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RESUMEN

Las lacasas (EC 1.10.3.2) son glicoproteinas clasificadas como oxidasas multicobre
gue catalizan la oxidacién de varios compuestos organicos e inorganicos, acopladas a
la reduccion del oxigeno molecular en agua. Las lacasas catalizan la remocion de un
atomo de hidrégeno del grupo hidroxilo de monofenoles metoxilados, orto y para-
difenoles. También pueden oxidar otros sustratos como aminas aromaticas,
siringaldazina y compuestos no fendlicos, formando radicales libres. Estan reguladas
por varios factores como son pH, temperatura e iones, entre otros. Las lacasas de
Pleurotus ostreatus estan siendo ampliamente estudiadas, se han reportado hasta
ahora seis isoenzimas complemente caracterizadas (propiedades fisicoquimicas y
secuencia); sin embargo, existen isoenzimas de las cuales se conoce su secuencia
pero no su estructura proteica y aun faltan isoenzimas por describir. En este trabajo se
describe una nueva isoenzima de P. ostreatus. Se analizaron las isoenzimas de
lacasas producidas por fermentacién en medio liquido (FML) y fermentacion en medio
sélido (FML) sobre espuma de poliuretano (PUF), el medio de cultivo fue
suplementado con cobre. Se obtuvo mayor biomasa y actividad de lacasa en la FML
comparado con la FMS (5.5 g/L de biomasa con 13000 U/L de lacasa y 5 g/L de
biomasa con 2400 U/L, respectivamente). La FML presentd hasta cuatro isoenzimas
de lacasas y en la FMS Unicamente se presentaron tres. La actividad de proteasas se
observd solo en la FMS y en ambos sistemas de fermentacion se agotaron los
azucares. Una isoenzima producida por FML se presento durante todo el tiempo de
fermentacion, la cual reporté un peso molecular aparente menor a los ya reportados
(54.1 kDa). Se obtuvo la secuencia del amino terminal y a partir de esa secuencia se
obtuvo el gen que codifica para la isoenzima de lacasa de interés de P. ostreatus. La
secuencia del promotor consto de 469 pb, presentd posibles factores transcripcionales
como MRE (cuatro), XRE (tres), uno de respuesta de defensa y un elemento de
repuesta al estrés. El gen presenté un tamafio de 2636 pb interrumpido por 16
intrones, la secuencia que codifica para la proteina (RNAm) consté de 1527 pb. El gen
de lacasa aislado codificé para una proteina de 509 aminoacidos y 22 aminoacidos
gue corresponden al péptido sefial. En el analisis mediante el programa BLAST

(NCBI) de la secuencia de la proteina derivada del gen de lacasa presento alrededor
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de un 96-97% de semejanza con las lacasas de Pleurotus reportadas en el banco de
genes (NCBI), el gen completo presentdé semejanzas de entre un 86 y un 94%, al igual
gue el ARNm. A pesar de que la similitud es alta, presenta caracteristicas tales como
peso molecular (SDS-PAGE), afinidad de sustratos y el promotor diferentes a los ya
reportados.



ABSTRACT

Laccases (EC 1.10.3.2) are glycoproteins classified as multi-copper oxidases, which
catalyze one electron oxidation of a wide range of inorganic and organic substances,
coupled with reduction of oxygen to water. Laccases catalyze the removal of a
hydrogen atom from the hydroxyl group of methoxy-substituted monophenols, ortho-
and para-diphenols, and also can oxidize other substrates such as aromatic amines,
syringaldazine, and non-phenolic compounds, to form free radicals. Laccases are
regulated by several factors such as pH, temperature, ions, etc. Laccases from
Pleurotus ostreatus have been widely studied; there are reports of characterization of
six isoenzymes (protein sequence and gene coding sequence), however, there are
some isoenzymes not characterization yet. In this research, | describe a new laccases
isoenzyme from P. ostreatus. Presence of isoenzymes of laccase in submerged
fermentation (SmF) and solid-state fermentation (SSF) using polyurethane foam (PUF)
as support was evaluated. The culture media were added of copper. The biomass and
de laccase activity were higher in SmF than SSF (5.5 g/L of biomass and 13000 U/L of
laccase activity, and 5 g/L and 2400 U/L respectively). Four isoenzymes of laccase
were observed in SmF and three in SSF. Proteases activity was only observed in SSF.
The carbohydrates consumption was total in both fermentation systems. It was
observed a laccase isoenzyme through out the fermentation time in SmF with an
apparent molecular weight less than the cues previously reported (54.1 kDa). The
amino terminal sequence was obtained based on it was the gene coding sequence
(3102 bp). The promoter region sequenced (469 bp upstream of ATG) contained
putative binding transcription factors such as MRE (four), XRE (three), defense
response element (one) and stress response element (one). The gene contains 2636
bp, interrupted by 16 introns, the protein coding sequence (MRNA) contains 1527 bp.
The encoded protein contained 509 amino acids. The protein and gene sequences
showed a 96-97% and 86-94 % of similarity with laccases of Pleurotus those
previously reported (BLAST, NCBI). Although the similarity is high, this laccase
isoenzyme has different characteristics such as apparent molecular weight (SDS-
PAGE), affinity for substrates and the promoter sequence, from those already

reported.
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1. INTRODUCCION

Inicialmente se obtuvieron de un é&rbol (Rhus vernicifera) y fueron descritas por
Yoshida en 1883. Posteriormente, Bertrand en 1896 y Laborde en 1896 demostraron
por primera vez la actividad de lacasas en hongos, principalmente en hongos de
pudricion blanca. Estos hongos reciben este nombre debido a la apariencia
blanquecina que se aprecia en la madera al degradar la lignina, celulosa y
hemicelulosa (Schwarze y col., 2000). La degradacion de la madera es ocasionada

principalmente por basidiomicetos, grupo en el que se incluye Pleurotus ostreatus.

Las lacasas requieren cobre y oxigeno para oxidar compuestos tales como fenoles,
polifenoles, aminas aromaticas y diferentes sustratos no fendlicos mediante la
transferencia de un electron, ocasionando la formacion de radicales libres (Claus,
2003). Por tal motivo, dichas enzimas tiene gran importancia en procesos de
biorremediacién (por ejemplo, en la degradacion de colorantes procedentes de
industrias textiles o residuos de herbicidas). El uso de enzimas para el tratamiento o
degradacién de contaminantes ambientales e industriales se ha incrementado en los

ultimos tiempos, debido a que sus reacciones son eficientes y selectivas.

1.1 Descripcion del género Pleurotus

La palabra Pleurotus deriva del griego “pleuro” que significa formado lateralmente o en
posicion lateral, refiriendose a la posicion del estipite respecto al pileo. Por su parte,
ostreatus en latin significa en forma de ostra, y se refiere a la apariencia y al color del
cuerpo fructifero (Stamets y Chilton, 1983). Pleurotus es un hongo saprofito o parasito
deébil, que degrada la madera y crece abundantemente sobre arboles de los géneros
Alnus, Ochroma y Acer. La conexion evolutiva de las especies de este género no esta
del todo clara y ha generado controversia con respecto a su taxonomia. Sin embargo
varias especies de Pleurotus se han identificado erroneamente, a pesar de su
importancia econémica. El principal problema en la identificacion se ha atribuido a la
gran variacion y su amplia distribucion del género. Actualmente se ha encontrado que
varias cepas comerciales de Pleurotus reportadas como P. ostreatus se habian
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confundido con otras especies, tales como P. columbinus, P. pulmonarius, P. sajor-
caju, P. ostreatus var. florida, P. floridanus, P.flabellatus y P. djamor (Mata y
Salmones, 2003). Asi como que hay una gran controversia respecto a la cepa Pfl, la
cual no se considera como especie. Sin embargo aun no se ha aclarado

completamente dicha controversia.

Pleurotus es uno de los grupos de hongos comestibles cultivables mas diversos
(Chang, 1999). Comprende hongos ligninoliticos con propiedades medicinales y
aplicaciones biotecnologicas y ambientales. El cultivo de Pleurotus es de gran
importancia econdémica en la industria de alimentos, la cual se ha expandido en pocos
afos y lo ha convertido en el tercer hongo cultivable mas importante. El sustrato del
cultivo de Pleurotus contiene lignina y celulosa, y en algun caso puede ser reciclado
como alimento para animales o en la preparacion de otros productos (la degradacion
selectiva del hongo sobre la lignina provoca la disponibilidad de celulosa y

hemicelulosas, que pueden ser aprovechadas como alimento de los rumiantes).

El género Pleurotus comprende especies generalmente de color blanco, crema,
rosado, gris claro y hasta pardo, adquiriendo una coloracion amarillenta con el tiempo.
En general presentan forma de sombrilla 0 sombrero circular (pileo) y un eje o pie
(estipite) que lo sostiene. En la cara inferior de la sombrilla abierta hay laminillas
(himenio) que van desde el centro hasta el borde del sombrero; las laminillas son
blancas, decurrentes y espaciadas ampliamente. El pileo, donde se encuentran las
laminillas, es exceéntrico cuando crece en superficies verticales y es central cuando
crece en camas; la superficie del pileo es lisa y brillante, un poco viscosa en tiempo
hdamedo. El estipite es corto y excéntrico. Las esporas que se encuentran en el
basidiocarpo son de color blanco, crema o lila palido, presentan una forma cilindrica
(raramente elipsoides) y son lisas. Los basidiocarpos pueden ser de 4-13 cm de
diametro, aunque pueden presentar tamafio mayor de acuerdo a las condiciones de
fructificacién. El género es cosmopolita, esta distribuido en Europa, Asia, Africa,
Australia, Estados Unidos, Canadd y América Latina (Guinberteau, 1990). La
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temperatura Optima de desarrollo de las especies de este género es variable: P.
ostreatus crece a una temperatura optima de 25 °C, mientras que P. pulmonarius se
desarrolla a 15-28 <C.

El cuerpo fructifero de los basidiomicetos se forma como consecuencia de la
diferenciacion del micelio (un conjunto de filamentos denominadas hifas) (Herrera y
Ulloa, 1998). El crecimiento de éste se realiza solo en las puntas y se atribuye a un
fendbmeno complejo en el que participan vesiculas (las cuales son agregados de
enzimas hidroliticas y sintéticas) que degradan y restauran fragmentos de la pared
celular. Las vesiculas se producen a lo largo del segmento subapical y se transportan
por medio de un mecanismo hasta llegar al centro distribuidor de vesiculas, conocido
como spitzenkdrper. Desde ahi son distribuidas en forma radial y aleatoria hacia la
pared apical, dando lugar al crecimiento de las hifas. El micelio desempefia la funcién
de adquirir y distribuir los nutrientes, asi como de formar la estructura de soporte para

el desarrollo de los cuerpos fructiferos (Klein, 1996).

1.1.2. Ciclo de vida

En los basidiomicetos existen dos modelos sexuales: 1) el heterotalismo, en el que
son necesarios dos micelios para llevar a cabo la reproduccion, con lo que se asegura
gue las células diploides (basidios) que son formadas en el cuerpo fructifero
produzcan progenie meiotica recombinante (basidiosporas), y 2) el homotalismo, en el
gue los hongos son autocompatibles (es decir, la unién sexual puede efectuarse entre
elementos de un mismo micelio). Aproximadamente un 10 % de los basidiomicetos
pertenecen a este Ultimo modelo. P. ostreatus es heterotalico, y alterna entre una fase
monocaridtica (haploide) y una dicaridtica (diploide). Dos hifas monocaribticas
compatibles pueden fusionarse y dar origen a un micelio dicariotico (plasmogamia), en
el cual permanecen dos nucleos parentales independientes (dicarion, heterocarion)
durante todo el crecimiento vegetativo. Este estado puede fructificar bajo condiciones

ambientales apropiadas. El estado diploide se da en el basidio, donde la cariogamia
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(fusion binaria) se lleva a cabo antes de la meiosis, originando cuatro basidiosporas
uninucleadas. Las basidiosporas pueden germinar y producir micelio monocariotico,
reiniciando el ciclo de vida del hongo (Figura 1). La condicibn monocaribtica y
dicaridtica del micelio puede ser distinguida por la presencia de fibulas (estructuras
especializadas que permiten la distribucion de los ndcleos en las células hijas) en el

dicarion y su ausencia en el monocarion.

Micelio secundario
(n+n)

Estado
dicariotico

Plasmogamia

‘) Micelio primario

(g;:x -
> Meiosis

Germinacion de

esporas
- - ey
\ BaS|d|oesporas (n) \

5/_\ / Basidio

Figura 1. Ciclo de vida de los basidiomicetes.

Las hifas o ramificaciones forman gradualmente una asociacion esférica de micelio de

unos 1-2 mm (nédulos iniciales o secundarios), formando pequefios cuerpos que dan
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origen a los primordios (Kies y Liu, 2000). El pileo del hongo joven se desarrolla de
tejido de la region inicial apical (pre-pileo), la parte superior de esta region es el origen
de la trama del pileo y la parte baja forma un anillo de células ricas en glucégeno que
definen el limite del himenio y el estipite (Moore, 1998). El tejido joven del himenio
diferenciado en forma de cupula rudimentaria se convierte en las laminillas primarias,
gue forman la capa de células himeniales sobre la superficie. Este proceso esta
acompafiado por un proceso de muerte celular programada que ayuda a estabilizar la
camara himenial con el primordio (Umar y Van Griensven, 1998). Con el incremento
del tamafio del primordio, debido al crecimiento del tejido meristemoide en el borde
exterior del pileo, las laminillas secundarias se pueden generar por la division de la
trama de las laminillas primarias, en forma radial y hacia el exterior. En contraste con
las laminillas primarias, las secundarias no estan conectadas al estipite (Moore, 1998).
El crecimiento de los hongos provocara un cambio desde la extensién micelial a la
produccion de primordios. Las células pueden alargarse rapidamente en todas las
direcciones, a menudo varias veces su longitud original, aunque durante los pasos
consecutivos de fructificacion lo primero que se incrementa es el volumen. El inicio y
el procedimiento de fructificacion estan correlacionado con la cariogamia y la meiosis;
y las basiodiosporas se desprenden en cuanto el cuerpo fructifero madura (Kues y Liu,
2000).

1.1.3. Genoma en Basidiomicetes

El uso industrial de los hongos requiere una seleccion inicial de las cepas de interés, y
la subsecuente propagacion de las cepas seleccionadas para mejorar la produccion
de metabolitos secundarios o para la producciéon de biomasa. El estudio citogenético
en los basidiomicetos superiores ha sido dificil, a causa de la mitosis intranuclear y el
pequefio tamafio de los cromosomas de los hongos. En el caso de Pleurotus, el
numero de cromosomas y el tamafo del genoma han estado bajo discusion durante
muchos afios (Sagawa y Nagata, 1992; Chiu, 1996). El estudio de la genética de
hongos se revoluciono por el desarrollo de la técnica de electroforesis de campo
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pulsado (PFGE) y su aplicacion en cuestiones relacionadas con el tamafio,
organizacion y estabilidad de los genomas de hongos. La separacion de cromosomas
mediante la electroforesis de campo eléctrico homogéneo (CHEF) es el método méas
utilizado para el estudio molecular del cariotipo de los hongos y su evolucion
(Sonnenberg y col., 1996; Zolan, 1995). Sagawa y Nagata (1992) utilizaron PFGE
para el estudio del cariotipo de P. ostreatus, reportando un tamafio de 20.8 Mpb.
Peberdy y col. (1993), identificaron nueve cromosomas y un tamafo del genoma de
31.3 Mpb y Larraya y col. (1999) reportaron un tamafio de 35.1 Mpb. Todos los
estudios del genoma de P. ostreatus reportaron diferentes nUmero de cromosomas
(Tabla 1).

Tabla 1. Caracteristicas del cariotipo de  Pleurotus ostreatus.

Cromosoma  Tamafo (Mpb) Tamafio (Mpb) Tamarfo (Mpb)
Larrayay col., 1999  Sagawa y Nagata, 1992  Peberdy y col., 1993

I 4.70 5.2 5.7
Il 4.35 4.4

1 4.55 3.7

v 3.55 2.9

\Y, 3.45 2.5

Vi 3.10 2.1

VI 3.15

VIiI 2.95

IX 2.10 11
X 1.75

Xl 1.45

Total 35.1 20.8 31.3

En muchos estudios, el andlisis electroforético de los cromosomas ha revelado la
existencia de polimorfismo en la longitud de los cromosomas (CLPs) y entre los
cromosomas homaologos de cada uno de los dos ndcleos presentes en el dicaridon. Los
CLPs son comunes en los genomas de los hongos y pueden ser debidos a
mecanismos de translocacion (Sonnenberg y col., 1996), repeticiones subteloméricas
(Farman y Leong, 1995), el resultado de la mitosis y el proceso de recombinacion

meidtica (Zolan, 1995). El mapeo de loci de caracteres cuantitativos ayudaria en la
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seleccion asistida mediante marcadores de los aspectos de importancia econdémica
(por ejemplo, tasa de crecimiento u otros componentes del rendimiento, como el
numero de brotes, peso promedio de las setas y la tolerancia a agentes patdégenos,
entre otros). El tamafio relativamente pequefio del genoma de P. ostreatus y las
posibilidades de manipulacion de genética clasica de este hongo lo convierten en un
organismo modelo interesante para estudios de basidiomicetos comestibles (Larraya y
col., 1999).

1.1.4. Importancia del género Pleurotus

Los hongos se han considerado como el alimento ideal, debido a su contenido de
nutrientes para humanos y animales. Pleurotus spp. es un hongo comestible de gran
importancia y el cultivo de este hongos presenta grandes ventajas, como son el rapido
crecimiento micelial, gran capacidad de colonizacion saprdfita, técnica de cultivo
sencillo y econdmico, pudiendo crecer en diferentes condiciones climéticas. Se
desarrolla sobre desechos agroindustriales por lo que es una alternativa de
conservacion del ambiente (mediante el cultivo de hongos se reciclan desechos de
tipo lignoceluldsico). Este hongo es apreciado por sus caracteristicas organolépticas y
por su calidad nutrimental; el porcentaje de proteina en peso seco se ha reportado
entre 10-30%, el de carbohidratos entre 14-57%, el contenido de lipidos,
principalmente insaturados, es del 3-5%. También se ha reportado que contienen zinc,
cobre, magnesio y fésforo, y se ha encontrado hierro, manganeso, potasio, calcio,

aluminio y sodio, en pequefias cantidades (Breene, 1990).

Se han aislado una amplia variedad de compuestos bioactivos de muchas especies de
hongos comestibles, como terpenoides, esteroides, acidos grasos, proteinas, lectinas,
proteoglucanos y polisacéridos. También se han reportado propiedades medicinales, o
se han obtenido determinados compuestos antivirales, antitumorales, antibioticos,
hipocolesterolémico e inmunomoduladores. Las principales moléculas aisladas de

diferentes cepas del género Pleurotus han sido, sin embargo, polisacaridos (Cohen y
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col., 2002). La pared celular de Pleurotus contiene quitina, hemicelulosa, glucanos,
mananos y, especialmente, B-glucanos ramificados no celuldsicos, los cuales tienen
propiedades benéficas para la salud. La actividad biolégica de tales polisacéaridos
depende especificamente del enlace quimico y la estructura de los grupos que forman
la cadena y del grado de ramificacion (Chen y Seviour, 2007). Los B-glucanos de
hongos parece que son efectivos inmunomoduladores, y tienen un efecto positivo

sobre el cancer y varias bacterias infecciosas (Vetvicka e Yvin, 2004).

