxigeno molecular interacttia con el sitio T2/T3 y
dos electrones del sito T3 se transfieren para formar el intermediario peréxido.
Posteriormente el enlace O-O del intermediario peréxido sufre una ruptura reductiva
con 2e- liberando una molécula de agua. Finalmente los cuatro sitios de cobre son

oxidados y se libera una segunda molécula de agua (figura 2.3).

Figura 2-3 Ciclo catalitico de la lacasa (adaptado de Wong, 2009)

Debido a que las lacasas son enzimas con poca especificidad hacia los sustratos son
capaces de catalizar la oxidacién de sustratos organicos e inorganicos, incluyendo
mono, di y polifenoles, aminofenoles, metoxifenoles, poliaminas, entre otros. Los
valores Km y keat de las diferentes lacasas varian ampliamente para un mismo

sustrato. Por otra parte también se ha comprobado que las lacasas pueden oxidar

10
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compuestos no fendlicos en la presencia de un mediador. Los mediadores mas
estudiados son el ABTS (acido 2,2'-azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) HBT(1-

hidroxibenzotriazol) y HAA (acido 3-hidroxiantranilico) (Bourbonnais et al., 1997).

La actividad de lacasa puede ser cuantificada por métodos colorimetricos en los
cuales la actividad se expresa en unidades por mililitro; en general, los sustratos que
son utilizados con mayor eficiencia por todas las enzimas son ABTS, dimetoxifenol y
siringaldazina; mientras que los sustratos que son oxidados con menor eficiencia
incluyen acido sinapinico, acido fertlico, guaiacol, catecol y p-fenilendiamina

(Baldrian, 2006).

2.3 Aplicaciones.

Las lacasas han cobrado importancia durante los Gltimos afios ya que son enzimas
excepcionalmente versatiles que pueden oxidar compuestos fendlicos y
contaminantes recalcitrantes y por lo tanto es posible aplicarlas en diversos procesos
biotecnolégicos. Ademds estas enzimas también pueden polimerizar una gran
variedad de compuestos fenélicos y no fenélicos. Esta versatilidad catalitica hace que
estas enzimas tengan cada vez un interés mayor en aplicaciones biotecnolégicas muy

variadas:

e Deslignificacion de compuestos ligninoceluldsicos.- La separacion de la lignina
de las fibras de celulosa es un paso muy importante en la fabricacién de papel.
La lacasa es capaz de degradar los polimeros de lignina mediante oxidacién.
Por otra parte, la fermentacién de residuos ligninicelulosicos para generar
biocombustibles también requiere deslignificaciéon y en estos casos también se
pueden aplicar las lacasas (Mayer y Staples, 2002).

e Bioblanqueo.- La lacasa en presencia de mediadores es capaz de deslignificar la
pasta de papel, sin necesidad de las tradicionales técnicas basadas en el uso de

reactivos toxicos clorados (Bourbonnais et al., 1997)

11
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Biorremediacién enzimatica.- El sistema lacasa-mediador es capaz de oxidar
compuestos toxicos presentes en zonas contaminadas y efluentes industriales
como los PAHs, clorofenoles, dimetoxifenoles, nitrofenoles, y pesticidas
organofosforados entre otros (Rodriguez et al., 1999, Alcalde et al., 2002, Torres
et al., 2003).

Industria Alimentaria.- se han aplicado para clarificar jugos y vinos al remover
fenoles indeseables mejorando el color, aroma y sabor. La oxidacion
enzimatica de compuestos fendlicos en las bebidas elimina la turbidez de éstas
y produce mejoras en el color, aroma y sabor. Ademas, el uso de lacasas en
panaderia influye en la calidad de la masa de pan (Minussi et al., 2002).
Biosensores.- Se han disefiado diferentes biosensores que contienen lacasas
para detectar O, glucosa, aminas arématicas, compuestos fenélicos y algunos
compuestos reductores. También se pueden usar las lacasas como marcador
en un ensayo inmunoquimico si se conjugan covalentemente a un anticuerpo o
antigeno (Mayer y Staples, 2002, Minussi et al., 2002, Yaropolov et al., 1994).
Futuras aplicaciones.- Las lacasas pertenecen al exclusivo grupo de enzimas
que son capaces de aceptar electrones directamente desde un electrodo,
ademas, catalizan la reduccién de oxigeno a agua consumiendo 4 electrones, es
decir, la reaccién que tiene lugar en el catodo de las pilas de combustible (Call
y Mucke, 1997, Christenson et al., 2004). También se han hecho estudios sobre
su aplicacion en sintesis orgénica y el uso del sistema lacasa-mediador para

oxidar un amplio rango de sustratos (Witayakran y Ragauskas, 2009)

2.4 Produccion de lacasas por hongos

241

Hongos productores de lacasas

Se ha comprobado la actividad de lacasa en muchas especies de hongos y se ha

purificado de decenas de ascomicetos y basidiomicetos, en la actualidad se han

caracterizado mas de 100 lacasas fangicas.

12
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Dentro de los diferentes grupos de hongos, los basidiomicetos causantes de la
pudricién blanca estan adaptados a una amplia variedad de compuestos
ligninocelulésicos, la utilizacién de estos sustratos depende de la producciéon y
secrecion de enzimas ligninoliticas como la lacasa (Baldrian, 2006). Estas enzimas que
participan en la degradaciéon de lignina usualmente son extracelulares, aunque

algunas especies producen ambas, intracelulares y extracelulares.

La produccién de lacasas por hongos ligninoliticos de los géneros Trametes, Pleurotus,
Lentinula, Pycnoporus, Phanerochaete y Agaricus ha sido ampliamente estudiada debido
a la facilidad con que estos microorganismos se cultivan in vitro y como las enzimas

son secretadas al medio de cultivo se facilita su purificacion.

Los hongos de pudricién blanca son los mas eficientes productores de lacasas; la
mayoria de éstos hongos son capaces de producir mas de una isoenzima de lacasa.
Las distintas lacasas que se han purificado de diversos hongos presentan diferencias
en sus propiedades; éstas diferencias pueden deberse a que algunas especies
presentan multiples genes codificantes de lacasa (Mansur et al., 1997, Smith et al.,

1998, Yaver et al., 1996, Giardina et al., 1999).

Las lacasas se producen de forma constitutiva en pequefias cantidades, sin embargo,
su produccién se puede mejorar a través de la adiciéon de compuestos fendlicos, iones
metalicos y alcohol. Las condiciones de crecimiento determinan el perfil de
isoenzimas y la cantidad que se produce de cada una de ellas. Varios estudios han
demostrado que iones metalicos, particularmente el cobre, y los compuestos
aromaticos pueden influir en la expresion de genes de lacasa. Se ha sugerido que el
notable incremento en la actividad de lacasa obtenido en los cultivos suplementados
con iones metdalicos y compuestos derivados de la lignina, asi como la produccion de
varias isoenzimas se deben a la expresion y regulacién diferencial de los diversos

genes que codifican para lacasa (Baldrian, 2006).

13
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24.2  Secuencias de lacasas fingicas

Una de las caracteristicas principales de las lacasas fangicas son los sitios de unién a
cobre que forman parte de su centro catalitico; los aminoacidos ligados al cluster
trinuclear son ocho histidinas que siguen un patrén altamente conservado de cuatro
motivos HXH separados uno del otro por segmentos que van desde 25 a 175 residuos.
En uno de estos motivos, X es la C que se une al Cu T1 mientras que las H adyacentes
se unen a cada uno de los dos Cu del sitio T3. A una distancia de 35-75 residuos hay
otro motivo HXH y cerca del amino terminal hay otros dos motivos separados por 35-
60 residuos (Solomon et al., 1996). El andlisis de mas 100 de lacasas fingicas
basdndose en el alineamiento mdaltiple de secuencias dio como resultado la
identificacion de 4 regiones L1-L4 con una longitud de 8 a 24 residuos, (Fig.2.4). Los
12 residuos aminodcidicos que actian como ligandos de cobre se localizan dentro de

éstas cuatro regiones, de las cuales L2 y L4 coinciden con la firma de cobre reportada

para las MCOs, mientras L1 y L3 son distintivas para las lacasas (Kumar et al., 2003).

En la Figura 2.5 se muestra el alineamiento de las secuencias de las regiones
conservadas para las lacasas fungicas (L1-L4) correspondientes a las lacasas
producidas por P. ostreatus POXC, POXAlb, POXA3, POX3 y POX4, donde se
observa que los aminodcidos que hacen coordinacién con los dtomos de cobre para

formar el cluster trinuclear del centro catalitico siguen el patrén de cuatro motivos

HXH como lo describieron Kumar y colaboradores (2003).

Proteina L1 L2 L3 14
LACIIb M HWHGFFQKGTNWADGPAFINQCPI | '™GTFWYHSHLSTQYCDGLRGPF | **°*HPFELHGH | 'Y'GPWFLHCHIDFHLEAGFAVVF
Lcal Y HWHGFFQAGTNWADGPAFVNQCPI | M GTFWYHSHLSTQYCDGLRGEF | **’HPFHLHGH | "' GPWFLHCHIDFHLEAGFAIVE
RIL Y HWHGFFQAGTTEMDGPAFVNQCPT | ' GTYWYHSHLSTQYCDGLRGAF | ***HPFHLHGH | ***GPWFLHCHIDWHLEAGLAVVF
LACc S HWHGLFQRGTNWADGADGVNQCPI | *GTFWYHESHFGTQYCDGLRGEM | **’HPFHLHGH | “‘GPWFFHCHIEFHLMNGLAIVF
LTL M HWHGFFOKGTNWADGPAFINQCPI | *GTFWYHSHLSTQYCDGLRGPF | ***HPFHLHGH | ***GPWFLHCHIDFHLDAGFAVVM
TLT S HWHGFFQHGTNWADGPAFVNQCPI | **'GTFWYHSHLSTQYCDGLRGPI | ***HPFHLHGH | "'GPWFLHCHIDFHLEAGFAVVM

Figura 2-4 Comparacioén de las secuencias consenso de lacasas fingicas.
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Figura 2-5 Comparacion de las secuencias consenso (L1-L4) de las lacasas de P. ostreatus
(Pezzella et al., 2009)

24.3 Familias de genes de lacasa

La produccion de diferentes isoenzimas de lacasas es comtn en diferentes especies de
hongos, dicha diversidad en las isoenzimas de lacasa en un principio fue atribuida a
modificaciones postraduccionales de un mismo gen, sin embargo la identificacién de
varias familias de genes de lacasa indican que al menos una parte de la diversidad
bioquimica se debe a los multiples genes de lacasa en los genomas fangicos. Se han
caracterizado 5 genes de lacasa de Trametes villosa (Yaver et al., 1996) y de Trametes
sanguinea (Hoshida et al., 2001), cuatro de Rhizoctonia solani (Wahleithner et al.,
1996),tres de Trametes sp 1-62 (Mansur et al., 1997) y Trametes sp. AH28-2 (Xiao et al.,
2006).En lo que se refiere al género Pleurotus ya se aislaron 4 genes en P. sajor-caju
(Soden y Dobson, 2001)dos en P. eryngii (Rodriguez et al., 2008) y siete en P. ostreatus
(Pezzella et al., 2009).

