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RESUMEN

La lignina presente en la lignocelulosa es un polimero heterogéneo muy dificil de
degradar y solo los hongos de la podredumbre blanca son eficientes para degradar la
lignina, donde las lacasas tienen un papel predominante. La lacasas son enzimas
que tienen amplia especificidad de sustratos y un gran potencial de aplicacion en
biorremediacion, biopulpeo y sintesis organica, entre otros. Las principales
dificultades del uso de lacasas son el alto costo de produccion y el bajo nivel de
enzimas. La adicion de residuos lignoceluldsicos al medio de cultivo puede inducir la
produccion de lacasas y favorecer su aplicacion. Asimismo, el conocimiento de la
regulacion transcripcional de este gen en estos sustratos es importante para obtener
informacion de las lacasas de este hongo y que podria ser usada para establecer
estrategias de sobreproduccion de estas enzimas. En este estudio se examinaron los
niveles de produccion de lacasas durante 240 horas de cultivo de Trametes hirsuta
Bm-2 en medios suplementados con cascara de toronja, naranja, mandarina, platano
y salvado de trigo que se usaron como inductores y en medio salino que se utilizé
como control no inducido. EI RNA fue extraido del micelio obtenido a diferentes
tiempos de cultivo para analizar la expresion del gen lacasa usando la transcripcion
reversa cuantitativa (RT-qPCR). Se tom6 como gen de referencia la B-actina para la
normalizacion y determinacién de la eficiencia de la reaccién, lo que permitié la
estimacion adecuada de la expresion génica relativa. La actividad de lacasas en los
extractos libres de células fue medida empleando ABTS como sustrato. Los
resultados mostraron que en todos los medios suplementados con los residuos se
incrementd la actividad de lacasas con respecto al medio salino, sin embargo, los
perfiles de produccion de lacasas variaron en funcién del sustrato. La maxima
actividad obtenida fue de 5655 y 3515 U/mL a las 96h con toronja y naranja
respectivamente, que representa un incremento de 81 y 58 veces con respecto al
control. El nivel de los transcritos de lacasas mostro variaciones en los diferentes
tiempos de cultivo. Los mayores niveles de expresion fueron alcanzados en el
tratamiento con salvado de trigo. Los valores maximos de expresion relativa se

obtuvieron a las 240 y 96 h (12.8 y 10.49 ER), mientras que para el tratamiento de
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toronja el maximo nivel de expresién fue detectado a las 144 h con un valor de 6.71
ER. Es importante sefialar que no hubo correlacion directa en las cinéticas de
actividad de lacasas y la expresion relativa del gen. Se requiere realizar mas estudios
para esclarecer estas diferencias, sin embargo los resultados sugieren que: a)
durante el curso del cultivo se producen diferentes isoenzimas que difieren en su
afinidad por el sustrato ABTS, lo que se refleja en incremento o decremento de
actividad de lacasas. Otra posibilidad es que la composicion de fenoles en los
extractos enzimaticos, varia durante el cultivo y éstos difieren en su accidbn como
mediadores redox favoreciendo o no la oxidacion del ABTS por las lacasas.

Los hallazgos revelan un claro efecto de la cascara de toronja y salvado de trigo en
la induccién transcripcional de lacasas en Trametes hirsuta Bm-2. Asimismo, este
estudio representa un modelo de la induccion de lacasas que contribuye a la escasa
informacion reportada en desechos agroindustriales y que pueden contribuir al

desarrollo de procesos para la produccién comercial de lacasas.




1. Introduccién

1. INTRODUCCION

Las lacasas (p-difenol: oxigeno oxidoreductasa, EC 1.10.3.2) son fenol oxidasas que
catalizan la oxidacion de una gran variedad de compuestos fendlicos y aminas
aromaticas usando oxigeno molecular como aceptor de electrones, y participan en la
produccion de radicales libres (Guillén et al., 2000) involucrados en la degradacion y
transformacioén de la lignina, fenoles y diversos compuestos xenobidticos (Ashger et
al., 2008).

Debido a su inespecificidad, las lacasas han sido estudiadas por su uso potencial en
diversas aplicaciones industriales que incluyen el bioblanqueo de la pulpa de papel,
la decoloracion de tintes, la detoxificacion de contaminantes ambientales y la
revalorizacion de desechos y aguas residuales (Jurado et al., 2009; Madhavi y Lele,
2009; Mayer y Staples, 2002; Saparrat et al., 2010).

Los hongos de la podredumbre blanca son los méas eficientes organismos
productores de lacasas. La mayor parte de ellos producen varias lacasas que pueden
estar codificadas por familias multigenes (Rodriguez-Couto y Toca-Herrera, 2007;
Valderrama, et al.,, 2003). Esta redundancia de genes usualmente involucra
diferencias en sus propiedades fisico quimicas y cinéticas, mecanismos de
regulacion y localizacion (Crowe y Olsson, 2001; Missall et al., 2005), lo que sugiere
funciones fisiol6gicas diferentes relacionadas con la nutricion, morfogénesis e

interacciones con el medioambiente.

Las lacasas como la mayor parte de las enzimas se regulan a nivel transcripcional,
algunas son expresadas constitutivamente, otras son inducibles y se producen en
respuesta a sefales reguladoras (Cordoba-Cafiero y Roncero, 2008; Missall et al.,
2005) y pueden ser sensibles a represion catabdlica. La sintesis y secrecion de
enzimas puede estar influenciada por el nivel de nutrientes, las condiciones de
cultivo, la etapa de desarrollo, asi como la adicion de inductores al medio de cultivo.
La transcripciéon de genes de lacasas es a menudo regulada por iones metalicos

(Galhaup et al., 2002a), compuestos aromaticos y fendlicos derivados de la lignina
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1. Introduccién

(Terrdn et al., 2004), nitrégeno (Collins y Dobson, 1997) y carbono (Soden y Dobson,
2001) entre otros.

En las uUltimas décadas se han evaluado diversas estrategias para incrementar la
productividad y mejorar las propiedades bioquimicas de las lacasas. La mayor parte
de los estudios se han llevado a cabo adicionando fenoles relacionados
estructuralmente a la lignina o derivados de la lignina. Los niveles de induccion
varian de acuerdo al organismo y parece ser especifica a ciertos compuestos
aromaticos. Sin embargo estos compuestos son caros y en algunos casos téxicos

por lo que en la préactica su aplicacion no resulta factible.

La utilizacion de residuos lignoceluldsicos es otra alternativa para incrementar la
produccion de lacasas ya que estos residuos contienen lignina, que inducen la
sintesis de enzimas ligninoliticas. Ademas, estos sustratos contienen azucares que
favorecen el crecimiento del hongo. El uso de estos residuos no solo provee una
alternativa como sustrato, sino también contribuye a reducir o evitar problemas de
contaminacion ambiental (Risdianto et al., 2010; Neifar et al., 2011). En estos
estudios generalemente se han establecido el efecto inductor a través del incremento
en la actividad de lacasas usando residuos lignocelulésicos con respecto a la
producida en un medio minimo, sin embargo, es muy escasa la informacion de la

expresion de lacasas a nivel transcripcional en sustratos agroindustriales.

La transcripcidn reversa seguida de qPCR representa una herramienta poderosa
‘para amplificar y cuantificar cantidades traza de RNAm. Este método es
considerado un buen estandar para medir la expresibn génica por su alta
sensibilidad, especificidad y reproducibilidad (Pfaffl, 2004; Qin et al., 2006), lo que
permite determinar los niveles de expresion de lacasas en el curso del cultivo. Esta
técnica requiere la seleccion cuidadosa y validacion de genes de referencia

(estandares internos) los cuales son procesados en paralelo con el gen blanco.

Trametes hirsuta Bm2 es un hongo nativo de la peninsula de Yucatan que produce

lacasas extracelulares (Tapia-Tussel et al.,, 2011). Estas enzimas han demostrado
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1. Introduccién

elevado poder de decoloracion de tintes y efluentes industriales. Recientemente se
obtuvo la secuencia parcial de un gen lacasa de T. hirsuta que presenta
caracteristicas moleculares semejantes a la de otras lacasas de hongos y también se
ha identificado la presencia de al menos otros dos genes que codifican para lacasas
(Tapia Tussell, 2011). El estudio de la regulacion transcripcional del gen lacasa en T.
hirsuta en residuos agroindustriales es importante para desarrollar procesos
rentables y para obtener mas informacion del sistema oxidativo de este hongo que
podria ser utilizado para el establecimiento de estrategias para la sobreproduccion de

estas enzimas.
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2. Marco Tedrico

2. MARCO TEORICO

2.1 Lacasas

Las lacasas (EC 1.10.3.2, p-difenol oxidasa) son enzimas que catalizan la
oxidacion de una amplia variedad de sustratos organicos e inorganicos incluyendo
mono-, di- y polifenoles, aminofenoles, metoxifenoles, aminas aromaticas y
ascorbato (Galhaup et al., 2002b). Son enzimas que contienen cobre y por esto se
encuentran dentro del grupo de las proteinas azules de cobre u oxidasas azules
de cobre. La habilidad de las lacasas para oxidar compuestos fendlicos mediante
la reduccion del oxigeno molecular a agua, ha llevado a estudios intensivos de

estas enzimas (Madhavi y Lele, 2009).

Las lacasas estan distribuidas ampliamente en plantas superiores y hongos asi
como en algunas bacterias y varios géneros de insectos (Madhavi y Lele, 2009).
Sin embargo, recientemente se han estudiado lacasas de otro tipo de organismos
como camarones (Le Bris et al., 2014), ostras (Luna-acosta et al., 2010), almejas
(Le Bris et al., 2013). La mayoria de las lacasas descritas han sido aisladas de
hongos ascomicetes, deuteromicetes y principalmente de los basidiomicetes de la
podredumbre blanca como Trametes versicolor, Trametes hirsuta, Trametes
ochracea, Trametes villosa, Trametes gallica, Cerena méxima, Corilopsis polizona,

Lentinus tigrinus, Pleurotus eryngii, etc. (Morozova et al., 2007).

Las lacasas fungicas son secretadas durante la degradacion de lignina sin
embargo, en algunos casos las reacciones de la lacasa no estén relacionadas a la
lignolisis. Estas enzimas juegan un papel en la morfogénesis y diferenciacion de
estructuras de esporulacion y descanso en basidiomicetes asi como la
degradacion de madera en hongos de la podredumbre blanca. La lacasa es
responsable de la formacion de pigmento en micelio y cuerpos fructiferos, mejora
la adhesion de las células, asiste en la formacion de rizomorfos y es responsable

de la formacién de pegamento polifendlico que mantiene juntas a las hifas. Varios

13



2. Marco Tedrico

patdogenos de plantas también producen lacasas extracelulares que permiten al
hongo superar la respuesta inmune del huésped. También facilitan la
detoxificacion del tejido de planta via oxidacion de fenoles antifingicos o
desactivacion de fitoalexinas. Ha sido postulado que la lacasa esta involucrada en
varias actividades celulares y microbianas. Estudios recientes de la funcion
fisiologica de la lacasa engloban la biosintesis de la pared celular de plantas,
fitopatogénesis, degradacion de material maderoso y humificacion, esclerotizacion
de insectos, melanizacion bacteriana y melanina relacionada con la virulencia para

humanos (Missall et al., 2005).

2.2 Propiedades bioquimicas de las Lacasas

La lacasa es un monodmero glicosilado o proteina homodimérica que esta unida a
un monosacarido generalmente manosa aunque también pueden ser glucosa,
galactosa, fucosa o arabinosa. En SDS-PAGE (electroforesis en gel de
poliacrilamida con dodecilsulfato sdédico) la mayoria de las lacasas muestran
movilidades correspondientes a un peso molecular de 60-100 kDa, del cual 10-
50% puede ser atribuido a la glicosilacion. Esta glicosilacion es la responsable de
la secrecion, susceptibilidad proteolitica, actividad, retencion de cobre y estabilidad
térmica (Madhavi y Lele, 2009).

Las lacasas purificadas exhiben una apariencia azul caracteristica de su absorcion
alrededor de 600nm. En la holoenzima, la mayoria de las lacasas contienen cuatro
atomos de cobre por monémero que pueden clasificarse en tres grupos utilizando
luz UV/Visible y resonancia paramagnética electronica (EPR) (Figura 1). El cobre
tipo | (T1) es responsable del color azul intenso de la enzima y su EPR detectable,
el cobre tipo Il (T2) es incoloro pero detectable en EPR y el cobre tipo 3 (T3)
consiste en un par de iones cobre que da una absorbancia débil cerca del
espectro UV pero sin sefal EPR. Los sitios de cobre T2 y T3 estan muy juntos y
forman un centro trinuclear involucrado en el mecanismo catalitico de la enzima en
el cual se une el oxigeno diatdmico y la reduccién de agua se produce (Madhavi y
Lele, 2009).
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2. Marco Tedrico

Type 3 (T3)
copper site

Type 2 (T2)
copper site

TRENDS in Biotechnology

Figura 2.1 Sitio activo de la lacasa de Bacillus subtilis

Todas las lacasas flungicas muestran una arquitectura similar que consiste en tres
dominios arreglados secuencialmente de una estructura tipo B-barril (Figura 2.2).
El sitio activo esta bien conservado con cuatro sitios de cobre T1 esta localizado
en el dominio 3 con cobre situado en una depresién poco profunda y el grupo de
cobre trinuclear esta en la interfaz entre los dominios 1 y 3 con cada dominio
proporcionando residuos de ligando en la coordinacion de los iones de cobre. El
cobre T1 estd coordinado con His-N y Cys-S como ligandos ecuatoriales
conservados. La posicion axial tiene Leu o Phe que no participan en la
coordinacién. El enlace cobre-thioether y el residuo no coordinado influyen
fuertemente el potencial redox de la enzima. Las lacasas de diferentes fuentes

muestran rangos amplios de potencial redox de 780-880mV (Pointek et al. 2002)
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2. Marco Tedrico

mientras que la enzima de la planta Rhus vernifera tiene un valor de 420 mV
(Viswanath et al., 2008).