Pleurotus ostreatus pertenece a los organismos degradadores de lignina. Se ha
reportado que su sistema ligninolitico esta compuestos por: Manganeso peroxidasas
(MnP), Veratril alcohol oxidasas (VA) y lacasas (Tabla 2). Este hongo no produce
lignina peroxidasas. Las enzimas oxidativas (lacasas y MnP) pueden catalizar la
formacion de radicales intermediarios de lignina de alto eso molecular, pero estos
intermediarios pueden re-condensarse, cambiando el curso de la reaccion. Se ha visto
gue la prevencion de la re-polimerizacion se logra por la reduccién de la formacién de
radicales libres. Este proceso de reduccion se lleva a cabo, en oxidasas tales como
VA, por algunos nucleoétidos dependientes de adenina y flavina (Marzullo y col., 1995).
Las lacasas y MnP oxidan residuos fendlicos de lignina, mientras que la lignina
peroxidasa (LiP) oxida residuos no fendlicos, compuestos aromaticos de alto potencial
redox que incluyen al alcohol veratrilico. Sin embargo, Pleurotus es capaz de oxidar
este tipo de sustratos mediante la actividad de las lacasas y la presencia de
compuestos que funcionan como mediadores. Ruiz-Duefias y col. (2001), reportaron
una enzima llamada peroxidasa versatil (VP) en Pleurotus, la cual combina las
propiedades cataliticas de las dos peroxidasas (MnP y LiP) y puede oxidar los
sustratos tipicos de ambas enzimas. Se ha reportado que la VA incrementa la
capacidad de la LiP (Tabla 2) para oxidar sustratos de alto potencial redox y fenoles
(tendria por lo tanto el papel de un mediador redox o enzima estabilizadora, aunque
su contribucion sigue siendo controversial); la VA no incrementa sin embargo la
oxidacion de los sustratos de la VP, la cual es capaz de oxidar compuestos que no

son oxidados por la LiP en ausencia de la VA.
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Tabla 2. Caracteristicas de los dos grupos principa  les de enzimas ligninoliticas de hongos de pudricio n blanca.
Tipo de | Reaccion Cofactor' | Metales o | Mediadores Subunidad | T opt | pH opt | Localizacién® | Glicosilacién® | Referencia
enzima iones” y PM (kDa) | ()
Fenol 4bencenodiol+0O, N/A ca’*, Cd*, | Fenol, Monomeéric | 20-80 2-10 Intracelular y | Si Wesenberg
oxidasas = 4benzo- cu®, H,0, | anilinas, 3-|a (43-100), extracelular y col., 2003;
(lacasas) semiquinonas+2 Imidazol, K*, | HAA, dimérica, Claus, 2004;
H,O K>SOy, siringaldazina | triméricas u Baldrian,
Mn?", hidroxibenzot | oligomérica 2006 y
Na,SO,, riazol y ABTS | s Hilden y col.,
(NH4),S0O4 2009
Peroxidasas
a) LiP 1,2-bis(3,4- Hemo Hierro Alcohol Monoméric | 35-55 1-5 Extracelular | Si Wesenberg
dimetoxifenil) veratrilico a (37-50) y col., 2003;
propano-1,3-diol + Asgher y
H,0, = 3,4- col., 2008 y
dimetoxibenzaldeh Anderson y
ido + 1-(3,4- col., 2008
dimetoxifenil)etan
0-1,2-diol + H,O
b) MnP 2Mn(ll) + 2H" + | Hemo ca”’, cd”, | Acidos Monoméric | 30-60 | 2.5- Extracelular | Si Wesenberg
H,0, = Mn?*, Sm*" | organicos a (32-62.5) 6.8 y col., 2003;
2Mn(lll) + 2H,0 como Mai y col.,
quelatos, 2004;
tioles, acidos Johansson y
grasos col.,, 1993 y
insaturados Baborova y
col., 2006
c) VP donador + H,O, = | Hemo Mn?*, Cca”, | Alcohol Monoméric | N/D 3-5 Extracelular Si Champagne,
donador oxidado + cu®, hierro | veratrilico, a 2007; Wei y
2H,0 compuestos col., 2009 y
mediadores Camarero y
similares de col., 1999
LiP y MnP

"Reaccion General. °Las enzimas de las diferentes especies pueden variar en su necesidad de metales o iones. °Las lacasas de hongos son principalmente extracelulares pero se han
encontrado en el citoplasma o intracelulares principalmente en plantas y bacterias. “La glucosilacién varia entre las diferentes enzimas lignoliticas de hongos. N/A: No aplicable. N/D: No

determinado
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1.2. Lacasas

Las lacasas (benzenodiol: oxigeno oxido-reductasas, E.C. 1.10.3.2) pertenecen al
subgrupo mas numeroso de las multicobre azul oxidasas (MCO), las cuales utilizan la
capacidad redox de los iones de cobre para catalizar la oxidacién de un amplio rango
de sustratos aromaticos junto con la reduccion de oxigeno molecular a agua (Solomon
y col., 1996). Se han reportado aproximadamente 200 tipos de oxidasas, aunque solo
seis de ellas son capaces de catalizar este tipo de reaccién con el oxigeno: citocromo
C oxidasa, lacasas, L-ascobato-oxidasas, ceruloplasminas, bilirrubina-oxidasa vy
fenoxazinona sintetasa (Giardina y col., 2010). Las lacasas de hongos son
principalmente inducibles y extracelulares. Son glicoproteinas con un contenido de
carbohidratos del 10-30%; el papel del componente glucidico comprende la
estabilizacion de los sitios de union del cobre, dirigir la secrecion de las proteinas,
proteccion contra la protedlisis y mejorar la termoestabilidad (Rodger y col., 2009). En
forma activa son holoenzimas y utilizan al cobre como cofactor, el intervalo de la masa
molecular estd aproximadamente entre 50 y 100 kDa y su punto isoeléctrico (pl) esta
entre 3-6. El pH 6ptimo de actividad varia de 3-6, dependiendo del sustrato, y son
estables a temperaturas de entre 50-60 °C (Record y col., 2002). Estas enzimas son
generalmente monomeéricas o0 raramente homo- Yy heterodiméricas o homo-
tetraméricas (Hoegger y col., 2006). El sitio catalitico esta bastante conservado en
muchas especies, aunque en algunos casos el resto de la estructura de la enzima
muestra una amplia diversidad.

Catalizan la eliminacion de un atomo de hidrogeno en los grupo hidroxilo de las
posiciones artho y para, sustituyendo sustratos monofendlicos, polifendlicos y aminas
aromaticas por eliminacion de un electron para formar radicales libres capaces de
despolimerizarse, repolimerizarse, metilarse o formar quinonas (Figura 2) (Abadulla y
col., 2000). El producto inicial tipicamente es inestable y puede sufrir una segunda
oxidacion catalizada enzimaticamente (conversion de fenol a quinonas) o una reaccion
no enzimatica (como la hidratacion o desprotonizacion) y/o puede participar en una

reaccion de polimerizacion, originando un producto amorfo insoluble como la
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melanina. Las lacasas catalizan, pues, reacciones de polimerizacion y de
depolimerizacion. Estas Ultimas se originan porque la oxidacion de algunos
compuestos fendlicos puede resultar en el rompimiento de un alquil areno, aunque
depende mucho de la naturaleza del fenol y de las condiciones de la reaccion
(Schoemaker, 1990). Las lacasas pueden operar como una bateria de
almacenamiento de electrones a partir de las reacciones individuales de oxidacion,

con el propdsito de reducir oxigeno molecular (Thurston, 1994).

Lig
HQ—OH J— OH i
Rompimiento
aryl alkyl
0

Lig Fennxl Acoplamiento de
—0) Formacién de grupe radicales
carboniles C
*  Polimerizacion y formacion
de gquinonas
OCH,
OH

Figura 2. Reaccion catalizada por lacasas sobre los compuestos fendlicos

1.2.1 Distribucion y papel fisiologico de las lacasas

Estas enzimas estdn ampliamente distribuidas en la naturaleza, se encuentran en
plantas, hongos, bacterias y en algunos insectos (Palonen y col., 2003). La funcién
biolégica de las lacasas no esta clara, y al parecer varia dependiendo del tipo de
organismo. El primer reporte de lacasas, en 1883, fue en la savia de Rhus vernicifera,

arbol de la laca japonés, del cual se deriva su designacion como lacasas. Estas
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enzimas se han descrito en numerosos organismos del reino vegetal: en el 4amo
(Ranocha y col., 1999), tabaco (De Marco y Roubelakis-Angelakis, 1997) y durazno,
entre otros. La funcién fisiolégica reportada de las lacasas en las plantas ha sido la
sintesis de lignina y se han encontrado en el xilema, donde probablemente oxidan
monolignoles en la primera etapa de la lignificacion (Gavnholt y Laesen, 2002);
también al parecer estan involucradas en la recuperacion de hojas dafiadas (De
Marco y Roubelakis-Angelakis, 1997). La determinacion y purificacion de las lacasas
en las plantas es a menudo dificil, porque el extracto crudo contiene un gran numero
de enzimas de tipo oxidativo, con amplia especificidad de sustrato (Ranocha y col.,
1999).

La primera lacasa bacteriana descrita fue la de Azospirillum lipoferum (bacteria
nitrificante), y estd involucrada en la pigmentacion de la célula utilizando los
compuestos fendlicos y/o el transporte de electrones (Alexandre y col., 1999). Bacillus
subtilis produce una lacasa que participa en la producciéon de pigmentos de la cubierta
de la espora, protegiéndola de factores de estrés tales como la radiacién UV o el
peroxido de hidrogeno (Martins y col., 2002). Las lacasas bacterianas se encuentran
como proteinas intracelulares o periplasmicas (Claus, 2003), como es el caso de la
lacasa caracterizada en Sinorhizobium meliloti, una proteina periplasmicas que
presenta una masa molecular de 45 kDa (Rosconi y col., 2005). Como ejemplos de
lacasas bacterianas intracelulares se pueden citar las de Azospirillum lipoferum
(Diamantidis y col., 2000), Marinomonas mediterranea (Solano y col., 1997) y Bacillus
subtilis (Martins y col., 2002). En estos casos, las células bacterianas podrian usar las
lacasas como una estrategia para hacer frente a subproductos toxicos originados
durante el metabolismo. De hecho, se ha propuesto la hipotesis de que el
reordenamiento del sistema de transporte de electrones es una via por la cual las
células que presentan actividad de lacasas se adaptan a las quinonas enddgenas
sustituidas, generadas como productos de la reacciéon catalizada por las enzimas. La
pérdida de actividad del citocromo-C oxidasa y la adquisicion de la resistencia a las
guinonas analogas ha sido demostrada en especies de A. lipoferum (Alexandre y col.,
1999). En plantas y hongos, la localizacion extracelular de las enzimas ayuda a evitar
problemas generados por las especies reactivas, tales como semi-quinonas y
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quinonas, que se forman mientras se oxidan sustratos aromaticos por accion de las

lacasas.

Los estudios de las lacasas en insectos han sugerido que participan en la

esclerotizacion y pigmentacion de la cuticula (Arakane y col., 2005).

La mayoria de las lacasas caracterizadas son de origen fungico, principalmente de
hongos de pudricién blanca, los cuales son eficientes degradadores de lignina. Los
hongos productores de lacasas pertenecen a los ascomicetos, deuteromicetos,
basidiomicetos y hongos celuloliticos. Algunos ejemplos son Neurospora crassa
(Froehner y Eriksson, 1974), Phlebia radiata (Niku-Paavola y col., 1988), Trametes
versicolor y Coriolus polyporus (Rogalski y col., 1991), Phanerochaete chrysosporium
(Gold y Alic, 1993), Pycnosporus cinnabarinus (Eggert y col., 1996), Chaetomium
thermophilum (Chefetz y col., 1998) y Coprinus cinereus (Schneider y col., 1999). Los
diferentes niveles de degradacion de la lignina, con respecto a otros compuestos de la
madera, dependen de las condiciones ambientales y de la especie del hongo
involucrado, ya que se ha demostrado que la maquinaria enzimatica de cada uno de

ellos es diferente (Palmieri y col., 1997).

Se han reportado funciones de las lacasas en distintos procesos celulares fangicos,
como morfogénesis, produccion de pigmentos, patogenesis y virulencia (Eggert y col.,
1998), en la degradacién (lignina o eliminacion de fenoles toxicos). La eliminacion de
compuestos toxicos se puede hacer promoviendo la polimerizacion, antes de que
estos compuestos entren a la hifa. En Aspergillus nidulans se han reportado dos
isoformas de lacasas, y ambas al parecer estan involucradas en la sintesis de los
pigmentos de color verde de los conidios. En los hongos Daldinia concentrica y
Lentinula edodes participan en la formacion del cuerpo fructifero, asi como en la
formacion de pigmentos extracelulares acoplados a la polimerizacion oxidativa de los
componentes de la pared celular, fortaleciendo la union entre célula y célula (Leatham
y Stahmann, 1981). En Agaricus bisporus las lacasas se acumulan durante el
crecimiento vegetativo, en forma paralela con el micelio, pero se inactivan
rapidamente al iniciar la formacion del cuerpo fructifero. Por ello se las ha involucrado
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con el crecimiento invasivo del hongo para la hidrdlisis de la lignina, y asi dejar
diponible a la celulosa y hemicelulosa (Ainsworth y Rayner, 1991). En Trametes
versicolor y Pycnoporus cinnabarinus participan en la degradacion de la lignina, donde
las lacasas oxidan las subunidades fendlicas de la misma (Thurston, 1994). En
Armillaria mellea, un hongo fitopatdgeno, la lacasa se ha asociado con la formacién de
los rizomorfos (cadenas de micelio formadas por un gran numero de hifas), ya que se
propuso que las lacasas forman una cola de polifenoles que permite mantener juntas
las hifas (Rehman y Thurston, 1992). Son también importantes como factor de
virulencia, ya que en Botrytis cinerea (moho gris de la uva) se ha reportado que el
papel de la enzima esta relacionado con la defensa contra metabolitos toxicos
producidos por la planta. También son importantes para la patogénesis en
Cryphonectria parasitica (Rigling y Van Alfen, 1993).

1.2.2 Estructura y mecanismo catalitico de las laca  sas

Se ha sugerido que el mecanismo de accidn que presentan las lacasas depende de la
funcibn que requiera la célula, de su localizacion en la misma (si son de tipo
intracelular o extracelular) y del tipo de célula que las produce, pudiendo incluso llegar
a presentar diferentes sitios de unidn para sustratos diferentes (Sharma y Kuhad,
2008). Las lacasas usualmente contienen cuatro atomos de cobre por mondémero,
unidos a tres sitios redox (T, T2 y T3, con un par de atomos de Cu, esquema “b” en la
Figura 2). Los cuatro atomos de Cu difieren entre si por sus caracteristicas de
resonancia paramagnéticas (EPR) (Tabla 3). Para la actividad catalitica se necesitan
un minimo de cuatro atomos de Cu por proteina activa. El sitio T; esta ligado a dos
histidinas imidazol y un grupo sulfhidrico de cisteina, que forma una estructura
trigonal. Este cobre puede ser remplazado por iones de mercurio o cobalto. Los
cobres T, y T3 forman un sitio de unién trinuclear, el cual es responsable de la union
del oxigeno y la reduccion a agua. El cobre T, esta coordinado por dos histidinas y el
par de cobre T3 por seis histidinas (esquema “a” en la Figura 3). El fuerte
acoplamiento anti-ferromagnético entre los dos atomos de cobre del sitio T3 se
mantiene por un puente hidroxilo (Claus, 2003).
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Figura 3. Estructura del sitio activo de las enzimas lacasas (a) aminoacidos presentes
y (b) Dominios 1, 2, y3.

Tabla 3. Caracteristicas de los tipos de cobre de| as lacasas de hongos.

Cu | Culprot | Sefial de EPR* | Caracteristica Coordinacion Funcién
T, 1 + Para- | Cobre azul, abs 610 nm | 2 Hys, 1 Cys, | Oxidacion del
magnético (oxidacién), potencial | 1 Leu sustrato,
redox +785 mV transferencia de
electrones
T, 1 + Para- | Cobre no azul (afinidad a | Centro Re-oxidacion de T1 y
magnético azida, fluoruro, cianuro) trinuclear activacion del
oxigeno molecular
Ts 2 - Par de cobre, | 8 Hys Captacion
Dia-magnético absorbancia a 330 nm reduccion del O, por
(oxidacién) oxidacion enzimatica

* Resonancia paramagnética

El cobre T,, esta involucrado en la eliminacion de electrones por la reduccion del
sustrato (donador de electrones), con la subsecuente transferencia de electrones al
sitio T,/Ts. EI mecanismo de la transferencia de electrones y la reduccion del oxigeno
a agua aun no han sido totalmente aclarados, sin embargo se ha propuesto un
esquema (Figura 4) para explicar el mecanismo a partir de los datos cinéticos y
estructurales disponibles (Shleev y col., 2004). En el ciclo catalitico, el sustrato es
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reducido en el sitio Ty, y el electrén es transferido al sitio trinuclear. Se han propuestos
dos mecanismos de reduccion del sitio trinuclear: los sitios Ty y T, reducen el sitio T3
("a” en la Figura 4) o cada cobre en el sitio trinuclear se reduce secuencialmente por
transferencia de electrones desde el sitio T; (*b” en la Figura 4), en el caso de que el
sitio T3 no actuara como aceptor de dos electrones. La disminucion lenta del
intermediario nativo conduce a la forma totalmente oxidada. En esta forma, el sitio T,
puede ser reducido por el sustrato, pero la transferencia de electrones hacia el sitio
trinuclear es demasiado lenta como para que la enzima sea cataliticamente activa
(Solomon vy col., 1996).
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Figura 4. Ciclo catalitico de lacasas mostrando el mecanismo de reduccién y oxidacion
de los sitios de cobre (adaptado por Shleev y col., 2004).

1.2.3 Secuencia de Lacasas

El analisis de las secuencias reportadas de varias lacasas de hongos, tras realizar

alineamientos multiples de las secuencias de mas de 100 lacasas, dié como resultado
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la identificacion de cuatro regiones (L1-L4), que son Utiles para la identificacion de las
lacasas y que permiten poder distinguirlas dentro de la amplia gama de las muy
conservadas MCOs (Figura 5a) (Kumar y col., 2003). Los 12 aminoacidos que actian
como sitio de unién del cobre se encuentran dentro de las cuatro regiones
conservadas, de las cuales L2 y L4 coinciden con las secuencias de union de cobre
reportadas anteriormente para MCOs, mientras que L1 y L3 son sitios distintivos de
union de cobre para las lacasas. Por otra parte, en las zonas de union del sustrato se
identificaron (mediante la superposicién de estructuras 3D de las proteinas) cuatro
regiones a las que se les ha llamado loops (bucles), nombradas como I, Il, lll y IV
(Figura 5b). En la Figura 4 se muestra un ejemplo de alineamiento donde se observan
las regiones L1-L4 y las regiones de unién del sustrato de los siguientes organismos:
Coprinus cinereus Lac-Cc (CcL1A65) (Ducros y col., 1998), Trametes versicolor Lccl
(TVL1GYC) (Piontek y col., 2002) y LaclliB (TvL1KYA) (Bertrand y col., 2002),
Rigidoporus lignosus R/L (R1G1V10) (Garavaglia y col., 2004), Lentinus tigrinus LtL
(LtL2QT6) (Ferraroni y col., 2007) y Trametes trogii TtL (TtL2ZHRG) (Matera y col.,
2008).