El agrupamiento de los genes de lacasa se ha reportado en varias especies de hongos,
en R. solani tres genes estan localizados en un fragmento de 12kb (Wahleithner et al.,
1996), los 17 genes de lacasa de C. cinerea se encuentran en siete diferentes loci en el
genoma (Kilaru et al., 2006) mientras que siete genes en P. ostreatus se localizan en
una region genémica de 150 kb (Pezzella et al., 2009).Basdandose en la composicion de
los intrones y en la similitud de las proteinas, se han identificado subfamilias dentro
de diferentes familias de genes. Se ha postulado que la existencia de las familias de
genes de lacasa puede deberse a la diversidad de funciones fisiol6gicas durante el

ciclo de vida de los hongos (Giardina et al., 2010)
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Para el hongo P. ostreatus, sobre el cual se realiz6 el presente trabajo, se han
purificado y caracterizado al menos 8 isoenzimas: POXAlb, POXAlw, POXA2,
POXB1, POXB2, POXA3a, POXA3b y POXC (Giardina et al., 1996, Giardina et al.,
1999, Palmieri et al., 1997, Palmieri et al., 2000, Palmieri et al., 2003). La isoenzima
predominante en diferentes condiciones de cultivo es POXC (Palmieri et al., 1997) y la
adicion de sulfato de cobre al medio de cultivo provoca un incremento en la actividad

total de lacasa, principalmente de la isoforma POXA1b (Palmieri et al., 2003).

Se han secuenciado cuatro genes de lacasa: pox1 (Giardina et al., 1995), poxc (Giardina
et al., 1996) y poxalb (Giardina et al., 1999) y poxa3 que codifica la subunidad grande
tanto de POXA3a y POXA3b (Palmieri et al., 2003). Recientemente se report6 la
secuencia de tres nuevos miembros de la familia génica de las lacasas pox3, pox4 y

pox5 (Pezzella et al., 2009).

e A, L B U
N . . -
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oty THHHHHCFCHH—HH HH—FHHO
pot CHHH-HH——H HHHCHD

L1 12 L3 L4
| e | o |
poxa3 [ HHHHH HHHH_ H HHH HH HH HHH H]
0 2700 bp

Figura 2-6 Comparacion de la estructura de los genes de lacasa de P. ostreatus.

Los exones se muestran como cajas y los intrones en lineas continuas. Las regiones que
codifican para las secuencias consenso L1-L4 de cada gen también se sehalan (Pezzella et al.,
2009).
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La comparacién estructural de los genes de lacasa se muestra en la Figura 2.6, donde
se observa que las regiones que codifican para L1 y L2 que contienen los sitios de
unién a cobre I y II (Kumar et al., 2003) se localizan en posiciones analogas en poxc,
pox1 y pox4, mientras que la misma regién se encuentra organizada de manera
diferente en poxalb y poxa3. Entre las regiones L1 y L2 el gen pox3 posee solo un
intrén, mientras que poxalb y poxa3 tienen dos intrones y se encuentran tres intrones
en poxc, pox1 y pox4. La estructura de la regién 3" esta bien conservada en los genes
pox1, poxc, pox4 y poxalb presentando una organizacion de las regiones L3 y L4 muy

similar, mientras que en los genes pox3 y poxa3 es mas divergente.

2.5 Induccién de la produccion de lacasas en hongos.

Diversos medios conteniendo diferentes nutrientes y variadas condiciones de cultivo
se han utilizado para la produccién de lacasas. En varios estudios se ha observado
que los hongos producen altos niveles de lacasa en medios que contienen suficiente
cantidad de la fuente de nitrégeno, como en el caso de T. pubescens cuya actividad de
lacasa aumenta hasta 330 U/mL al adicionar 10 g/L de peptona al medio de cultivo
(Galhaup et al., 2002b). Ademas la respuesta de los hongos a las diferentes fuentes de
carbono y a su concentracion en el medio de cultivo es muy variada, pueden reprimir
o mejorar la produccion de lacasas. Por otra parte se ha probado la utilizacion de los
residuos ligninocelulésicos como sustrato en las fermentaciones, dando buenos
resultados debido a que contienen carbohidratos solubles y otros compuestos
fenolicos que aseguran el crecimiento del hongo y la eficiente produccién de lacasa

(Elisashvili y Kachlishvili, 2009).

En el caso de la producciéon de lacasas, el término de induccién es empleado para
referirse al incremento en la actividad volumétrica por hongos basidiomicetos
debido a la adicién de ciertos compuestos. El mejoramiento de la produccién de

lacasas por hongos de pudricion blanca se ha estudiado mediante la adicion de

17



ANTECEDENTES

compuestos quimicos (iones metélicos y compuestos fenodlicos derivados de la

lignina) y mediante interacciones antagoénicas (co-cultivos de hongos).

Compuestos aromaticos relacionados con lignina como xilidina, acido fertlico, acido
veratrico, entre otros, se han utilizado para incrementar la produccién de lacasa al
adicionarlos al medio de cultivo (Collins y Dobson, 1997, de Souza et al., 2004).
Dentro de las diferentes sustancias que se han probado como inductores en la
produccién de lacasas por hongos, el cobre ha sido la mas eficiente; la estimulacién de
la produccién de lacasas es mucho mayor que cuando se utilizan compuestos
aromaticos. En la tabla 2.2 se muestran estudios recientes de la induccién de la

produccion de lacasa en varias especies de hongos.

La sintesis y secrecién de lacasas depende de los nutrientes, las condiciones de cultivo
y el estado fisiologico del hongo asi como de la adicién de diferentes inductores al
medio de cultivo. En varias especies de hongos se ha demostrado el efecto de los

inductores a nivel de la transcripcion de los genes de lacasa.

251 Induccion por metales

En la dltima década, se ha reportado que el cobre incrementa tanto la actividad de
lacasa como la transcripcién de los genes que la codifican en Trametes versicolor
(Collins y Dobson, 1997)Pleurotus ostreatus (Palmieri et al., 2000)Pleurotus sajor-caju
(Soden y Dobson, 2001)Trametes sp AH28 (Xiao et al., 2004) Cryptococcus neoformans
(Jiang et al., 2009) y Coriolopsis rigida LPSC No. 232 (Saparrat et al., 2010). En estos
estudios se demostré que la adicion de cobre al medio de cultivo incrementa
significativamente la produccién de lacasas y que el efecto del cobre en la sintesis de
diferentes isoenzimas es a nivel de transcripcion génica. Asimismo se observé una
clara correlacion positiva entre los niveles de transcritos de lacasa y la actividad de la

enzima cuantificada en el medio de cultivo.
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Tabla 2.2- Induccién de la produccién de lacasa en hongos.

Especie

Pleurotus ostreatus
Pleurotus sajur-caju
Trametes sp
Trametes pubescens

Trametes hirsuta

Pleurotus pulmonarius
Coriolus  versicolor MTCC
138

Trametes versicolor

Coprinus comatus

Coriolopsis rigida LPSC No.
232

Pleurotus ostreatus CP50

Inductor

Cobre

Cobre y compuestos fendlicos
Cobre y compuestos fendlicos
Cobre

Cobre

Cobre

Cobre y compuestos fendlicos

Cobre

Cobre, manganeso y 4cido

cafeico.

Cobre, anfotericina B, acido

siringico, entre otros.

Cobre y lignina

Referencia

(Palmieri et al., 2000)
(Soden y Dobson, 2001)
(Xiao et al., 2004)
(Galhaup et al., 2002a)
(Couto et al., 2004)

(de Souza et al., 2006)

(Revankar y Lele, 2006)

(Minussi et al., 2007)

(Lu y Ding, 2010)

(Saparrat et al., 2010)

(Tinoco et al., 2011)

Un considerable aumento en la actividad de lacasa producida por T. pubescens se

obtuvo al incrementar la concentracion de cobre en el medio de cultivo hasta cierto

valor; la concentracién 6ptima para la produccién de lacasa fue de 1.5-2.0 mM. Tanto

la concentraciéon como el tiempo de adicién del cobre fueron factores importantes

para obtener niveles altos de actividad de lacasa (Galhaup y Haltrich, 2001).
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En el caso de Trametes sp. AH28 Xiao y colaboradores demostraron que el cobre juega
un papel importante tanto en la transcripcion génica como en la actividad de lacasa
ya que encontraron una correlacion positiva entre la acumulacion de ARNm de lacasa
y el aumento de actividad enzimatica en los cultivos (Xiao et al., 2006).
Concentraciones de cobre menores a 0.5 mM estimularon la producciéon de las
isoenzimas LACA y LACC; sin embargo al aumentar la concentracién a 1-2 mM
LACC desapareci6. Jiang y colaboradores (2009), en un trabajo con C. neoformans,
reportaron una correlacién positiva entre la actividad de lacasa y el nivel de
transcritos de lacl y demostraron que el factor de transcripcién sensible a cobre CUF1

es necesario para que se lleve a cabo la induccién por cobre.

Debido a que en varias especies de hongos se ha demostrado que el cobre aumenta el
nivel de transcripcién de los genes de lacasa, se ha analizado la regién promotora. Se
encontraron secuencias MREs (Metal Response Elements) en la regién promotora de
los genes lacA, lacB y lacC, en Trametes sp. AH28 (Xiao et al., 2004) en los genes poxc y
poxalb de P. ostreatus (Faraco et al., 2003) y en el gen lap2 de T. pubescens (Galhaup et
al., 2002a). Los MREs interaccionan con los factores de transcripcion sensibles a Cu y

su organizacion es similar a la de los genes de metalotionina.

Se ha postulado que la adicion de cobre puede estimular eficientemente la
producciéon de lacasa debido a las MREs que se encuentran en las regiones
promotoras de los genes que codifican las diferentes isoenzimas. Sin embargo, el
mecanismo mediante el cual existe una expresion diferencial de isoenzimas de lacasas

debido a la presencia de cobre atin se desconoce.

Recientemente se analizaron los transcritos de los genes poxalb, pox2, poxa3, sspoxa3a
y sspoxa3b, que codifican para lacasas en P. ostreatus mediante qRT-PCR. El estudio
fue realizado en cultivos en un medio quimicamente definido (CM), un medio CM
suplementado con Cu*? y Mn*? (CM-plus) y un medio de aguas residuales de los

molinos de aceite olivo (OMW) al 50% en agua destilada. El transcrito mas abundante
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tanto en CM-plus y en OMW fue poxa3, los transcritos de pox2 tnicamente fueron
inducidos en OMW vy los transcritos de poxalb presentaron un incremento

significativo en el dia 14 de cultivo en CM-plus y OMW (Goudopoulou et al., 2010).