Figura 2. 2 Representacién cinta de la estructura cristalogréfica de rayos X de la
lacasa de Trametes versicolor

El pH éptimo de la lacasa es altamente dependiente del sustrato. Para fenoles, el
pH éptimo puede ir de 3 a 7 para lacasas fungicas. Cuando se usa ABTS como
sustrato, el pH 6ptimo es mas acido y se encuentra en el rango entre 3 y 5. En
general, las curvas de actividad de la lacasa tienen forma de campana con un pH
Optimo que varia considerablemente. Esta variacion puede ser debido a los
cambios en la reaccidon causados por el sustrato, oxigeno o la enzima misma
(Madhavi y Lele, 2009).

La diferencia en el potencial redox entre el sustrato fenolico y el cobre T1 podria
incrementar la oxidacion del sustrato a valores altos de pH, pero el anién hidroxilo

(OH) unido a los cobres T2/T3 resulta en una inhibicion de la actividad de la
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2. Marco Tedrico

lacasa debido a la disrupcion de la transferencia interna del electron entre el T1y
los centros T2/T3. Estos dos efectos opuestos pueden jugar un papel importante
en la determinacion del pH 6ptimo de las enzimas lacasas bifasicas (Xu, 1999). El
papel del cobre T1 en el pH 6ptimo de la enzima fue confirmado por Palmieri et al.
(1997) quien encontrd que el cobre T1 estaba ausente en enzimas que exhibian

un pH 6ptimo més cercano a 7.

La temperatura éptima de la lacasa puede diferir grandemente de una cepa a otra.
La lacasa aislada de Ganoderma lucidum mostré una temperatuda 6ptima de entre
20 a 25 °C y se encuentra estable entre 10-50 °C por 4 horas (Ko et al., 2001). En
las lacasas aisladas de Marasmius quercophilus se encontré que son estables por
1 hora a 60 °C. Ademas que la pre incubacién de enzimas a 40 °C y 50 °C

incrementa grandemente la actividad de la lacasa (Farnet et al., 2000).

Las lacasas generalmente son inhibidas por diversos agentes quimicos (Madhavi y
Lele, 2009). En un estudio dirigido por Bollag y Leonowicz (1984) se encontr6 que
azida, acido tioglicdlico, y acido dietilditiocarbamico inhiben la actividad de la
lacasa, mientras EDTA afecté la actividad de la lacasa en menor medida. Aniones
pequefios tales como halidos (excluyendo iodido), azida, cianido e hidréxido
unidos al cobre tipo 2 y tipo 3, resultan en una interrupcion en la transferencia
interna del electron e inhibicion de la actividad. Otros inhibidores incluyen iones
metélicos (por ejemplo Hg*?), acidos grasos, reactivos sulfhidrilos, hidroxiglicina,
acido kojico y detergentes de cation de amonio cuaternario (Madhavi y Lele,
2009).

2. 3 Mecanismo de accion

La lacasa actua sobre las subunidades fendlicas de la lignina, lo que conlleva la
oxidacién del carbono a, rompiendo el enlace entre los carbonos a y B vy la
escicion de un radical arilo-alquilo. Madhavi y Lele (2009) proponen tres pasos

involucrados en la catdlisis de las lacasas:
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Reduccion del cobre tipo 1 mediante la oxidacion del sustrato.

2. Transferencia interna del electron del cobre tipo 1 al cobre tipo 2 y cobre
tipo 3.

3. Reduccion del oxigeno a agua en el sitio de cobre tipo 2 y tipo 3.

La oxidacion de un sustrato por una lacasa involucra la pérdida de un electréon y la
formacion de un radical libre (cation). El radical es generalmente inestable y puede
experimentar una oxidacion catalizada por la lacasa (por ejemplo, formar quinonas
de fenol) o reacciones no enzimaticas (como hidracion, disproporcién o
polimerizacién) (Figura 2.3). La transferencia del electron desde el sustrato al
cobre tipo 1 probablemente esta controlada por la diferencia de potencial redox.
Un potencial de oxidacion mas bajo del sustrato o uno mas alto de la lacasa (en el
sitio tipo 1) resulta frecuentemente en una mayor velocidad de oxidacion del

sustrato.

Lignin Lignin
| |
HCOH HCOH O
2H,O

(o]
:‘ : Aryl-alkyl cleavage
Laccase
OCH, OCH OCH

OH (@] O

Figura 2.3 Mecanismo de accion de la lacasa

El sitio de unién donde el sustrato es reducido (o sitio cobre tipo 1) parece ser
bastante superficial y tiene un efecto esteéarico limitado en fenoles simples. En

contraste, el sitio de union del O; (o sitios de cobre tipo 2 y tipo 3) parece restringir
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el acceso de otros agentes oxidantes. La activacion de O, probablemente
involucra la formacion de un enlace quimico en el cobre trinuclear. Bajo
condiciones normales, la transferencia del electron desde el sustrato al sitio tipo 1
(el aceptor inicial del electron del sustrato) es el paso que determina la velocidad

de la reaccion.

En contraste con otras enzimas ligninoliticas, las lacasas solo pueden oxidar los
fragmentos fendlicos de la lignina debido al su bajo potencial redox (450-850 mV).
Las lacasas pueden usar agentes cooxidantes llamados mediadores. Los
mediadores son moléculas de bajo peso molecular que al ser oxidados por las
lacasas alcanzan un alto potencial de Oxido-reduccion que los hace capaces de
oxidar la parte no fendlica de la lignina (Nityanand y Desai, 2006). El uso de
mediadores sintéticos como el 2,2’-azinobis-(3-etilbenztiazolina-6-acido sulfénico)
(ABTS) ha permitido extender el rango de sustratos sobre los cuales pueden
actuar las lacasas, sin embargo, estos compuestos de origen sintético son caros y
toxicos. Recientemente se han encaminando los esfuerzos a la busqueda de
fenoles derivados de la lignina que son mediadores naturales no téxicos y han
demostrado mejorar la eficiencia en la remocion de compuestos xenobioticos
(Kunanmeni et al., 2008).

2.4 Produccioén de lacasas

La produccién de lacasas por basidiomicetos del género Trametes, Pleurotus,
Lentinula, Pycnoporus, Phanerochaete y Agaricus han sido ampliamente
estudiada debido a la facilidad con la cual estos microorganismos son cultivados in
vitro y porque las lacasas son excretadas al medio de cultivo. Mediante estudios
de la produccion de lacasas se han evaluado en sistemas de fermentacion soélida y
sumergida la fuente de carbono (azucares y residuos lignocelulésicos), el uso de
inductores fendlicos y no fendlicos (Poojary y Mujeraya, 2012; Neifar et al, 2011).

En afios recientes ha surgido la tendencia del uso de residuos organicos tales

como los desechos de la agricultura, bosques e industrias como sustratos de
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fermentacion. La mayoria de estos residuos contienen azucares, lo que hace mas
econdmico el proceso (Moldes et al., 2003). Por ejemplo, la adicion de cascara de
nuez molida incrementé 25 veces la produccién de lacasas usando el hongo
Coriolopsis rigida. Yasmeen et al. (2013) us6 cascara de platano como fuente
lignoceluldsica para incrementar 1.3 veces la actividad de lacasas de T. hirsuta.

El principal foco de las investigaciones es la produccion de enzimas con alto
impacto en la biotecnologia industrial. Las diferentes fuentes de residuos son
baratas y son una fuente efectiva de sustratos naturales que inducen la produccion

de lacasas.

2.5 Genes de lacasas

La mayoria de los hongos secreta mas de una isoenzima de lacasa dependiendo
de la especie o de las condiciones medioambientales. Los mecanismos
fisiol6égicos que ocurren durante el desarrollo del micelio pueden también modular
los niveles de expresion de las isoenzimas. Algunas isoformas han sido
observadas durante la fases lag y exponencial de fermentacion y podrian estar
involucradas en la degradacion del sustrato. Otras isoformas han sido detectadas
en la fase estacionaria que podrian estar relacionadas con la morfogénesis del

hongo y los procesos de pigmentacion (Lettera et al., 2010).

En los hongos de la podredumbre blanca varia la produccién de isoformas de
lacasas cuyo numero depende de las condiciones del medio de cultivo o por la
presencia de algun inductor. Esta variabilidad puede deberse a varios factores,
originalmente se pensaba que las isoenzimas de lacasas eran producto de un
mismo gen pero con variantes postraduccionales; sin embargo, se han aislado y
caracterizado varios genes de lacasas. En Rhizoctonia solani se obtuvieron cuatro
secuencias diferentes de DNA para lacasa (Wahleithner et al.,, 1996). En
Coprinopsis cinérea se han encontrado 17 genes que codifican para lacasa (Kilaru
et al., 2006). Tal es el caso de Pleurotus pulmonarius que produce tres isoformas
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de lacasas dos constitutivas (Iccl y Icc2) y una inducible (Ilcc3) (Marques de Souza
et al., 2004). Las distintas isoenzimas producidas por Pleurotus ostreatus han sido
extensamente estudiadas. POXC es la mas abundante producida bajo diferentes
condiciones de crecimiento con peso molecular de 59 kDa y pl 2.7 (Palmieri et al.,
1993); otras isoenzimas secretadas por el micelio han sido purificadas y
caracterizadas como POXA2, POXB1 y POXB2 que muestran un peso molecular
similar alrededor de 67 kDa (Giardina et al., 1999; Palmieri et al., 1997, 2001). Dos
isoenzimas heterodiméricas (POXA3a y POXA3Db) con caracteristicas estructurales
inusuales fueron producidas en cultivos suplementados con cobre (Palmieri et al.,
2003). Trametes sp. AH28-2 produce al menos dos tipos de isoenzimas lacasa A
inducida por lignina kraft (Xiao et al., 2003) y lacasa B inducida por moléculas
pequefias de compuestos fendlicos (Xiao et al., 2004). Coriolopsis rigida secreta
dos isoenzimas Lacl y Lacll en cultivos inducidos con cobre (Saparrat et al., 2002)
y en presencia de residuos de la produccion de aceite de oliva (Diaz et al., 2010).
Pleurotus sajor-caju presenta tres isoenzimas inducibles (Psc lacl, Psc lac 2 y Psc
lac 4) y una constitutiva (Psc lac 3) (Soden y Dobson, 2001). En Trametes sp C30
se ha reportado que LACles una enzima constitutiva mientras que LAC2 y LAC3

necesitan ser inducidas para ser detectadas (Klonowska et al., 2002, 2005).

2.6 Regulacién de la expresion génica

La expresion génica es el proceso por el que la informaciéon de un gen es usada
en la sintesis de un producto génico funcional. Estrictamente el término abarca
desde la activacion del gen hasta que la proteina madura se localiza en el lugar
adecuado y realiza su funcion (Hernandez et al., 1994), aunque en algunos casos
como en los genes no codificantes de proteinas, el producto génico es un ARN
funcional (ARNm, ARNr o ARNt). En todos los organismos vivos las células
regulan sus actividades activando o desactivando la expresién de sus genes y
esta expresion es generalmente proporcional al nimero de copias de ARN
mensajero de un gen determinado. Este hecho es crucial si tratamos de identificar

la presencia de productos celulares especificos ya que el ARNm es traducido en
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los ribosomas para formar proteinas. Por lo tanto, es posible obtener datos
relativos a la produccion de elementos bioldgicos si la expresion de los genes de
una célula es conocida (McPherson et al., 2008). Los métodos de estudio de la
expresion génica se basan en su capacidad para detectar ARNm especificos, y
durante mucho tiempo el Northern blot ha sido la técnica mas utilizada para
detectar moléculas de ARN. Actualmente han aparecido técnicas mucho mas
precisas para el estudio de la expresion génica como la RT-gPCR (o RT-PCR a
tiempo real), y técnicas de alta productividad como los chips de ADN, la
secuenciacion de ESTs, el RNAseq o la tecnologia SAGE y SSH. Las estrategias
basadas en la secuenciacion masiva proporcionan enormes cantidades de datos y
son muy Utiles para estudios de transcriptomica comparada, mientras que la RT-

gPCR es mas especifica y adecuada para el estudio de genes concretos.