Proteina | L1 L2 L3 14

TvL1KYA | “HWHGFFQEGTNWADGPAFINQCPI | ‘™GTFWYHSHLSTQYCDGLRGPF | ***HPFHLHGH | *’GPWFLHCHIDFHLEAGFAVVF
TvLIGYC | “HWHGFFQAGTNWADGEAFVNQCPI | "“GTFWYHSHLSTQYCDGLRGEF | **"HEFHLHGH | “'GEWFLHCHIDFHLEAGFAIVE
R1G1V10 | “HWHGFFQAGTTEMDGPAFVNQCPT | ‘™GTYWYHSHLSTQYCDGLRGAF | ***HPFHLHGH | “**GPWFLHCHIDWHLEAGLAVVF
CeL1A65 | “HWHGLFQRGTNWADGADGVNOCEI | ‘GTFWYHSHFGTQYCDGLRGEM | ***HPFHLHGH | “*GPWFFHCHIEFHLMNGLAIVF
LtL2QTé | “HWHGFFOKGTNWADGPAFINQCPI | ‘**GTFWYHSHLSTQYCDGLRGPF | ***HPFHLHGH | “**GPWFLHCHIDFHLDAGFAVVM
TtL2BRG | “HWHGFFQEGTNWADGPAFVNQCPI | *“*GTFWYHSHLSTQYCDGLRGPI | **HPFHLHGH | "'GPWFLHCHIDFHLEAGFAVVM

b

’ Loops de union del substrato
Proteina
Loop 1 Loop IT Loop II Loop IV
TvL1KYA | *'AAK--LG--PA--FPLG | *'*LSCDPNY |*™ANP-=--- NFGNVG=--=F | *°FNFNGTINF--FI | *FPATAAAPGAP | ‘**HIDFHLEAGF
TvL1GYC | *MAaR—-1G-——PR——FPLG | *™ISCcDPNY | **ANP———- NFGTVG———-F | *"FNFNGTNF—FI | *“¥LPATALAPGAP | **“*HIDFHLEAGE
R1G1V10 | *'5LST--VLFPNPMEAPPA | ***TSCFPNY | **°ANP----- SNGRNG----F | **IGRNATTADFTI |3*IP----- GGGN | ***HIDWHLEAGL
CeL1A65 | *'TpPAP--8I----- QGRAD | *“LSCDPNW | **'aQP--——- NKGRNGLAGTF | ““LGFSGGRF--TI | **'VP--2GVLGGP | “**HIEFHLMNGL
LEL2QT6 | “*'VAAK--LG--PR--FPKG | *"*LSCDPNY | *¥aNP----- WFGTTG----F | ***FNFDGTNF--FI |***FPATTAAPGAP | **’HIDFHLDAGE
TLL2BRG | *'LAAK--VG--5P-VPT-A | *’LSCDENH | **ALP--——- NSGTRM----F | ***FGFAGGKF--TI | **LPATAAAPGFP | “*'HIDFHLEAGF

Figura 5. Comparacion de las secuencias de lacasas (a) y de loops de union del
sustrato (b) de las lacasas con estructura tridimensional disponible (Giardina y col.,
2010).

Para ascomicetes la Unica estructura 3D que se ha reportado es la de Melanocarpus

albomyces. Hakulinen y col. (2002), reportaron la estructura de la enzima nativa MaL

29



(MaL1GWO) y Hakulinen y col. (2008), reportaron la estructura de la enzima
recombinante rMaL (rMaL2Q90) que fue expresada en Trichoderma reesei. Se ha
observado que la mayoria de las lacasas presentan una estructura molecular
organizada en tres dominios, estructura que también se ha reportado en unas
proteinas pequefias de cobre tales como las azurinas y plastocianinas, que se les
denomina MCOs, tal como las ascorbato oxidasa y ceruloplasmina de mamiferos
(Giardina y col., 2010).

1.2.4 Importancia industrial

Las lacasas son biocatalizadores utiles para una amplia gama de aplicaciones
biotecnoldgicas, debido a su alta y no especifica capacidad de oxidacion y a que
utiliza facilmente el oxigeno molecular como aceptor de electrones. Se aplica
eficientemente en la deslignificacion de la pulpa y bioblanqueamiento en la industria
de elaboracion de papel (Bajpai, 1999), en el tratamiento de aguas residuales de
plantas industriales (Duran y Esposito, 2000), para la modificacion enzimética de
fibras y decoloracion en la industria de colorantes o textiles (Abadulla y col., 2000), en
la remocion enzimética de compuestos fendlicos en bebidas y jugos de fruta
procesados (Minussi y col., 2002), como biosensores y en la produccién de biodiesel
(Amir y col., 2009). Se utilizan también para la clarificacion de vino (eliminacién de
compuestos fendlicos) y analisis de drogas (para distinguir morfina de codeina)
(Mayer y Staples, 2000). Otra aplicacion ambiental es en la biorremediacion de suelos
contaminados, ya que las lacasas tienen la capacidad de oxidar contaminantes
organicos toxicos como hidrocarburos policiclicos arométicos y clorofenoles. Para esta
aplicacion, el suelo es inoculado con el hongo productor de las lacasas, debido a que
utilizar la enzima aislada no es econémicamente factible para la descontaminacién de

suelos a gran escala.
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1.3 Fermentacion

Se ha definido fermentacion como al cambio quimico sufrido por ciertas sustancias
organicas a causa de enzimas microbianas, generalmente con desprendimiento de
gases. El término se deriva del verbo latino fervere, ebullicion. La apariencia de
ebullicion se debe a la produccién de burbujas de diéxido de carbono, causado por el
catabolismo anaerdbico de los azucares presentes en el extracto. Desde el punto de
vista bioquimico, la fermentaciébn es aquel conjunto de reacciones catabolicas
productoras de ATP en las cuales moléculas organicas actian como donadores

primarios de electrones y como aceptores finales de los mismos (Lehninger, 1979).

La fermentacion sélida (FMS) es un proceso microbiano que se desarrolla en la
superficie y en el interior de una matriz sélida (Lonsane y col., 1985), matriz que tiene
la propiedad de absorber o contener agua, con o sin nutrientes solubles. Los
materiales solidos pueden ser biodegradables (almiddn, celulosa) o no biodegradables
(poliuretano). El crecimiento de los microorganismos en FMS requiere que éstos
crezcan sobre un soporte que difunda nutrientes, bajo una atmésfera gaseosa
(Viniegra-Gonzalez, 1997). Se pueden distinguir dos tipos de FMS, dependiendo de la
naturaleza de la fase soélida utilizada: se puede utilizar una fase sélida constituida por
un material que asuma, simultdneamente, la funcion de soporte y fuente de nutrientes
(este material es generalmente de naturaleza amilacea y lignoceluldsica) o un soporte
inerte que sirva como reservorio para una solucion nutritiva. La capacidad de
retencion de agua es de primordial importancia en la seleccion de un soporte de este
dltimo tipo. La FMS ha sido usada desde la antigledad para la preparacion de

alimentos fermentados, ensilajes y compostaje.

Ambos sistemas de cultivo son utilizados para aplicaciones industriales como:

1. Produccion de micelio de hongos comestibles y de hongos utilizados como
agentes saborizantes aromaticos naturales (Lomascolo y col., 1999).

2. Produccién de alimentos fermentados por hongos (Mukhopadhyay y col., 2005).
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3. Produccion de semilla para el cultivo de cuerpos fructiferos (Kananen y col.,
2000)

4. Produccion de quimicos especializados incluyendo polisacéridos solubles en
agua (Ooi y Liu, 1999), vitaminas, enzimas (Rogalski y col., 2006), acidos
organicos (Wang y McNeil, 1995).

5. Produccion de compuestos terapéuticos tales como antibidticos, agentes
anticancerigenos (Daba y Ezeronye, 2003), agentes antifungicos (Liu y Wang,
2007)

6. Procesos con el objetivo de reciclar desechos industriales y agroindustriales
(Elissetche y col., 2006; Revankar y Lele, 2007).

Por otro lado, la fermentacion sumergida o liquida (FML) involucra el crecimiento de
microorganismos en un medio liquido rico en nutrientes y con una alta concentracion
de oxigeno (condiciones aerdbicas). La produccién industrial de enzimas se realiza
principalmente en FML. El modelo de crecimiento en cultivo liquido usualmente da
como resultado un crecimiento descontrolado del micelio, por lo que la extension de la
biomasa tiene un fuerte efecto sobre la transferencia de masa, el metabolismo y la

secrecién del producto.

La FMS ha tenido mayor interés para la investigacion desde que varios estudios han
mostrado mayor produccion de producto por este sistema (Tabla 4); particularmente
ha mostrado ser un medio muy adecuado para la produccion de enzimas por hongos
filamentosos, ya que reproduce las condiciones bajo las cuales estos hongos crecen

en la naturaleza (Pandey y col., 2000).
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Tabla 4: Caracteristicas de FML y FMS.

FML

FMS

Esterilizacion por calor y control aséptico

Tratamiento por vapor, condiciones no
estériles

Altos volimenes de agua consumidos y
desechados a efluentes

Baja demanda de agua

Facil control de temperatura

Baja capacidad de transferencia de
calor

Presenta represion catabdlica

Represion catabolica significativamente
baja o no la presenta

Utilizacion de sustratos solubles

Utilizacion de soportes inertes o
sustratos insolubles, Reciclamiento de
desechos agroindustrial

Facil homogeneizacion

Condicion estatica

Modificacion del ambiente de los | Simulacién del ambiente natural

organismos

Alto consumo de energia Bajo consumo de energia

Gran volumen y alto costo de tecnologia Bajo volumen y bajo costo de
tecnologia

Concentracion con respecto a | Concentracién con respecto  a

sustrato/producto de 30-80 g/L

sustrato/producto de 100-300 g/L

Los medios no requieren
tratamiento

un pre-

Los sustratos requieren pre-tratamiento
(hidratacion, tamafio de particula,
lavados para eliminar residuos)

Determinacion y obtencion de biomasa
sencillos

Determinacion y obtencion de biomasa
dificiles

(Pandey y col., 2000).
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2. ANTECEDENTES

Varios trabajos han sostenido la hipotesis de que las familias de lacasas pueden tener
diferentes papeles en el ciclo de vida del organismo (Solé y col., 2008). Por ejemplo,
la transcripcion de los genes Iccl y Icc2 en Trametes sp y el basidiomicete 1-62 son
inducible en las diferentes etapas de crecimiento: Iccl es expresado en los estados
iniciales de crecimiento y Icc2 sélo en la fase estacionaria (Mansur y col., 1998). En A.
bisporus y Lentinula edodes incubados sobre medio solido, la expresion de lacasas se
encontré principalmente durante el estado de colonizacién y disminuyd durante la
fructificacion (Ohga y col.,, 1999; Ohga y Royse, 2001). Este perfil de expresiéon
concuerda con la participacion de la actividad de lacasas en la bioconversion de la

lignina, que es necesaria en las primeras etapas para la colonizacién del sustrato.

El estudio de las lacasas se ha realizado en muchos organismos, determinandose las
isoformas expresadas y sus propiedades fisicoquimicas, y caracterizandose cada una
de las isoenzimas encontradas para posteriormente ser utilizadas en procesos de
biorremediacion. Las lacasas son producidas por diferentes hongos y son secretadas
en multiples isoformas, dependiendo de la especie de hongo y de las condiciones de
desarrollo en que se encuentre (Giardina y col., 1999). Se ha determinado el peso
molecular mediante SDS-PAGE, y la diferencia entre lo previsto por la secuencia del
péptido y el valor experimental (tipicamente del 10-30% del total del peso molecular)
es debida a la glicosilacion, implicada en la proteccion contra la protedlisis (Galhaup y
col., 2002). Saloheimo y col. (1991) reportaron una isoforma de lacasa de Phlebia
radiata con una masa molecular aparente de 64 kDa (estimada por SDS-PAGE).
Heinzkill y col. (1998), reportaron varias lacasas de hongos de la familia Coprinaceae:
la de Polyborus pinsitus presenté una masa molecular de 66 kDa y la masa molecular
de las lacasas de Panaeolus sphinctrinus, Panaeolus papilionaceus y Coprinus friesii
fue de 60 kDa, con un punto isoeléctrico (pl) de alrededor de 3.5. Fukushima y Kirk
(1995) encontraron dos isofomas de lacasa en Ceriporiopsis subvermispora, con
masas moleculares de 71y 68 kDa, pl de 3.4 y 4.8 y actividad en un rango de pH de 3

a 4 y de 3 a 6, respectivamente. Trametes pubescens secreta varias isoformas de

34



lacasas, pero Galhaup y col. (2002) sOlo caracterizaron una, la cual presenté una
masa molecular de 65 kDa (Tabla 5). Chefetz y col. (1998) reportaron una lacasa en
Chaetomium thermophilium que presenté un masa molecular de 77 kDa y un pl de
5.1. La enzima fue estable a un pH de 5-10 y durante una hora a una temperatura de
70 °C. En Monocillium indicum se reportd una lacasa de peso molecular 100 kDa, en
Aspergillus nidulans de 110 kDa y en Agaricus bisporus de 100 kDa (Thurston, 1994).
En Lentinula edodes (shiitake, segundo hongo comestible mas importante a nivel
mundial; Sanchez, 2004), Kofujita y col. (1991) reportaron una lacasa con una masa
molecular de 66 kDa. Posteriormente, Nagai y col. (2002) aislaron una lacasa con una

masa molecular de 72.2 kDa, un pl de 3 y una temperatura 6ptima de 40 °C.

En Pleurotus ostreatus se han realizado varios trabajos con la finalidad de aislar y
purificar las isoformas de lacasas. La masa molecular de POXA2 fue de 67 kDa, un pl
de 4; esta isoforma mostré baja estabilidad a la temperatura (25-35 °C) y presento
cuatro &tomos de cobre por molécula (Palmieri y col., 1997). Giardina y col. (1999)
purificaron otra isoforma de lacasa en un cultivo suplementado con sulfato de cobre,
denominada POXAlb, con una masa molecular de 62 kDa, un pl de 6.9 y cuatro
atomos de cobre por molécula; ademéas mostré un alta estabilidad al pH alcalino.
Hublik y Schinner (2000) purificaron otra isoforma de P. ostreatus (cepa RK 36) en un
cultivo en presencia de acido ferulico; esta isoforma presenté una masa molecular de
67 kDa, un pl de 3.6 y una temperatura Optima de 50 °C. Palmieri y col. (2003),
encontraron otras dos isoformas de lacasa en un cultivo suplementado con cobre,
denominadas POXA3a y POXA3b (Tabla 5). Ambas isoenzimas estan constituidas por
una subunidad grande de 67 kDa y una subunidad pequefia de 18 6 16 kDa (esta
heterogeneidad es debida la presencia o ausencia de una parte glicosidica), con un pl
de 4.1y 4.3, respectivamente. Tlecuitl-Beristain y col. (2008) purificaron una isoforma
de lacasa de la cepa ATCC-32783 con una masa molecular de aproximadamente 43.7
kDa y un pl de 2.27, con un rango amplio de actividad a diferentes valores de pH (2 a
8) y temperatura (20-60 °C). Se ha reportado que este hongo carece de lignina

peroxidasa, indicando que probablemente la presencia de varias isoformas de lacasas
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se debe a que son las involucradas en la biodegradacion de la lignina y que cada una

de esas lacasas tiene un papel importante (Gochev y Krastanov, 2007).

Muchas de las lacasas anteriormente mencionadas se les conocen como lacasas
azules, debido a la coloracion que les confiere la presencia de los cuatro &tomos de
cobre. Sin embargo se han reportado lacasas amarillas, cuyo nombre deriva de que
no presentan los cuatro atomos de cobre. Se han purificado en Gaeumannomyces
graminis que es un ascomicete fitopatbgeno (Edens y col.,, 1999), en Agaricus
bisporus D621 (Wood., 1980), Schizophyllum commune (Vries y col., 1986), Panus
tigrinus, Phlebia radiata (Leontievsky y col., 1997a), Phellinus ribis (Min y col., 2001) y
P. ostreatus D1 (Pozdnyakova y col., 2004; Pozdnyakova y col., 2006). Las lacasas
amarillas de Panus tigrinus y Pleurotus ostreatus D1 tienen la capacidad de oxidar
sustratos no fendlicos aromaticos en la ausencia de mediadores exdgenos, debido a
gue contienen uno enddégeno natural, contrario a lo que ocurre con las lacasas azules
(Leontievsky col., 1997b; Pozdnyakova y col., 2004; Pozdnyakova y col., 2006). Se ha
sugerido que las lacasas amarillas son el resultado de la unién de los productos
aromaticos generados por la degradacion de las lacasas azules sobre sustratos que
contienen lignina durante el crecimiento del hongo en condiciones de fermentacion
solida. Una consecuencia de esta modificacion puede ser la reduccion de los atomos
Culy Cu2 en el sitio activo de la enzima y, en consecuencia, la pérdida del color azul
(Leontievsky y col., 1997a). Aparentemente, la molécula modificada unida a la
apoenzima de la lacasa amarilla realiza la funcidon de mediador en la reaccion con

sustratos no fenolicos (Giardina y col., 2010).

Otro tipo de lacasas que han sido reportadas en Pleurotus ostreatus son las
denominadas lacasas blancas (Palmieri y col., 1997). La isoenzima POXAlw es una
enzima neutra que muestra alta estabilidad a pH y temperatura. Esta lacasa contiene
un atomo de cobre, dos de zinc y uno de hierro por molécula de proteina. También se
han purificado lacasas blancas en Pycnoporus sanguineus (Litthauer y col., 2007), de
Trametes hirsuta (Haibo y col., 2009) y Phlebia radiata BP-11-2 (Kaneko y col., 2009).

Estas lacasas oxidan el colorante alizarina rojo S, que es un hidroxi poliaromético, y el
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colorante rojo de metilo (compuesto no fendlico) en ausencia de mediador. Nakamura
y Go (2005) propusieron que el Cul puede ser reemplazado con Fe/Mn (perdiendo la
coloracion azul) y que el Cu3 puede ser remplazado con zinc, permaneciendo sélo el
cobre en el Cu2. Sin embargo falta conocer mas al respecto de ambos tipos de

enzimas.

La expresion de los genes de lacasa depende de las condiciones del cultivo, habiendo
sido reportado como un sistema regulado diferencialmente. La sintesis y secrecion de
las lacasas estan influenciadas por los niveles nutrimentales, condiciones de cultivo y
por la adicion de inductores (Faraco y col., 2003). Como ejemplo, el alto contenido de
nitrogeno en el medio induce la transcripcion de los genes de lacasas en el
basidiomiceto 1-62 (CECT 20197) (Mansur y col., 1998) y en Pleurotus sajor-caju
(Soden y Dobson, 2001). Al agregar cobre u otro ion como Mg**, Cd** o Hg?* también
se puede estimular la expresion de genes de lacasa (Scheel y col., 2000; Soden y
Dobson, 2001; Galhaup y col., 2002). Ciertos compuestos aromaticos con estructura
relacionada con la de los precursores de lignina (como 2,5-xilidina o acido ferdlico, por
ejemplo) también incrementan la transcripcion en Trametes villosa, Trametes
versicolor y Pleurotus sajor-caju (Yaver y Golightly, 1996; Collins y Dobson, 1997;
Soden y Dobson, 2001). Por otra lado, Trametes villosa y Pleurotus sajor-caju
presentan genes de lacasa de expresion constitutiva, lo que puede relacionarse con
las diferentes funciones fisiologicas de cada lacasa en los diferentes hongos (Yaver y
Golightly, 1996; Soden y Dobson, 2001). En Pleurotus sajor-caju se reportdé que
algunas de las lacasas que produce estan inducidas a nivel de transcripcion por los
niveles de la fuente de nitrdgeno: las isoenzimas lac2 y lac4 son reguladas
positivamente por el nitrégeno, mientras que la lacl y lac3 no se vieron afectadas
(Soden y Dobson, 2001).

Se ha sugerido que la induccion de los genes de lacasas por iones metdlicos y
compuestos fendlicos es resultado de la presencia de sitios especificos de regulacion
en la regién promotora de dichos genes. La region regulatoria rio arriba de varios de

los genes de lacasas contiene elementos de respuesta a metales (MRE), que también
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se han encontrado en la region promotora de las metalotioneinas, proteinas
involucradas en la homeostasis y detoxificacion de Zn y Cu en ciertos mamiferos
(Karahanian y col., 1998; Mansur y col., 1998; Giardina y col., 1999; Galhaup y col.,
2002; Faraco y col., 2003). Ademas, en las regiones promotoras de los genes de
lacasas se han encontrado posibles elementos de choque térmico (HSE), elementos
de respuesta a xenobidticos (XRE) y elementos de respuesta a antioxidantes (ARE)
(Saloheimo y col., 1991; Fernandez-Larrea y Stahl, 1996; Giardina y col., 1999; Soden
y Dobson, 2001; Galhaup y col., 2002).

El nimero de copias de los genes de lacasa es variable en los hongos y su
cuantificacion precisa es complicada, por la existencia de diferentes alelos de los
genes en el genoma, al ser diploides la mayoria de los hongos estudiados (Egger y
col., 1998).