252  Induccidon por compuestos aromaticos.

Los compuestos arématicos relacionados estructuralmente a la lignina como xilidina,
acido ferdalico, acido veratrico, acido gélico, vainillina entre muchos otros, se han
utilizado para incrementar el rendimiento de la produccion de lacasa al afadirlos al
medio de cultivo. La induccién de lacasas en presencia de compuestos fenodlicos
parece ser una respuesta de defensa para reducir el estrés oxidativo causado por los
radicales de oxigeno que se generan a partir de éstas moléculas (Thurston, 1994). Uno
de los inductores que se han reportando presentan una mayor eficiencia es 2,5-
xilidina en Pycnoporus cinnabarinus (Eggert et al., 1996), T. versicolor (Collins y Dobson,

1997, Couto et al., 2002) y T. villosa (Yaver et al., 1996) solo por mencionar algunos.

La respuesta de las diferentes especies de hongos a los compuestos aromaticos es
muy variada y en algunos casos la induccién de la produccion de lacasa es sensible a
pequefias diferencias en la estructura quimica. Terrén y colaboradores (2004)
evaluaron el efecto de nueve compuestos aromaticos relacionados estructuralmente
en la produccién de lacasa por Trametes sp. 1-62. Los resultados que obtuvieron
demuestran que estos compuestos tienen diferentes efectos tanto en la actividad
enziméatica como en como en la expresiéon de genes de lacasa. Tres genes de lacasa
lecl, lec2, y lec3 presentaron una expresion diferencial en respuesta a la presencia de
estos compuestos y los perfiles de niveles de transcritos fueron muy diferentes para
cada uno de los compuestos evaluados. En Trametes sp. AH28-2, distintos compuestos
aromaticos pueden inducir selectivamente la produccién de diferentes isoenzimas de
lacasa, la toluidina induce la expresion de LACA y 3,5-dihidroxitolueno estimula la

expresion de LACB (Xiao et al., 2006).
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El efecto inductor de los compuestos arématicos no sélo depende de la estructura
molecular y la concentracién, también juega un papel importante el tiempo de
adicién al cultivo. La induccién es més evidente en los cultivos de P. pulmonarius y de
Botryosphaeria rhodina, cuando los inductores se afiaden al inicio del cultivo (de Souza
et al.,, 2004, Dekker et al.,, 2007). En el caso de P. ostreatus, Rigidoporus lignosus y
Trametes modesta es necesario una adaptacion del micelio a las condiciones de cultivo
antes de adicionar los inductores, esto con el fin de evitar una inhibicién de

crecimiento (Nyanhongo et al., 2002, Vanhulle et al., 2008).

El efecto de los compuestos arométicos a nivel transcripcional varia en las diferentes
especies de hongos que se han estudiado, asi también el resultado sobre las diversas
isoenzimas en un mismo organismo puede ser muy distinto. En algunos casos la
induccion se ha correlacionado con la existencia de elementos putativos de respuesta
a xenobiéticos (XRE) corriente arriba de varios genes de lacasa, como los de T.
versicolor (Collins y Dobson, 1997), P. sajur-caju (Soden y Dobson, 2001), P. ostreatus
(Faraco et al., 2003)y Trametes sp. AH28-2 (Xiao et al., 2006).

2.5.3 Anailisis de la regiéon promotora de los genes de lacasa
A través del analisis de la secuencia de diversos promotores de genes de lacasa se

distingue la presencia de diversos elementos de respuesta los cuales varian en
namero, ubicaciéon y orientaciéon. La presencia de los diferentes elementos de
respuesta se puede correlacionar con la expresion diferencial de los genes de lacasa

en respuesta a diferentes condiciones de cultivo.

En el genoma de P. ostreatus se identificaron 12 genes putativos que codifican para
lacasa. El andlisis de las regiones promotoras de los genes de lacasa que se extienden
500pb corriente arriba del codén de inicio permitié reconocer diferentes sitios
putativos de regulacion distribuidos a lo largo de la secuencia del promotor (Figura

2.7) (Piscitelli et al., 2011).
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Figura 2-7 Distribuciéon de los elementos cis-acting putativos en las regiones promotoras de
los genes de lacasa de P. ostreatus.

500 pb corriente arriba del codén de inicio (|):( m) caja TATA; (|) caja CAAT; (V) caja GC; (*)
HSE, Heat Shock Element; (N) NIT2, Nitrogen Responsive Element; (A) ARE, Antioxidant
Responsive Element; (o) PRE, Putative Response Elements; (A) MRE, Metal Responsive
Element; (o) XRE, Xenobiotic Responsive Element; (C) Cre-A binding site; (S) STRE Stress
Responsive Element (Tomado de Piscitelli et al., 2011)
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Cabe sefialar que en el promotor del gen poxc que codifica para la proteina mas
abundante en todas las condiciones de cultivo se encuentra la mayor cantidad de

diversos elementos de respuesta, destacando 4 MRE localizados en las posiciones -20,

-60, -236 y -297 (Moussa, 2009).

Los genes poxc y poxalb que se inducen por cobre en P. ostreatus presentan en la
regiéon del promotor varios MREs. La formacién de complejos entre los MREs y los
factores de transcripcion se lleva a cabo tinicamente en ausencia de iones de cobre;
sugiriendo la intervencion de factores de regulaciéon negativa que pueden reprimir la
expresion de los genes de lacasa cuando se encuentran unidos al promotor (Faraco et

al., 2003).

Las variaciones en la ubicacién y la cantidad de elementos XRE (Xenobiotic
Responsive Element) y ARE (Antioxidant Responsive Element) pueden resultar en
una amplia variedad de respuestas a los compuestos arématicos dando lugar a una
expresion diferencial de los multiples genes de lacasa (Soden y Dobson, 2003, Xiao et

al., 2006).

Las secuencias consenso de union al factor de transcripcion NIT2 se relacionan con la
regulacion debido al nitrégeno, varios genes involucrados en el metabolismo de
purinas, de aminodcidos y en la asimilacién de nitratos requieren una proteina
funcional de NIT2 para su expresion, sugiriendo una regulaciéon de los genes de

lacasa debido al tipo y cantidad de fuente de nitrégeno (Marzluf, 1997).

Se ha observado que la expresion de los genes de lacasa puede ser sometida a
represion catabolica. Altos niveles de glucosa inhiben la transcripciéon de lacasa en T.
pubescens (Galhaup et al.,, 2002a) y en T. sp AH28-2 (Xiao et al., 2006). Los sitios
putativos de unién a CreA que se han localizado en algunos genes de lacasa sugieren
un mecanismo de represion catabolica por carbono similar a la que se lleva a cabo por

CreA en Aspergillus nidulans (Strauss et al., 1999).
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2.6 Antecedentes en el grupo de investigacion

En nuestro grupo de investigaciéon durante los dltimos afios se ha estudiado la
produccion de lacasas por P. ostreatus CP50. Se purificaron y caracterizaron las lacasas

producidas en cultivo axénico y en co-cultivo con Trichoderma viridae (Contreras,

2009).

Por otra parte, se estudi¢ el enriquecimiento del medio de cultivo con diferentes
fuentes de carbono y de nitrégeno para formular un medio de cultivo en el que se
mejorara la produccién de ésta enzima. Ademas se realizaron unos primeros estudios
de induccién en los cuales se observé un incremento en la produccién de lacasa al
adicionar diferentes compuestos a la mitad de la fase exponencial de crecimiento (60
h de cultivo). Cuando se adicioné cobre se obtuvo una produccién de 5.7 U/mL y una
producciéon de 4.8 U/mL al adicionar lignina. Cabe destacar que los mejores
resultados se obtuvieron al adicionar cobre y lignina de manera simultdnea
obteniendo una produccion méaxima de 12.23 U/mL a las 100 h (Figura 2.8). Esto es
10 veces mayor que la obtenida en el medio de cultivo base, asi como mayor que la

produccién obtenida cuando tinicamente se adicioné cobre o lignina (Acevedo, 2009).
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Figura 2-8 Cinética de producciéon de lacasa por P. ostreatus CP50 inducida a las 60 h de
cultivo.
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Sin embargo, hace falta realizar una evaluaciéon de la inducciéon de lacasas en
respuesta a distintas concentraciones de CuSOs y a la combinacién de CuSOs/lignina
como estrategia para incrementar su produccién. Asi como determinar si el efecto es a
nivel de transcripciéon regulando la sintesis de los multiples genes de lacasa en P.
ostreatus CP50 y asi obtener informacién que permita mejorar la producciéon de las

isoenzimas de interés.
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3 Hipdtesis y objetivos

3.1 Hipotesis

El incremento de actividad volumétrica de lacasa en los cultivos de P. ostreatus CP50

suplementados con cobre y lignina se debe a un incremento en el nivel de expresién

de los genes de lacasa

3.2 Objetivos

3.21

3.2.2

General
Estudiar el incremento de la produccion de lacasa en cultivos de P. ostreatus
CP50 suplementados con cobre y lignina y analizar su relacion con un

aumento en el nivel de expresién de los genes que codifican para lacasa.

Particulares

Determinar los genes de lacasa que se expresan en las condiciones de

induccién a estudiar.

Estudiar por medio de la técnica de PCR cuantitativo en tiempo real los niveles
de expresion de los genes que codifican para lacasa como respuesta a la

presencia de inductores.

Estudiar el efecto de la adicién de cobre y lignina por separado y de manera
combinada sobre la actividad volumétrica y transcripcién de genes que

codifican para lacasa en cultivos de P. ostreatus CP50.
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4 Materiales y métodos

4.1 Microorganismo.
La cepa utilizada, Pleurotus ostreatus CP50, fue proporcionada por el Dr. Daniel
Martinez del Colegio de Posgraduados, Unidad Puebla y fue preservada en caja de

Petri en medio de agar y malta al 2%.

Para preservarla, se sembr6 aproximadamente 1 cm? del medio con la cepa a otra caja

con medio fresco y se incub6 durante 7 dias a 29°C en oscuridad.

4.2 Cultivo de P. ostreatus CP50 en matraces

421  Precultivo

Se realiz6é en matraces Erlenmeyer de 500 mL conteniendo 100 mL de medio extracto
de malta al 2% a pH 6. Para preparar el precultivo, se corté 1 cm? de agar con el
hongo crecido durante 7 dias a 29°C y se moli6 con 10 mL de medio estéril en un
molino de acero inoxidable por cada matraz a inocular, de la suspensién de micelio
obtenida, se inocul6 10 mL en cada uno de los matraces conteniendo 90 mL de medio
para completar un volumen final de 100 mL. Posteriormente los matraces se

incubaron a 29°C y 150 rpm durante 4 dias.