2.6.1 PCR en tiempo real

Higuchi et al. (1993) desarrollaron un método de analisis cuantitativo para
cualquier secuencia de ADN amplificable que utiliza una videocamara para
monitorizar multiples PCRs simultaneas detectando la acumulaciéon de ADN de
doble cadena en base al incremento de fluorescencia del bromuro de etidio. Hoy
en dia esta técnica es conocida como gPCR o PCR a tiempo real y su capacidad
para detectar y medir minasculas cantidades de &cidos nucleicos en un amplio
rango de muestras de diferentes origenes la convierte en una herramienta
excelente para el diagndstico molecular, las ciencias de la vida, agricultura y
medicina (Bustin, 2000). Sus aplicaciones se dividen claramente en técnicas de
diagnéstico y de investigacion, siendo en esta ultima muy atil para amplificar y
cuantificar moléculas de ADNc especificas obteniendo datos precisos y fiables
sobre la expresion genética de las células en estudio (Heid et al., 1996).
Algunas de las ventajas que hacen esta tecnologia tan competitiva son:

e Todo el proceso se realiza dentro del termociclador.

e Posee una gran sensibilidad, detectando bajos niveles de ADNc molde.

e Es muy precisa en la cuantificacion.
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e Posee un amplio rango de cuantificacién, de hasta siete 6Ordenes de
magnitud.

e Procesamiento de un elevado niumero de muestras en paralelo.

e Rapidez.

e Reproducibilidad.

Los principales inconvenientes de esta técnica son:

e No aporta informacién sobre los tamafios de ARNm.

e Es sensible a la estructura del ARNm.

e Tiene menos capacidad de resolucion que otros métodos.

¢ Requiere informacion previa sobre la secuencia del transcrito.

e EIl resultado se ve afectado por el error cometido por la Taqg DNA
polimerasa.

e La cuantificacién absoluta requiere un trabajo muy complejo.

En conjunto, el método RT-gPCR consiste en una extraccion de ARN seguida de
la sintesis de una cadena de ADNc a partir del ARNm utilizando una transcriptasa
inversa y de una PCR en la que el producto amplificado puede detectarse a tiempo
real dado que la sefial de fluorescencia es proporcional a la cantidad de ADNc
producida en cada ciclo.

Para ello son componentes imprescindibles los elementos de excitacion (laser,
diodos o lamparas hal6genas), elementos Opticos de deteccion integrados al
termociclador y marcadores fluorescentes, que pueden ser de dos tipos:

e Marcadores genéricos: Son moléculas fluorescentes que se unen
inespecificamente al ADN de doble cadena emitiendo una sefial
fluorescente que se procesa a tiempo real, de modo que un aumento en el
producto de PCR supone un aumento de fluorescencia detectada en cada
ciclo de la PCR. Estos marcadores son muy utilizados por su bajo costo y
porque no requieren de un disefio experimental previo (Ririe et al., 1997). A
este tipo de marcadores pertenece el fluor6foro SYBR® Green (Figura 2.4
A).
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e Marcadores especificos: Utilizan sondas de acidos nucleicos marcadas con
moléculas fluorescentes que se unen a productos amplificados especificos
y emiten sefiales luminosas que se miden en el termociclador a medida que
se obtiene el producto de la PCR. Estos métodos son muy precisos, aunque
requieren de un disefio de secuencias especificas para su uso como

sondas y por consiguiente es mas laborioso y costoso (Figura 2.4 B).
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Figura 2.4 Marcadores fluorescentes para PCR en tiempo real. A) SYBR Green; B)
Sondas de hidrdlisis

Los valores acumulados en la generacion de fragmentos quedan registrados
formando una curva de fluorescencia (figura 2.5) que sigue una ecuacion logistica
similar a la que describe el crecimiento bacteriano (Wang et al., 1989). En esta
curva el investigador fija un punto por encima de la linea base que se denomina
umbral del ciclo. Los valores umbral del ciclo (Cq value) se determinan
identificando el ciclo en el cual la emision de la intensidad del marcador
fluorescente atraviesa el punto umbral, por encima del ruido de fondo en la fase
exponencial de la reaccion, y son los valores que se utilizaran para calcular la

expresion génica relativa.
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Figura 2.5 Curva de amplificacién de ADNc

Por otra parte, al representar graficamente la fluorescencia detectada en funcion
de la temperatura se obtienen curvas de fusion. Ririe et al. (1997) determinaron
que la forma y posicién de esta curva depende del contenido de GC/AT y de la
longitud de la secuencia, concluyendo que en muchos casos elimina la necesidad
de realizar geles de electroforesis ya que en ellas se pueden diferenciar los
productos especificos de la PCR de dimeros de primer y amplificaciones

inespecificas (figura 2.6).

Melt Peak
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Figura 2.6 Curva de fusion de ADNc
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A la hora de poner a punto un protocolo de RT-gPCR es muy importante conseguir
que las variaciones normales de la prueba no causen efectos importantes en los
valores Cq y que tengan un impacto minimo en la cantidad de fluorescencia
observada. Los criterios mas importantes para la optimizacion son la especificidad,
eficiencia y reproducibilidad de la PCR en tiempo real (Edwards, 2004). La
especificidad depende exclusivamente de los cebadores usados, y la eficiencia de
cada reaccion se calcula a partir de las pendientes de la curva estandar obtenidas
después de realizar diluciones seriadas de ADNc (Pfaffl, 2004). En condiciones
optimas es del 100%, lo que significa que en cada ciclo se duplica el nimero de

copias obtenidas.

La eficiencia de la reaccién se calcula en base a la pendiente de la recta de
regresion ajustada segun la férmula E=100Pendeel En funcion de los objetivos del
estudio se pueden llevar a cabo diferentes estrategias de cuantificacién. Una de
ellas es la cuantificacién absoluta, mediante la cual es posible conocer el nimero
de copias de ARNm de un gen relacionando la sefial de fluorescencia obtenida
con un numero de copias fijo de una secuencia estandar utilizando una curva de
calibracion. Estas curvas son muy reproducibles y permiten la generacién de datos
especificos y sensibles, pero deben ser rigurosamente validadas ya que la
cuantificacion de la expresion genética dependera exclusivamente de la precision
de los estandares empleados (Pfaffl, 2004). En otros casos, el objetivo no es
determinar de forma absoluta el nUmero de moléculas de ARNm, sino detectar
diferencias cuantitativas en la expresién de varios genes en distintas situaciones,
lo que se conoce como cuantificacion relativa. Esta técnica se utiliza para obtener
la magnitud de los cambios fisiol6gicos en los niveles de expresion genética de un
gen en estudio en comparacion con uno o mas genes de referencia (Pfaffl, 2004).
Estos genes, comunmente llamados housekeeping o controles enddgenos, son
escogidos porque su expresion es constante en todas las condiciones del estudio
y actian como control interno eliminando la variacion debida a posibles diferencias

producidas por la degradacion parcial del ARN en alguna muestra, distinta
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eficiencia en la transcripcion inversa, errores de pipeteo, etc. (Hernandez et al.,
1994). Algunos de los controles internos mas utilizados son la B-actina, cicloflina,

gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, hipoxantina guanina, fosforibosil-
transferasa y 18S del ARN ribosomal (Huggett et al., 2005). Existen varios
modelos matematicos disponibles para el calculo de la expresion relativa, y todos
ellos se basan en la comparacion de los valores Cq obtenidos en cada condicién
del estudio, normalizados con los controles internos. Uno de los métodos mas
utilizados es el 2229 desarrollado por PE Applied Biosystems (Perkin Elmer,
Forster City, CA), que asume una eficiencia del 100% en todas las reacciones.
Otros métodos, como el propuesto por (Pfaffl, 2001) si tienen en cuenta la

eficiencia de la reaccién tanto para el gen diana como para el gen de referencia.

2.7 Regulacién de la expresion de lacasas

Los organismos producen siempre algunas lacasas que son llamadas
constitutivas, pero también existen otras que requieren de un inductor que
estimule su sintesis que son denominadas enzimas inducibles. La produccion de
lacasas por hongos ligninoliticos puede se estimulada por una gran variedad de
compuestos relacionados con la lignina o sus derivados (Marquez de Souza et al.,
2004) Los compuestos aromaticos o fenoles generalmente son considerados
inductores de lacasas no solo porque incrementan su produccion sino porque

modifican el perfil de isoformas.

Se ha descrito que los genes de lacasas son regulados diferencialmente y que los
patrones de regulacion difieren sustancialmente entre especies (Palmieri et al.,
2000; Soden y Dobson, 2001). La regulacion de la sintesis de lacasas es un
evento muy complejo debido a que pueden existir uno 0 varios genes cuya
regulacion varia en funcion del tipo de compuesto y/o degradacion de los
productos a un tiempo particular. Se ha sugerido que la induccion de lacasas
ocurre como una respuesta de proteccién contra los compuestos que pueden ser
toxicos (de la Rubia et al., 2008).
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La regulacion de la expresion de lacasas difiere substancialmente entre las
especies (Cullen, 1997). Especies individuales pueden expresar varias
isoenzimas, las cuales pueden diferir en caracteristicas como el pH Optimo,
especificidad por sustrato y peso molecular (Baldrian, 2006). Existen reportes en
hongos como M. quercophilus que produce tres enzimas constitutivas y cuatro
inducibles (Farnet et al., 2000) y Pleurotus ostreatus produce una lacasa
constitutiva pero al cambiar el medio de crecimiento produce seis enzimas con
caracteristicas cataliticas diferentes (Tinoco et al., 2001). La variacion de las
lacasas se ha observado también en Trametes versicolor (Bourbonnais et al.,
1995), Picnoporus cinnabarinus (Otterbein et al., 2000) y Rigidosporus lignosus
(Cambria et al.,, 2000) por mencionar algunos. La regulacion puede ocurrir a
diferentes niveles, como la regulacion transcripcional a través de la induccion por
compuestos fendlicos (Wahleithner et al., 1996) y metales como el cobre (Galhaup
et al., 2002a), modificaciones postraduccionales por protedlisis (Palmieri et al.,

2001) y diferentes niveles de glicosilacion (Yaver et al., 1996).

La regulacién de la expresion por metales como cobre y hierro es comun en
hongos. Se han documentado diversas especies de hongos en los que la actividad
de la lacasa se incrementa o se induce en presencia del cobre. Trametes
versicolor 290 incrementa su actividad después de 24 h de incubacion solo cuando
el cobre estaba presente. Los niveles mas altos de actividad (2500 U/L) fueron
alcanzados en cultivos suplementados con 400 uM de CuSOQ,, correspondiendo a
un nivel 18 veces mas alto que en ausencia de cobre (Collins y Dobson, 1997). En
Trametes pubescens MB 89 la formacion de lacasa puede ser estimulada por la
adicion de 1.5-2.0 mM durante la fase exponencial para su maximo efecto,
alcanzando valores de 65 U/ml (Galhaup y Haltrich, 2001). En Trametes versicolor
(CBS100.29) la adicion de 3.5 mM de Cu?* al medio de cultivo incrementé hasta
12 veces la actividad mostrando valores maximos alrededor de 8000 U/L (Lorenzo
et al., 2006).Trametes sp. 48424 alcanz6 los valores mas altos (15273 U/L) en
presencia de 1mM de Cu®* (Fan et al., 2010). En Pleurotus sajor-caju se determiné

que los iones Cu?* presentes en el medio de crecimiento lograron estimular de 3 a
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7 veces la sintesis de lacasas cuando se adicion6é 300 uM de CuSO4 (Soden y
Dobson, 2001).

La regulacion de la expresion genes de lacasas a nivel molecular ha sido
escasamente estudiada. En los hongos Trametes versicolor (Collins y Dobson,
1997), Ceriporiopsis subvermispora (Alvarez et al., 2009), Pleurotus ostreatus
(Faraco et al., 2003; Palmieri et al., 2000), Pleurotus sajor-caju (Soden y Dobson,
2001), Coriolopsis rigida (Jurado et al., 2009) y Trametes pubescens (Galhaup et
al.,, 2002a) la regulacion de la produccion de lacasas por cobre ha sido
demostrada que ocurre a nivel transcripcional. En Pleurotus ostreatus (ATCC
MYA-2306), el cobre tiene un marcado efecto en la induccién de las isoenzimas
POXC, POXA3 y POXA1b. El efecto del cobre en la sintesis de lacasas puede ser
explicado no solo a nivel transcripcional. A cierta concentracion el cobre disminuye
la actividad proteolitica extracelular perjudicando la degradacion de la lacasa
(Palmieri et al., 2001).

Los iones Ag' y Mn*? también han sido reportados como moduladores de la
transcripcion de la enzima (Manubens et al., 2007; Soden y Dobson, 2001). Sin
embargo el mismo metal puede ejercer efectos opuestos en diferentes especies
de hongos (Manubens et al., 2007). Mn*®> acta como inductor a nivel
transcripcional en Pleurotus sajor-caju (Soden y Dobson, 2001), Clitocybula
dusenii y Nematoloma frowardii (Scheel et al., 2000) pero muestra un inhibidor en

la expresion de lacasa en Ceriporiopsis subvermispora (Manubens et al., 2007).

Los compuestos fendlicos y aromaticos estructuralmente relacionados a la lignina
o derivados de la lignina son afiadidos rutinariamente a cultivos fangicos para
incrementar la produccion de lacasas, o inducir la produccion de otras. La
induccion de lacasas por sustancias fendlicas puede representar una respuesta
desarrollada por el hongo contra compuestos aromaticos toxicos. Catalizando su
polimerizacion, las lacasas juegan un papel defensivo, reduciendo el estrés
oxidativo causado por radicales de oxigeno procedentes de la reaccion de estas
moléculas (Thurston, 1994). En la mayoria de los hongos de la pudredumbre

blanca se han utilizado como inductores la 2,5-xilidina, el acido ferulico, el acido
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galico, toluidina, guayacol, el alcohol veratrilico, y 1-hidroxibenzotriazol (HBT). En
la Tabla 2.1 se muestran diversos compuestos aromaticos que inducen la sintesis
de lacasas en hongos de la podredumbre blanca. Los niveles de induccion varian
de acuerdo al organismo y parece ser especifica a ciertos compuestos aromaticos
(Piscitelli et al., 2011).