Muchos genomas de hongos contienen mas de un gen de lacasas: Trametes villosa,
por ejemplo, contiene de dos a cinco genes, localizados en el mismo cromosoma
(Yaver y Golightly, 1996). En el hongo patégeno Rhizoctonia solani hay tres genes de
lacasas, que agrupan en un cluster de aproximadamente 11 kb (Wahleithner y col.,
1996). Coprinus cinereus posee ocho genes de laccasas (Yaver y col., 1999). En
Pleurotus erygii se han reportado dos y para Pleurotus ostreatus siete (Tabla 5)
(Giardina y col., 1995, 1996 y 1999; Palmieri y col.,, 1993, 1997 y 2003). La
caracterizacion de la familia de genes de lacasas se podria mejorar si se dispusiera de
la secuencia de los genomas de los hongos, algo que aun no esta disponible en
muchos de los casos. Un andlisis reciente del genoma de Pleurotus ostreatus ha
mostrado que hay aun genes de lacasas sin caracterizar, y se ha propuesto que
puede haber aproximadamente 12 de estos genes (Giardina y col., 2010). Por otra
parte, Pezzella y col. (2009), reportaron que en un fragmento genémico de 150 kpb
encontraron siete genes de lacasas en Pleurotus ostreatus. Una posible explicacion
de la presencia de diferentes isoformas en el genoma de un determinado organismo
seria la existencia de diferentes funciones fisioldgicas para cada una de ellas durante

el ciclo de vida de los hongos.
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Tabla 5. Proteinas y Genes reportados para lacasas.

Nombre Gen Proteina que codifica para el gen
Nombre EMBL Longitud | PM" pl Referencia
No Acc. (aa) (kDa)
Bacillus subtilis COtA U51115 513 65 7.7 Martins y col., 2002
Ceriporiopsis lcs-1 AY219235 | 519 79 3.6 Salas y col, 1995;
subvermispora Karahanian 'y col.,
1998
Coprinus cinereus lccl AF118267 | 539 63 3.7- Yavery col., 1999;
4.0 Schneider y col., 1999
Cryptococcus CNLAC1 | L22866 624 75 n.d.* | Wiliamson, 1994
neoformans
Gaeumannomyces LAC2 AJ417686 577 70 5.6 Edens y col, 1999;
graminis var. tritici Litvintseva y Henson,
2002
Marasmius quercophilus | lacl AF162785 | 517 62 3.6 Dedeyan y col., 2000
(Basidiomycete C30)
Myceliophthora lccl AR023901 | 619 80 4.2 Berka y col., 1997
thermophila
Neurospora crassa 2 alelos M18333-4 619 64 6.8 Germanny col., 1988
Phlebia radiata lacl X52134 548 64 3.5 Niku-Paavola y col.,
1990; Saloheimo vy
col,, 1991
Basidiomycete PM1 lacl 212156 517 64 3.6 Coll y col., 1993
(CECT 2971)
Podospora anserina lac2 Y08827 621 70 7-10 | Fernandez-Larrea vy
Stahl, 1996
Populus euramericana lac90 Y13772 574 90 9.2 Ranocha y col., 1999
Rhizoctonia solani lcc4 254277 530 66 7.5 Wahleithner 'y col,
1996
Streptomyces AB092576 | 631 73 n.d.* | Suzukiy col., 2003
lavendulae
Trametes pubescens lap2 AF414807 | 523 65 2.6 Galhaup y col., 2002
Trametes trogii lccl Y18012 496 70 3.3- Garzillo y col., 1998
3.6
Trametes versicolor Iccl L49376 519 67 n.d.* | Bourbonnais y col,
1995; Ong y col., 1997
Trametes versicolor lcc2 U44430 520 64 3.1- Cassland y Jonsson,
3.3 1999
Trametes villosa lccl L49377 520 63 3.5 Yaver y col., 1996
Trametes villosa lcc2 AY?249052 | 519 63 6.2- Yaver y col., 1996
6.8
Pleurotus ostreatus POXAlb | AJ005017 533 62 6.9 Giardina y col., 1999
Pleurotus ostreatus POXC Palmieri y col., 1993;
POX2 749075 533 59 3.3 Giardina y col., 1996
Pleurotus ostreatus POX1 Z34847.1 529 67 4.7 Giardina y col., 1995
Pleurotus ostreatus POXA1 61 6.7 Palmieri y col., 1997
POXAlw
Pleurotus ostreatus POXA2 67 4.0 Palmieri y col., 1997
Pleurotus ostreatus POXA3a | AJ344434 522 67+18 | 4.1 Palmieri y col., 2003
Pleurotus ostreatus POXA3b | AJ344434 522 67+16 | 4.3 Palmieri y col., 2003
Pleurotus ostreatus LACC12 55 kDa Letteray col., 2010

*n.d., No determinado. + Peso molecular determinado por SDS-PAGE.
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Un gen tipico de lacasa presenta aproximadadamente 500-600 aminoacidos y su
region codificante normalmente contiene 8-13 intrones, de aproximadamente 50-90 pb
de extension (Galhaup y col., 2002). Sin embargo, hay algunos genes de lacasas que
tienen solo un intrén, como ocurre en Neurospora crassa (Germann y col., 1998). En
el otro extremo, en el gen para la isoforma POX1 y POX2 de Pleurotus ostreatus se
han encontrado aproximadamente 19 intrones (Giardina y col., 1995; Giardina y col.,
1996). La presencia de un numero variable de intrones se ha considerado como un

indicador de la distancia evolutiva entre hongos basidiomicetos y ascomicetos.

El nivel de identidad de los aminoacidos entre las lacasas del mismo grupo
generalmente varia poco, Moussa (2009) reporta similitud de un 97 y 93 % entre una
lacasa de P. ostreatus con otras de la bases de datos (NCBI). Mientras que la
identidad entre lacasas de diferentes grupos esta por debajo del 40%. Los genes de
las lacasas yA y tilA del ascomiceto Aspergillus nidulans difieren significativamente de
otras secuencias de proteinas de lacasas (Aramayo y Timberlake ,1990; Scherer y
Fischer, 2001), puesto que el nivel de identidad de los aminoé&cidos fue del 30%. Las
lacasas de las bacterias Bacillus subtilis (Martins y col., 2002) y Streptomyces
lavendulae (Suzuki y col., 2003) presentaron un 47% de similitud entre si, pero difieren
mucho de las otras lacasas. Se han realizado alineamientos de genes de lacasas que
han sido caracterizados, como Trametes versicolor (Hunolstein y col.,, 1986),
Aspergillus nidulans (Aramayo y Timberlake, 1990), Coriolus hirsutus y Phlebia radiata
(Saloheimo y col., 1991), Trametes villosa y Neurospora crassa (Germann y col.,
1998) y se ha observado que presentan un alto grado de identidad (Faraco y col.,
2003).

Se ha encontrado que una cisteina y diez histidinas estan involucradas en la union de
los cuatro &tomos de cobre encontrados en la mayoria de las moléculas de lacasas,
aminoacidos que se conservan alrededor de las cuatro regiones en las cuales el cobre
se encuentra agrupado (Thurston, 1994). En P. ostreatus se ha reportado una
isoforma que es un heterodimero, la POXA3. Su subunidad grande esta claramente

conservada, con respecto a las otras lacasas fungicas conocidas, en las zonas
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consenso involucradas en la unién del cobre, aunque muestra algunas diferencias,
como que el aminoacido Asp®®® est4 sustituido por un residuo de Arg, como también
ocurre en las lacasas Lac2 de A. bisporus. Hoegger y col. (2003), realizaron un
analisis filogenético de las lacasas de P. ostreatus y A. bisporus, observandose que el
heterodimero POXA3 y Lac2 se encuentran en el mismo cluster, en contraste con
todas las demas isoformas reportadas en P. ostreatus (Pezzella y col., 2009). La
subunidad pequefia de POXA3 no muestra similitud significativa con ninguna
secuencia del banco de datos, y su posible funcion podria ser la estabilizacion del
heterodimero (Faraco y col., 2008).
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3. JUSTIFICACION

Las lacasas son un grupo de enzimas con una regulacion diferencial y hasta el
momento no se han logrado secuenciar todos los genes que codifican para lacasas en
Pleurotus ostreatus. Por otro lado, estas enzimas tienen amplia aplicacion en
diferentes areas de la biotecnologia, como la biorremediacion y la industria de
alimentos, entre otros, por lo que la caracterizacion de un gen para una isoforma de
lacasa que se ha mostrado como predominante y con buenas caracteristicas
fisicoquimicas durante la fermentacion liquida, contribuira al conocimiento cientifico
general de Pleurotus ostreatus y, en especifico, de los mecanismos de regulacion que
presenta esta isoenzima, asi como a tratar de entender su funcion fisiologica. Poder
disponer del gen clonado permitird, asimismo, estudiar posibles mecanismos de

mejora, basados en la ingenieria genética, para la produccion de la lacasa.

4. HIPOTESIS

Una isoenzima producida mayoritariamente en cultivo liquido es diferente a las ya
reportadas para Pleurotus ostreatus. La caracterizacion del gen codificante de dicha

enzima confirmara la novedad de la misma.
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5. OBJETIVOS

5.1. General ;

Identificar y analizar la secuencia de un gen de lacasa de Pleurotus ostreatus (ATCC

32783) expresada en cultivo liquido

5.2. Particulares :

a) Establecer condiciones de produccion de la isoforma de lacasa
b) Semi-purificacion de la isoenzima de P. ostreatus

c) Secuenciaciéon del extremo amino terminal de la isoenzima

d) Disefio de cebadores y obtencion de la sonda para lacasa

e) Obtencidn y caracterizacion del gen de la isoforma de lacasa
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6. METODOLOGIA

Pleurotus ostreatus
agar extracto de malta a 4°C

In6culo (agar extracto de
malta. 25°C durante 7 dias.

v

Fermentacion liquida y sélida
25°C durante 19 die

Actividad de lacasas y
Extracto crudo enzimatico Zimografia

!
| Exracto crudo enzimtico |

Semi-purificacion y
transferencia a PVDF

v

Secuencia del extremo amino
terminal y disefio de cebadore

P. ostreatus

Gen completo que codifica |
isoenzima de lacasa <

Obtencién del ADN de

Obtencioén de la
sonda (PCR)

|

Genome Walker

Construccién de
una genoteca

|| Hibridacioén ||
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6.1. Seleccion y produccion de la isoforma de lacas  a

6.1.1. Microorganismos de estudio.

Se utilizé la cepa Pleurotus ostreatus ATCC 32783 (American Type Culture Collection,
Manassas, U.S.A). El in6culo se desarroll6 sobre agar dextrosa-papa, a una
temperatura de 25 T durante siete dias, almacenand ose a 4 C y resembrandose

cada mes.

6.1.2. Fermentacion

El pH del medio de cultivo utilizado (Tabla 6) se ajusté a 6.0. Tanto la FML como la
FMS se realizaron en matraces de 250 mL, incubados a 25 °C con agitacion de 120
rom. Para la FMS se utilizé 0.5 g de espuma de poliuretano (PUF) de baja densidad
(17 kg/m®) cortada en cubos (0.5 cm de altura x 0.5 cm de anchura x 0.5 cm de
profundidad) como soporte inerte, previamente lavados y esterilizados (Diaz-Godinez
y col., 2001). Cada matraz contuvo 30 mL del medio de cultivo y se inoculé con tres
fragmentos de micelio, de 4 mm de didmetro, tomados de la periferia de una colonia

de P. ostreatus.

Tabla 6. Composicion del medio para la fermentacion

Componente Concentracion (g/L)
Extracto de levadura 5

Glucosa 10

Fosfato de potasio monobasico (K;HPO,) 0.4

Sulfato de zinc (ZnSO4 7H,0) 0.001

Fosfato de potasio dibasico (KH,PO,) 0.6

Sulfato de hierro FeSO4 7H,0 0.05

Sulfato de manganeso (MnSO,4 H,0) 0.05

Sulfato de magnesio (MgSO,4 7H,0) 0.5

Sulfato de cobre (CuSO, 5H,0) 0.25

(Téllez-Téllez y col., 2008)
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6.1.3. Obtencion del extracto enzimatico y evaluaci  on de la biomasa

En ambas fermentaciones se obtuvo el extracto crudo enzimatico (ECE) a las 72 h de
cultivo, y posteriormente cada 24 h. En la FML, el ECE se obtuvo por filtrado y
retencion de la biomasa a través de papel de filtro Whatman No. 4. La biomasa
retenida sobre el papel Whatman se sec6 hasta peso constante para su cuantificacion.
El ECE de la FMS se obtuvo por prensado de la PUF a través de una jeringa de 50
mL. El PUF se lavo 3 veces y se secO para cuantificar la biomasa por diferencia de
peso seco (Zhu y col., 1996; Diaz-Godinez y col., 2001). En todos los casos, el ECE
se filtr6 a través de membranas Millipore (0.45 um). El pH de los ECE se midié por

potenciometria.
Las curvas de crecimiento fueron establecidas por la ecuacion logistica:
dX/dt = p(L-X/Xmax) X (1)

donde, n es la maxima velocidad especifica de crecimiento y Xmax €S la biomasa
maxima (o equilibrio) producida cuando dX/dt = 0 para X > 0. La solucion de la

ecuacion (1) es la siguiente
X = Xmax/(1+ Ce™) (2)
donde, C = (Xmax -X0)/Xo ; cuando X = Xo es el valor inicial de la biomasa.

La estimacion de los parametros cinéticos de las ecuaciones previas fue hecha
mediante un procedimiento de minimizacién de las sumas de los errores usando el
programa llamado “Solver”, presente en la hoja electronica de Excel (Microsoft) (Diaz-

Godinez y col., 2001; Viniegra-Gonzalez y col., 2003).

6.1.4 Determinacion de la actividad de lacasas

La actividad de lacasas se determind en cada ECE, utilizando como sustrato 2,6-

dimetoxifenol (DMP). La mezcla de reaccion se realiz6 con 950 yL de DMP 2 mM, en
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buffer de fosfatos 0.1 M y pH de 6.5, y 50 yL de ECE. La actividad se determiné por
incremento en la absorbancia a 468 nm de la mezcla de reaccion, en una celda Peltier
a 40 T durante un minuto. Una unidad de actividad (U) de lacasa se considerd6 como
la cantidad de enzima que provoca un incremento de una unidad de absorbancia por
minuto en la mezcla de reaccion.Se sugiere que el grupo fenol es oxidado por la
lacasa, formando una semiquinona lo que provoca la coloracion, también, los dos
grupos metoxi pueden ser oxidados, lo cual permite que se lleve a cabo la

polimerizacion.

6.1.5. Zimografia y geles de electroforesis

En el ECE y en cada paso de purificacion se realizaron zimogramas; El gel de
separacion contenia 100 g/L de acrilamida y 27 g bis-acrilamida/L. El gel de
empaguetamiento contenia 40 g/L de acrilamida y 27 g bis-acrilamida/L. 30uL de
extracto se mezcld con buffer de muestra sin un agente de la reduccion de los enlaces
disulfuro y sin tratamiento de calor, las muestras se colocaron en geles (espesor de
1,5 mm) en el sistema de electroforesis de Mini-Protean Il (BioRad) y se aplico 150 V
por 1-1.25 h. Después de la electroforesis, los geles se lavaron con agua desionizada
en un agitador orbital (20-30 rpm) durante 5-6 horas, el agua se cambia cada hora
para eliminar SDS. Por ultimo, los geles fueron incubados a temperatura ambiente en
una soluciéon de DMP. La actividad oxidativa de lacasas aparecié como zonas oscuras
en los geles (Téllez-Téllez y col., 2005) y geles de electroforesis por la técnica de
SDS-PAGE (Laemmli, 1970). En ambas técnicas se usaron marcadores de peso

molecular conocido.

6.1.5. Determinacion de la actividad de proteasas

La actividad de proteasas se determind en el ECE por la cuantificacion por el cambio

en la absorbancia a 280 nm, producida por la liberacién de aminoacidos aromaticos en
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la mezcla de reaccién (450 pL caseina al 1% en buffer de fosfatos 0.1 My pH de 6.0y
50 puL de ECE), incubada a 35 T durante 15 min (Kunitz, 1947). Una unidad de
actividad de proteasas es la cantidad de enzima que libera aminoacidos aromaticos

provocando un cambio de 1.0 unidad en la absorbancia por min de incubacion.

6.1.6. Determinacion de la concentracion de protein  a soluble

La concentracion de proteina soluble se determind por el método de Bradford
(Bradford, 1976). A 50 pL de ECE se le adicionaron 200 pL del reactivo de Bradford
(SIGMA), el volumen se ajustd6 a 1 mL con agua destilada y se determind su
absorbancia a 595 nm. Se utiliz6 albumina sérica bovina (SIGMA) como proteina

estandar.

6.1.7. Determinacion del contenido de azucares

Se cuantifico la cantidad azucares reductores por medio del reactivo DNS (acido
dinitro-salicilico), a 50 ul de ECE y 950 ul de agua destilada se le agregdé 2 ml del
reactivo DNS (hidroxido de sodio 1%, Sulfito de sodio 0.05%, Fenol 0.2% y DNS 1%).
Se calentd a temperatura de ebullicion por 5 min y después de enfriarse se leyo la
absorbancia a 575 nm (Miller, 1959). Se preparé una curva de calibracion con

glucosa.

6.2. Purificaciéon de la isoforma de lacasa

De las 4 isoenzimas de lacasas reportadas para P. ostreatus bajo estas condiciones
(Tlecuitl-Beristain y col., 2008), la que presentd una velocidad mayor de migracion
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sobre el zimograma de las muestras procedentes de FML también mostré mayor
actividad y estabilidad, ademas de ser una isoenzima que se presentd también
cuando el hongo se desarroll6 sobre agar sin adicion de Cu (Téllez-Téllez y col.,
2005). Por ello, se decidi6 trabajar con esta isoenzima. En el proceso de purificacion
se utilizd6 una columna EconoPac de intercambio anionico (BioRad) y una columna
BioQ de intercambio anionico (BioRad), ambas columnas conectadas al equipo
Biologic System LP (BioRad). Posteriormente se concentré con filtros Centricon YM-
10 (Millipore).

6.2.1. Inmovilizacion de la lacasa en membranas de  difluoruro de polivinilideno

Una vez realizada la separacion electroforética (SDS-PAGE) y visualizadas las
bandas de interés, se inmovilizaron las proteinas en una membrana de difluoruro de
polivinilideno (Sequi-Blot PVDF Membrane for Protein Sequencing; Bio-Rad
Laboratorios, Hércules, California). Se realizo la transferencia de las proteinas de un
gel de poliacrilamida a la membrana PVDF con el equipo de electrotransferencia
(BioRad Laboratorios, Hércules, California). Se tifid la membrana con azul de
Coomassie (Azul de Coomassie R-250 al 0.025 % en metanol al 40 %). La membrana

se mantuvo a 4 T hasta su utilizacion.

6.2.2. Secuenciacion de la lacasa

Una vez realizada la transferencia a la membrana PVDF, se corto la banda de interés
y se coloco directamente en el secuenciador automatico de proteinas Procise 491
Protein Sequencing System (Applied Biosystems, Inc, Foster City, California) mediante
el método Edman. Se utilizd el cartucho especial para muestras transferidas a

membrana de PVDF (Blot cartridge) y se empled el método Pulse-liquid Blot.
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6.3. Obtencion de la sonda del gen de lacasa

6.3.1. Disefio de cebadores

El cebador (LMF) se disefio con la secuencia obtenida a partir de la banda de proteina
(extremo amino terminal) y el segundo cebador (LMR) se disefié a partir de sitios
conservados en la secuencia de estas enzimas, obtenidas de la base datos GenBank
(NCBI). Los oligonucleottidos se disefiaron de manera que tuvieran temperaturas de
fusion similares, o que la diferencia entre ellas no fuera superior a 3 €. Los
oligonucledtidos no deben presentar homologia intra-oligonucle6tido en mas de 3
pares de bases, porque de lo contrario podrian formar estructuras parciales de doble
cadena que interferirdn con la hibridacion al molde. La composicion de bases de los
oligonucledtidos debe estar, de preferencia, entre el 45% y el 55% en su contenido de
nucledtidos de guanina y citosina.