422 Inéculo

La biomasa producida en el precultivo se recuperé mediante centrifugacién a 10000
rpm durante 10 min y se deseché el sobrenadante. El micelio se lavé con
amortiguador de fosfatos (60 mM, pH 6) y se volvié a centrifugar a las condiciones
anteriores. El paquete celular se resuspendi6é en amortiguador de fosfatos (60 mM,
pH 6) y se homogenizé en un molino de acero inoxidable a 30,000 rpm durante 11
seg. De la suspensién de micelio obtenida se tomé 1 mL para inocular cada matraz

conteniendo 100 mL de medio de produccion.
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4.2.3 Medio de cultivo
Para el cultivo se utiliz6é el medio de produccién formulado anteriormente en el

grupo de investigacion (Acevedo, 2009). Su composicion es:
Extracto de malta 20g/L

Extracto de levadura 10 g/L

Glucosa 10g/L
Peptona 10g/L
Triptona 5g/L
pH 6

424 Condiciones de cultivo

El estudio de la produccién de lacasa se realiz6 para cultivo en matraces Erlenmeyer
de 500 mL conteniendo 100 mL de medio de produccién, incubados a 29°C y 150 rpm
durante 144 h. Para estimular la sintesis de lacasa se adicioné soluciéon 100 mM

CuSOys y solucién de lignina alcalina (Sigma-Aldrich).

4.3 Cuantificacion de Biomasa.

El crecimiento micelial se evalué mediante la técnica de peso seco tomando muestras
por triplicado cada 24 h. El micelio contenido en cada matraz se filtré al vacio en
papel Whatman No. 1 previamente secado a peso constante (80°C, 24 h) y tarado. Las
muestras filtradas se lavaron con agua destilada, se secaron en el horno a 80°C hasta
alcanzar un peso constante (24 h) y se pesaron. La cantidad de biomasa se calcul6

mediante diferencia de pesos y se indica en g de biomasa por L de medio de cultivo

(g/L).
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4.4 Determinacién de actividad de lacasa

La actividad enzimatica se determiné midiendo la oxidacién de ABTS (4cido 2,2'-
azino-bis (3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico) por espectrofotometria mediante el
incremento de la absorbancia a 436 nm (es36= 29 300 M1 cm). La mezcla de la
reaccion consistié en una solucién 1mM de ABTS en amortiguador de acetatos (pH
de 3.6, 100 mM) y alicuotas (5 a 100 pL) del caldo del cultivo a un volumen total de 1
mL. Una unidad de actividad de lacasa se defini6 como la cantidad de enzima que
oxida 1 pmol de ABTS por minuto a 25 “C bajo las condiciones de reaccién. La

actividad de lacasa se determiné por triplicado.

4.5 Zimogramas (electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones
nativas)

La electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones nativas se realiz6
mediante el método descrito por (Laemmli, 1970). Para elaborar el gel, primeramente
se monto el dispositivo para moldeado del gel, enseguida, se prepar¢ el gel separador
y una vez que gelific6 se adicioné el gel concentrador y se colocé el peine. Se
utilizaron geles al 12% de acrilamida y de 0.75 mm de grosor, cuya composicién se

indica en la tabla 4.1.

Las muestras para cargarse en los pozos se prepararon con 10 pLL de la muestra y 5 pL
del amortiguador de carga, cargandose en cada pozo un total de 15 pL. Los geles se
montaron y se corrieron en una cdmara mini-protean Bio-Rad a un voltaje constante

de 150 V, en amortiguador de Tris-Glicina pH 8.3.

Para revelar el gel, se cubrié6 con amortiguador de acetatos (pH 5, 100 mM) y se
adicion6 ABTS (1 mM) y/o DMP (6 mM) para observar las bandas de actividad de

lacasa.
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Tabla 4.1 Composicién de los geles de acrilamida.

Componente Gel separador Gel concentrador
Agua 3.7mL 3.7mL

Tris pH 8.8 2.5 mL -

Tris pH 6.8 _ 0.5mL
Acrilamida 30% | 3.7 mL 0.66 mL

APS 0.1 mL 0.04 mL

TEMED 0.015 mL 0.008 mL

4.6 Calculo de la productividad especifica

Para el célculo de la productividad especifica de lacasa se empleé una ecuacién

semejante a la utilizada por Amanullah y colaboradores (1998). En ésta ecuacion, se

considera tanto la produccién de enzima asociada al crecimiento como la produccién

de enzima no asociada al crecimiento:

XBiomasa AALacasa + ALacasa AXBL'omasa

(XBiomasa )2 At

XBiomasa= promedio de biomasa en g/L

AAlvacasa= diferencial de actividad de lacasa (U/mL)

Atlacasa= promedio de actividad de lacasa (U/mL)

AXpiomasa= diferencial de biomasa (g/L)

A¢= diferencial de tiempo (h)
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Se evalu6 la productividad especifica de lacasa (U de actividad/g de biomasa.h) a
partir del momento de la induccién (60 h) al final del cultivo (144 h). También se hizo

una estimacion para la fase de crecimiento (60 a 96 h) y para la fase estacionaria (96 a

144 h).

4.7 Extraccion de ARN total y sintesis de ADNc

El micelio se filtr6 y se lavé con agua destilada y se adicion6 a cada muestra 3 mL de
RNA later (Ambion Inc., TX, USA). Para lograr la ruptura celular, el micelio se
congeld con nitrégeno liquido y se maceré en un mortero, enseguida se realizé la
extraccion de ARN total utilizando TRIzol® Plus RNA Purification System
(Invitrogen) de acuerdo al procedimiento descrito por el fabricante. La integridad se
verifico mediante electroforesis en geles de agarosa al 1% en amortiguador MOPS
(acido mofolino propano sulfénico) con formaldehido. La integridad del ARN
ribosomal se tom6é como indicio de que el ARN total habia sido extraido
adecuadamente. La concentraciéon de ARN se determind espectrofotométricamente
midiendo absorbancia a 260 y a 280 nm en NanoDrop ND-1000 (Thermo scientific,
Whaltam, MA). Posteriormente las muestras se sometieron a tratamiento con DNasa

I usando el kit Turbo-DNase free (Ambion Inc, TX, USA).

La sintesis de la primera cadena de ADNCc se realiz6 a partir de 5 ng de ARN total
utilizando el oligo dT y RevertAid™ Minus H First Strand cDNa Synthesis Kit
(Fermentas Life Science) de acuerdo al protocolo del fabricante. EI ADNc obtenido se
utiliz6 como templado para las reacciones de PCR convencional y PCR cuantitativo

en tiempo real.
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4.8 Identificacion de las isoformas de lacasa producidas en condiciones de
induccién

4.8.1 Diseno de oligonucle6tidos generales para lacasas

Con el fin de amplificar segmentos del cDNA que codifican para las isoformas de
lacasa que se producen en los cultivos suplementados con cobre, se disefiaron
oligonucle6tidos degenerados basados en las secuencias consenso altamente
conservadas de los sitios de unioén a cobre de lacasas (L1-L4) descritas anteriormente.
Se realiz6 un alineamiento de las secuencias reportadas de ADNc para lacasas de P.
ostreatus: poxc (nimero de acceso del GenBank Z34848), poxalb (nimero de acceso del
GenBank AJ005018), pox1 (ntmero de acceso del GenBank Z34847), pox3 (ntmero de
acceso del GenBank FM202672,) y pox4 (namero de acceso del GenBank FM202673)

usando el software ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw?2/index.html)

y se disefiaron tres oligonucleé6tidos correspondientes a las secuencias L1, L3 y L4, asi
como un oligonucleétido correspondiente a una regién conservada de aminoacidos

(Lac) para las lacasas de P. ostreatus, (Tabla 4.2 y Figura 4.1).

Tabla 4.2 Oligonucledtidos generales para lacasas de P. ostreatus.
Las abreviaciones de los nucleétidos estan de acuerdo a la nomenclatura IUPAC-IUB
(Y=CO6T,R=A6G,N=G,A, T6C,D=A,G6T,S=Co6Q).

Nombre | Secuencia de aa Secuencia de nucleétidos

CulF SIHWHGF AGTATYCAYTGGCAYGGYYTC
LacF DNYWIR RTYGRSAAYTACTGGATTCG
Cu3R HPFHLHG GAANGTRTGNCCGTGDARAT
Cu4R WFLHCHI TGCCARTCRAYRTGRCARTG
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o e
CulF LacF Cu3R Cu4R

5 ;

Figura 4-1 Representacion esquematica de un gen de lacasa y los sitios de alineamiento de los
oligonucleétidos disefiados.

La region estructural de un gen de lacasa se representa por un rectangulo. Los sitios de unién
a Cu (L1, L2, L3 Y L4) y la regién conservada Lac se encuentran indicados en recuadros.

4.8.2 Amplificacion del ADNc por PCR

Para la amplificacion se utiliz6 como templado el ADNc obtenido de las muestras de
un cultivo con adicion de 1.5mM de CuSOs. Primeramente se hizo una evaluacién de
las mejores condiciones de temperatura para el alineamiento de los oligonucleétidos
mediante una PCR convencional con gradiente de temperatura de 55 a 65°C. La
reaccion de amplificacion se verifico mediante electroforesis en gel de agarosa al 1%
revelado con bromuro de etidio. El producto de PCR se purificé y concentré

utilizando High Pure PCR Purification Kit (Roche).

4.8.3 Clonacién de los fragmentos obtenidos de la amplificacién por PCR.

Se llevo a cabo la reaccién de ligacién de los productos amplificados para los genes de
lacasa con el vector de ligacién de clonaciéon pCR2.1 del sistema Topo TA cloning Kit
(Invitrogen) con resistencia a kanamicina y ampicilina de acuerdo a la metodologia
del proveedor. Posteriormente se transformaron células Topl0 de E. coli
electrocompetentes; se seleccionaron colonias blancas que crecieron en presencia de
antibiético ampicilina/kanamicina en placas de agar LB con Xgal. Las clonas
seleccionadas se cultivaron en caldo LB con 50pg/mL de ampicilina y se aisl6 el
DNA plasmidico con el High Pure Plasmid Isolation Kit (Roche). La evaluacién de
los plasmidos se realiz6 mediante un ensayo de restriccion con la enzima EcoRI (New

England). La secuenciacion de las clonas se hizo través de los oligos M13 en ambos

34



MATERIALES Y METODOS

sentidos. La similitud de las secuencias obtenidas se realizdé con Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST).