El efecto del alcohol veratrilico en la produccion de lacasas varia también con la
composicion del medio basal utilizado (D’souza et al., 1999), aumentando la
produccion de 2 a 200 veces. La adicion de guayacol (1 mM) incrementa la
produccion de lacasas de 2 a 232 veces en diferentes hongos, teniendo maximo
efecto estimulador en Phebia spp. y Pleurotus ostreatus (Hou et al., 2004), sin
embargo disminuye la produccion de estas enzimas en cultivos de Pycnhoporus

cinnabarinus (Eggert et al., 1996).

El-Shora et al., 2008, report6 la induccion de lacasas en especies de Penicillium
por guayacol, acido cafeico, siringaldazina y acido sinapinico. La produccién de
lacasa de Pleurotus flavido-alba es afectada por diversos compuestos aromaticos
simples, siendo altamente inducido en cultivos afiadidos de p-hidrobenzaldehido o
vainillina, (1 mM) mientras que otros inductores como alcohol veratrilico, guayacol
o acido ferulico no mostraron diferencias con respecto al control (de la Rubia et al,
2002).

En Pleurotus pulmonaris el acido ferdlico y la vainillina (0.2 mM) producen los
niveles mas altos de actividad de lacasas (18 y 15 veces, respectivamente),
induciendo la expresion de la isoenzima Icc3 no detectada en condiciones basales
(de Souza et al., 2004). En Pleurotus ostreatus el inductor mas significativo es el
ABTS (0.5-1 mM), incrementando mas de 5 veces la produccion de lacasa. 2,5-
xilidina, guaiacol y acido ferulico también incrementan la actividad de 2 a 3 veces,
mientras el alcohol veratrilico no estimula la produccién de la enzima (Hou et al.,
2004.) Por otra parte, la presencia de acido ferulico en cultivo liquido de Pleurotus
ostreatus (ATCC MYA-2306) también produce diferentes patrones de isoenzimas
(Palmieri et al., 2000).
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Tabla 2.1 Compuestos fendlicos estudiados en diferentes especies de hongos

Organismo

Ceriporiopsis

Inductores

Inhibidores

subvermispora

Cerrena unicolor

Coriolopsis rigida

Ganoderma lucidum
Lentinula edodes
Lentinus strigosus
Mycena galopus
Marasmius spp.
Phanerochaete
chrysosporium
Phlebia spp.
Pleurotus eryngii
Pleurotus ostreatus
Pleurotus sajor-caju
Pycnoporus cinnabarinus

Pycnoporus sanguineus

Stereum hirsutum

Trametes versicolor

Volvariella volvacea

2,5-xilidina

Catecol, Dimetilfenol, Acido
veratrico
Acido siringico

Acido veratrilico

Dimetilfenol, Acido galico
Acido veratrilico, 2,5-xilidina
Acido fertlico, Guaiacol
Acido gélico, Guaiacol, Acido
veratrilico
Guaiacol, Acido veratrico, Acido
veratrilico, 2,5-xilidina
Acido vainilico, Acido veratrico, 2,5-
xilidina
ABTS, Acido ferulico, Guaiacol, 2,5-
xilidina
Acido ferdlico, Acido galico, Acido
veratrico, 2,5-xilidina
Acido ferdlico, Acido veratrilico, 2,5-
xilidina
Acido fertlico, Acido veratrilico, 2,5-
xilidina
Guaiacol, Acido veratrilico
Acido ferdlico, Acido galico,
Guaiacol, Hidroquinona, Acido
siringico, Acido veratrilico, 2,5-
xilidina
Acido ferdlico, Acido hidroxibezoico,

Acido veratrico, 2,5-xilidina

Acido ferdlico, Hidroquinona,

Vainilina, Acido vainilico, 2,5-xilidina

Dimetilfenol, Acido ferulico, 2,5-
xilidina
Catecol, Acido hidroxibezoico,
Vainilina
Acido veratrilico

Acido vainilico, Acido veratrico

Acido veratrilico

Vainilina, Acido vainilico, Acido

veratrilico

Guaiacol

Acido fertlico, Catecol, Dimetilfenol,

Acido veratrico

La induccion de lacasas también ha sido demostrada en presencia de colorantes,

el nivel de induccion es altamente sensible a pequefias diferencias en sus

estructuras quimicas (Vanhulle et al., 2007). Ademas de la estructura molecular y
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concentracion, el efecto inductor de los fenoles depende también del tiempo de su
adicion al cultivo (Shuttleworth et al., 1986). En cultivos de Pleurotus pulmonaris y
Botryosphaeria rhodina, la inducciéon parece ser mas eficiente cuando el inductor
es afadido al momento de la inoculacién (Marques de Souza et al., 2004; Dekker
et al., 2007), mientras en Pleurotus ostreatus, Rigidoporus lignosus y Trametes
modesta el acondicionamiento del medio se realiza generalmente después de 2-5
dias de la inoculacién con el fin de evitar la inhibicién del crecimiento (Vanhulle et
al., 2007; Nyanhongo et al., 2002). Altas concentraciones (>1 mM) de compuestos
aromaticos exdgenos en medios de cultivo puede afectar negativamente el
crecimiento fungico si el micelio ain no estda adaptado a los cambios de las
condiciones de crecimiento o si se ve comprometido por el estrés ambiental o
mecanico (homogenizacién del preindculo o subcultivo de la placa de agar hacia el
medio liquido (Piscitelli et al., 2011).

La induccion de lacasas por compuestos aromaticos ocurre a nivel transcripcional,
diferencidandose entre los hongos que han sido estudiados, sino también entre las
diferentes isoenzimas del mismo organismo. En Trametes hirsuta la presencia de
1-hidroxibenzotriazol y 2,5-xilidina activa la transcripcion de Icc, pero no se
observa la induccion en presencia de acido veratrilico o acido ferulico (Collins y
Dobson, 1997). La transcripcion del gen lccl de Trametes villosa es inducida por
la adicion de 2,5-xilidina y un segundo gen se expresa constitutivamente bajo las
condiciones de ensayo (Yaver et al., 1996). En Trametes sp. 162 nueve
compuestos aromaticos relacionados parecen tener diferentes efectos en la
expresion de genes. Los tres genes de este hongo se expresan diferencialmente
en respuesta a estos compuestos con patrones de induccién especificos para
cada molécula (Terrén et al., 2004). En Trametes sp. AH28-2 se han identificado 3
genes, lacA, lacB y lacC, en los que diferentes compuestos aromaticos pueden
inducir selectivamente la produccién de distintas isoenzimas. La o-toluidina (2mM)
induce la expresion de LacA y 3,5-dihidroxitolueno (10 mM) estimula
principalmente a produccion de LacB. El andlisis por reaccion en cadena de la
polimerasa en tiempo real competitiva mostré que la acumulacién de transcriptos

de RNA de lacasa estd acompafiada por el incremento de actividad de enzima
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correspondiente en los cultivos (Xiao et al., 2006). En Volvariella volvacea, los
titulos de transcritos de Iccl estan regulados diferencialmente por la adicion de
varios compuestos aromaticos mientras la transcripcion de Icc4 no resulta

afectada por estas moléculas (Chen et al., 2004).

2.8 Secuencias promotoras

Varias secuencias promotoras de lacasas reflejan la presencia de muchos
elementos de respuesta diferentes distribuidos diferencialmente a lo largo de
secuencias promotoras. El analisis de los promotores permite la correlacion entre
los efectos regulatorios observados en la transcripcion del gen lacasa y la
presencia de elementos de respuesta especificos y en algunos casos postular un
mecanismo para su funcionamiento. Las diferencias en el nimero de copias,
locacion u orientacion de los elementos de respuesta putativos determinan una

imagen compleja de la regulacion (Piscitelli et al., 2011).

La region promotora del gen que codifica para la isoenzima principal de lacasa
LAP2 de Trametes pubescens, se extiende alrededor de 1420 pares de bases rio
arriba del codén de inicio ATG (Galhaup et al., 2002a). Esta region rio arriba
contiene los promotores como la caja TATA y siete motivos CAAT, con dos
elementos de respuesta a metales (MRES), cuatro secuencias consenso CreA, 27
elementos a choques térmicos (HSEsS) y un elemento de respuesta al estrés
“general” (STRE). La expresién de LAP2 es altamente inducida por cobre y otros
iones de metales pesados pero es reprimido por glucosa. El efecto del metal
puede estar relacionado a la presencia de multiples MRESs, causando un alto nivel
de induccion (Mager y De Kruijff, 1995; Lewin, 1997).

Soden y Dobson (2001) estudiaron las regiones promotoras de cuatro genes de
lacasa (lacl, lac2, lac3 y lac4, que se extienden 724 pb, 214 pb, 840 pb y 1740 pb
rio arriba del codon de inicio, respectivamente) de Pleurotus sajor-caju mostrando

regulacion diferencial en respuesta a diferentes estimulos (Soden & Dobson,
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2003). Un numero de elementos de respuesta putativos incluyendo MRE, XRE
(elementos de respuesta a xenobidticos), ARE (elementos de respuesta a
antioxidantes y HSE han mostrado estar diferencialmente distribuidos en las
regiones promotoras que han sido estudiadas. La presencia de secuencias de
consenso putativamente involucradas en la regulacion de carbono y nitrégeno
como sitios de union CreA, Mig y NIT2, puede explicar la regulacién por fuentes de
nutrientes de carbono y nitrdgeno detectado para algunos genes de lacasa de
Pleurotus sajor-caju, mediados por proteinas como Miglp o NIT2. Un solo MRE ha
sido identificado en la region promotora del gen lac4 fuertemente inducido por
cobre, mientras secuencias con homologia perfecta con XRE han sido detectados
en los promotores de lacl y lac4. El analisis transcripcional de lacasa indica que
lacl y lac4 son regulados por la adicion de 2,5-xilidina y &cido ferdlico, mientras
lac2 y lac3 los cuales aparecen en ausencia de XRE, son expresados
constitutivamente bajo estas condiciones (Piscitelli et al., 2011). Xiao et al. (2006)
estudiaron la expresion diferencial de tres genes de lacasa (lacA, lacB y lacC) de
Trametes sp. AH28-2. Una caja TATA inferida y varias secuencias consenso
putativas CAAT, MRE, XRE y CreA han sido identificadas en las regiones
promotoras de lacA, lacB y lacC (1881 pb, 993 pb y 1703 pb respectivamente). La
diferencia en el niumero de copias y distribucion de XREs entre los tres genes
(siete XREs en lacA y solo dos en lacB y lacC) probablemente es debido a sus
diferentes respuestas a compuestos aromaticos: lacA es inducida por todos los
compuestos aromaticos analizados, lacB es inducida principalmente por guayacol
y 3,5-dihidroxitolueno, mientras que los niveles de transcriptos de lacC no son
detectables en presencia de estos compuestos. El traslape de un elemento XRE
con la caja TATA en el promotor de lacC es probablemente la respuesta a la

ausencia de induccion de este gen por los compuestos aromaticos.
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2.9 Aspectos biotecnoldgicos de las lacasas

Las caracteristicas cataliticas de las lacasas permiten su aplicacion en numerosos
procesos desde industriales hasta ambientales. Su inespecificidad por sustratos
las hace capaces de oxidar un amplio rango de compuestos Xxenobioticos
incluyendo fenoles clorados (Bollag et al., 2003), tintes sintéticos como es el tinte
indigo en la fabricacion de tejidos (Xu, 2005) y los que se encuentran en efluentes
generados por la industria textil (Wesenberg et al., 2003), pesticidas (Torres-
Duarte, Bernal, Roman, & Vazquez-Duhalt, 2003) e hidrocarburos aromaticos
policiclicos (Cho et al., 2002). Pozdnyakova et al., 2004 encontré que las lacasas
amarillas de P. ostreatus son capaces de degradar hidrocarburos aromaticos
policiclicos como el antraceno que es degradado 95 % en 2 dias y el fluorantreno
14 % en 2 dias. En relacién a la degradacion de pesticidas, se ha observado que
la lacasa de P. ostreatus hidroliza compuestos organofosforados, los cuales son
altamente tdxicos, altamente persistentes en el ambiente y no pueden ser

suficientemente hidrolizados de manera no enzimatica (Martin et al., 2007).