6.3.2. Obtencion de la sonda

Las dos cadenas del ADN molde se separaron mediante la incubacion a una
temperatura elevada (94 °C), y al bajar la temperatura (60 ) se llevdé a cabo la
hibridacion de los cebadores. Finalmente, la elongacion a partir de los cebadores se
realiz6 a la temperatura de 72 °C, por accion de una ADN polimerasa (Mullis y
Faloona, 1987). La obtencién de la sonda por PCR se realiz6 con la composicion de la
mezcla de reaccion presentada en la Tabla 7. El fragmento obtenido de la
amplificacion por PCR se analizé por electroforesis (Maniatis y col., 1982; Sambrook y
col.,, 1989). EI ADN se carg6 en el gel y la electroforesis se desarrollo en buffer
mediante la aplicacion de una diferencia de potencial. La tincion se realiz6 con
bromuro de etidio (500 pg/L de Bromuro de etidio). Los geles se fotografiaron sobre un
transiluminador Gel Doc 2000 (BioRad) y la banda amplificada se purificO mediante el
kit SV gel and PCR Clean-Up System (Cat # A9281, Promega) y se secuencio para
corroborar que se trataba de una parte del gen que codifica para una lacasa,

considerandose como la sonda para localizar el gen completo.
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Tabla 7. Mezcla y condiciones de reaccion de PCR.

Componente Volumen Paso Temperatura Tiempo
(119) (T) (min)

H>O (Biologia 27.5 1 94 3

Molecular) 2 94 0.5

Buffer 10X 5.0 3 60 1

dNTP’s 10 mM 2.0 4 72 0.5

MgCI2 50 mM 3.0 5 repetir 2 30 ciclos

PrimerF 10 mM 2.0 72 10

PrimerR 10 mM 2.0

DNA 1.0

Taq Polimerasa 0.5

Volumen Total 50

6.4 Hibridacion y localizaciéon del gen completo de la isoenzima seleccionada

La biblioteca gendmica se construyo con el ADN de P. ostreatus, de tal forma que se
pudiera identificar un clon positivo de fago DASH Il que contuviera el gen de interés.
La presencia del gen completo se asegurd con el tamafio del inserto, ampliamente

superior al del gen tedrico.

6.4.1. Obtencidon del ADN de P. ostreatus

Se inoculd la cepa de P. ostreatus (ATCC-32783) en medio liquido (Tabla 8) y se
incubd a 25 C. Se recogi6 el micelio por filtracié n y se liofilizé, la extraccién se realizo

mediante el método descrito por Specht y col. (1982).

Tabla 8. Composicion del medio de crecimiento para extraccion del ADN.

Compuesto Concentracion (g/L)
Glucosa 40
NaNO3 3
Extracto de levadura 2
Cloruro potasio (KCI) 0.5
Sulfato de magnesio 0.5
(MgS04.7H,0)
Sulfato de fierro (FeSO,. 7H,O)  0.01
pH 6.0.
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6.4.2 Construccion de la biblioteca gendémica

Se obtuvo una coleccion de clonas que contuvieran los fragmentos de ADN de P.

ostreatus, lo que permitié la localizacién del gen que codifica para las lacasas.

6.4.2.1 Digestiones parciales

El ADN fue digerido con Sau3Al (enzima de corte frecuente, con sitio de corte GATC),
la cual genera fragmentos de ADN con extremos compatibles con los originados por la
endonucleasa BamHI. La digestion se puede controlar mediante la limitacion del
periodo de incubacion o la disminucién secuencial de la cantidad de enzima presente
en la digestién, asi se consiguen digestiones parciales de ADN, apareciendo
fracciones enriquecidas en tamafios concretos. El objetivo era obtener fragmentos que
permitieran asegurar encontrar el gen completo de lacasas incluido en algunos de
ellos. Las digestiones parciales se realizaron modificando la concentracién de la
enzima. La mezcla de reacciéon para cada uno de los tubos fue de 16.8 pL de H,0O, 2
pL de Buffer 10X, 1 pL (1pg/pL) de ADN y 0.2 pL (10 U/uL) de Sau3Al (diluciones). Se
incubaron a 37 T durante 1 h. Se eligié la condici 6n en que los tamafios obtenidos
tuvieran una media entre 15y 20 kpb, y se hicieron digestiones con mas ADN (50-100
g de ADN), escalando proporcionalmente las cantidades de enzima, buffer y volumen

final.

6.4.2.2 Fraccionamiento del ADN en gradiente de sac  arosa

Mediante esta técnica se seleccionaron fragmentos de ADN de tamafio adecuado
para la construccion de la biblioteca gendmica a partir de digestiones parciales. El
meétodo utilizado fue el descrito por Ausubel y col. (1987). En tubos de centrifuga Ultra
Clear™ (Beckman Instruments) se realiz0 un gradiente lineal de sacarosa,
depositando 4 mL de una solucion de sacarosa al 40% (EDTA 5 mM, NaCl 1 M,
Sacarosa al 40% (p/v) y Tris-HCI 20 mM pH 8, esterilizado por autoclave) en el fondo
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del tubo y afiadiéndole con cuidado 4 mL de una solucidén de sacarosa al 10% (EDTA
5 mM, NaCl 1 M, Sacarosa al 10% (p/v) y Tris-HCI 20 mM pH 8, esterilizado por
autoclave). Se sellé con Parafilm® y se mantuvo en posicién horizontal durante 5 h.
Posteriormente se le agregaron 0.8 mL de ADN digerido y se centrifug6 a 22 C, a
35000 rpm (rotor SW41 TI) durante 16 h. Se recuperaron las fracciones mediante un
un capilar estéril al que se le acopla una goma limpia de bomba peristaltica (la goma
se limpié con EDTA 0.5 M a pH 8, etanol absoluto y H,O estéril). Se colectaron 20
fracciones con 0.4 mL de volumen. Se mezclaron 10 pL de cada fraccidon con 40 pL de
agua estéril y 5 pL de buffer de carga. Se calentaron las muestras durante 5 min a 65
T y se enfriaron en bafo de hielo durante 2 min, a nalizdndose por electroforesis en
un gel de agarosa al 0.3% (p/v) en buffer TAE (57.1 mL/L de acido acético, 100 mL/L
de EDTA 0.5 M pH 8.0 y 242 g/L de Tris-HCI). Una vez seleccionadas las fracciones
utiles, se diluyeron con TE hasta que la concentracion de la sacarosa quedara
aproximadamente al 10% (Tabla 9) y se precipitd con etanol frio y acetato de sodio 3
M a pH 5.2 (Tabla 9). Se centrifugé a 14000 rpm durante 5 min, se lavé el precipitado

con etanol al 70%, se secO y se resuspendio en 10 L de agua destilada estéril.
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Tabla 9. Dilucion de las fracciones obtenidas por e

| gradiente de sacarosa.

GRADIENTE DE SACAROSA

Fracciones 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
% Sacarosa 40 384 | 368 | 352 | 336 |321 |305 [289 |27.3 |25.7 | 242 | 226 |21 194 |17.8 |16.3 |[14.7 | 13.1 | 116 |10
Vol Fracciones 400 [400 |400 |400 |400 |400 |[400 |[400 |400 [400 |400 |400 |400 |400 [400 |400 |400 |400 |400 | 400
Vol de TE 1200 | 1136 | 1072 | 1008 | 944 | 884 | 820 | 756 |692 |628 |568 |504 |440 |376 |312 |252 |188 |124 |60 0
Vol Total 1600 | 1536 | 1472 | 1408 | 1344 | 1284 | 1220 | 1156 | 1092 | 1028 | 968 | 904 |840 |776 | 712 |652 |588 |524 | 460 |400
Acetato de sodio | 160 | 153 | 147 140 | 134 128 |122 | 115 |109 |102 |96 90 84 77 71 65 58 52 46 40
Etanol -20C 4000 | 3840 | 3680 | 3520 | 3360 | 3210 | 3050 | 2890 | 2730 | 2570 | 2420 | 2260 | 2100 | 1940 | 1780 | 1630 | 1470 | 1310 | 1150 | 1000
Total 5760 | 5529 | 5299 | 5068 | 4838 | 4622 | 4392 | 4161 | 3931 | 3700 | 3484 | 3254 | 3024 | 2793 | 2563 | 2347 | 2116 | 1886 | 1656 | 1440
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6.4.2.3 Ligacion y empaquetamiento de ADN de P. ostreatus con los brazos de
DASH I

Una vez obtenidos los fragmentos de ADN (9-18 kbp), se realizo la ligacién con el
vector DASH Il (Stratagene, Figura 6), el cual fue digerido con la endonucleasa de
restriccion BamHI (cuyo corte genera extremos compatibles con los creados por la
enzima Sau3Al). La ligacion se realizé como se muestra en la Tabla 10. La mezcla de
ligacion se incubo a 4 € durante 18 h, se tomé una muestra de 0.5 pL y se confirmo

la ligacion mediante electroforesis en gel de agarosa.

Tabla 10. Mezcla de reaccion de la ligacion de ADN  de P. ostreatus y DASH IL.

Lambda DASH lI/BamHlI 0.5 ul
Digestiones Sau3A 4 ul
Buffer ligasa 10 x 1pl
Ligasa 1.5 ul
H,O 3ul
Volumen total 10 pl

R p,h: End 41.90

left End 0
Byl 11 0,42

N—
exo
bet

gam

5 ]
3 9
4-1
=
._3'
o
=
I
5*
3,
3

Figura 6. Secuencia del mapa lineal del Bacteriofago Lambda DASH II.

A continuacion, se realizé el empaquetamiento. Para ello, a un tubo del kit Gigapack Il
Gold (Stratagene, Cat #200201) se le agregaron, en hielo, 4 pL del ADN ligado y se
agité suavemente con la pipeta, sin introducir burbujas. Se centrifugo y se incubo a
temperatura ambiente durante 2 h y se agregaron 500 pL de buffer SM (5.8 g/L de
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NacCl, 2.0 g/L de MgSO, 7H,0, 50 mL de 1 M Tris-HCI (pH 7.5) y 5 mL de gelatina 2%
(w/v)) y 20 uL de cloroformo. La suspension de fagos se infecté en la cepa de E. coli
apropiada. El resultado de la infeccibn determind si el niumero de bateriéfagos

obtenido fue significativamente representativo del genoma de P. ostreatus.

Para ello se utilizé la siguiente formula (Clarke y Carbon, 1976):

In(1-P)
N=—
In(1-f)
Donde:
N= Numero de clones obtenidos
P= Probabilidad de que un determinado gen se encuentre integrado dentro de algunos
de esos clones
f= Cociente entre el tamafio medio de los insertos integrados en el vector y el tamafio

total del genoma de P. ostreatus.

6.4.2.4 Infeccion de células de E. coli con el bacteri6fago DASH Il

Se utiliz6 la cepa de E. coli XL1-Blue MRA (P2), la cual sélo es infectada por fagos
recombinantes. Lambda DASH Il es un vector de reemplazamiento, y contienen genes
activos red y gam, por lo que le bacteriéfago silvestre es incapaz de infectar una cepa
lisogénica, como lo es la empleada XL1-Blue MRA (P2). Los genes red y gam estan
localizados en el fragmento de reemplazamiento, que es sustituido por las digestiones
de ADN genomico de Pleurotus ostreatus. Los bacteriofagos recombinantes si son
capaces de infectar la cepa E. coli XL1-Blue MRA (P2). Se inoculé una colonia de E.
coli en 100 mL de medio LB (en g/L, NaCl 10, triptona 5, extracto de levadura 5, a pH
7.0) suplementado con maltosa al 0.2% y con 10 mM de MgSO,. Se incub6 a 37 Cy
200 rpm hasta que el cultivo alcanzé una densidad oOptica de 0.5 medido a 600 nm. A
continuacién se centrifugaron las células durante 10 min, a 5000 rom y 4 T vy se
resuspendieron en ¥ de su volumen inicial con 10 mM de MgSO, (células 4X, para
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infeccidn en medio solido) o 1/10 del volumen inicial (células 10X, para infeccion en
medio liquido). Las células se almacenaron a 4 T d urante 3 dias. Para medio sdlido
se infectaron 100 pL de células 4X de E. coli con 10 pL de la suspension de fago en
buffer SM y se incubd a 37 € durante 30 min. Tras la incubacion se le afiadio medio
NZY (en g/L, NaCl 5, MgS04.7H,0 2, extracto de levadura 5, NZ amina 10, a pH 7.5
con NaOH) con 0.7% (p/v) de agar (precalentado a 40-45 <€), se mezclo
perfectamente el tubo con la infeccidn y se extendié sobre una base con medio NZY
con 2% (p/v) de agar. Se incubaron las placas a 37 T hasta que aparecieron los

halos de lisis o calvas (aproximadamente 6 h).

6.4.2.5 Transferencia de ADN de bacteriéfago a memb ranas

Obtenidos los halos de lisis provocados por los bacteriéfagos (apartado 6.4.2.4), se
mantuvieron las placas durante 2 h a 4 °C. Se colocaron las membranas (Amersham)
sobre la placa y la transferencia se realizé durante un minuto, efectuandose marcas
asimétricas en el filtro y en el medio, de forma que posteriormente permitan orientar el
filtro sobre la placa. Se levantdé la membrana y se marco con un rotulador en la cara
opuesta a la que ha estado en contacto con el medio y se depositd sobre un papel de
filtro. Se realizé una réplica, dejando que la transferencia a la membrana se realizara
durante 3 min. Para liberar el ADN de la envoltura proteica y separar las dos cadenas
del mismo, se colocaron las membranas durante 3 min sobre una lamina de papel
Whatman 3MM empapado en solucion desnaturalizante (NaCl 1.5 M y NaOH 0.5 M).
Seguidamente, se hicieron dos tratamientos de 5 min sobre una lamina de papel de
filtro impregnada en solucion neutralizante (NaCl 3 M y Tris-HCI 1 M pH 7.5) vy
finalmente se colocaron durante 10 min sobre una lamina de papel de filtro
humedecida en SSC 2X (NaCl 3 M, Citrato sédico 0.3 mM, pH 7 y SDS 0.1%). Se
dejaron secar las membranas y se fijo0 el ADN exponiendo la membrana a una

lampara de luz ultravioleta a 700x 100 pJ/cm? (UV 500 Crosslinker Amersham).
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6.4.2.6 Marcaje e hibridacion de la sonda

Se utilizo el kit de marcaje (Prime-a-Gene® Labeling System, Promega) para marcar
50 ng de sonda con 5 pL de [a-*2P]-dCTP y se incubé durante una hora a temperatura
ambiente. La membrana se prehibridé con 10 mL de PSE (3 mL de Fosfato sédico 1 M
pH 7.2, 7 mL de SDS 10% y 20 pyL de EDTA 0.5 M) en un horno a 65 T durante 10 6
20 min. El PSE utilizado en la prehibridacion se desech6 y se agregaron 10 mL de
PSE nuevo al tubo de hibridacion mas la sonda marcada, se dej6é en agitacion en el
horno y se hibrid6 durante toda la noche a 65 C. P osteriormente se guardo la mezcla
de la sonda marcada en un tubo Falcon de 50 mL. Al tubo de hibridacion se le
adicionaron 100 mL de solucién de lavado (10% de fosfato de sodio 1 M pH 7.2 y
6.6% de SDS al 10%) y se coloco6 en el horno de hibridacién a 65 C durante 20 min;
transcurrido ese tiempo se repitid la operacion. El filtro con la marca se expuso frente
a un film de Hyperfiim-MP (Amersham) en un estuche con pantallas intensificadoras
(Amersham) a -70 €. El tiempo de exposicion se det ermind dependiendo de la sefial

proporcionada por el contador Geiger-Muller.

6.4.2.7 Amplificacion del bacteriéfago en medio lig  uido y obtenciéon del ADN

Para la obtencion del ADN del bacteriéfago se requirié una infeccién en medio liquido,
para lo que se mezclaron 200-300 pL de la células E. coli 10X con un nimero 100
veces menor de bacteriéfagos (10’ u.f.p.), incubandose a 37 C durante 30 min. A
continuacion se inocul6 la mezcla de infeccion en un matraz con 100 mL de medio LB
y se incubo a 37 € y 250 rpm durante el tiempo nec esario hasta la lisis total del
cultivo bacteriano (5-6 h). Posteriormente, se realizé la extraccion de ADN mediante el
protocolo del kit Lambda Midi Kit (Cat # 12543, Quiagen).
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6.4.3 Genome Walker

Mediante esta técnica se pretende ir amplificando una zona desconocida de un gen a
partir de una zona ya conocida. Se disefiaron primers de la zona conocida, la cual se
obtuvo de la secuenciacion de la zona amplificada con los primers de la sonda, pero
en los sentidos inversos a los habituales. Se utilizo el kit Genome Walker (Clontech
Laboratories), en el cual se digiri6 el ADN gendmico de Pleurotus ostreatus con cuatro
enzimas (Dral, EcoRV, Pvull y Stul), ligandose con unos adaptadores las digestiones
generadas. Se amplifico el gen de interés a partir de las cuatro librerias generadas
mediante las digestiones y amplificaciones por PCR con los primers disefiados y los
especificos para los adaptadores (Figura 7), utilizdndose la enzima elongasa
(Invitrogen), que es una mezcla de Taq polimerasa y ADN polimerasa de Pyrococcus
GB-D. La proporcion de estas dos polimerasas termoestables es tal que la
procesividad y la actividad de la Taq, junto con la actividad exonucleasa 3°-5" de la
ADN polimerasa de Pyrococcus permite la amplificacion de fragmentos mayores a 30
kb con una alta fidelidad. Las bandas que se generaron se purificaron y secuenciaron.
Las secuencias obtenidas se alinearon mediante el programa SegMan (Lasergene) y

se corroboro su parecido con lacasas de hongos en el banco de genes (NCBI).
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Figura 7. Esquema de la metodologia del Wenome Walker.

6.4.4 Aislamiento de mRNA y sintesis de cDNA

El ARN fue aislado del micelio congelado de 408 h de crecimiento de P. ostreatus
utilizando TRIZOL (Invitrogen) como método de extraccion. El ARN se limpié mediante
el kit RQ1 DNase (# M610; Promega) para evitar la interferencia del ADN. Los primers
para amplificacion de ADNc se disefiaron mediante alineamientos de lacasas
reportadas, y el fragmento de ADNc se amplificO mediante una reaccion acoplada de
PCR y transcripcidn reversa, utilizando el kit OneStep RT-PCR (QIAGEN). La mezcla
de reaccibn se muestra en la Tabla 11 y los productos generados fueron

secuenciados.
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Tabla 11. Mezcla de reaccion y programa de termocic
amplificacion de cDNA por RT-PCR.

lador para llevar a cabo la

Mezcla de reaccion Vol.

Programa de amplificacion

Tiempo Tem

(1) (min)  (T)
H,O libre de RNasa 32 pL 1.  Transcripcion reversa 30 50
Buffer RT-PCR 5x 10 puL 1. Activacion HotStarTaq 15 95
Mezcla dNTP 2L 2 Desnaturalizacion 1 94
(10mM)
Primer A (20 mM) 1.5uL 3.  Alineamiento 1 55
Primer B (20 mM) 1.5uL 4.  Extension 1 72
Mezcla de enzimas 2 pL Paso3 Ciclos
RT-PCR 40
RNA molde 1puL 5.  Extension final 10 72
Volumen Total 50 pL
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7. RESULTADOS Y DISCUSION.

7.1. Produccidén y seleccion de isoformas con activi dad de lacasas de Pleurotus
ostreatus.

El crecimiento de la cepa de Pleurotus ostreatus en FML y FMS se muestra en la
Figura 8. En el presente trabajo la mayor produccion de biomasa se obtuvo en el
sistema de FML (5.5 g/L), mientras que en FMS la biomasa obtenida fue de 5 g/L. La
i fue mayor en FMS que en FML (0.033 h* y 0.022 h*, respectivamente).
Posiblemente, y tomando en cuenta que el desarrollo natural de los hongos es sobre
superficies sélidas, la fase de adaptacién en la FMS fue menor que en la FML, lo que
se reflejo en mayores valores de . En la Figura 9 se muestra el consumo de azlcares
en ambos sistemas y se observa que se consumieron en su totalidad, siendo el
consumo mas rapido en FMS (sistema en el que los azlcares se agotan

aproximadamente a las 290 h) que en FML (donde ocurre a las 430 h).

En general, el contenido de proteina fue bajo en los dos sistemas de crecimiento

(Figura 10), aunque se produjo mas proteina en FMS.