4.9 Analisis transcripcional

49.1 Disefio experimental factorial 23.

La metodologia de PCR cuantitativa en tiempo real permite el estudio de la expresion
génica en una situacion fisiol6gica determinada, es decir no solo podemos saber si un
determinado gen se esta expresando, sino que también podemos saber la magnitud
de expresion de ese gen a diferentes condiciones fisiolégicas. Esta metodologia se
empled para investigar la expresion de los genes de lacasa bajo diferentes condiciones

de induccion.

Con la finalidad de evaluar el efecto de la adicién de cobre y/o lignina en los cultivos
de P. ostreatus, se realiz6 un disefio experimental que permitiera conocer los efectos
principales y las interacciones entre los factores que originan el aumento de la
produccion de lacasa. Se estudiaron tres factores (cobre, lignina y tiempo de cultivo) a
dos niveles (ausencia o presencia) en un disefio factorial 23 y se analizaron como
respuestas la actividad volumétrica y la expresion de los genes de lacasa. El disefio
consistid en 8 experimentos que se hicieron por triplicado. La matriz de experimentos

se muestra en la tabla 4.3.
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Tabla 4.3 Matriz de disefio factorial 23.

Variables codificadas Variables reales
Experimento | Cobre Lignina Tiempo | Cobre Lignina Tiempo
mM g/L (horas)
1 1 -1 -1 0 0 96
2 +1 -1 -1 1.5 0 96
3 -1 +1 -1 0 0.5 96
4 +1 +1 -1 1.5 0.5 96
5 -1 -1 +1 0 0 120
6 +1 -1 +1 1.5 0 120
7 -1 +1 +1 0 0.5 120
8 +1 +1 +1 1.5 0.5 120

4.9.2 Diseio de oligonucleétidos.

Mediante la técnica de qPCR se hizo un analisis transcripcional de los genes de lacasa
bajo diferentes condiciones de cultivo. Los oligonucleétidos correspondientes fueron
disefiados sobre las secuencias de ARNm de los genes de las isoformas de lacasa
producidas en induccién, obtenidas del GenBank (National Center for Biotechnology
Information, NCBI); ver Tabla 4.4. Los oligonucleétidos se disefiaron usando el
programa Primer Express (Applied Biosystems, Foster City, CA) con una longitud
entre 19 y 21 pb para generar amplicones de 101 pb. Los oligonucleétidos disefiados y
utilizados fueron sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacién de ADN del

Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
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Tabla 4.4 Oligonucleétidos disefiados para el andlisis transcripcional de genes de lacasa en P.
ostreatus mediante qPCR.

Gen Acceso Nombre del oligo Secuencia 5"-3°
Genebank
pox3a CAATCGTTCCGGGACATTCT
pox3 FM202672 pox3b ACCGTCACAGTATTGCGTGC
poxca CTGTTGTCGCTCGCTCAGTG
poxc 734848 poxcb CAGCTGGAAGTTATCGCCCTT
poxa3a ATGTTCCACATGGGCCCTC
poxa3 AJ344434 poxa3b TGCGTGACGCTTACCTGAGT
b-tuba TGAGCCGTACAATGCCACAC
B-tubulina AF332138 b-tubb TGCGGAAGCAAATGTCGTAG

4.9.3 Desarrollo de la metodologia de la reacciéon en cadena de la polimerasa en
tiempo real (qPCR)
Las muestras se colectaron a las 60, 96 y 120 h de cultivo y se realiz6 la extracciéon de
ARN total y sintesis de ADNc de acuerdo a lo mencionado en la seccién 4.6. Las
reacciones de qPCR se realizaron en multicAmaras de 96 pozos (MicroAmp® Optical
96-Well Reaction Plate, Applied Biosystems), en un termociclador ABI PRISM 7300
Sequence Detection System (Applied Biosystems). Las condiciones de los ciclos
térmicos para todos los genes fueron de la siguiente manera: un paso inicial a 50°C
por 2 min y a 95°C por 10 min, seguido de 40 ciclos a 95°C por 15 s y 60°C por 1 min y

finalmente un paso de disociacion a 95°C por 15 s, a 60°C por 1 min y 95°C por 15 s.
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La especificidad de las reacciones de amplificacion fue confirmada en linea,

analizando la curva de disociacién.

Cada reaccion consisti6 en 1 pL de de mezcla equimolar (5 pM) de cada par de
oligonucleé6tidos (sentido y antisentido), 50 ng de ADNc como templado y 6pL de
Maxima® SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X (Fermentas) en un volumen total
de reacciéon de 12 pL. En todos los experimentos, por cada gen analizado se
sometieron al mismo procedimiento controles negativos sin templado de ADNc
(NTC) para excluir o detectar cualquier posible contaminaciéon. La adquisiciéon de
datos se realizaron mediante el programa SDS software (Applied Biosystems, Foster
City, CA) y los valores para todos los genes aparecieron antes del ciclo 31. Todos los

ensayos se hicieron por triplicado.

La eficiencia de amplificacion para cada gen se determiné haciendo diluciones
seriales de ADNc (1:2) en un rango de 0.178 a 200 ng, cada dilucion se analizé por
triplicado y se gener6 la curva estandar al graficar el ciclo de cuantificacion (Cq)
como funcién del logaritmo base 10 de la concentracién del ADNc (ng) y la eficiencia
de amplificacion se calculé haciendo un ajuste de minimos cuadrados y usando la
ecuacion E=10 /s -1 (Apéndice A). La curva estandar también proporcioné el rango
dindmico de concentraciones para cada gen, definido como la fase cuantitativa y

detectable de la curva en la que se mantiene la linearidad.

El célculo de la expresion génica se hizo mediante el método de doble delta Cq (Livak
y Schmittgen, 2001). Para poder usar este método se requiere que la eficiencia de
amplificacion del gen problema y del gen de referencia sea muy similar. Para validar
la eficiencia de amplificaciéon se grafic6 la variacion del ACq (Cq del gen de
referencia- Cq del gen problema) en funcién del logaritmo base 10 de la cantidad de
templado (ng). Si el valor absoluto de la pendiente es menor a 0.1, se considera que la
eficiencia de amplificacion del gen problema y el gen de referencia son

aproximadamente iguales y entonces se puede aplicar el método AACq.
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Los datos del anédlisis de expresion génica son presentados como las veces de cambio
de la expresién de un gen normalizado al gen de referencia y relativo a la muestra
calibrador. El calibrador es la expresion 1 del gen problema normalizada al gen de
referencia. Es decir, se hizo el calculo de la expresiéon de cada uno de los genes de
lacasa normalizada al gen de p-tubulina y relativa a la muestra control del mismo

tiempo, mediante la formula 2-AACt
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5 Resultados y discusion

5.1 Cinética de crecimiento y produccion de lacasa de P. ostreatus en medio
de producciéon

Debido a que las caracteristicas particulares de la cepa de P. ostreatus CP-50 y las
condiciones de cultivo influyen tanto en la cantidad como en la velocidad de
produccién de lacasa, primeramente se caracterizo el crecimiento del hongo y la
sintesis de lacasa en el medio de producciéon sin adicién de inductores, el cual es el
sistema control. La cinética de crecimiento y la cinética de produccién de enzima se
muestran en la Figura 5.1, donde se observa que la concentracién maxima de biomasa
de 7.8 g/L se alcanza a las 120 h de cultivo, presentando una velocidad especifica de
crecimiento, p, de 0.089 h-l. La actividad extracelular de la enzima se detecta a partir
de las 60 h de cultivo alcanzando un maximo de 1.3 U/mL a las 144 h, posteriormente
la actividad permanece relativamente constante, es decir no hay un aumento o

disminucion significativa de la misma.

—&— Biomasa

—— Actividad
volumétrica

g/L
o
00

u/mL

T T T T T 0.0
0 24 48 72 96 120 144

Tiempo (h)

Figura 5-1 Cinética de crecimiento y de producciéon de lacasa en el medio de produccién sin
inductores.
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5.2 Produccion de lacasa en condiciones de inducciéon

5.2.1 Efecto de diferentes concentraciones de CuSOs en la sintesis de lacasa

Se sabe que la adicién de iones de Cu?* como CuSOs a cultivos de diferentes especies
de basidiomicetos puede aumentar eficazmente la sintesis de lacasa. El mejor efecto
se ha obtenido en cultivos suplementados durante la fase exponencial de crecimiento
en cultivos de T. pubescens (Galhaup y Haltrich, 2001), T. sp AH28-2 (Xiao et al., 2006)
y L. tigrinus (Shutova et al., 2008). Dentro del grupo de investigacion, dicho efecto se
estudi6é en P. ostreatus CP50 al cultivarlo en el medio de produccién suplementado
con CuSOxq al inicio y a las 60 h de cultivo; obteniéndose mayores niveles de actividad
enzimatica cuando se adicioné durante la fase exponencial de crecimiento, esto es a

las 60 h (Acevedo, 2009).

Primeramente se estudi6 la produccion de lacasa estimulada con diferentes
concentraciones de CuSOs cuando se adiciona a las 60 h de cultivo, se evaluaron las
concentraciones de 0.25, 0.5, 1 y 1.5 mM de CuSOs. En la Figura 5.2 se puede observar
un incremento en la actividad de lacasa con respecto a la que se obtiene en el control a
las 144 h de cultivo. La adicién de 0.25 mM de Cu?* produjo una actividad de 6 U/mL
incrementado 4.6 veces lo que se obtiene en el cultivo control, mientras que el mayor
incremento en la produccién de la enzima se obtuvo al adicionar 1.5 mM de Cu?*
elevando su sintesis 12.3 veces al alcanzar una actividad de 16 U/mL a las 144 h. Con
las concentraciones de 0.5 y 1 mM de Cu?* se logré un aumento en la actividad de
lacasa de 5.4 y 7.1 veces respectivamente. Ademas cabe destacar que el incremento de
actividad de lacasa se lleva a cabo principalmente durante la fase estacionaria, la cual

comienza después de las 96 h de cultivo.
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Figura 5-2 Efecto de diferentes concentraciones de CuSO; en la actividad volumétrica de lacasa.
Evolucion de la actividad volumétrica de lacasa (U/mL) al anadir diferentes concentraciones
de CuSOs (0, 0.25, 0.5, 1y 1.5 mM) a las 60h de cultivo.
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Figura 5-3 Productividad especifica de lacasa post-inducciéon en funcién de la concentracion
de CuSO.,.

Se presenta la productividad especifica de lacasa (U de actividad/g de biomasa.h)
correspondiente a las concentraciones de CuSO; estudiadas: 0, 0.25, 0.5, 1 y 1.5 mM. Se
calcul6 partir de la induccién (60 h) hasta el término del cultivo (144 h).
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La productividad especifica de lacasa se calculé conforme a la ecuacién descrita en el
apartado 4.6. En la Figura 5.3 se muestra que la productividad especifica (U de
actividad/g de biomasa.h) aumenta conforme se incrementa la concentraciéon de Cu?*

afiadido al cultivo, siendo hasta 11.2 veces mayor al afiadir 1.5 mM.