2.9.1 Industria textil
La industria textil reporta dos tercios del total de colorantes del mercado y

consume grandes volimenes de agua y quimicos para el procesamiento hiumedo
de los textiles (Riu et al., 1998). Los reactivos quimicos usados son muy diversos
en composicién quimica, que van desde compuestos inorganicos a polimeros y
productos organicos (Mishra y Tripathy, 1993; Banat et al.,, 1996; Juang et al.,
1996). Debido a su estructura quimica, los colorantes son resistentes a la
degradacion en exposicion a la luz, agua y diferentes quimicos y la mayoria de
ellos son dificiles de decolorar debido a su origen sintético (Poots et al., 1976;
McKay, 1979). Surge la preocupacion que muchos colorantes estan hechos de
carcindogenos conocidos como bencidina y otros compuestos aromaticos
(Baughman y Perenich, 1988). Los procesos existentes para tratar el tinte de
aguas residuales son inefectivos y costosos (Cooper, 1995; Stephen, 1995). Por

lo tanto, el desarrollo de procesos basados en lacasas parece ser una solucion
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atractiva debido a su potencial en la degradacion de colorantes de diversa
estructura quimica (Abadulla et al., 2000; Blanquez et al., 2004; Hou et al., 2004),
incluyendo colorantes sintéticos empleados actualmente en la industria
(Rodriguez-Couto et al., 2004a, 2005).

El uso de lacasa en la industria textil esta creciendo muy rapido, ya que ademas
de decolorar efluentes textiles, la lacasa es usada para blanquear textiles e incluso
para sintetizar colorantes (Setti et al., 1999). Relacionado al blanqueamiento textil,
en 1996 Novozyme (Novo Nordisk, Denmark) puso en marcha una nueva
aplicacion industrial de la enzima en el acabado de la mezclilla: DeniLite®, la
primera lacasa industrial y el primer blanqueamiento enzimatico con la ayuda de
una molécula mediadora. En 2001, la compafia Zytex (Zytex Pvt. Ltd., Mumbai,
India) desarroll6 una formulacién basada en LMS capaz de degradar indigo de
manera muy especifica. EI nombre comercial del producto es Zylite (Rodriguez-

Couto y Toca-Herrera, 2006).

2.9.2 Industria papelera
La preparaciéon industrial del papel requiere la separacion y degradacion de la

lignina en la pulpa de la madera.

Las lacasas pueden ser utilizadas para llevar a cabo el biopulpeo que es un
proceso fundamental para separar y eliminar la lignina de la celulosa. Durante el
bioblanqueo, las lacasas eliminan los residuos de la lignina que causan el

amarillamiento.

Pretratamientos de la pulpa de la madera con enzimas ligninoliticas pueden
proveer estrategias mas suaves y limpias de delignificacion que son respetuosas

de la integridad de la celulosa (Kuhad et al., 1997).

Aunque se han llevado a cabo estudios extensivos para el desarrollo de sistemas
alternativos de bioblanqueamiento, pocos tratamientos enzimaticos exhiben las
capacidades delignificacién/aclaramiento de blanqueamienos quimicos modernos.

Una de las pocas excepciones, es el desarrollo de tecnologias de delignificacion
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LMS para pulpas kraft. En adicion la lacasa esta mas disponible y es mas facil de
manipular que la lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa y LMS ya ha
encontrado aplicaciones practicas como el proceso Lignozym® (Call y Micke,
1997). Varios autores han aplicado el LMS para bioblanqueamiento de pulpa. Sin
embargo, todos los estudios de bioblanqueamiento se han enfocado en pulpas de
madera y poco es sabido acerca de la eficiencia de los LMS en pulpas no
maderosas incluyendo aquellas usadas para la manufacturacion de papeles
especiales. Camarero et al. (2004) estudié el potencial de LMS para remover
productos derivados de la lignina responsables del color de una pulpa de lino de
alta calidad. Se demostro la factibilidad de los LMS para sustituir los agentes que
contienen cloro en la manufactura de estas pulpas de papel de precios altos.

La capacidad de las lacasas para formar radicales reactivos en la lignina también
puede ser utilizada en la modificacién especifica de fibras de madera. Por ejemplo,
las lacasas pueden ser utilizadas en la adhesién enzimatica de fibras en la
manufacturacion de materiales compuestos a base de lignocelulosa como fibras
vulcanizadas. Otra posibilidad es hacer funcionales fibras de lignocelulosa por
lacasas con el fin de mejorar las propiedades quimicas o fisicas de los productos
de estas fibras. Resultados preliminares han mostrado que las lacasas son
capaces de injertar varios derivados de acidos fendlicos sobre las fibras de pulpa
kraft (Lund y Ragauskas, 2001; Chandra y Ragauskas, 2002). Esta habilidad
podria ser utilizada en el futuro para afiadir compuestos quimicamente versétiles a
las superficies de las fibras, resultando posiblemente en materiales de fibra con
propiedades completamente nuevas como hidrofobicidad o carga (Rodriguez

Couto y Toca Herrera, 2006).

2.9.3 Industria alimentaria
Las lacasas pueden ser aplicadas a ciertos procesos que mejoren o modifiquen la

apariencia del color de la comida o bebidas. De esta manera, una aplicacion de las
lacasas involucra la eliminacion de fenoles no deseados responsables del

oscurecimiento, formacion de turbidez en jugos de fruta, cervezay vino (Rodriguez
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Couto y Toca Herrera, 2006). Las lacasas actualmente son de interés en la
panificacion debido a su habilidad para atravesar enlaces de biopolimeros.
Selinheimo et al. (2006) demostré que una lacasa de Trametes hirsuta incremento
la resistencia maxima de la masa y disminuyo la extensibilidad en masa de harina
y masa de gluten. Minussi et al. (2002) ha descrito las aplicaciones potenciales de
lacasa en diferentes aspectos de la industria alimentaria como biorremediacion,
procesamiento de bebidas, determinacion de &cido ascorbico, gelificacion de
pectina de remolacha azucarera, en la panificacion y como biosensor. Sin
embargo, sugieren mas estudios sobre produccion de lacasa y técnicas de
inmovilizaciobn de menores costos son necesarias para mejorar las aplicaciones

industriales de esta enzima.

2.9.4 Industria farmacedutica
Se han utilizado lacasas en la obtencién de vinblastina que es un farmaco utilizado

para el tratamiento de la leucemia. Mediante el acoplamiento quimico-enzimatico
con lacasas de la katarantina y vindolina se consigue vinblastina (Yaropolov,
1994). Otras drogas antineoplasicas como la mitomicina que esta bajo
investigacion y derivados de la nakijiguinona (Stahl et al., 2002) han sido
obtenidas a partir de las aminoquinonas sintetizadas mediante el uso de lacasas
(Pockel et al., 2006)

2.9.5 Nanobiotecnologia
Dado que las lacasas son capaces de catalizar reacciones de transferencia del

electron sin cofactores adicionales, su uso también ha sido estudiado en
biosensores para detectar varios compuestos fendlicos, oxigeno o azidas. Por otra
parte, han sido desarrollados biosensores para la deteccion de morfina y codeina
(Bauer et al., 1999), catecolaminas (Lisdat et al., 1997; Leite et al., 2003; Ferry y
Leech, 2005), flavonoides de plantas (Jarosz-Wilkotazka et al., 2004) y también
para electroinmunoensayos (Kuznetsov et al., 2001). La nanotecnologia contribuye

al desarrollo de biosensores mas pequefios y mas eficientes a través de
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deposicion controlada y adsorcion especifica de bioméléculas en diferentes tipos
de superficies, alcanzando orden micro y nanémetro. Por lo que se refiere a
lacasas, la inmovilizacion tiene una influencia importante en la actividad de
biosensor (Freire et al., 2001). Martele et al. (2003) han mostrado que el
micropatron es un meétodo eficiente para la inmovilizacion de lacasas en una
superficie sélida en orden de desarrollar un biosensor multifuncional. También Roy
et al. (2005) encontré que cristales de enzima reticulados (CLEC) de lacasa de
Trametes versicolor podria ser usada como biosensor con una gran ventaja sobre
la enzima soluble. Cabrita et al. (2005) han inmovilizado la lacasas de Coriolus
versicolor en N-Hidroxisuccianimida terminado en monocapas autoensambladas
en oro. Este procedimiento podria ser util para el desarrollo de biosensores. En
suma, un electrodo enzimatico basado en la coinmovilizacibn de un polimero
redox de osmio y una lacasa de Trametes versicolor en electrodos de carbono
vitreo ha sido aplicado para la deteccion amperométrica ultrasensitiva de
neurotransmisores catecolamina y dopamina, epinefrina y norepinefrina,
alcanzando limites de deteccion nanomolares (Ferry y Leech, 2005). La lacasa
también puede ser inmovilizada en el catodo de celdas de biocombustibles que
podrian proveer poder, por ejemplo, para sistemas pequefios de transmision
(Chen et al., 2001; Calabrese et al., 2002). Las celdas de biocombustibles son
extremadamente atractivas desde un punto de vista medio ambiental porque la
energia eléctrica es generada sin combustibles de combustiéon, proveyendo asi

una fuente de energia mas limpia (Rodriguez-Cuoto y Toca-Herrera, 2006).

2.9.6 Biorremediacion de suelos
Los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHS) junto con otros xenobidticos son

una fuente importante de contaminacién de suelos, por lo tanto, su degradacion
es de gran importancia para el medio ambiente. Las propiedades cataliticas de las
lacasas pueden ser usadas para degradar dichos compuestos. Asi, las lacasas
son capaces de mediar el acoplamiento de metabolitos reducidos de 2,4,6-
trinitrotolueno (TNT) a una matriz organica de suelo, lo que resulta en la

detoxificacion de residuos de municién (Duran y Esposito, 2000). Por otra parte,

39



2. Marco Tedrico

los PAHSs, los cuales surgen de depdésitos de aceite natural y la utilizacion de

combustibles fésiles también han sido degradados por lacasas (Pointing, 2001).

2.9.7 Quimica sintética
Las lacasas también pueden ser de gran interés en la quimica sintética donde han

sido propuestas para aplicarse en la desproteccion oxidativa (Semenov et al.,
1993) y produccion de polimeros complejos y agentes médicos (Xu, 1999; Mai et
al., 2000; Uyama y Kobayashi, 2002; Kurisawa et al., 2003; Nicotra et al., 2004).
Mustafa et al. (2005) sintetizd colorantes fendlicos usando una lacasa industrial

llamada Suberase® (Novo Nordisk A/S, Bagsvaerdt, Denmark).

2.9.8 Cosmética

En la industria cosmética estas enzimas podrian ser utilizadas por ejemplo en
tintes para cabello a base de lacasa que sean menos irritantes y mas faciles de
manejar que los tintes actuales ya que las lacasan remplazan el H,O, como
agente oxidante en la férmula del tinte (Roure et al., 1992; Aaslyng et al., 1996;
Lang y Cotteret, 1999). Recientemente se han desarrollado las preparaciones
cosméticas y dermatoldgicas contienen proteinas para el aclaramiento de la piel
(Golz-Berner et al., 2004).

2.10 Trametes hirsuta Bm-2

El basidiomiceto Trametes hirsuta Bm-2 fue aislado en estudios previos a partir de
muestras de desechos de madera. Se purificaron parcialmente tres isoformas
isoformas (Lacl, Lac2 y Lac3) que muestran algunas propiedades similares pero
difiren en otras. Algunas caracteristicas importantes fueron su resistencia a
solventes organicos y estabilidad en amplios rangos de temperatura (Zapata-

Castillo et al., 2012). Se demostr6 que estas lacasas son capaces de decolorar el
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indigo carmin y efluentes textiles y que su eficiencia de remocion de tintes
incrementa notablemente con la adicion de mediadores redox (Zapata-Castillo et
al., 2014). También se determin6 que la adicion de guayacol y 2,6 dimetoxifenol y
metales como el cobre y hierro a bajas concentraciones (0.05 mM) en medio

salino incrementan la produccion de lacasas de T. hirsuta (Burgos-Jiménez, 2010).

Se detect6 la presencia de al menos dos isoformas de lacasas (Lac 1 y Lac2) con
pesos moleculares aparentes de 65 y 125 kDa en geles SDS-PAGE y se
determind la induccién diferencial en presencia de fenoles guayacol, acido ferulico,
2-6 dimetoxifenol y 2,5 xilidina y la concentracién de los mismos. En presencia de
cobre y hierro se encuentran ambas isoformas. Tapia-Tussell (2011) aislé un
fragmento del gen lacasa de 208 pb que presentdé un 100% de identidad con
secuencias de genes de lacasas. El andlisis molecular mediante RT-PCR
evidencio que el acido ferdulico, la vainillina y el guayacol inducen la expresion del
gen de la lacasa de T. hirsuta a nivel transcripcional. Asimismo, se revel6 la

presencia de dos genes que se expresan diferencialmente.
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3. HIPOTESIS

Los residuos lignoceluldsicos induciran la transcripcion del gen lacasa y los niveles

de lacasa extracelular.
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4. JUSTIFICACION

Las lacasas son enzimas que poseen un alto potencial biotecnolégico para
diversos procesos industriales. Algunas limitaciones para su aplicacion son el alto
costo de produccion, la baja actividad y el escaso conocimiento a nivel bioquimico
y genético de estas enzimas. El hongo Trametes hirsuta Bm-2 ha demostrado un
potencial de aplicacion en el tratamiento de efluentes, por tanto, es importante el
desarrollo de procesos rentables para incrementar la actividad de lacasas.
Previamente se demostré en este hongo que la adicion de fenoles exdgenos al
medio salino estimula la sintesis de lacasas y que la regulacion ocurre a nivel
transcripcional, sin embargo, los fenoles son caros y toxicos. Otra alternativa para
aumentar la produccién de lacasas es el uso de residuos agroindustriales que son
muy abundantes y generalmente se acumulan como desperdicios. Existe una gran
cantidad de estudios donde se utilizan estos residuos como sustratos, sin embargo
solo se analiza la fisiologia de la produccién de estas enzimas, siendo muy
escasos los reportes donde simultdneamente se evalla la sintesis de enzimas a
nivel molecular. Por esta razén es importante conocer las diferencias que existen
en la expresiébn del gen de lacasa durante el curso de su cultivo, cuyo
conocimiento podria ser utilizado para el desarrollo de estrategias para la
sobreexpresion de la misma, para escalar su produccién y utilizarla en procesos

biotecnolégicos como la decoloracion de tintes.
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Analizar la cinética de expresion del gen de la lacasa de Trametes hirsuta Bm-2

inducido por residuos lignocelulésicos.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar las cinéticas de produccion de la enzima lacasa durante los
cultivos de T. hirsuta Bm-2 en medio minimo y enriquecidos con residuos
lignoceluldsicos.