Biomasa (g/L)
N

0 4 T T T T
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Tiempo (h)

Figura 8. Crecimiento de Pleurotus ostreatus en FML (¢ ) y FMS (°).
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Figura 9. Consumo de azlcares por Pleurotus ostreatus en FML (¢ ) y FMS (¢).

0,14

0,12
- 0,1
>
S
~ 0,08 -
@©
k=
[}
§ 0,06 -
o

0,04

0,02 4

0 T T T T T T T T T )
0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500
Tiempo (h)

Figura 10. Contenido de proteina extracelular de Pleurotus ostreatus en FML (¢) y
FMS (¢).
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La actividad de las lacasas bajo las diferentes condiciones de produccion se puede
observar en las Figuras 11 y 12. Los resultados muestran niveles bajos de actividad
desde el inicio de la fase exponencial de crecimiento, alcanzandose los valores
maximos durante la fase estacionaria de desarrollo. La mayor actividad se obtuvo en
este caso en FML, siendo la producciéon maxima de 13000 U/L a las 456 h de cultivo
(en comparacién con las 2400 U/L en FMS). Se observa que la produccion de lacasas
en FML fue aproximadamente 5 veces mayor que en la FMS. Sin embargo, al
cuantificar proteasas ECE de ambos sistemas de crecimiento, Unicamente se

encontraron en FMS (Figura 13).

En la Figura 14 se observan los zimogramas de actividad de lacasas, en los que se
determinaron el numero de isoformas presentes durante el cultivo en las dos
condiciones de produccién. Se observé la aparicion de una isoforma (la de mayor
velocidad de migracion) durante la fase de adaptacion, isoforma que se conservo
durante todo el tiempo de desarrollo de los hongos. En la FML se observg, ademas,
un incremento en el numero de isoformas (hasta cuatro, a la mitad del desarrollo
exponencial y durante la fase estacionaria), mientras que en la FMS mostré una
isoforma al inicio de la fase exponencial, dos o posiblemente tres isoformas durante

toda la fase exponencial y sélo dos isoformas en la fase estacionaria.
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Figura 11. Actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenida por FML (¢) y FMS
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Figura 12. Actividad especifica de lacasas de Pleurotus ostreatus en FML (¢) y FMS
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Figura 13. Actividad de proteasas de Pleurotus ostreatus en FML (¢ ) y FMS (¢).
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Figura 14. Zimogramas de la actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus a) FML, b)
FMS.
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Se observé un crecimiento atipico de esta cepa, ya que en los trabajos reportados
para los dos tipos de sistemas de fermentacion, la produccion de biomasa y de
enzimas es, en general, mayor en la FMS. En el presente trabajo, el cultivo en el
sistema FML (Figura 15). Se observo, por otra parte, que el medio de cultivo no
presentd cambios drasticos de pH, ya que mostro variaciones de 0.5 unidades. Por
ello, cabe deducirse que el pH no es el responsable de las diferencias observadas en
la actividad de lacasas y biomasa entre ambos sistemas. El consumo total de
azucares fue igual en ambos sistemas, por lo que las diferencias de produccién de
biomasa no estan tampoco relacionadas con la cantidad de glucosa asimilada. Otros
estudios realizados en FML con esta misma cepa de Pleurotus ostreatus reportaron
valores de p préximos a 0.02 h™* (Tlecuitl-Beristain y col., 2008), lo cual concuerda con
nuestros resultados. La produccion de biomasa coincide con lo reportado por
Confortin y col. (2008), quienes utilizaron un medio optimizado para FML y reportaron

una produccion de biomasa de 5.5 g/L para Pleurotus sajor-caju, incubado durante 20

dias, al igual que en el presente estudio.

Figura 15. Morfologia de Pleurotus ostreatus hongo en ambos sistemas de
crecimiento, a) FML y b) FMS.
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Lenz y Holker (2004) realizaron un estudio comparativo de dos sistemas de
crecimiento (FML y FMS) para P. ostreatus, en el cual se observé que la mayor
produccion de lacasas se di6 en la FMS, con 1000 U/L (por solo 20 U/L obtenidas en
la FML). Estos autores utilizaron, sin embargo, bagazo de cafia como sustrato, y
obtuvieron los valores de produccion a las 9 semanas de crecimiento. En el presente
trabajo, por el contrario, la produccibn maxima obtenida fue de 13000 U/L a los 18

dias de crecimiento.

Se ha considerado la produccion de proteasas como indeseable, ya que degradan las
enzimas de interés. En un estudio comparativo con Aspergillus niger, la produccion de
proteasas fue mayor en FML, mientras que en FMS fue baja (Aguilar y col., 2001).
Esto contrasta con lo obtenido en el presente trabajo, donde no se detect6 actividad
de proteasas en FML. En la produccién de otras enzimas de interés econdmico se ha
reportado que el sistema FMS es el 6ptimo para obtener mayor rendimiento (Viniegra-
Gonzalez y col., 2003; Hdolker y col, 2004). Esto también contrasta con el presente
trabajo, ya que el mejor sistema de produccion fue la FML (lo que podria deberse a la
ausencia de proteasas 0 a un mecanismos de respuesta a condiciones sub-6ptimas
de desarrollo del hongo). Se sabe que el nuimero y tipo de isoformas son
dependientes de las condiciones de cultivo, de la especie de los hongos y del estado

de desarrollo de los mismos (Giardina y col., 1999).

7.2. Purificacion de la isoforma de lacasa de Pleur  otus ostreatus

En la Figura 16 se observa el cromatograma de intercambio i6nico (Econo-Pac), en el
gue se aprecian tres picos de proteina: uno entre la fracciébn 5-10, otro entre las
fracciones 10-15 y el dltimo a partir de fraccion 18-24. El pico de las fracciones 10-15
coincide con el primer pico de actividad de lacasa y la fraccion de proteina 18-24 con
el segundo pico de actividad de lacasa. En la Figura 17 se observan los zimogramas,
donde se pueden apreciar dos isoformas de lacasa de diferente peso molecular, las

lacasas de menor peso molecular se agruparon en las fracciones 18-24, mientras que
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en las fracciones 10-15 se concentraron las lacasas de mayor peso molecular. En los
geles tefiidos con plata se puede observar las diferentes proteinas presentes en las
fracciones obtenidas mediante este proceso. En el segundo paso de purificacion se
utilizé la columna Econo-Paq (intercambio ionico), y en el cromatograma de la Figura
18 se pueden apreciar dos picos de proteina: un pico pequefio entre las fracciones 4-7
y otro que abarca desde las fracciones 13-30 y que coincide con el Unico pico de
actividad de lacasa (que se encontré entre las fracciones 19-24). En el zimograma
(Figura 19) se observa que, al parecer, este pico corresponde a una sola isoforma de
lacasa, la de menor peso molecular y el gel de plata nos muestra que hay pocas
proteinas contaminantes. En el cromatograma (Figura 20) de la tercera etapa de
purificacion se observa también un solo pico de proteina y de lacasa. En el zimograma
se observé una banda de lacasa (la de menor peso molecular), mientras que en el gel
tefiido con plata en condiciones reductoras se observa que disminuyé el contenido de
proteinas, aunque aun hay dos proteinas contaminantes, una de mayor y otra de

menor peso molecular, con respecto a la banda de interés (Figura 21).

70 - —
—e— Lacasa
60 - Fuerza ionica +— 1.8
—a— Proteina + 1.6 _
50 ~ g
g o
E 40 - 2
2 >
g 30 - éi
20 1 5
o
10
0 -
0 5 10 15 20 25 30
Fracciones

Figura 16. Cromotograma de la separacion de proteina por cromatografia de
intercambio i6nico (Econo-Pac).
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Figura 17. Zimografia y tinciébn con plata de las fracciones con actividad de lacasa
obtenidas de cromatografia de intercambio i6nico (columna Econo-Pac).
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Figura 18. Cromotograma de la segunda separacion de proteina por cromatografia de
intercambio i6nico (Econo-Pac).
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Figura 19. Zimografia y tinciébn con plata de las fracciones con actividad de lacasa
obtenidas de cromatografia de intercambio i6nico (Econo-Pac).
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Figura 20. Cromotograma de la tercera separacion de proteina por cromatografia de
intercambio i6nico (columna Bio-Q).
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Figura 21. Zimografia y tincion con plata en condiciones semi-desnaturalizantes y
desnaturalizantes de las muestras obtenidas en cromatografia de intercambio iGnico

(columna Bio-Q).

Una vez obtenido el extracto semi-purificado de P. ostreatus, con dos proteinas
contaminantes (Figura 21), se inmovilizaron las proteinas en una membrana de

difluoruro de polivinilideno (Figura 22).

Figura 22. Membrana de difluoruro de polivinilideno con las proteinas inmovilizadas de

P. ostreatus.
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Como resultado de la secuenciacion del extremo amino terminal de la banda de

interés se obtuvieron 15 aminoé&cidos de la proteina:

AIGPTGDMYIVNEDYV

Se realiz6 el analisis Blast (NCBI, http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de Ila
secuencia de aminoécidos de la isoforma de lacasa de interés, que presentd un 100%
de identidad con enzimas lacasas de P. ostreatus. El alineamiento de la secuencia de
aminoacidos (Figura 23) permitié conocer la posicion de la secuencia y a partir de ésta
se disefid el cebador LMF. Para disefiar el segundo cebador (LMR) se realizd6 una
bdsqueda en la base de datos (NCBI) de las secuencias reportadas de lacasas y se
tomé una parte del sitio activo de dichas enzimas. En este cebador se utilizaron
posiciones degeneradas, tomandose en cuenta el uso preferente de codones de
Pleurotus. La letra R se utiliza cuando las bases son A o G y la K cuando son bases G

o T. La secuencia de los primers fue la siguiente

Primers LMF: GGCAACATGTACATCGTCAACGAGGAC

Primers LMR: GAAAGATGCGARTGRTACCARAACGTKCC

Al comparar la secuencia del amino terminal de la proteina semi-purificada con las
lacasas de Pleurotus en la bases de datos (NCBI; Figura 23) se observa que dicha
secuencia comienza justo después del aminoacido 24 de las secuencias de la base de
datos, aminoacidos que pertenecen al péptido sefial en ambos genes. En la Figura 38
se muestra la secuencia de aminoacidos del gen de lacasa obtenidos en este trabajo
de investigacion y se puede observar que antes del amino terminal se encuentran 22
pb las cuales pueden ser el péptido sefial, lo cual confirmaria la el origen extracelular
de la lacasa de Pleurotus.
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012739.1 POX2
BAN90722.1 POX1
Amino terminal

Q12739.1 POX2
BAHS0T722.1 POX1
Amino terminal

012739.1 POX2
BAHS0T22.1 POX1
Amine terminal

Q12739.1 POX2
BAHS0T22.1 POX1
Amino terminal

Q12739.1 POX2
BAHS0722.1 POX1
Amino terminal

012739.1 POX2
BAHS0T722.1 POX1
Amino terminal

Figura 23. Alineamiento de
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la secuencia de aminoacidos obtenida por la

secuenciacion de la isoforma de lacasa de Pleurotus ostreatus.

Los trabajos de investigacion de varios autores han reportado hasta ahora siete
1995, 1999 y 2010; Palmieri y col., 1997 y
2009). Giardina y col. (2010) reportaron recientemente que

isoformas para P. ostreatus (Giardina y col.,
2003; Pezzella y col.,
probablemente haya hasta 12 isoformas de lacasas en el genoma de P. ostreatus, por
(2008)

reportaron una isoforma de diferente peso molecular a las ya reportadas, de 43.7 kDa

lo que se espera que se describan mas lacasas. Tlecuitl-Beristain y col.

(SDS-PAGE) y un punto isoeléctrico de 2.3, y por su posicion sobre los zimogramas
parece que es la isoforma que se presenta durante toda la fase de crecimiento en la
FML en este trabajo. Esta isoforma podria tener diferentes papeles bioldgicos, ya que

en las fases log y exponencial podria estar involucrada en la degradacién del sustrato
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mientras que en la fase estacionaria podria participar en procesos morfologicos o de

pigmentacion, algunas de las funciones descritas para las lacasas de hongos.

7.3. Obtencion de la sonda del gen de lacasa

7.3.1. Obtencién del ADN de P. ostreatus

El ADN gendémico de P. ostreatus se obtuvo por el método descrito en el apartado
6.4.1. En la Figura 24 se muestra un gel de agarosa (0.4%) con el ADN total de
Pleurotus ostreatus. Se utiliz6 el ADN del bacteriéfago lambda para poder tener una
referencia, ya que este tiene un tamafno de 50 kpb y en el gel se observa que el
tamafo del ADN de P. ostreatus fue semejante al del marcador. Este ADN se utilizd
en la amplificacion de la sonda mediante PCR y para realizar las digestiones
parciales. Para este ultimo efecto, y para garantizar la obtencién de fragmentos con el
tamafio adecuado para la contruccion de la biblioteca gendmica se requerian

moléculas de ADN con un tamafio aproximado de 50 kpb.

Marcador
Lambda  ADN P. ostreatus

Figura 24. Gel de agarosa con la muestra de ADN total de Pleurotus ostreatus
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7.3.2. Obtencion de la sonda mediante PCR

Con los primers disefiados a partir de las secuencias de lacasas, se amplific6 un
fragmento de aproximadamente 600 pb (Figura 25), el cual se utilizaria como sonda
para detectar el gen completo en la biblioteca gendmica. El producto de PCR se
purifico y se secuencidé para confirmar que se trataba de un fragmento de la secuencia
para la enzima lacasa. Se utilizé el programa de busqueda de similitud BLAST, que
encuentra regiones similares entre secuencias reportadas de diferentes organismos
(GenBank NCBI), comparando secuencias de nucledtidos o aminoacidos y calculando
la similitud estadistica. Los resultados de la comparacion de la secuencia obtenida por
PCR y las contenidas en el banco de genes (NCBI) se muestran en la Tabla 12, y

permiten confirmar que la secuencia obtenida corresponde a una lacasa.

n

Figura 25. Gel de agarosa de la amplificacion del ADN de Pleurotus ostreatus con los
cebadores disefiados.
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Tabla 12. Resultado del andlisis de tipo Blast para la secuencia de nucleétidos
obtenida por PCR.

Descripcion No. Acceso %
GenBank identidad

Pleurotus ostreatus poxl mRNA for phenol oxidase 1, complete AB514561.1 97%
cds

Pleurotus eryngii laccase mRNA, complete cd GU480806.1 97%
Pleurotus sajor-caju laccase 1 (Lacl) mRNA, partial cds AF297525.1 97%
P.ostreatus pox1 mRNA for diphenol oxidase 234847.1 94%
Pleurotus pulmonarius laccase 2 (lac2) mRNA, complete cds AY836675.1 89%
Pleurotus eryngii laccase gene, complete cds GU953215.1 87%

7.4. Hibridacion y localizacion del gen completo

7.4.1. Obtencion de la Biblioteca Gendmica de Pleur  otus ostreatus

Se realizaron digestiones parciales con la enzima de restriccibn Sau3Al. En la Figura
26 se incluye el resultado de un gel de electroforesis con un gradiente de digestiones
parciales del ADN de P. ostreatus, observandose una disminucién del ADN digerido
conforme disminuye la concentracion de la enzima. Tras este ensayo se selecciono la
concentracion 3.9 x 10 U, la cual generé el tamafio de ADN digerido dentro del rango
de 9 a 18 kpb, mas o menos el tamafio requerido para insertar en el bacteridfago
DASH 11 utilizado como vector de clonacion. Los fragmentos se purificaron mediante
gradiente de sacarosa (Figura 27) y la fraccion del tubo 8, en el cual se encuentran las
moléculas de ADN de alrededor del tamafio de interés (Figura 28a) se utilizaron para

la ligacion con el vector DASH II, digerido con BamHI (Figura 28b).
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1U 0.5 0.25 0.120.06 .03 0.01 7x10- 3.9x10°3 1.9x103

Hindlll

23 kpb

9 kpb

Figura 26. Gel de agarosa con las digestiones Sau3Al del ADN de Pleurotus
ostreatus.

Mindll 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 27. Fracciones obtenidas mediante el gradiente de sacarosa de la digestién
parcial del ADN de Pleurotus ostreatus.
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ADN

Hindll DASH Il

Hindlll Ligacién

Figura 28. Gel de agarosa con el ADN de Pleurotus ostreatus y fago DASH Il (a) y
ligacion (b).

Posteriormente se encapsidé la ligacion y se infecto la cepa E. coli XL-Blue MRA (P2).
El nimero de bacteri6fagos obtenidos permite suponer una representatividad
completa del ADN del microorganismo en las bibliotecas genémicas sintetizadas. Aun
no se ha reportado el genoma de P. ostreatus, por lo que no se sabe el tamafio
exacto. Sin embargo, hay algunos trabajos en los que mediante la técnica de PFGE se
han separado los cromosomas, proponiéndose diferentes tamafios para el genoma de
P. ostreatus. Sagawa y Nagata (1992) reportaron seis cromosomas Yy un tamaio total
del genoma de 20.8 Mpb, Peberdy y col. (1993) reportaron un genoma de un tamafo
total de 31.3 Mpb e identificaron nueve cromosomas y Larraya y col. (1999) reportaron
11 cromosomas y un tamafio de 35.1 Mpb. Asi, para poder determinar si se tenia
representado el genoma completo de P. ostreatus se tomé en cuenta el tamafio de
genoma del ultimo trabajo mencionado (el méas alto de los tres). Utilizando la férmula
del apartado 6.4.2.3 tendria que obtenerse una titulacion de 16182.67 u.f.p. para
considerar que el genoma de P. ostreatus estaba representado en la biblioteca
gendmica. Se obtuvo una titulacion de la biblioteca gendémica de 75250 u.f.p. (Figura
29).
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Figura 29. Placas de lisis obtenidas de la biblioteca gendmica de Pleurotus ostreatus.

Se realiz6 la hibridacion con la sonda marcada radiactivamente con la técnica del
desplazamiento de mellas. En la Figura 30 se puede observar el film para la
localizacion del gen de lacasa, con dos réplicas de cada placa (cada una fue hibridada
con una sonda distinta, para asegurar el resultado como positivo). Se seleccionaron
varios bacteriéfagos que mostraban sefial de hibridacién positiva y fueron purificados
a través de sucesivos experimentos de hibridacién (Figura 30). Una vez obtenido el
bacteriéfago que contenia el inserto con el gen de lacasa de Pleurotus ostreatus se
purificd su ADN, como se indicé en el apartado 6.4.2.7. En este punto hubo problemas
para poder ligar el ADN digerido del bacteriéfago a un plasmido que sirviera de base
para obtener la secuencia de nucledtidos, y como se habia desarrollado en paralelo
una estrategia de PCR inverso que si fue eficiente, se decidi6 avanzar mas

rapidamente con esa estrategia
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Figura 30. Resultado de la exposicion de filtros de ADN de bacterié6fagos
seleccionados como portadores del gen de lacasa de P. ostreatus.

7.4.2. Obtencion del gen de lacasa mediante  Genome Walker

Como se explico en el apartado 6.4.3, a partir de la sonda obtenida se disefiaron
primers con los sentidos contrarios a los habituales, buscando amplificar las
secuencias adyacentes a la zona conocida. En la Tabla 13 se muestra la secuencia de
todos los primers disefiados que se utilizaron en esta técnica, en total cinco juegos de
primers. En la Figura 31 se muestran geles obtenidos con los cuatro pares de primers,
observandose en las imagenes 1, 2 y 3 que se obtienen bandas muy definidas, y en
algunos casos aparecen hasta dos bandas por carril. En el presente trabajo
Gnicamente se purificd y secuenciéo aquellas bandas que presentaban una mayor
concentracién. Con los primers 4a y 4b (Figura 31-4) se obtuvieron bandas con todas
las enzimas, aunque difusas (a pesar de realizar el segundo PCR anidado). En estos
casos solo se purificéd el producto del tratamiento con dos enzimas. Tras secuenciarlo,
se observéd que dichos fragmentos no se alineaban con las secuencias obtenidas a

partir de los anteriores primers.
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Finalmente, con el empleo de esta técnica, se obtuvo una secuencia total de 1800 pb,
gue se muestra el alineamiento en la Figura 32. La secuencia se analizé en el
programa Blast (NCBI) y permitié delimitar que abarcaba parte del promotor del gen,
aungue no era suficiente para cubrir el gen completo de la lacasa de P. ostreatus.