Asi también, se realiz6 el célculo de la productividad especifica de lacasa tanto para
la fase de crecimiento exponencial (60 a 96 h) como para la fase estacionaria (96 a 144
h). La figura 5.4 muestra que la adicion de CuSOs propicia un incremento en la
productividad especifica en ambas fases conforme aumenta la concentracion que se
afiadi6 al cultivo. En los cultivos inducidos con 0.25, 0.5 y 1 mM de Cu?, la
productividad especifica de lacasa es mayor durante la fase de exponencial, mientras
que en los cultivos inducidos con 1.5 mM de Cu?*, la productividad especifica de
lacasa es equiparable en las dos fases. Esto sugiere que a concentraciones mas bajas
de 1.5 mM de CuSOs existe una limitacién de iones de Cu?* que no permite lograr un

mayor efecto de induccién en ambas fases de crecimiento.

Se ha reportado que el incremento en la actividad volumétrica es proporcional a la
cantidad de cobre afiadido al cultivo llegando a una concentraciéon 6ptima para la
produccion de lacasa, no obstante, si se adiciona Cu?* en exceso, la cantidad de éste
metal puede llegar a ser toxica para el hongo inhibiendo su crecimiento y por

consiguiente la sintesis de enzima (Galhaup y Haltrich, 2001, Shutova et al., 2008).

Para el caso de la producciéon de lacasas por P. ostreatus bajo las condiciones de
cultivo mencionadas anteriormente, con las concentraciones evaluadas hasta el
momento, no es posible proponer la concentracién 6ptima de CuSOs que se debe
adicionar al cultivo para lograr el maximo efecto de induccion; pero si se observa una
clara correlaciéon entre la concentracion de CuSOs con el incremento de la actividad

volumétrica y de la productividad especifica.
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Figura 5-4 Productividad especifica de lacasa en las dos fases de cultivo.
Se presenta la productividad especifica de lacasa (U de actividad/g de biomasa.h) obtenida
tanto en la fase de crecimiento como en la fase estacionaria en los cultivos adicionados con 0,

0.25,0.5,1y 1.5 mM de CuSOs..

El cobre es toxico para la mayoria de los hongos, incluso a concentraciones bajas, sin
embargo la sensibilidad hacia éste metal puede diferir mucho entre especies y cepas
(Baldrian, 2003). Palmieri y colaboradores (2000) reportaron que en los cultivos de
una cepa de P. ostreatus en un medio rico en nutrientes, la adicion de 150 pM de

CuSOs al tiempo de inoculaciéon no afect6 el crecimiento del hongo.

La presencia del cobre en el medio de cultivo no parece afectar de manera
significativa la produccién de biomasa ya que en las diferentes concentraciones
evaluadas sigue préacticamente la misma evolucion. Ademas, la pmax tiene el valor de
0.089 h' + 0.0025 lo cual indica que no hay un efecto de la presencia y

concentraciones usadas de éste metal en el crecimiento del hongo.
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Los resultados indican que la adicién de de CuSOs es una estrategia efectiva para
elevar significativamente la productividad de lacasa en los cultivos de P. osteatus sin

afectar su crecimiento.

5.2.2  Efecto dela adiciéon de CuSO4 y lignina en la sintesis de lacasas.

Se estudi6 la produccién de lacasas por P. ostreatus CP50 en el medio de produccion
suplementado las 60 h de cultivo con 0.5 g/L de lignina y dos concentraciones de
CuSOs4: 0.5 y 1 mM, (ver Figura 5.5). Se obtuvo una actividad de 12.7 U/mL a las 144h
cuando se adicion6 al medio 0.5 mM CuSOs y 0.5 g/L de lignina siendo 9.8 veces que
la producida en el control y 1.8 veces con induccién de 0.5 mM Cu?*. De las diferentes
condiciones de induccién estudiadas, la mayor produccién de lacasa a las 144h se
obtuvo al adicionar 1 mM CuSOs y 0.5 g/L de lignina, llegando a las 22.2 U/mL lo

cual significa un incremento de 17 veces con respecto al control.

La adiciéon de CuSO; y lignina parece tener un efecto aditivo, ya que es mayor el
incremento en la actividad volumétrica cuando se adicionan ambos inductores en
comparaciéon cuando tnicamente se adiciona CuSOs. Los compuestos fenodlicos
derivados de la lignina pueden incrementar la produccién de enzimas ligninoliticas,
incluyendo a la lacasa; por lo tanto la lignina adicionada en solucién al medio puede
degradarse en compuestos fenodlicos que sumdndose al efecto inductor del cobre

incrementan la produccién de la enzima.
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Figura 5-5 Actividad volumétrica de lacasa producida en medio suplementado con CuSO, y
lignina.

5.3 Perfil de isoenzimas

Con el fin de estudiar si la concentracion de CuSOs ejerce una influencia sobre la
sintesis de varias isoformas de lacasa, mediante geles de poliacrilamida en
condiciones nativas se analiz6 el mismo volumen de muestras de caldo de cultivo que
se tomaron a diferentes tiempos (cada 24 h a partir de las 72 h). En la Figura 5.6 se
muestra que s6lo se presentaron dos bandas de actividad en el gel correspondiente al

cultivo control.

Para analizar el perfil de isoenzimas que se presentaba para cada una de las
diferentes concentraciones de CuSOs estudiadas, las bandas de actividad en los
zimogramas se revelaron con DMP. Como se observa en la Figura 5.7, para todas las
muestras se detectaron 2 bandas de actividad; asi también la banda inferior va
aumentando conforme al tiempo y se presenta con mayor intensidad que la superior

para todas las concentraciones CuSO4 que se estudiaron. La presencia de cobre en el
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medio de cultivo no induce la produccién de una isoenzima diferente a las que se

producen en el control.

Figura 5-6 Zimograma que muestra el perfil de isoenzimas de lacasa producidas en el cultivo
control.

Se analiz6 el mismo volumen de cada una de las muestras y se revel6 con DMP.

Figura 5-7 Zimograma que muestra el perfil de isoenzimas de lacasa producidas en presencia
de diferentes concentraciones de CuSOs.

Se muestra el gel revelado con DMP en el cual se analizé el mismo volumen para cada una
de las condiciones: a) 0.25 mM b) ImM c¢) 1.5 mM.
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5.4 Aislamiento y caracterizacion del ADNc que codifica para las lacasas
producidas en condiciones de induccién.

Al micelio obtenido de los cultivos de P. ostreatus en condiciones de induccién
(adicion de CuSOs a las 60 h) se le realizo6 la extraccion de ARN total y posteriormente
se llev6 a cabo la sintesis de ADNc. Para la reacciéon de PCR se usé como templado el
ADNc obtenido y una de las 4 posibles combinaciones de oligonucleétidos para

lacasas obtenidos a partir de las regiones conservadas de los sitios de unién a cobre

(Tabla 5.1).

Tabla 5.1 Combinaciones de oligonucleétidos .

Combinacion de Tamafio esperado de
oligonucleétidos producto de PCR (bp)
1.- LacF-Cu4R 580
2.- LacF-Cu3R 425
3.- CulF-Cu4R 1150
4.- CulF-Cu3R 1015

Para poder caracterizar los fragmentos de los genes de lacasa, la banda obtenida
mediante PCR con la combinacién de oligonucleétidos ntimero 3 (CulF-Cu4R) se
cloné y se seleccionaron 12 clonas mediante un ensayo de restriccion, posteriormente
se secuenciaron dichas clonas. Mediante el programa Blastx, se analizaron las
secuencias parciales de los genes de lacasas con las secuencias de genes de las bases
de datos, las cuales coincidieron con secuencias previamente reportadas para lacasas
producidas por P. ostreatus: poxc, pox3 y poxa3. Esto indica que P. ostreatus CP50
cultivado en el medio de produccién suplementado con cobre expresa al menos tres

isoenzimas diferentes cuyas principales caracteristicas se resumen en la Tabla 5.2.
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Estos resultados, concuerdan con lo reportado por Giardina y colaboradores (1996),
siendo POXC la isoenzima mayormente producida bajo diferentes condiciones de
crecimiento. Por otra parte también se comprob¢ el efecto de induccion del cobre al
aumentar los transcritos del gen poxc y la cantidad de ésta isoenzima en el caldo de
cultivo (Palmieri et al, 2000). Dos isoenzimas heterodiméricas estrechamente
relacionadas POXA3a y POXA3b, se purificaron de cultivos suplementados con
cobre, un dnico gen (poxa3) codifica la subunidad grande y a través de splicing
alternativo se producen las dos variantes (Palmieri et al., 2003). Recientemente se
report6 la expresion heteréloga del gen pox3 en cultivos con adicién y sin adiciéon de
150 pM de CuSOs 0 de 150 pM de CuSO4 mas 2mM de &cido fertlico, sin embargo,
no se ha detectado la produccién de POX3 en cultivos de P. ostreatus (Pezzella et al.,
2009). Lo anterior indica que los genes de lacasa detectados en los cultivos
adicionados con CuSOs coinciden con las isoenzimas previamente reportadas que se

producen en cultivos suplementados con este metal.

Tabla 5.2 Genes de lacasa que se expresan en las condiciones de inducciéon

GEN PROTEINA | PM (kDa) | CARACTERISTICAS REFERENCIA
poxc POXC 59 Mayormente producida | (Palmieri et al.,
en diversas condiciones | 2000)
de cultivo
pox3 rPOX3 61 Obtenida por expresiéon | (Pezzella et al.,
heterdéloga 2009)
poxa3 POXA3a 85 Enzimas heterodiméricas | (Palmieri et al.,
2003)
POXA3b 83
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5.5 Desarrollo del método para realizar el analisis transcripcional

55.1  Extracciony calidad de ARN

La integridad y pureza del ARN es critica para el andlisis de expresion génica. La
calidad y pureza del ARN total se verifico mediante electroforesis en geles de
agarosa, la presencia de dos bandas bien definidas correspondientes al ARN

ribosomal, sin barrido entre ellas y en una proporcién 2:1(28s:18s) se tomé como

criterio de integridad y calidad (Figura 5.8).

9% h 120 h

\ \

CTL

Cu

Lig
Cu+lig
CTL
Cu

Lig
Cu+Lig

- e o> - ww OO
— 18s

Figura 5-8 Integridad de ARNrtotal
Gel de agarosa al 1%, se cargé 2ul de ARNtotal en cada pozo. La presencia de dos bandas

bien definidas correspondientes al ARN ribosomal confirmé la integridad de las muestras.
CTL=control, Cu=induccién con CuSOs, Lig=induccién con lignina, Cu+Lig=induccién

combinada de CuSOy y lignina.