2. Conocer la cinética de transcripcion del gen de lacasa durante el cultivo de
T. hirsuta (Bm-2) en los medios suplementados con céscara de toronja y
salvado de trigo.

3. Analizar los niveles de expresion del gen de la lacasa entre los diferentes

tratamientos.
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6. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Crecimiento de la cepa Bm-2 en medio de cultivo
enriguecido con diferentes residuos
‘ lignoceluldsicos

Toma de muestras
cada 48 h por 10
dias

Filtracion

Extracto crudo

Micelio

Cinética de la
expresion de lacasa

Expresion génica

Determinacion de la
actividad de lacasa
(Wolfenden y Willson,
1982)

Cuantificacion de
azucares reductores
(Miller, 1959)

Extraccion de ARN
total

Sintesis de ADNc m
(Transcripcion
Reversa)

Analisis de la
expresion génica
(PCR tiempo real)

Andlisis e
interpretacion de los
datos
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7. METODOLOGIA

7.1 Microorganismo

Se utilizé la cepa Trametes hirsuta Bm-2 (GQ280373), aislada de desechos de
madera de Yucatan que forma parte de la coleccion de cultivos del Laboratorio de
Fisiologia y Bioquimica Microbiana del Instituto Tecnologico de Mérida. La cepa se

mantuvo en placas con extracto de malta 2% y agar bacteriol6gico 2%.

7.2 Produccién del in6culo

Para la obtencion del in6culo se utilizé el medio YMPG cuya composicion por litro
es: Glucosa 10.0 g, Extracto de malta 10.0 g, Peptona 2.0 g, Extracto de levadura
2.0 g, KH,PO,4 2.0 g, MgS0,4.7H,O 50.0 g, Hidrocloruro de tiamina 1.0 mg,
Asparagina 1.0 g. Se ajusté el pH a 4.5, se transfirieron 50 ml del medio a
matraces de 250 ml y se esterilizaron a 121 °C por 15 min en autoclave. En cada
matraz se adicionaron 2 cuadros del hongo de 1 cm?y se incubaron a 35°C y 150
rom durante 4 dias. La biomasa obtenida se homogenizé con el T18 Basic
ULTRA-TURRAX® de IKA®.

7.3 Preparacion de residuos lignocelulésicos

Se utilizaron cascaras de platano, mandarina, naranja dulce y toronja como
residuos lignocelulésicos. El tamafio de particula fue de 7.5 mm x 7.5 mm
aproximadamente. Se sumergieron 1 hora en KOH 83.17 mM, se enjuagaron con
agua destilada y fueron secados a 65°C. Posteriormente se molieron en una

licuadora de laboratorio Waring comercial modelo 51BL30 durante 60 segundos.
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El salvado de trigo utilizado fue de la marca comercial Bran Flakes de Kellog’s y

no recibi6 tratamiento alguno.

7.4 Produccion de lacasas

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 mL con 100 mL medio Rodriguez Couto
et al. (2006). La composicion por litro fue: Glucosa 2 g, Extracto de malta 15 g,
(NH4)2S0O4 0.9 g, KH,PO4 2 g, MgS0,4.7H,0 0.5 g, CaCl,; 2H,0 0.1 g, Hidrocloruro
de Tiamina 0.5 ml. A cada matraz se le afiadi6 3% (p/v) de los residuos
lignoceluldsicos pretratados con KOH. Se esterilizaron en autoclave a 121 °C por
20 minutos. Para el medio no inducido se utilizé el medio basal (BL) o salino que
es una modificacion del medio descrito por Kirk et al. (1986) y no se le adicion¢ el
Tween 20 y ni el alcohol veratrilico. La composicién por litro fue: glucosa 10 g,
tartrato de amonio 1.32 g, KH,PO, 2 g, MgS0O,.7H,0O 50 mg, MnSO4.H,0O 0.5 g,
CaCl, 10 mg, Hidrocloruro de Tiamina 10 mg, solucién de elementos traza. El pH
se ajustd a 4.5 con NaOH concentrado. La composicion de la solucion de
elementos traza por litro fue: acido nitriloacético 1.5 g, MgS0O,.7H,0 3 g, NaCl 1 g,
FeS0,4.7H,O 0.1 g, CoClL.6H,O 0.185 g, CaCl, 0.08 g, ZnS0O,.7H20 0.18 g,
CuS04.5H,0 0.01 g, AIK(SO4),.12H,0 0.01 g, H3BO3; 0.01 g y Na;Mo0O,4.2H,0
0.012 g. El medio y la solucion se esterilizaron por separado, el primero se
esteriliz6 en un autoclave a 121 °C por 15 minutos y la segunda por filtracién
estéril mediante un sweenex que contenia una membrana millipore de 0.45 um de

poro.

La inoculacion se llevd a cabo afiadiendo 1 ml del in6culo homogenizado.
Posteriormente, los matraces se incubaron a 35 °C con agitacién de 150 rpm.
Las muestras se tomaron cada 48 horas durante 10 dias, se centrifugaron y en el
extracto libre de células se determin6é la actividad de lacasas, y azUcares
reductores. En el micelio se realiz6 la extraccion de RNA total. Los experimentos

se realizaron por triplicado.
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7.5 Actividad de la lacasa

La actividad de lacasa se determin6 por espectrofotometria usando ABTS (2,2"-
azino-bis [acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico]) 0.5 mM en buffer acetatos 1 M
pH 4.5. Se midi6 el incremento en la absorbancia a 420 nm y la actividad fue
calculada a partir del coeficiente de extincién molar (¢) de 36,000 M* cm™. Una
unidad de actividad de lacasa es la cantidad de enzima que oxida 1 pmol de

ABTS/ml/min, bajo las condiciones de ensayo (Wolfenden y Willson, 1982).

7.6 Cuantificacion de azUcares reductores

Los azUcares reductores se cuantificaron mediante el método de Miller (1959). Se
adicionaron 0.1 ml de muestra en 1.4 ml de agua destilada y 3 ml de acido 3,5-
dinitrosalicilico (DNS). Los tubos se hirvieron durante 5 minutos, enfriados a
temperatura ambiente y se aforaron a 15 ml. Se leyo6 la absorbancia a una longitud
de onda de 550 nm y la concentracion se determiné extrapolando los valores de

absorbancia a una curva estandar de glucosa.

7.7 Aislamiento de ARN total y sintesis de cDNA

El micelio de los cultivos inducidos con toronja, salvado de trigo y el control fue
cosechado para la extraccion de ARN total. Se utiliz6 el método de Plant RNA
Purification Reagent (Invitrogen). Se macerd el micelio congelado a -80 °C y se
transfirié el polvo a un tubo eppendorf estéril de 2 ml y se afiadieron 500 pl del
reactivo Plant RNA Purification Reagent, se agitd en vortex por 30 s hasta que el
macerado estuvo totalmente resuspendido. Se incubd el homogenizado por 5
minutos en hielo y se centrifugd a 10,000 rpm. El sobrenadante se transfirié a otro
tubo estéril. Se adicionaron 100 pl de NaCl 5M para clarificar el extracto y se

mezcld por inversion. Se adicionaron 300 ul de cloroformo y agité vigorosamente
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en vortex hasta lograr una sola fase. Se centrifugd 10 minutos a 10,000 rpm a 4°C
y se transfirid el sobrenadante (100 pl) a un tubo eppendorf limpio y estéril. Se
afadio isopropanol a temperatura ambiente para precipitar y se incubd por 10
minutos en hielo. Las muestras se centrifugaron a 10,000 rpm por 10 minutos a 4
°C y se eliminé el sobrenadante. Se lavo la pastilla con 1 ml de etanol al 70% frio y
se centrifugd a 10,000 rpm por 5 minutos, se eliminé el sobrenadante y se secaron
por 5-10 minutos. EI ARN se resuspendié en 50 pl de agua ultrapura libre de

nucleasas.

La integridad del mismo fue verificada por electroforesis en gel de agarosa al 0.8
% (p/v) en buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 1X, tefiido con bromuro de etidio.

Para remover el ADN, las muestras fueron tratadas con 1 U de DNAse |

(Invitrogen) por pg de ARN total. Se cuantifico por espectofotometria a 260 nm vy la

concentracion se calcul6 teniendo en cuenta que 40 ug/ml equivalen a una unidad

de absorbancia (Sambrook et al., 1989). Se normaliz6 la concentracion de todas

las muestras.

La sintesis de la primera hebra de ADNc se realiz6 utilizando el ARN mensajero
como molde y 500 pg/ml de oligo (dT)i12-18 (Invitrogen) con la enzima SuperScript I

RT (Invitrogen) siguiendo la instrucciones del proveedor.

7.8 Amplificacion del gen lacasa mediante gPCR

Los ADNc se amplificaron usando los iniciadores degenerados CulF (5’- CAT(C)
TGG CAT(C) GGN TTT(C) TTT(C) CA-3') y Cu2R (5 -G G(A)CT GTG GTA CCA
GAA NGT NCC -3’) reportados por (Luis et al., 2004). La amplificacion se realizé
en un volumen final de reaccion de 20 pl que contenia 1X de master mix
SsoAdvance™ Universal SYBR® Green Supermix (BioRad), 0.5 pM de cada
iniciador y 2 pl de ADNc en un termociclador CFX96 Touch (Bio-Rad). Las

condiciones de amplificacién fueron las siguientes: un ciclo inicial de
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desnaturalizacion de 10 min. a 95 °C, seguidos de 40 ciclos de 20s. a 94 °C, 20s
de alineamiento a 55 °C y 40s. de extension a 72 °C y una curva de melting con
incrementos de 0.5 °C cada 5 s en un gradiente linear de 65 a 95 °C. Como gen
de referencia se utilizd la actina, que se amplific6 simultaneamente con los
iniciadores  Act-512F 5-ATGTGCAAGGCCGGTTTCGC-3 y Act-783R 5'-
TACGAGTCCTTCTGGCCCAT-3’ reportados por (Carbone y Kohn, 1999). Las
reacciones se llevaron a cabo por triplicado y se incluyeron controles sin templado.

7.9 Estrategia de cuantificacion y normalizacion de los datos de gPCR

La adquisicion de los Cqg y el andlisis se llevd a cabo usando el software
CFXManager 3.0 de Bio-Rad. El nivel de transcripcion del gen fue expresado
como Cantidades Relativas (CR) en comparacion al gen de la B-actina (ecuacién
1) y como Expresion Relativa (ER) al medio minimo que se utiliz6 como calibrador.
Los datos fueron cuantificados con respecto al cultivo control segin el método
AACq (ecuacion 2) (Livak y Schmittgen, 2001).

CR = Z—ACqE (1)

ER = 27AAC4E 2)
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

8.1 Efecto de los residuos lignoceluldsicos en la produccién de lacasa de
Trametes hirsuta (Bm-2)

La produccion de lacasa esta altamente afectada por las cepas productoras de
esta enzima, asi como la naturaleza y composicion de los residuos
lignoceluldsicos que se agregan a los cultivos, por lo que la seleccion del sustrato
adecuado es un paso esencial (Birhanli y Yesilada, 2013). En este trabajo se
determind la cinética de produccion de lacasas por Trametes hirsuta Bm-2 en un
medio enriquecido con citricos (cascaras de toronja, naranja y mandarina),
cascara de platano y salvado de trigo que son sustratos de alta disponibilidad por
su abundancia y han demostrado ser buenos sustratos para la produccién de

lacasas fangicas (Bertrand et al., 2013).

La figura 8.1 muestra que en todos los sustratos se produjo alta actividad de
lacasa extracelular aunque la respuesta fue diferente. En el curso de la produccién
de lacasas en algunos sustratos se observdé un comportamiento variable con
incrementos y decrementos en la produccion de estas enzimas. De todos los
sustratos el mejor fue la cascara de toronja que mostrd la mayor actividad de
lacasa. Esta actividad se detect6 a partir de las 48 horas de cultivo y hubo un
incremento pronunciado a las 96 horas donde se obtuvo 5655.09 U/ml.
Posteriormente hubo un decremento de la actividad y a las 192 horas se
incrementd nuevamente. La actividad maxima en cdscara de naranja y salvado de
trigo fue de 3515 y 2588 U/ml a las 96 y 144 horas respectivamente, mientras que
en el medio con cascara de mandarina y platano fue de 2895 y 285 U/ml (a las
240 y 192 h) respectivamente. La produccion de lacasas en estos residuos se

incrementd entre 4-81 veces con respecto al medio minimo.