Tabla 13. Secuencia de primers disefiados para Genome Walker

Reverse Foward
AACGAAGGATAAAGACAAGGTAAT TCCACTTACGAACGATTGAA
TTCATGGTAATCAACTTACAGAACG CTAGTACACTCATCAACGGTAAAGG
GATGATGATGTTTTACGTCGTCCG TAATGTAAGCGTAGCGAGAATCCGT
ATGATGTTTTCAGTCGTCCG GAGCCCGAGAGGAATGG
ACGGTGTAACAGTACGC AGCGAAAAAGACTCAAAGCG

BRwNe

T Q

Figura 31. Geles de las bandas amplificadas mediante la técnica de Genome Walker.
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Figura 32. Alineamiento de las secuencias obtenida mediante la técnica de PCR-
anidado del ADN de Pleurotus ostreatus.

En este punto se recurri6 de nuevo al ADN clonado en el bacteriofago, que
presentaba un tamafo aproximado de 9 kpb y podria contener el gen completo. Con
los primers ya disefiados que se utilizaron en el PCR-anidado, se amplifico el gen
completo utilizando enzima de alta fidelidad para realizar los RCR. En la Figura 33 se
observa el alineamiento de la secuencia obtenida por amplificacion del ADN del
bacteri6fago recombinante positivo, con la secuencia que se generd mediante PCR
inverso. El tamafo total del fragmento del gen de lacasa fue de 3105 pb, e incluye
péptido sefal, promotor, intrones y exones. Giardina y col. (1995) reportaron un gen
de una difenol oxidasa de un tamafio de 3155 pb de longitud (No Acc. Z22591.1),
Giardina y col. (1995) reportaron POX1 de 2592 pb (No Acc. AB514560.1) y Giardina
y col. (1996) reportaron también el gen POX2, de un tamafio de 2608 pb (No Acc.
Z49075.2). Palmieri y col. (2003) reportaron a POXA3, de 3480 pb (No Acc.
AJ344434.2), que solo incluye la subunidad grande y Giardina y col. (1999) reportaron
a POXAlb de 3371 pb de longitud. ElI tamafio encontrado para la lacasa de P.
ostreatus ATCC 32783 se encuentra en el rango de lo reportado hasta la fecha. En la
Figura 34 se representa esquematicamente la estrategia seguida para la obtencion del
gen completo se muestra mediante el Genome Walker con ADN total P. ostreatus y
ADN del fago de obtenido mediante la biblioteca genémica.
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Figura 33. Alineamiento de las secuencias obtenidas mediante la amplificacion de los
primers de la técnica de PCR-anidado con el ADN purificado a partir del bacteriéfago.
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PCR-Genome Walker

5 pares de Primers
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Primers PCR-anidado
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Figura 34. Estrategia de obtencion del gen completo de lacasa de Pleurotus ostreatus.

84



7.4.3. Caracterizacion molecular del gen de lacasa  de Pleurotus ostreatus

Una vez obtenido el gen completo se realizé la prediccion del promotor utilizando

software especifico en las paginas web: www.fruitfly.org/seq tools/promoter.htm y

http://linux1.softberry.com/berry.phtml ___, Los dos programas sefialaron la secuencia:

TCTATAGGTATATTTAAGACGTGCACGGACGACTGGAAAACATCATCATC

En ambos programas la puntuacion maxima es de 1.0 por lo que la secuencia
propuesta como parte del promotor obtuvo una puntuacién de 0.98. El promotor se
localizd6 469 pb antes del ATG, se analizd6 mediante los programas:
http://meme.sdsc.edu/meme4 4 O/intro.html http://jaspar.genereg.net

http://linux1.softberry.com/berry.phtml ___, http:/cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess y
http://zlab.bu.edu/~mfrith/cister.shtml

Mediante estos se identificaron sitios posibles de regulacion, tales como MRE
(Elementos de respuestas a xenobioticos), XRE (Elementos de respuesta a metales) y
respuesta de defensa. Los sitios de regulacion encontrados en el promotor de
Pleurotus ostreatus se muestran en la Figura 35. Aparecen cuatro sitios posibles de
regulacion MRE, los cuales estan localizados en las posiciones -19, -178, -353 y -402
(lineas amarillas), tres posibles sitios XRE, en las posiciones -101, -280 y -372 (lineas
rojas), un posible sitio de respuesta de defensa, en la posicion -390 (linea naranja), y
un elemento de repuesta al estrés, en la posicion -459 (linea rosa). La caja TATA
aparece en la posicion -89 (linea morada) y la caja GC (linea verde) en la posicion -
190.

Se ha reportado en varios trabajos que la induccion de la produccion de lacasas en
varios hongos parece estar regulada por diferentes factores fisioldgicos, lo que
denomina regulacion diferencial, por lo que es probable que diferentes mecanismos
de activacion transcripcional estén involucrados. Estos mecanismos dependen de

factores transcripcionales que se unen en sitios especificos de los promotores de los
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genes. Se ha reportado, por ejemplo, que la isoforma POXA1lb de lacasa presenta
también una regién rica en GC, homdéloga al sitio de unién del factor transcripcional
Sp1 (factor transcripcional de mamiferos), y cuya ocupacion hace disminuir la afinidad
de union al sitio MRE adyacente, afectando la interaccibn con los factores

transcripcionales del hongo (Faraco y col., 2003).

o |
R ta al et Respuesta de defensa
— 469 BCOCCCTCOCAGTACCGAGT TOSGACTCOCCGTTTGAGCTGTTGACTTCCGGTGTAGATCTSCATCCATS — 400
MRE XRE MRE
= 399 ACAACATAGATACCAGGETCAOSCCTTTITGICGTCCOGCGCEEATATCCATACCAACSCCAGGAATAGA — F30
XRE
— 13129 AGOGCTITGAGTCTATTTOGCTC TAGTAGTCTTCCATTCCTCADGGGCTCTTCTTCGCATCTCCGAATAC — 260

CajaGC

= 259 ACCCAGGTTATECACTGACTCGCGGACGATCATCGCTCCCTTACGACAAACGGATCTCTAACARCACCEC =190

MRE
— 189 CCAATCCGGTTCAAGATCCTCGAGATGAGETACGCC TAACOGAASCTTCCCAATCCGTTCATCTTTSTTC

XRE
= 119 TCATGCATATCGTTCTATAGGTATATTTAAGACGTGCACGGACGACTGEARARCATCATCATOGACCTCC — =0

=120

MRE
1
— 4% AATTATTTAACATCTCATCCAGCGCGTACTGTTACACCTACAARCGATG

Figura 35. Secuencia de nucleétidos de la regién del promotor de Pleurotus ostreatus,
gue se extiende 469 pb antes al coddn de inicio (ATG). Mostrando los posibles
factores transcripcionales.

La secuencia de todos los MREs es similar al ndcleo de una secuencia consenso (5°-
TGCRCNC-3") identificada en el promotor del gen de la metalotioneina (mt) (Thiele,
1992). El sistema de genes regulados transcripcionalmente por metales es importante
en la homeostasis del metal y la destoxificacion del mismo (Kégi y Shéaffer, 1988). El
papel de los MREs en la proteccidon contra la toxicidad de los metales se correlaciona
con la capacidad de diversos iones metélicos, incluyendo zinc, cobre, cadmio y otros,
para activar la transcripcion del gen de mt (Hamer, 1986) y algunos otros sistemas de
respuesta a metales (Merchant y col., 1991).
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Se ha reportado que los elementos XRE median la activacion transcripcional por
sustancias aromaticas en genes de eucariontes, por lo que se ha sugerido que
participan en la induccion de las lacasas de hongos por compuestos aromaticos
(Soden y Dobson, 2001). En el promotor de Trametes pubescens no hay presencia de
elementos de respuesta XRE, lo que se ha relacionado con el hecho de que en
experimentos de induccion de la produccion de lacasas mediante compuestos tales
como 2,5 xilidina o catecol (los cuales normalmente son compuestos inductores de
lacasas) no se indujo la actividad de dicha enzima (Galhaup y col., 2002). Se ha
sugerido que el efecto estimulador del cobre y otros iones metalicos no sélo inhibe el
crecimiento, como se ha sugerido para otros hongos (Gianfreda y col., 1999), sino que
el organismo presenta un mecanismo de proteccion basado en la estimulacién de la
sintesis de melanina, algo que se ha observado en T. pubescens en presencia de

altas concentraciones de cobre (Galhaup y Haltrich, 2001).

Galhaup y col. (2002) reportaron que se incrementd la sintesis de lacasas en T.
pubescens en respuesta a varios iones de metales pesados, lo que sugiere que la
presencia de regiones MRE en el promotor del gen de la lacasa lap2 tiene una gran
significancia fisiologica. Se han reportado multiples posibles sitios MRE en otros
promotores de genes de lacasas (Karahanian y col., 1998; Mansur y col., 1998;
Klonowska y col., 2001; Galhaup y col., 2002). Los promotores analizados para P.
ostreatus muestran varios sitios de regulacion MRE: el promotor de POX4 solo
presentd uno, pero POX2 present6 cuatro y POX3 present6 cinco. Con respecto a los
XRE, estos elementos solo estuvieron presentes en POX2 y POXAS3. El sitio de union
para el elemento de respuesta al estrés solo se presenté en POXA3. Al parecer, los
promotores de la familia de lacasas de Pleurotus ostreatus son poco conservados
(Pezzelay col., 2009).

En este trabajo se obtuvo el gen completo. En la Figura 36 se muestra el alineamiento
del gen, que presenté un tamafio de 2636 pb interrumpido por 16 intrones que varian
en tamafio entre 47 y 65 pb, y 17 exones, que codifican una proteina de 509

aminoacidos. La cadena de la zona codificante (ADNc) consté de 1527 pb, la cual se
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obtuvo mediante la técnica de RT-PCR (apartado 6.4.4). En la Figura 37 se muestra el
alineamiento de las tres secuencias utilizadas para determinar la region codificante.
Para obtenerlas se disefiaron tres pares de primers: para amplificar el fragmento
RNA1 se utilizaron los primers: RLacF1 CGTATGTTTCCAGGCGCA y RLacR1
CATTCTGAGGGGCCACAA; para amplificar el fragmento RNA2: RLacF2
CGACACCATCATTACACTTGAA y RLacR2 GAAGGCCATAGCGAGATTG, y para
amplificar la secuencia RNA3 se utilizaron: RLacF3 CTGGAGGCGCAGACATCA y
RLacR3 TTGTTTGGAATGCAGATGGTTC. Mediante el alineamiento en el programa
SegMan (Lasergene) se obtuvo la cadena que representaba al ARNm, la cual se
comparé mediante alineamiento (Megalign) con la secuencia que se tenia del gen

completo (Figura 35) para determinar la localizacion y extension de intrones y exones.
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ATGTCCAGGCGCACGGAT CTCGCTACGCTTACATTAGCT CTTCACCTTTTACATGGGACTCATGCTGCCATCGGGCCCAC
T T T T T T T T

10 20 30 40 50 60 70 80
1 1 1 1 1 1 1 1

ATGTCCAGECGCACGGAT CTCECTACGCTTACATTAGCT CTTCACCTTTTACATGEGACTCATGCTGCCATCGGGCCCAC 80
ATCTCCAGGOGCACGGAT CTOGCTACCCTTACAT TAGCT CTTCACCTTTTACATGECGACTCATGCTGCCATOGGGCCCAC 80

TGGCGACATGTACATCGT CAACGAAGACGTCTCTCCTGACGGCTTCAATCGTTCATAAGTGGATCCTCGGAATCCTTTTG
T T T T T T T T

S0 100 110 120 130 140 150 160
1 1 1 1 1 1 1 1

TCGCGACATGTACATCGT CAACGAAGACGTCTCTCCTGACGEGCTTCAATCGTTCATAAGTEGATCCTCGGAATCCTTTTG 160
TGGCGACATGTACATCGT CAACGAAGACGTCTCTCCTGACGGCTTCAATCGTTC- -~~~ -~ -~~~ —= — === - - = - ——— 134

GCCCCAGCACTAATTGAT CACACAGGECTGTCGTCGCTCGCGATGTGCCCGCCACAGATGOGECEGTCAGAGACGGCATCG
T T T T T T T T

170 180 190 200 210 220 230 240
1 1 1 1 1 1 1 1

GCCCCAGCACTAATTGAT CACACAGGECTGTCGTCGCTCGOGATGTGCCCGCCACAGATGOGGCGTCAGAGACGGCATCG 240
————————————————————————— GGCTCTCGTCGCTCGOGATGTGECCGCCACAGATGCGECGTCAGAGACEGCATCG 189

GTTACTGGCGTCCTCGTT CAAGGARACAAGGTAACCCATGTCCGCCTTCATGAAGCCGCTCGCCTTGCTCACTCTTCTTA
| ] ] | | | | ]

250 260 270 280 290 300 310 320
1 1 1 1 1 1 1 1

GTTACTGGCGTCCTCGTT CAAGGARACAAGGTAACCCATGTCCGCCTTCATEAAGCCGCTOGCCTTGCTCACTCTTCTTA 320
B A O e O e B P e TR 220

GGGCGATAACTTCCAGCTGAACGTTCTCAATCAACTGTCGGACACGACTATGTTGARGACCACTAGTATCGTATGTATGA
| ] ] | | | | ]

330 340 350 360 370 380 390 400
1 1 1 1 1 1 1 1

GGGCGATAACTTCCAGCTGAACGTTCTCAATCAACTGTCGGACACGACTATGTTGAAGACCACTAGTATCSTATGTATGA 400
--GCGATAACTTCCAGCTGAACGT TCTCAATCAACTGTCGGACACGACTATGTTGAAGACCACTAGTATC- - - - - - - - -~ 288

CAATAGTTGTTTTAGACGAATAT TGACTACCTGCGCAGCATTGGCATGGCTTCTTTCAATCOGGCTCTACGTGGGCAGAT
T T T T T T T T

410 420 430 440 450 460 470 480
1 1 1 1 1 1 1 1

CAATAGTTGTTTTAGACGAATATTGACTACCTGCGCAGCATTGGCATGGCTTCTTTCAATCCGGCTCTACGTGGGCAGAT 480

@EFE===================================== CATTGGCATGECTTCTTTCAATCCGGCTCTACGTGGGCAGAT 330

GGTATATCCTATAATACGTGCTGCGATGCCTCGCTAATCTTT TTTTTCAAGGACCCGCGTTCSTGAATCAATGCCCCATC
T T T T T T T T

490 500 510 520 530 540 550 560
1 1 1 1 1 1 1 1

GGTATATCCTATAATACGTECTGCGATGCCTCRCTAATCTTT TTTT TCAAGGACCCGCETICETGAATCAATGCCCCATC 560
@Bm—m—momm— oo mem e e s —e e e — e moe s e e S ACCCGCGTTCGTGAATCAATGCCCCATC 360

GCATCGGGGAACAGCTTCCTGTGAGTGT CATTACCTTGT CTT TATCCTTCGTTCATCGAGATATTCTCAGATATGATTTC
T T T T T T T T

570 580 590 600 610 620 630 640
1 1 1 1 1 1 1 1

GCATCGGGGAACACGCTTCCTGTGAGTET CATTACCTTGT CTT TATCCT TCGTTCATCGAGATATTCTCAGATATGATTIC 640
R T P T () e = oo ATATGATTTC 390

Majority AACGTTCCCGACCAAGCTGGCACGTTCTGTAAGTTGATTACCATCAAACCACGTTETGT CTCCTGACCGTATATCCAGEE
| ] ] | | | | L]
650 660 670 680 690 700 710 720
[ L L 1 1 1 1 1
GenlLac.seq AACGTTCCCGACCAACCTGGCACGTTCTETARG TTGATTACCATGARACCACCTTCTGTCTCCTGACCGTATATCCAGEE 720
RT-PCR mRNA.seAACCTTCOCGACCARGETEGCACETTCTG — -~ = = == == = === = = = = — — oo o G 420
Majority TACCATTCGCATCTTTCCACCCAGTATTGTCATCETCTTAGAGGACCATT CATAGTGTARGT TTCATATCGATARGACGC

Genlac.seq

T T T T T T T T
730 740 750 760 770 T80 790 800
1 1 1 1 1 1 1 1

TACCATTCGCATCTTTCCACCCAGTATTGTGATGETCTTAGAGGACCATT CATAGTGTAASTTTCATATCGATAAGACGEC 800

RT-PCR mRNA.sedlACCATTCGCATCTTTCCACCCAGTAT TGTGATGGTCT TAGAGGACCATTCATAGT - - - - - - --—-—— - —=--—-—-—---- 476
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TAAGACGOGCCGGGECTCAACCEGTCTACGCAGATACGACCCCTCCGATCCT CACCTGTCCTIGTATGACGTTGACAACGST
T T T T T T T T

810 820 830 840 850 860 870 880
1 1 1 1 1 1 1 1

TAAGACGOGCCGGGCTCAACCCTCTACGCAGATACGACCCCTCCGATCCTCACCTGTCCTIGTATGACGTTIGACAACGGT 880
———————————————————————————————— ATACGACCCCTCCGATCCTCACCTGTCCTTGTATGACGTTGACAACG-- 523

GAGCTGTGAACGTATTCCAGCCGCTGCACCGTGCTGACAGTCTCACTTGCAGCCGACACTGTCATTACACTTGCAGATTG
| I ] | I ] | ]

890 900 910 920 930 940 950 960
1 1 1 1 1 1 1 1

GAGCTETGAACETATTCCAGCCECTECACCETECTGACAGTCTCACT TGCAGCCGACACTGTCATTACACTTGCAGATTG 960
7777777777777777777777777777777777777777777777777777 CCGACACTGTCATTACACTTGCACGATTG 551

GGTACATTTCACTCCCTCATGGAAATTAATGTGTTCTCACTCTTTCTGTAGTACCATGTTGTGGCTCCTCAGAATGCGGT
| I ] | I ] | ]

S70 980 S90 1000 1010 1020 1030 1040
1 1 1 1 1 1 1 1

GGTACATTT CACTCCCTCATGEARATTAATGTETTCTCACTCTTTCTGTAGTACCATGT TETGGCTCCTCAGRATGCGET 1040
o TACCATGTTGTEGCTCCTCAGAATGCGET 581

GCTTCCTACTCCTGATAGTACACTCATCARCGGTAAAGGTCGCTTCGCTGGGGGGGCTACTTCCGCTTTGGCTGTCATCA
T T T T T T T T

1050 1060 1070 1080 1080 1100 1110 1120
1 1 1 1 1 1 1 1

GCTTCCTACTCCTGATAGTACACTCATCAACCCTAAACGGTCCCTTCCCTECGCCECECTACTTCOSCTTTGGCTGTCATCA 1120

. 8egGCTTCCTACTCCTGATAGTACACTCATCARCGETARAAGGTOGCTTCGCTGGGGGGECTACTTCOSCTTTGGCTGTCATCA 661

ACGTCCGARAGCAACAAGCCGATATCGTTTCAGACTTATCTCGATGTCTTGCGACCCCAATTTCACGTTCT CAATCGACGET
| I ] | I ] | ]

1130 1140 1150 1160 1170 1180 1180 1200
1 1 1 1 1 1 1 1

ACGTCGARAGCAACAAGCGATATCGTTTCAGACT TATCTCGATGTCTTGCGACCCCAATTTCACGTTCTCAATCGACGGT 1200

. segACGTCGARAGCAACAAGCGATATCGTTTCAGACTTATCTCGATGTCTTGCGACCCCAATTTCACGTTCTCAATCGACGET 741

CACTCTTTGCAGGTCATAGAGGCAGACGCTGTCAATATTGTGCCTATCGTCGGTATGTCCTTTTGCGCTTGGCTTCACTG
T T T T T T T T

1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
1 1 1 1 1 1 1 1

CACTCTTTGCAGGTCATAGAGGCAGACGCTGTCAATATTGTGCCTATCGTCGGTATGTCCTTTTGCGCTTGGCTTCACTG 1280
CACTCTTTGCACGTCATACGAGECAGACGCTGTCAATATTGTGCCTATCGTOG - - - - - - - - - - - - - - - - — ——— 793