5.5.2  Seleccion de gen de referencia y calibrador

Los genes de referencia comtinmente utilizados son constitutivos y necesarios para la
sobrevivencia basica de la célula, como por ejemplo GADPH, albiminas, actinas,
tubulinas, ARNr 18s o 28s. El gen de referencia que seleccion6 fue el de p-tubulina.

Para analizar los perfiles de transcripcion de las diferentes isoenzimas a distintos

50



RESULTADOS Y DISCUSION

tiempos se hizo en comparacién con la muestra obtenida del cultivo control con los

cultivos inducidos para cada tiempo estudiado.

5.5.3 Validacién del método

Un paso importante para la aplicacion de la qPCR es evaluar la eficiencia de
amplificacion de los genes a estudiar la cual se obtiene al graficar el ciclo de
cuantificaciéon (Cq) en funcién del logaritmo de la concentracion de ADNc. Una
pendiente cercana a -3.32 implica una eficiencia del 100%, lo que significa que la
cantidad del amplicén se duplica en cada ciclo. Una eficiencia de amplificacién menor
al 85% no es confiable para realizar una correcta cuantificaciéon, de tal forma que
pendientes en un rango de -3.1 a -3.7 son aceptables. En la figura 5.9 se muestra el
ajuste de minimos cuadrados que se realizd para calcular la eficiencia de
amplificaciéon de los tres genes y en la tabla 5.3 se muestra el valor obtenido para la

pendiente y la eficiencia calculada.

El intervalo dinamico de concentraciones debe ser determinado para cada transcrito
con el fin de garantizar que la cuantificacién se realice siempre en la region lineal de
la curva. Los resultados obtenidos al evaluar diluciones seriales muestran que la
minima cantidad de ADNc que puede ser amplificada manteniendo reproducibilidad
es de 25 ng, de tal forma que los tres genes presentaron un intervalo dindmico
reducido: de 25 a 200 ng. La concentracién que se escogi6 para realizar los ensayos de
qPCR fue de 50 ng. Cabe mencionar que para el caso de poxa3 debido a que present6
muy baja expresion era necesario utilizar concentraciones de ADNc muy altas para
poder realizar una cuantificaciéon confiable, no obstante esto representa limitaciones

técnicas, por consiguiente no se cuantificé su expresion.
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Tabla 5.3 Eficiencias de amplificacion

Tub poxc pox3
m=-3.30 m=-3.26 m=-3.49
E=100.09 % E=102.6% E=93.8%

Figura 5-9 Eficiencia de amplificacién de los transcritos.
Calculo de la eficiencia de amplificacion de los 3 genes mediante un ajuste de minimos
cuadrados.

Una de las condiciones que se deben cumplir para utilizar el método de
cuantificacién relativa AACq y asegurarnos de obtener una estimacién confiable de la
expresion relativa de un gen es que la eficiencia del gen problema y la del gen de
referencia sean aproximadamente iguales. Para determinar si dos reacciones de qPCR
tienen la misma eficiencia de amplificaciéon y para determinar el intervalo de
confianza dentro del cual el método de cuantificacién relativa puede ser empleado, la
variacion de ACq en funcién del logaritmo de la concentraciéon de ADNCc se analiz6
mediante un ajuste de minimos cuadrados, idealmente el valor absoluto de la
pendiente de la curva debe ser menor a 0.1 (horizontal casi perfecta) implicando

eficiencias de amplificacion similares (Figura 5.10).
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Figura 5-10 Curva de validacién del método AACq.

El ACq de la combinacién del gen de referencia-gen problema se grafic6 en funcién del
logaritmo de la concentraciéon de ADNc. Una pendiente menor a 0.1 fue el criterio para
considerar valido el método de cuantificacion.

5.6 Efecto de los inductores en la actividad volumétrica y en la
transcripcion de lacasas.

5.6.1 Actividad volumétrica.

En la figura 5.11 se muestra la actividad volumétrica de lacasa de los 8 experimentos
que forman parte del disefio experimental. A las 96 h, la actividad en los cultivos
suplementados con lignina es muy similar a la del control, mientras que en los
cultivos que contienen cobre aumenta varias veces. A las 120 h los cultivos inducidos
presentan mayor actividad que el control alcanzando un maximo de 14 U/mL con la
adicion de cobre+lignina, mientras que la actividad volumétrica del cultivo inducido
con lignina s6lo es un poco mayor que el control. El incremento de la actividad de

lacasa se correlaciona con la presencia de CuSOs en el medio de cultivo, asi pues el
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cobre es el factor que ejerce un efecto significativo, mientras que el efecto de la lignina

es residual y se observa hasta las 120 h.
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Figura 5-11 Actividad volumétrica correspondiente a los tratamientos del disefio experimental.
Se muestra la actividad volumétrica correspondiente a los 4 tratamientos y a los dos tiempos que se
estudiaron para evaluar la induccién mediante el disefio experimental.

5.6.2 Expresion de genes de lacasa

Mediante qPCR se analizaron los perfiles de transcripciéon de los genes de lacasa en
respuesta a la presencia de cobre y/o lignina como inductores comparando con los
cultivos control a 96 y 120 h (Figura 5.12). El gen pox3 se expresa de manera
constitutiva en los dos tiempos analizados y no se observan diferencias significativas
entre los diferentes tratamientos, por lo tanto ni el cobre ni la lignina tienen efecto en

su transcripcion.

Por otra parte, los resultados muestran que existe un incremento en el nivel de
expresion de poxc, siendo los niveles mas altos los obtenidos en los cultivos a 120 h. Se
observa claramente que el CuSOs ejerce un efecto positivo sobre la transcripcion de
poxc ya que propicia su aumento tanto a 96 h como a 120 h con respecto al cultivo

control.
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Figura 5-12 Efecto de la adicién de cobre y/o lignina en la expresién de los genes de lacasa.
Se muestra la expresion relativa de los genes poxc y pox3 en 3 condiciones diferentes de
induccién: cobre, lignina y cobre+lignina; la cual se determiné a las 96 y 120 h de cultivo y se
representa como el cociente normalizado al gen -tubulina y al cultivo control del mismo
tiempo. Los datos representan la media y la desviacién estdndar de triplicados.

Los resultados con los cultivos adicionados con CuSO4 demuestran que los iones de

cobre ejercen un efecto inductor sobre la regulacién de la transcripciéon del gen poxc

ya que se propicia un incremento en el nivel de ARNm. A las 96 h no se observa

ningun efecto de la lignina en el nivel de transcritos, solo hasta las 120 h se puede
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apreciar el efecto inductor al aumentar casi cuatro veces el nivel de ARNm con
respecto al control. Esto puede deberse a que la lignina siendo un polimero complejo
no puede actuar como inductor. Sin embargo, la lacasa que se secreta al principio es
capaz de actuar sobre la lignina haciendo posible la liberacién de los monémeros que
la componen; éstos mondémeros con grupos fendlicos son los que propician la
induccién del gen poxc y el incremento en la actividad volumétrica que se observa

posteriormente a las 120 h.

Cabe destacar que los resultados obtenidos para la actividad volumétrica concuerdan
con los datos de la expresion del gen poxc, resaltando el efecto positivo de la adicion
de CuSOs en los dos tiempos analizados y un efecto menor de la lignina que se
presenta a 120 h. Por lo tanto es posible inferir que el notable aumento en la actividad
volumétrica de los cultivos adicionados con cobre (cobre y Cu+Lig) se debe
principalmente a la acumulacién de POXC en el medio. Sin embargo, no hay que
descartar la posibilidad de que otra isoenzima no estudiada en este trabajo,
contribuya a la actividad lacasa obtenida, ya que en el genoma de P. ostreatus se han

detectado al menos 12 genes que codifican para lacasa (Giardina et al., 2010).

También se analiz6 la expresion de poxc y poxa3 en el sistema control a 96 h y 120 h,
usando como calibrador la muestra a las 60 h, con la finalidad de observar
variabilidad (aumento o decremento) en su expresion a lo largo del cultivo. Los datos
obtenidos muestran que la expresion de estos genes a las 96 y 120 h no tiene
variaciones significativas con respecto a las 60 h ya su nivel de expresién se mantuvo

en un valor de 1 (datos no mostrados).

El aumento de la actividad de lacasa y la expresion diferencial de los genes que se

observo mediante el analisis transcripcional se puede deber a diferentes factores:

a) Los hongos producen lacasa como respuesta a la toxicidad de las sales de cobre.
En levaduras, los iones de cobre pueden regular la biosintesis de varias proteinas a

nivel transcripcional. La expresiéon de un subconjunto de genes se activa como
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respuesta a niveles elevados de sales de cobre en el medio de cultivo. Dichas
proteinas pueden actuar como quelantes de los iones de cobre disminuyendo su
capacidad toxica en el interior de la célula (Winge et al., 1997). Los factores de
transcripcion que se activan en respuesta al cobre regulan la expresiéon de los genes
que codifican para proteinas involucradas en la proteccién hacia la toxicidad del
cobre. Se ha propuesto que una funcién de la produccién de lacasas es ser un
mecanismo de defensa en contra del estrés oxidativo ocasionado por el cobre,
jugando un papel en la homeostasis y desintoxicaciéon de éste metal; dicha funcién se
atribuye a que los iones de cobre son quelados durante la sintesis de la enzima debido
a los sitios de unién a cobre. Sin embargo, para T. pubescens MB 89, Galhaup y
Haltrich (2001) demostraron que la cantidad de cobre que se quel6 por la sintesis de
lacasa fue menos del 0.3% del total que se adicion6é durante el cultivo. Lo anterior
sugiere que los hongos utilizan otros mecanismos para combatir el efecto nocivo
causado por los iones de cobre como son los complejos intracelulares de
metalotioneinas y la formaciéon de pigmentos como la melanina. La melanina se
encuentra principalmente en la pared celular aunque también existe como un
polimero extracelular; este pigmento posee una variedad de grupos funcionales que
ofrecen mdultiples sitios de union a iones metdlicos como Cu, Zn y Cd. Se ha
propuesto que melanina puede servir como una barrera fisica en contra del alto nivel
de iones de cobre en el medio ya que los hongos con melanina pueden resistir altas
concentraciones de metales (Fogarty y Tobin, 1996, Fomina y Gadd, 2003). La sintesis
de melanina puede ser catalizada por fenol oxidasas como la lacasa (Eisenman et al.,
2007), por consiguiente la induccién de lacasas por cobre puede ser un mecanismo
mediante el cual se asegura la biosintesis de melanina en cantidades significativas

para contrarrestar el efecto nocivo de este metal.

b) Los elementos reguladores en la regién promotora de los genes de lacasa. A través
del anélisis de la regiéon promotora de los genes de lacasa se ha podido correlacionar

la presencia de los elementos de respuesta con el efecto observado sobre la
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transcripcion génica. Gracias a que recientemente se secuencié el genoma de P.
ostreatus fue posible hacer un andlisis in silico de las regiones promotoras de todos los
genes de lacasa identificando distintos elementos de respuesta putativos distribuidos
alo largo de la secuencia del promotor (Figura 2.7) (Piscitelli et al., 2011). La presencia
de MRE (Metal Responsive Element) puede originar un alto nivel de transcritos
debido a los metales. Las secuencias de los MREs son similares a la secuencia
consenso (5-TGCRCNC-3") que se ha identificado en los promotores de los genes de
metalotioneinas (mt) (Thiele, 1992). La regulacién de la transcripciéon por metales de
los genes de mt se ha caracterizado ampliamente, en los eucariontes superiores los
promotores de mt contienen multiples copias de MREs que son las responsables de la
induccién de la transcripcion debido a metales pesados como Cd, Cu y Zn. La
regulacion de los genes de mt ocurre a través de una proteina de regulacién por
metales que funciona como un receptor de iones metdlicos y como factor de
transcripciéon. A pesar de que se ha sugerido que la induccién de la transcripcion de
los genes de lacasa por efecto del cobre puede ser similar a la de los genes de mt, atn

se desconoce el mecanismo.