En la tabla 8.1 se observa que la toronja presenta la menor cantidad de lignina (6
mg/100 g de residuo) y la mayor actividad de lacasa que representa un incremento

de 81 veces con respecto al medio minimo. Los residuos de naranja, mandarina y
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salvado de trigo presentan un elevado contenido de lignina (10, 11 y 15 mg/100g
de residuo, respectivamente), sin embargo no se incremento la actividad de lacasa
comparada con la obtenida en los cultivos con toronja. También se observa que
aunque los residuos de platano contienen 14 mg/100 g de residuo el incremento

en la actividad con respecto al medio minimo fue el menor (4 veces).
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Figura 8.1 Cinética de produccidn de lacasa en cultivos sumergidos de Trametes
hirsuta Bm-2 inducidos con diferentes residuos lignocelulésicos a 35 °C durante
240 horas.

Es importante sefialar que la composicion de la lignina puede variar en funcién de
la fuente de la que proviene y ser un factor importante en la produccion de lacasas
ya que el tipo y contenido de mondmeros fendlicos y/o aromaticos influye en la
sintesis de estas enzimas. Diversos estudios de la produccion de lacasas en
hongos del género Trametes han mostrado la eficiencia de la adicién de residuos

agroindustriales en la sintesis de lacasas. Bakkiyaraj et al., 2013 mostraron la
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maxima actividad de lacasas (9300 U/L) en un cultivo de Trametes hirsuta 141
utilizando salvado de trigo obtenido de la molienda de la industria de trigo como
fuente de carbono, 8512 U/L con céascara de limon, 6543 U/L con bagazo y 6284
U/L con cascara de naranja. Lorenzo et al., 2002 adicionaron salvado de cebada,
tallos de uva y semillas de uva para la produccion de lacasas en Trametes
versicolor (CBS100.29) y la actividad maxima fue de 500-600, 300-400 y 200-250
U/L, entre los dias 24-37, 24-37 y 25-37, respectivamente. Asimismo, Osma et al.
(2007) lograron obtener en cascara de mandarina 228 U/L al tercer dia de cultivo
en Trametes pubescens. Birhanli y Yesilada (2013) obtuvieron la actividad mas
alta el segundo dia de cultivo de Trametes versicolor suplementado con espadafia
pulverizada (1157 U/L) seguido de cascara de semilla de albaricoque (1007 U/L);
mientras que los cultivos de Trametes trogii alcanzaron actividades de 286 y 175
U/L el quinto dia con cascara de nuez Yy salvado de trigo pulverizado
respectivamente. Durante el cultivo de Trametes pubescens en cascara de
mandarina la elevada actividad de lacasas producida fue asociada a la presencia
de compuestos aromaticos solubles como flavonas y flavonoides capaces de
inducir la sintesis de enzimas. Este incremento en la actividad también fue
relacionado al contenido de celulosa en el desecho que favorecid el crecimiento
del hongo (Srinivassan et al., 1995).

Tabla 8.1 Niveles maximos de produccion de lacasas de T. hirsuta Bm-2 en residuos
lignoceluldsicos

Medio *Lignina Act maxima Tiempo Incremento
(mg/100 g) (U/ml) (h) (Veces)
M. minimo 0 60 96 0
Toronja 6 5655 96 81
Naranja 11 3515 96 58
Mandarina 10 2895 240 48
Salvado de trigo 15 2588 144 43
Platano 14 285 192 4
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*Graminha et al., 2008

En hongos del género Trametes se ha demostrado que la adicibn de mondémeros
de la lignina como el &cido ferdlico, guayacol y acido cumarico estimulan la
sintesis de lacasas a nivel transcripcional (Terrén et al., 2004). El efecto inductor
de estos residuos ha sido relacionado a los mondémeros fendlicos que forman
parte de la estructura de la lignina como la xilidina, acido ferulico y acido veratrico.
Se ha evidenciado que cuando estos compuestos son afiadidos rutinariamente a
los cultivos fungicos incrementan la produccion de lacasa (Bakkiyaraj et al., 2013;
Cambria et al., 2011; Elisashvili et al., 2010; Terrén et al., 2004; D’'Souza et al.,
1999). En T. hirsuta Bm-2 se ha demostrado que los compuestos aromaticos
guayacol, vainillina y acido fertlico aumentan hasta 3-4 veces la produccion de

lacasas (Burgos-Jiménez, 2010).

También se determind la concentracion de azlcares en los extractos libres de
células. La figura 8.2 muestra el consumo de azUcares reductores en los
diferentes medios con residuos lignocelulésicos. La cascara de naranja,
mandarina y toronja presentaron un incremento de azucares a las 48 horas,
alcanzando valores de 5.40, 4.82 y 4.65 g/L, y en el curso de los cultivos los
azucares disminuyeron a valores de 1-2 g/L. Aun cuando en salvado de trigo la
concentracion incial de azucares fue casi del doble con respecto a los otros
sustratos se presentd una reduccion gradual a lo largo del cultivo fueron
completamente consumidos a las 144 horas donde el valor azlcares residuales
fue de 0.4 g/L.

Estos resultados coinciden con otros datos reportados. Por ejemplo, en Trametes
versicolor se observé un incremento de azucares el segundo dia de cultivo,
alcanzando valores cercanos a 6 g/L en un medio con salvado de cebada y tallos
de uva y 7.5 g/L en semillas de uva. Posteriormente la concentracién disminuyo
drasticamente a 0.5 g/L hacia el final del cultivo (Lorenzo et al., 2002). En cultivos

de Trametes hirsuta (BT 2566) suplementados con salvado de cebada y semillas
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de uva presentaron una concentracion cercana a 8 g/L y 14 g/L respectivamente.
A lo largo del cultivo la concentracion disminuyé alrededor de 2 g/L (Moldes et al.,
2003). En cultivos en estado solido de Trametes versicolor suplementado con
pulpa de tomate la concentracion de azucares aumenté al segundo dia
disminuyendo hasta el cuarto dia, mientras que el contenido de azlcares
observado en cultivos de Pleurotus ostreatus disminuyd y no se observé ningan

cambio significativo (landolo et al., 2011).
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Figura 7.2 Consumo de glucosa medido como azucares reductores en cultivos
sumergidos de Trametes hirsuta Bm-2 inducidos con diferentes residuos
lignoceluldsicos a 35 °C durante 240 horas.

El incremento en la concentracién de azucares a tiempos cortos (48h) pudiera ser

relacionado a la accion de enzimas hidrolasas extracelulares o enzimas asociadas
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a la pared del hongo que degradan parcialmente los polisacaridos como celulosa y
hemicelulosa presentes en el residuo para favorecer el crecimiento del hongo. Es
importante sefalar que la actividad de lacasas fue muy baja, lo que sugiere que T.
hirsuta puede usar el contenido de nutrientes de los residuos en las etapas
inciales del cultivo (2 dias) porque estos sustratos son ricos en carbohidratos, fibra
y minerales. También se sabe que la concentracibn de azlcares en el medio
influye en la sintesis de lacasas. Es asi que un elevado nivel de azUcares puede
reprimir la sintesis de lacasas y esto difiere entre especies y cepas. El andlisis de
los resultados sugiere que la elevada concentracion de azucares presente en el
medio de cultivo podria actuar como represor de las enzimas en Trametes hirsuta
Bm-2 y cuando la concentracién disminuye, aunado a la liberacion de fenoles que
pueden actuar como inductores, se favorece la produccién de lacasas.
Previamente, se ha reportado que algunos hongos como Trametes pubescens
(Galhaup et al., 2002b) y Trametes sp. AH28-2 (Xiao et al., 2006) estan sujetos a
represion catabdlica por la concentracion de azlicares en el medio. Recientemente
se reportd que Trametes hirsuta (TiSma et al., 2012) y Trametes pubescens
(Gonzalez et al., 2013) incrementaron significativamente la actividad de lacasa
cuando la glucosa se consumid. Cilerdzi¢ et al., 2011 encontraron que la actividad
de lacasa disminuy6 significativamente cuando cultivos de Trametes hirsuta
BEOFB30 con cascaras de citricos se enriquecen con glucosa. En los hongos
Coriolus versicolor (Collins y Dobson, 1995), Ganoderma lucidum (Perumal, 1997),
Lentinula eodes (Cavallazzi et al., 2005) y Grifola frondosa (Arora y Rampal, 2002)
la produccién de lacasas alcanz6 los niveles mas altos a 10 g/L de glucosa
mientras que Trametes versicolor (Minussi et al., 2007) y Trametes gallica (Dong,
et al., 2005) a 20 y 5 g/L, respectivamente.

Los resultados obtenidos durante el cultivo del hongo en los residuos, muestran el
potencial de la cascara de toronja como alternativa para la produccién de lacasa.
Sin embargo, las cascaras de naranja, mandarina y el salvado de trigo también
podrian ser considerados como alternativa, especialmente en comparacion con
medios de cultivos sintéticos, mas aun considerando que la produccién de lacasas

en estos medios no ha sido optimizada. Comunmente los residuos
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lignoceluldsicos, especialmente los de citricos, se generan en grandes
concentraciones y representan problemas de contaminacién en Yucatan y en el
pais. Su reutilizacion podria contribuir a la solucién estos problemas, y asimismo
representan una fuente para inducir la sintesis de lacasas disminuyendo los costos

de produccidn y el uso de compuestos toxicos (Revankar y Lele, 2006).
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8.2 Dinamica transcripcional de lacasas en sustratos lignoceluldsicos y
medio minimo

Para validar y diferenciar los efectos de los cultivos en los niveles de transcripcion
de RNAm, se realizaron andlisis RTgPCR. Para medir adecuadamente la
expresion del gen se requiere un control interno que es procesado en paralelo con
el gen lacasa. Los genes de referencia endégenos ideales deben tener niveles
equivalentes de transcritos que no se modifiqguen en funcién de las condiciones
experimentales (Vandesompele, 2002). Es importante sefialar que la eficiencia de
la amplificacién de la PCR es influenciada significativamente por los iniciadores
usados (Bustin, 2004), componentes de la PCR y procesamiento de la muestra
(Suslov y Staindler, 2005).

Se obtuvo el RNA total del micelio producido en todos medios lignocelulésicos y el
medio minimo como control de normalizacién. Se utilizd la B-actina como gen
enddgeno el cual ha sido reportado en estudios de expresion génica de la lacasa
en esta cepa (Tapia-Tussell, 2011). Cabe mencionar que la concentracién de
fenoles provenientes de las cascaras de naranja, mandarina y platano interfirieron
en la amplificacion del gen endégeno, por lo tanto, afecta también la amplificacién
del gen de la lacasa lo que no permitié analizar la expresiéon de lacasas en estos
sustratos. A diferencia, en salvado de trigo y toronja y medio minimo los niveles de
transcritos del gen enddgeno no se modificaron, por lo que el andlisis

transcripcional fue evaluado en los cultivos provenientes de estos sustratos.

En la figura 8.3 se muestra la cinética de los niveles de transcritos producidos por
la cepa Bm-2 en los tres medios de cultivo. En el medio minimo se alcanzaron los
maximos valores de transcritos a las 192 y 48 horas (2.05 y 1.68 de Cantidad
Relativa [CR], respectivamente) y los menores transcritos fueron a las 240 h con
un valor de 0.55 CR. Los dos medios enriquecidos con residuos lignoceluldsicos
aumentaron los niveles de transcripcion del gen lcc a diferentes tiempos del

cultivo, mostrando diferentes perfiles entre si.
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Figura 8.3 Cinética de transcritos del gen lacasa en Trametes hirsuta Bm-2 crecido
en medio minimo y medios inducidos. Las barras de error representan el error
estandar.

En el medio enriquecido con toronja se detectaron los mayores valores de
transcripcion a las 144 y 48 horas con valores de expresion relativa de 3.20y 1.28

y el minimo nivel de transcripcion a las 240 h con valores de 0.10.

En el tratamiento con salvado de trigo la expresion del gen Icc alcanz6 su maximo
valor (5.50 CR) a las 240 horas y el nivel mas bajo fue a las 144 horas con 0.23

CR. Cabe sefialar que para este tratamiento el valor alcanzado a las 96 horas
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(1.97 CR) fue muy cercano a los maximos obtenidos en el medio enriquecido con

toronja.

Para analizar la expresion de lacasas es importante tomar en consideracion las
variaciones que ocurren en el matraz durante el cultivo del hongo. Esto significa
que a diferentes tiempos de cultivo ocurren cambios en la composicion del medio
como el pH, la concentracion de azucares y fenoles. Estos factores inducen o
reprimen la sintesis de las enzimas y pueden regular diferencialmente la expresion

de los genes.

Las variaciones en el nivel de transcripcion a diferentes tiempos en un mismo
cultivo, podria estar asociada a la expresion diferencial de los genes de lacasa
(Iccl y lcc2) que han sido previamente identificados en esta cepa. Tapia-Tussell
et al., 2015 demostré la diferencia transcripcional de los genes Iccl y lcc2 al
utilizar como inductores compuestos fendlicos derivados de la lignina con
estructura quimica diferente (4cido ferdlico, vainillina y guayacol). Paralelamente,
Burgos-Jiménez (2010) identificé dos isoformas lacasas Lacl y Lac2 del25 y 65
kDa, respectivamente, en los extractos enzimaticos producidos en los mismos
cultivos y Zapata-Castillo et al., 2015 purificaron parcialmente tres isoenzimas

Lacl, Lac2 y Lac3 que mostraron algunas diferencias en sus propiedades.