TCTAAATOCCCTCGAAATTCCCATCGCTCCGATATTCATCTCCGATACTATTCAAATCTTCCCGGGTAAATTCCACCCGCCCTTT
| I ] | I ] | ]

1250 1300 1310 1320 1330 1340 1350 1360
1 1 1 1 1 1 1 1

TCTAAATOGCTGARATTCGCGATGETCCGATATTGATGTGGATAGTATTCARATCTTCGCGGGTAAATTGCACCCGCCCTTT 1360

CATCGAARCTTTGCTAAGCCGACTTTCAAGGCCAACGCTATTCCTTCGTCTTGAATGCCAATCAGACTGTTGACRATTAC
| I ] | I ] | ]

1370 1380 1350 1400 1410 1420 1430 1440
1 1 1 1 1 1 1 1

CATCGARRACTTTGCTAAGCCGACTTTCAAGGCCAACGCTATTCCTTCGTCTTGAATGCCAATCAGACTGTTGACAATTAC 1440
——————————————————————————————— CCAACGCTATTCCTTCGTCTTGAATGCCAATCAGACTGTTGACAATTAC 867

TGGATTCGTGCAAATCCCAACTTGGGAT CGACTGETATGGCATCTTGARRGCAACACTTGTGCTTCGCTGACTTCCTGTA
T T T T T T T T

1450 1460 1470 1480 14590 1500 1510 1520
1 1 1 1 1 1 1 1

TGGATTCCTGCARATCCCAACTTGGGAT CGACTCGTATGCCATCTTCARAGCARCACTTCTGCTTCGCTGACTTCCTGTA 1520
TCGATTCETGCARATCCCARCTTGGGAT CGACT GG — - - — == = === = = = === == = = — = m oo m oo 902

ATGCCAGCCCTTCGATGGTGGTATCAATTCOGCTATCCTTCGGTATGCTGGTGCCACTGAGGATGACCCTACCACGACTT
| I ] | I ] | ]

1530 1540 1550 1560 1570 1580 15580 1600
1 1 1 1 1 1 1 1

ATGCCAGGCCTTCGATGGTGGTATCAATTCOGCTATCCTTCGGTATGCTGGTGCCACTGAGGATGACCCTACCACGACTT 1600
==coo=o=d CTTCGATGGTGGTATCAATTCCGCTATCCT TCGGTATGCTGGTGCCACTGAGGATGACCCTACCACGACTT 973
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CGTCAACGAGCACCCCCCTTGAGEAGACTRATCTCGTGCCCCTTGARAAT CCTGGTGCTCCOGGTCCAGCTGTCCCTGGA
T T T T T T T T

1610 1620 1630 1640 1650 1660 1670 1680
1 1 1 1 1 1 1 1

CGTCAACGAGCACCCCCCTTGAGGAGACTAATCTCGTGCCCCTTGAAAAT CCTGGTGCT CCOGGTCCAGCTGTCCCTGGA 1680

. segCGTCAACGAGCACCCCCCTTGAGGAGACTAATCTCGTGCCCCTTGARAAT CCTGGTGCTCCOGGTCCAGCTGTCCCTGGA 10563

GGCGCAGACATCAACATCAATCTCGCTTATGGCCCTTCGAACGTTACTAACTTTGAAT TGACCATCAACGGTACGCAGTC
T T T T T T T T

1690 1700 1710 1720 1730 1740 1750 1760
1 1 1 1 1 1 1 1

GGECCCAGACATCAACATCAATCTCGCTTATGGCCCTTCGAACGTTACTAACTTTGAATTGACCATCAACGGTACGCAGTC 1760
seqeGCCCAGACATCAACATCARTCTCGCTTATGGCCCTTCGAACGTTACTAACTTTGAATTGACCATCAACGGT - ——-- - -~ 1125

TAGGTACTTTCAATGCCCTCGARATGGCTGCTCATCGACCCATGGCCAGGTTTCCCCCTTCCAAGCACCGACTGGTAAGCT
T T T T T T T T

1770 1780 1750 1800 1810 1820 1830 1840
1 1 1 1 1 1 1 1

TAGGTACTTTCAATGCCCTGARATGGCTGCTCATCEACCCATGGCCAGETITCCCCCTTCCARGCACCGACTGATAAGCT 1840
T TCCCCCTTCCAAGCACCGACTG-—- - - - - 1147

CAACTCGOCAGOGAAATACCAAAARANATTGATGTGATATTCCTGTAGCT CCTGTTCTGCTCCAGAT TCTGTCGGGTGCT
T T T T T T T T

1850 1860 1870 1880 18580 1500 1810 1520
1 1 1 1 1 1 1 1

CAACTCGOCACOGARATACCAARAAARATTGATGTGATATTCCTGTAGCT CCTGTTCTGCTCCAGATTCTEGTCGEETGCT 1920
e CICCTETTCTGCTCCAGATTCTETOGGETECT 1179

ACAACTGCCGCCTCGCTTCTTCCTTCAGGTAGTATATACTCGCTAGAAGCCAACAAAGT TGTCGAAATCTCCATACCCGEC
] ] | | | I ] 1

1930 1940 1850 15960 1970 1980 1990 2000
1 1 1 1 1 1 1 1

ACAACTCCCCGCCTCCCTTCTTCCTTCAGCTACTATATACTCCCTAGAAGCCAACAAAGTTCTCGAAATCTCCATACCCGC 2000
segACAACTGCCGCCTCGCTTCTTCCTTCAGGTAGTATATACTCGCTAGAAGCCAACAAAGTTGTCGAAATCTCCATACCCGC 1259

CTTAGCTGTTGGAGGACCGCGTAAGCCCCARGCCCCGECGCCACARACCATGTTCTGATAACTATCGCGCCTGAACAGCAT
] ] ] 1 | I ] ]

2010 2020 2030 2040 2050 2060 2070 2080
1 1 1 1 1 1 1 1

CTTAGCTGTTGGAGGACCGGTAAGCCCCARGCCCCGGCGCCAGARRCCATGTTCTGATAACTATCGCGCCTGAACAGCAT 2080

S EEOE R ACE e N CE ACCATE e e e e CAT 1281

CCTTTCCATCTTCACGGEGTGAGTAATGOCGACCCTCACAATTCTATCCAACGGCTGATCGACCTCGAATAGCACACGTTC
1 | | 1 I I ] ]

2080 2100 2110 2120 2130 2140 2150 2160
1 1 1 1 1 1 1 1

CCTTTCCATCTTCACGEGETEAGTAATGCGACCCTCACARTTCTATCCAACCGCTGATCGACCTCGARTAGCACACGTTC 2160
S T REIC AR ST RERREE e e e S e e e CACACGTTC 1308

GACGTCATCAGGAGTECCGECTCTACTACGTACAACTTCGACACCCCTGCGOGACCGCGATCTTGTCAACACTGGAACTGA
T T T T T T T T

2170 2180 2180 2200 2210 2220 2230 2240
1 1 1 1 1 1 1 1

GACGTCATCAGGAGTGCGGGCTCTACTACGTACAACTTCGACACCCCTGCGOGACGCGATGTTGTCAACACTGGAACTGA 2240

. 8e GACGTCATCAGGAGTGCGGGCTCTACTACGTACAACTTCGACACCCCTGCGCGACGCCGATGTTGTCAACACTGGAACTGA 1388

CGCGAACGACAACGTTACCATCCGCTTTGTGACGGATAATCCAGGCCCATGEGTTCCTTCACTGCCACAT TGACTGGCATC
] I | | I I ] |

2250 2260 2270 2280 2290 2300 2310 2320
1 1 1 1 1 1 1 1

CGCGAACCACAACGTTACCATCCGCTTTCTGACGGATAATCCAGGCCCATGETTCCTTCACTGCCACATTGACTGGCATC 2320
segqCGCGAACGACAACGTTACCATCCGCTTTGTGACGGATAATCCAGGCCCATGGTTCCTTCACTGCCACATTGACTGGCATC 1468

TOGAAAT OGGTCTCGCGETCGTTTTCGCOGAAGATGTCACGTCCATCACGGCCCCACCTECOGCETGEGGACGACTTGTGT
| ] | || | I ] ]

2330 2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400
1 1 1 1 1 1 1 1

TCGAAAT OGGTCTCGCGETCGTTTTCGC CGAAGATGTCACGTCCATCACGGCCCCACCTGCOGCGTGGGACGACTTGTGT 2400

. 8edICGAAAT CGETCTCGCGETCGTTTTCGCOGAAGATGTCACGTCCATCACGGLCCCACCTGCOGCGTGGGACGACTTGTGT 1548
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CCGATTTATGATGCTTTGAGCGATTCCGACAAAGGTGCCATAGCTTGATAGGTGGCTTTGTTTATTGTTTTTATTCCTGG
T T T T T T T T

2410 2420 2430 2440 2450 2460 2470 2480
1 1 1 1 1 1 1 1

CCGATTTATGATGCTTTGAGCGATTCCGACAAAGETGGCATAGCTTGATAGGTGGCATTGTTTATTGATTTAATTACTCG 2480
COGATTTATGATGCTTTGAGCGATTCCGACARAGGTGGCATAGCTTIGA GATCGCTTCCCTAATTCTGCCTATTCATGG 1626

ACTTAAAGT OGAATTTAGTGGTCTCGTGTTCGT T TTCGCRR XXX XX 30 XX XX XX KOO X XX XKX
T T T T T T T T

2490
1

2500 2510 2520 2530 2540 2550 2560
1 1 1 1 1 1 1

ACTCARAGGC- -ATTTAGCGGTCTCGCGGTCGTTTTCGCCGAAGATGT CACGTCCATCACGGCCCCACCTGGTATGTCTC 2558

AAATAAACTOCGAAACAAATAGAACCATCTCCATTCCAAC 1665
) 9.0.0.0:0.0.8.0:5:0.0,0.0.0:0:0.0:.0.5.0:0.0.0.0:0:0:0,0.0:0.0.0:0.0:0,0:0.0.8.0.0:0:0:0.0:0:0:0:0.0.9.0.0:0:0:0.8:0.5:0.8.0.0.0:0:0:0.9.9:9.8.¢.6:4
T T T T T T T
2570 2580 2580 2600 2610 2620 2630
1 1 1 1 1 1 1
TTCATACCTATCACCGCAGCTTGTGTTCGTATGCATGACCT TCAGTTCTCCCAGCCAGCGTGAACGAACCAGTGA 2633
1665

Figura 36. Secuencia de nucleotidos del gen de lacasa de Pleurotus ostreatus.
Mostrando intrones (GenLAC) y exones (DNAcLac).
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Figura 37. Alineamiento de las secuencias obtenidas por RT-PCR para obtener el
cDNA, mediante el programa Lasergene (Segman).

92



Se han reportado varias secuencias de ARNm de los genes para varias isoenzimas de
lacasas de Pleurotus ostreatus, la longitud que se encontr6 en este trabajo de
investigacion se parece a la reportada por otros autores: para el gen POX1 se reporto
una longitud de 1663 pb y 529 aminoacidos (Giardina y col., 1995), para pox2 un
tamafo de 1713 pb, que codifica para 533 aminoacidos (Palmieri y col., 1993),
POXA1lb presento un ARNm de 1772 pb y 533 aminoacidos (Giardina y col., 1999),
POXAS present6 un tamafio de 1566 pb, que codifica para 521 aminoacidos (Palmieri
y col, 2003) y POX4 de 1599 pb, que codifica para 509 aminoacidos (Pezzella y col.,
2009). La gran mayoria de los genes muestran un patron comun de codificacion para
un polipéptido de 520 a 550 residuos de aminoé&cidos (Baldrian, 2006), excepto POX4.
La longitud de los intrones también se ha reportado entre 48-59 pb. En la mayoria de
los genes de lacasa de Pleurotus ostreatus anteriormente mencionados se han
encontrado 19 intrones, aunque en este gen solo se encuentran 17 (Figura 36). Su
localizacion, sin embargo, esta conservada, como ya se ha reportado para los genes
de lacasas en los basidiomicetos. La lacasa presentdé un posible sitio de
poliadenilacion AATAAA (Figura 37, linea amarilla) 40 nucleotidos después del codén

de terminacion (TGA).
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Figura 38. Secuencia de aminoacidos generada por la secuencia de cDNA del gen de
lacasa de Pleurotus ostreatus.
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El gen de lacasa aislado codifica una proteina de 509 aminoacidos. La secuencia de
aminoacidos se muestra en la Figura 38 y se observa que esta dentro del rango de

numero de aminoacidos reportados para este tipo de proteinas.

Todas las secuencias de proteina de lacasas contienen secuencias consenso L1-L4,y
en este caso también. En la Figura 39 se muestra la secuencia de aminoéacidos,
indicandose los sitios de unién de cobre (linea). Ademas, se localizaron las diez
histidinas que se coordinan con los atomos de cobre y cuatro residuos de Cys que

pueden estar involucrados en la formacion de enlaces disulfuro.

En la Figura 40 se muestra el alineamiento de los aminoacidos que forman al sitio de
union del cobre de la isoforma de lacasa obtenida en este trabajo de investigacion
(LACCM) con los de las lacasas reportadas para Pleurotus ostreatus (POX1, POX3,
POX4, LACC12, POXC, POXA1b y POXA3). Se puede observar que se parece a las
secuencias POX1 y POX4, encontrandose un porcentaje de similitud significativo. En
el andlisis de contenido de aminoacidos de la proteina se observd que los
aminoacidos que se presentan con mas frecuencia fueron: Ala, Asp, Gly, Leu, Ser, Thr
y Val, similar a los aminoacidos predominantes de las secuencias POX1 (GenBank
Q12739.1), lacasa (GenBank AAR21094.1) vy bilirrubin oxidasa (GenBank
BAAB85185.1) (con la Unica diferencia que éstas Ultimas no presentan Asp como
aminoacido predominante, sino Pro. En la secuencia de la lacasa si aparece también

este aminoacido, pero con menor frecuencia que Asp).

En el andlisis mediante el programa BLAST (NCBI) de la secuencia de la proteina
derivada del gen de lacasa secuenciado, se puede observar (Tabla 14) que la proteina
presentd alrededor de un 96-97% de semejanza a nivel de aminoacidos con las cuatro
secuencias reportadas en el banco de datos, al igual que la isoforma que reportaron
Moussa y col. (2009). A nivel de nucleétidos, se observa que el gen completo presentd
semejanzas de entre un 86 y un 94%. Utilizando el ARNm, la semejanza fue similar a
la encontrada con el gen completo. Se puede concluir que es un gen diferente a los ya

reportados en P. ostreatus, debido a las diferencias significativas en la secuencia y a
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gue el protomor presenta grandes diferencias con los promotores ya reportados para
estas enzimas. Aparte, la proteina presenta también diferencias en su peso molecular

y en las propiedades cataliticas, con respecto a las reportadas hasta la fecha.

Se han reportado siete isoformas de la lacasa para P. ostreatus (Pezzella y col.,
2009), y se ha propuesto la existencia de una subfamilia de lacasas (que podria
consistir de tres miembros, basandose en la similitud de las secuencias y la estructura
de los intrones-exones). Ademas, las investigaciones del genoma de P. ostreatus
realizadas por el Departamento de Energia e Instituto Conjunto del Genoma
(http://www.jgi.doe.gov/sequencing/why/50009.html _, DOE-JGI) han sugerido que

la familia de las MCO es compleja y que posiblemente haya nuevos genes que
codifican para lacasas, pudiéndose llegar hasta los 12 miembros en esta especie de
hongo (Lettera y col., 2010). Los multiples genes de lacasas en hongos pueden ser
una consecuencia de eventos independientes de duplicacion y divergencia durante la
evolucion, de forma que estas secuencias homologas (genes paralogos) diferirian
dentro de la célula de acuerdo a las funciones fisiolégicas que cumplan los productos
por ellas codificadas. La divergencia debida a la funcion de las isoenzimas ha sido
postulada también para algunos basidiomicetos que poseen la familia de enzimas
oxidorreductasas (Lundell y col., 2010). La presencia de algunas de las isoformas
puede deberse a sus respectivas funciones in vivo y podria explicar el por qué de los
multiples genes que se estan reportando, aungque no se haya encontrado aun el ADNc
o la proteina correspondientes (Pezzella y col., 2009). Un caso adicional que apoyaria
esta hipoétesis es la LACC12 (55 kDa por SDS-PAGE), que uUnicamente se ha
encontrado en cuerpos fructiferos de P. ostreatus (Lettera y col., 2010).
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Figura 39. Secuencia de aminoacidos del gen de lacasas de Pleurotus ostreatus con
los cuatro posibles dominios de union del cobre.
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Figura 40. Alineamiento de los cuatro dominios de unién de cobre de la lacasa
(LACCM) con otras lacasas reportadas de P. ostreatus.
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Tabla. 14. Comparacién del gen, RNAmM y aminoéacidos

ostreatus con secuencias NCBI (GenBank).

de la lacasa de Pleurotus

No. Acceso  Descripcion % Max ident
Gen

Z22591.1 P.ostreatus diphenol oxidase gene 94
GU953215.1 Pleurotus eryngii laccase gene, complete cds 92
EU031523.1 Pleurotus eryngii laccase (lac4) gene, partial cds 90
734848.1 P.ostreatus pox2 mRNA for diphenol oxidase 86
cDNA

734847.1 P.ostreatus pox1 mRNA for diphenol oxidase 94
AY485827.1 Pleurotus ostreatus laccase mRNA, complete cds 94
734848.1 P.ostreatus pox2 mRNA for diphenol oxidase 84
AB020026.1 P. ostreatus mRNA for bilirubin oxidase, complete cds 84
Aminoécidos

Q12729.1 P. ostreatus diphenol oxidase 1 96
AAR82932.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 96
AAR21094.1 laccase [Pleurotus ostreatus] 96
CAQ079914.1 laccase [Pleurotus eryngii] 96
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8. CONCLUSIONES

Se puede afirmar que estamos en presencia de una lacasa de Pleurotus ostreatus no
descrita hasta la fecha, ya que se encontraron diferencias con respecto a las ya
reportadas. El peso molecular encontrado es de aproximadamente 54.1 kDa (SDS-
PAGE), el cual no sido reportado en los anteriores trabajos. En el analisis de BLAST
(NCBI) se puede observar que la similitud con las otras secuencias del banco de
genes, tanto en proteina, ARNm y gen completo no alcanza el 100%, siendo bastante

inferior en el caso del ADN y el ARNm.

El promotor presentd diferencias con los ya reportados para lacasas de Pleurotus
ostreatus, ya que no se habian reportado posibles elementos de repuesta al estrés y
de defensa. Ademas, en este promotor no se encontraron elementos de repuesta a

choque térmico, como los reportados para POXAlb.

Se confirma que la proteina es extracelular, el péptido sefal consto de 22 aminoacido.
Comparando las secuencias con las de los péptidos sefial reportados para las otras
proteinas, el tamafio (de aproximadamente 20-24 aminoé&cidos) y la secuencia fue

semejantes.

Los factores transcripcionales son de suma importancia en la expresion de genes, por
lo que se podria proponer que la produccion de mas lacasas en medio liquido podria
deberse a respuestas o mecanismo de defensa del organismo al estrés o la presencia
de cobre (como ya se habia reportado en Trametes, hongo que en estos casos
incrementa la produccion de pigmentos). En trabajos sin la presencia de cobre se ha
observado que el medio presenta menos contenido de pigmentos, y la presencia de
factores de transcripcion XRE, respuesta al estrés y de defensa permiten suponer que
el organismo buscara alternativas fisiologicas en caso de mantenerse en condiciones

no optimas de crecimiento.
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9. PERSPECTIVAS

1. Sobreexpresar el gen de lacasa caracterizado en este trabajo, buscando
incrementar su produccion.

2. Realizar expresion heter6loga en un organismo de rapido crecimiento, como
Aspergillus niger, lo que permitiria la produccién de lacasa en menor tiempo.

3. Evaluar si la diferencia en produccion de lacasas observada en FML y FMS
esta regulada por algun tipo de estrés.

4. Explicar el rol biologico de esta lacasa en Pleurotus ostreatus, debido a que es
la forma predominante. Este objetivo podria abordarse por silenciamiento del
gen, determinandose su efecto sobre la fisiologia del organismo.
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