Las variaciones en la ubicaciéon y la cantidad de elementos XRE (Xenobiotic
Responsive Element) y ARE (Antioxidant Responsive Element) pueden resultar en
una amplia variedad de respuestas a los compuestos arématicos dando lugar a una

expresion diferencial de los multiples genes de lacasa (Soden y Dobson, 2003, Xiao et

al., 2006)

Al hacer el anélisis de las regiones promotoras de los genes que se estudiaron (poxc,
pox3 y poxa3) para estimar la incidencia de los elementos de respuesta que podrian
correlacionar con el efecto de la adicion de cobre y lignina en el medio, se encontré
que los 3 genes presentan varios MRE y XRE 6 ARE (Tabla 5.4). Cabe sefialar que el
promotor de poxc contiene la mayor cantidad de elementos de respuesta. Si bien, los

elementos XRE y ARE se correlacionan con el efecto inductor debido a los
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compuestos arématicos, no se observé un efecto significativo de la lignina en los

niveles de transcripcion de los genes poxc y pox3.

Tabla 5.4 Incidencia de los elementos de respuesta en los genes de lacasa estudiados.

Gen Elementos de respuesta
poxc 4 MRE, 1 XRE
pox3 5 MRE, 2 ARE
poxa3 4 MRE, 1 XRE

El comportamiento de la expresion de los genes poxc y poxa3 en las condiciones de
induccién estudiadas se puede justificar si se considera que en sus regiones
promotoras existen diversos elementos de respuesta, de tal manera que no solamente
estdn actuando los elementos MRE, XRE y ARE, por lo tanto su regulaciéon como
respuesta a diferentes condiciones fisiolégicas y condiciones en el ambiente
extracelular se debe a la presencia de los diferentes elementos de respuesta que en

conjunto activan o reprimen su expresion.

c) Las diferentes isoenzimas tienen roles distintos en el ciclo de vida del hongo.- Las
diferentes isoenzimas que forman parte de la familia génica de lacasas pueden tener
diversas funciones durante el ciclo de vida del hongo, por lo tanto los multiples genes
de lacasa se pueden expresar diferencialmente dependiendo de la etapa de desarrollo

o condicién fisioldgica del organismo.

El analisis del perfil de transcripcién de MCOs realizado para el hongo ectomicorrizo
Laccaria bicolor mostr6é que los genes de lacasa se expresan diferencialmente en
funcién de la etapa fisiolégica y condiciones de crecimiento. Los transcritos de de lcc3
y lcc8 fueron muy abundantes en las ectomicorrizas, en los cuerpos fructiferos hubo

una mayor expresion de Icc7 mientras que en el micelio crecido en agar enriquecido
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con glucosa se expresaron mayormente Icc9 y lcc10; estos resultados sugieren una

funcién particular para cada una de éstas isoenzimas (Courty et al., 2009)

En los cuerpos fructiferos de P. ostreatus se identificé a la isoenzima LACC12, debido
a que ésta isoenzima no se ha encontrado en el micelio activo, se sugiere que podria
tener una funcién especifica en el desarrollo de los cuerpos fructiferos (Lettera et al.,
2010). Es importante mencionar que a la fecha no se conocen las funciones fisiolégicas
de las isoenzimas poxc, pox3 y poxa3, pero es muy probable que presenten roles

especificos durante las diferentes etapas fisioldgicas o de crecimiento del hongo.

Los estudios sobre la regulacién transcripcional de los genes de lacasa que se han
reportado hasta ahora, apuntan hacia un sistema de regulacién bastante complejo que
va mas all4 de la regulacién que se ejerce por los diversos elementos de respuesta que
se encuentran en el promotor de los genes, ya que la expresiéon también es
influenciada por la etapa de desarrollo o condicion fisiolégica en la cual se encuentre
el hongo (fase exponencial, fase estacionaria, formacién de cuerpos fructiferos,
pigmentacién, patogénesis, etc.). Si se considera que la expresiéon de los genes de
lacasa se regula por una serie de factores que acttan de manera sinérgica o
antagonica y que en las diferentes fases de desarrollo del micelio ocurren mecanismos
que también modulan los niveles de expresién de las diferentes isoenzimas, se puede
explicar el hecho de que la lignina no ejerza un efecto inductor significativo y que la
expresion del gen pox3 permanezca constante en las diferentes condiciones y tiempos

estudiados a pesar de la existencia de 5 MRE y 2 ARE en su regién promotora.

Finalmente se puede inferir que la regulacién génica de lacasas es un fenémeno muy
complejo y con la informacién que se dispone en la actualidad atin no es posible
precisar los mecanismos moleculares que la rigen. Una comprensiéon completa de los
mecanismos mediante los cuales la transcripcion es regulada por metales o
compuestos aromaéticos, requiere una comprension de cémo las células fungicas

pueden percibir, transportar, distribuir y responder a este tipo de moléculas. Por lo
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tanto con el fin de incrementar la productividad de lacasas fingicas nativas, resulta
de gran interés realizar estudios dirigidos a descifrar y esclarecer los mecanismos
moleculares de la regulaciéon de la expresion de los genes de lacasa, asi como

identificar todos los elementos involucrados en dicha regulacion.

De esta manera, en el presente trabajo se llevé a cabo el estudio de dos inductores
(lignina y CuSOs) por separado y de manera combinada para incrementar la
produccion de lacasa. Asi también se hizo el andlisis del efecto de la concentraciéon de
CuSOy tanto en la actividad volumétrica como en la productividad especifica de
lacasa en P. ostreatus CP50 y por primera vez se estudi6é el efecto de la lignina a nivel

transcripcional.

61



CONCLUSIONES

6 Conclusiones

La adicién de diferentes concentraciones de cobre al medio de cultivo durante
la fase de crecimiento (a las 60 h de cultivo) estimula eficazmente la
produccion de lacasas de P. ostreatus CP50, incrementado hasta 12.3 veces la

actividad volumétrica con 1.5 mM de CuSOy, respecto al control.

P. ostreatus CP50 |cultivado en las condiciones de estudio, expresa los genes

que codifican para lacasa: poxc, pox3 y poxa3.

La expresion del gen poxa3 bajo las condiciones de estudio es insuficiente para

poder llevar a cabo un analisis de transcripcion.
Mediante qPCR se establecié que el cobre induce la transcripcién del gen poxc.

La presencia de cobre y/o lignina no afecta la transcripcién del gen pox3 en las

condiciones estudiadas.

El aumento en la actividad volumétrica de lacasa puede deberse al efecto
inductor del cobre en la expresion de poxc. Sin embargo, no se descarta la

participacion de otras lacasas no caracterizadas en este trabajo
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7 Perspectivas

Como en el estudio realizado solo se analiz6 la expresion de los genes de lacasa (poxc
y pox3) a 36 y 60 h después de la induccion, resulta interesante hacer el anélisis
transcripcional en periodos mas largos de tiempo. Esto permitira conocer si el cobre
sigue incrementando el nivel de transcritos de poxc y si el efecto de la lignina sobre la
expresion de poxc se incrementa después de las 120 h de cultivo, asi como observar si

la expresion de pox3 aumenta en las etapas posteriores del cultivo.

Con respecto a la identificaciéon de cada gen con la isoenzima que codifica, se propone
secuenciar las isoenzimas que se producen en los cultivos de P. ostreatus, esto con el
fin de especificar a cual gen corresponde cada una de las bandas de actividad de

lacasa que se observan en el zimograma.

Hacer un estudio sobre el efecto de concentraciones més altas de cobre y lignina asi

como analizar otros tiempos de induccion.

Evaluar la induccién debida a compuestos relacionados con la lignina (4cido fertlico,
xilidina, dimetoxifenol, guaiacol, etc) para estudiar su posible efecto sobre la
actividad volumétrica de lacasa y estudiar la expresion diferencial de los genes de

lacasa por P. ostreatus.
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APENDICE

Apéndice A: Calculos del Analisis Transcripcional
El método doble delta es la manera mas apropiada para analizar la cuantificaciéon

relativa de la expresion génica utilizando PCR a tiempo real. Una de las condiciones
que se debe cumplir para aplicar éste método es que las eficiencias de amplificaciéon
del gen de estudio y el gen de referencia deben ser iguales. La eficiencia de
amplificaciéon (E) se calculé6 mediante un ajuste de minimos cuadrados, usando la

pendiente (S) en la siguiente ecuacion:

E=10"1s-1

Si las eficiencias son aproximadamente iguales y muy cercanas a1, la expresion del
gen problema normalizada al gen de referencia y relativa al calibrador esta dada por:
2-AACt | E] valor AACt muestra la diferencia entre ACt de la muestra en estudio (cultivo

con induccion) y el ACt del calibrador (cultivo control):

ACqg muestra problema ACqg muestra calibrador

|
[ | [ . \

AACq = (cqobjetivo_cq referencia) - (Cq objetivo_cq referencia)

Al tratarse de una cuantificacién relativa de la expresién génica es importante
considerar que una expresiéon génica de 1 supone que dicha expresién no cambia
respecto de la situacién que se tomé como calibrador (cultivo control). Si la
expresion es mayor o menor de 1, implica que hay mayor o menor expresiéon que en
el cultivo control, respectivamente. Los datos son presentados como las veces de
cambio de la expresién del gen problema normalizado al gen de referencia y relativo
a la muestra calibrador. Por lo tanto, al analizar los resultados hay que considerar que
los datos de cambio de expresion son relativos al cultivo control en cada tiempo que

se hizo en analisis.
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