Las variaciones transcripcionales observadas en este estudio coinciden con lo
reportado por Park et al. (2014). En dicho estudio evaluaron la dindmica
transcripcional de genes de lacasa del hongo Pleurotus ostreatus en un medio
enriquecido con pulpa de manzana obteniendo diferentes niveles de transcriptos

entre los genes en el tiempo.

Otra manera de analizar la expresion de genes es mediante la técnica del
bioclustering. El mapa de calor es la representacion 2D de una matriz donde las
filas representan tiempo de cultivo y las columnas condiciones. Los valores de
expresion estan dados para un gen de referencia (ACy) o para un gen de
referencia y muestra. (AAC,). El color e intensidad depende del nivel de expresion.

En la Figura 8.4 se observa que existen dos regiones de incremento
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transcripcional en cada tratamiento, una a las 48 h para toronja y 96 h para
salvado de trigo que puede estar asociadas a la induccién por algin componente
del medio. En la segunda region se alcanzan los mayores niveles de transcritos a
las 144 h en el medio con toronja con un incremento de 2.5 veces mayor que el
medio minimo. En el caso del medio con salvado de trigo el mayor valor de
transcritos se obtuvo a las 240 h siendo 4.9 veces mayor que en medio minimo y
5.3 con respecto al medio enriquecido con toronja.

— 48h

— 96h

— 144h

— 192h

— 240h

Toronja S. Trigo M. Minimo
Lacasa
- Nivel de expresion _+
I

Figura 8.48 Mapa de calor de los transcriptos del gen lacasa en Trametes hirsuta
Bm-2 crecido en medio minimo y medios inducidos.
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Este aumento considerable en los niveles de transcritos pudiera estar asociado a
la degradacion de los residuos lignocelulésicos que generan moléculas que
pueden servir como inductores del gen de la lacasa o mediadores del mismo
(Martins et al., 2010). Los residuos lignocelulésicos evaluados en este trabajo
poseen una amplia gama de compuestos fendlicos en su estructura. En el salvado
de trigo estan presentes el acido ferdlico, acido p-cumarico, acido siringico, &cido
vainillico, acido sinapico y en algunas ocasiones acido cafeico (Vaher et al., 2010)
los cuales han mostrado tener un efecto inductor en los genes de lacasa de
Clavariopsis aquatica (Solé et al., 2012), Trametes velutina 5930 (Yang et al.,
2013), Pleurotus ostreatus (Pezzella et al., 2013), Coriolopsis rigida (Saparrat et
al., 2010), Trametes sp. 1-62 (Terron et al.,, 2004), entre otros. Escobar-Blanco,
2010 identificé la composicidon de fenoles en residuos de toronja flavonoides como
la eriocitrina, luteolin-7-glucdésido, nobiletina, rutina, naringina y quercetina. Estos
compuestos se han logrado producir en fermentaciones en estado solido de
hongos de la podredumbre (Martins et al., 2011) demostrando que son liberados

durante el tiempo de cultivo.

Cabe mencionar que la regulacibn de la sintesis de lacasas en residuos
agroindustriales ha sido analizada comunmente monitoreando el incremento en la
actividad de lacasas durante el cultivo en comparacion con la actividad producida
en medio minimo (Cilerdzié¢ et al., 2011; Gonzalez et al., 2013; landolo et al.,
2011). Sin embargo, estos estudios carecen del andlisis del efecto inductor a nivel

transcripcional de los genes de la lacasa.

8.3 Andlisis de la expresién génica con el método AA“®

El calculo la expresion relativa, se basa en la comparacion de los valores Ct
obtenidos en cada condicién del estudio, normalizados con los controles internos.

Uno de los métodos mas utilizados es el 224Cd

, que asume una eficiencia del
100% en todas las reacciones. En este trabajo se analizaron los niveles de

expresion relativa con respecto al medio minimo el cual se consider6 como valor
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unitario y las comparaciones se hicieron con los cultivos que contenian los
residuos de toronja y salvado de trigo. En la figura 8.5 A se puede observar las
variaciones en el nivel de expresion durante las 240 horas del cultivo. Ambos
residuos lignocelulésicos mostraron un efecto regulador en cuanto a la expresion
de los genes de la lacasa. Los mayor sobreexpresion se detecté en salvado de
trigo a las 240, 96 y 48 h con un incremento de 12.8, 10.49 y 5.81 veces
respectivamente, con respecto al medio minimo, mientras que a las 144 h el efecto

fue negativo obteniéndose valores inferiores al medio minimo.

En el tratamiento con toronja el maximo valor de expresion se alcanza a las 144h
con un incremento de 6.7 veces con respecto al medio minimo siendo muy inferior
a los obtenidos con salvado de trigo. Se puede apreciar que a partir de las 144h el
medio enriquecido con toronja tiene un efecto negativo en los niveles de expresion

del gen de la lacasa para esta cepa.

El mapa de calor (figura 8.5 B) muestra los patrones de expresion de lacasas en
los cultivos donde se observa que el mejor tratamiento para la induccion del gen
de la lacasa es el salvado de trigo, Unicamente a las 144 h se observé un efecto
negativo en la regulacion de la expresion génica. Mientras que para el tratamiento
con toronja solo se alcanz6 un efecto considerable de sobre expresion a las 144 h

de cultivo.

Estos cambios en los niveles transcripcionales pueden estar asociadas a la
biotransformacion de los residuos lignocelulésicos durante el cultivo en medio
liguido. Se ha evidenciado que los compuestos aroméaticos relacionados a la
lignina poseen la capacidad de inducir diferencialmente los genes lacasas y que
estas diferencias se deben a la estructura quimica de los fenoles. En Trametes sp.
[-62 el guayacol y acido p-cumarico inducen la transcripcion de los genes lccl y
Icc2, el acido ferdlico induce la transcripcion de lccl, Icc2 y lcc3 mientras que el
acido 3,5-dihidroxibenzoico parece tener poco o ningun efecto en la cepa (Terron
et al., 2004). En Trametes velutina 5930 el guayacol mostré los niveles de
transcripcion mas bajos del gen l1ac5930-1 seguido del acido galico y acido tanico

(2.2, 3.1 y 3.5 veces, respectivamente). El &cido siringico y acido cinamico
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mostraron los mayores niveles de transcripcion para esta cepa con 7.2 y 6.3

veces, respectivamente (Yang et al., 2013).

Las diferencias en las respuestas transcripcionales en los diferentes residuos
lignocelulésicos muestran un mecanismo complejo de regulacién que podria estar
relacionado a la sensibilidad de los genes de lacasa a los diversos compuestos
fendlicos liberados en los medios de cultivo. Esta sensibilidad puede deberse a la
presencia en el promotor de motivos que son sensibles a los componentes del
salvado de trigo y toronja, tales como XRE (elementos de Respuesta a
Xenobioticos) (Galhaup et al., 2002a; Xiao et al., 2006).

De acuerdo a los resultados obtenidos el mayor efecto inductor medido por la
expresion relativa del gen lacasa de Trametes hirsuta Bm-2 ocurre en el salvado

de trigo.
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Figura 8.5 A) Expresion relativa del gen Icc de Trametes hirsuta Bm-2 comparada

con la expresién del cultivo sin induccién de acuerdo al método AACT. Las barras

representan el error estandar(ST= Salvado de trigo; T= Toronja). B) Mapa de calor
de expresion relativa.
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8.4 Andlisis de los niveles de expresion y actividad enziméatica

El andlisis entre la actividad de lacasa y los niveles de expresion del gen lacasa
(Icc) mostraron diferencias en base al residuo lignicelulésico utilizado y el tiempo

de fermentacion.

En la figura 8.6 A se observa que en el cultivo inducido con residuos de toronja a
las 48 horas hubo un incremento en los niveles de expresion, mientras que la
actividad enzimética fue practicamente nula. A diferencia, a las 96 h se alcanzé la
maxima actividad enziméatica y los niveles de expresion decrecieron y
posteriormente, a las 144 alcanzaron su maximo nivel. Estas variaciones hacia
arriba y hacia abajo muestran que en este sustrato no hubo correlacion

directaentre la expresion del gen y la actividad de lacasas extracelulares.

Durante el tratamiento con salvado de trigo se identific6 durante 96 h una
correlacion directa entre el aumento en los niveles de transcritos y la actividad
enzimatica (figura 8.6 B). A partir de lasl44 h se observd que los transcritos
disminuyeron pero la actividad de lacasa se mantuvo constante. Este
comportamiento es similiar al observado por Yang et al. (2013) quienes sugirieron
gue durante la biodegradacion del salvado de trigo los compuestos aromaticos
gue se liberan podrian inhibir la actividad proteolitica extracelular favoreciendo la

estabilidad de la enzima lacasa.

Como se menciond antriormente la expresion de genes lacasas en residuos
agroindustriales ha sido escasamente estudiada probablemente debido a la
complejidad de estos compuestos. La heterogeneidad del sustrato, aunado a la
dindmica del cultivo en donde ocurren cambios que afectan la sintesis de
isoenzimas lacasas hace dificil el analisis de los resultados. Los resultados de este
trabajo coinciden con los reportados por Park, et al, 2014, quienes identificaron
diferenecias en los niveles de expresion y la actividad de lacasas durante el cultivo
en cascaras de manzana que fue atribuido al estrés oxidativo provocado por una

alta concentracién del residuo de toronja que retrasa el proceso de transcripcion

66



8. Resultados y discusion

(Park et al., 2014) o debido a una regulacién postrancripcional. Estas diferencias
también han sido reportadas en medios simples suplementados con fenoles.
Terron et al., (2004) observaron que el incremento de actividad de lacasa en
Trametes sp 1-62 y el nivel total de transcritos en cultivos inducidos con guayacol
fue directamente proporcional a la actividad, mientras que en los cultivos inducidos
con &cido ferulico y acido p-coumarico no se observo una relacion directa entre los
niveles transcripcionales y actividad enzimatica. Xiao et al., 2006 reportaron que la
acumulacion de transcritos estuvo acomparfada por el incremento en la actividad

enzimatica detectada en los cultivos de Trametes sp.

Para esclarecer las diferencias en la actividad y la expresion relativa del gen
lacasa se requiere realizar mas estudios. Los resultados obtenidos sugieren que
durante el curso del cultivo se producen diferentes isoenzimas que difieren en su
afinidad por el sustrato ABTS, lo que se refleja en variaciones los niveles de la
actividad de lacasas. Otra variable que podria estar ascociada a las variaciones
encontradas es el recambio de proteinas (sintesis y degradacion) Price y Stevens
(1989) mencionaron que el tiempo de recambio de una enzima puede variar en un
organismo y ser modificado por la velocidad de sintesis y degradacion. El
recambio también se ve favorecido cuando la fuente de nutrimientos empieza a
ser limitante En los Ultimos afios se han determinado variaciones en la
composicion de fenoles presentes en los extractos enzimaticos a diferentes
tiempos de cultivo, por lo que éstos pueden diferir en su acciébn como mediadores
redox (Camarero et al., 2005). Este hecho puede favorecer o no la oxidacion del

ABTS por las lacasas.
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Figura 8.6 Produccion de lacasay expresion del gen Icc en residuos de toronja

(A) y salvado de trigo (B).
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9. CONCLUSIONES

La adicion de sustratos lignocelulosicos al medio de cultivo de Trametes
hirsuta Bm-2, estimulan la actividad de lacasas y la magnitud de este
efecto depende del tipo de sustrato y tiempo de cultivo.

Las céscaras de toronja y naranja y fueron los mejores sustratos para la
produccion de lacasas, cuya actividad maxima fue 81 y 58 veces mayor que
el control.

La cascara de toronja y salvado de trigo tienen un claro efecto en la
induccidn transcripcional del gen de las lacasas.

Los niveles de expresion se incrementan durante los cultivos de Trametes
hirsuta Bm-2 con cascara de toronja y particularmente con salvado de trigo.
Los patrones de actividad enzimética de lacasas y los perfiles de
transcripcion relativa difirieron marcadamente durante el curso del cultivo.

El gen de la B-actina no es un buen control interno para medir la expresion

en cultivos suplementados con cascaras de naranja, mandarina y platano.

69



10. Perspectivas y Recomendaciones

10. PERSPECTIVAS Y RECOMENDACIONES

Es importante investigar la expresion espacio-temporal de las isoenzimas
lacasas ya que este conocimiento puede ser util para el entendimiento de los
papeles fisioloégicos de las lacasas producidas por Trametes hirsuta Bm-2.
También sera importante aclarar las diferencias entre los niveles de expresion y
actividad de lacasas. A este respecto, la obtencion de anticuerpos especificos de
lacasas permitiria establecer los niveles reales de actividad de lacasas producidos
por el hongo. Asimismo, serd importante la identificacion de la funcién de los
fenoles liberados durante el cultivo en su acciéon como mediadores de la actividad

de lacasas.

Se requiere de una seleccion cuidadosa y validacion del gen de referencia que se
procese paralelamente con el gen blanco. Se recomienda probar otros genes de
diferentes clases funcionales para encontrar el mas adecuado en base a su
estabilidad de expresidbn en Trametes hirsuta Bm-2. Tambien es necesario

determinar el nimero éptimo de genes de referencia para la normalizacion.
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