UNIDAD PROFESIONAL INTERDISCIPLINARIA DE BIOTECNOLOGIA

TESIS

Presentada para obtener el grado de

MAESTRO EN CIENCIAS EN BIOPROCESOS

por
Jessica Valeria Guerrero Torres
Ingeniero Biotecndlogo
Identificacion de los genes involucrados en la sintesis de p-glucanos en
Ganoderma lucidum
Dirigida por

Dr. Claudio Garibay Oirijel
Dr. Roberto Garibay Orijel

México, D. F. Agosto, 2010



SIP-14-BIS

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de Meéxico siendolas  11:00 horas deldia 09 del mes de
Agosto  del 2010 se reunieron los miembros de la Comisién Revisora de Tesis, designada
por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de . UPIBI-IPN

para examinar la tesis titulada:
Identificacion de los genes involucrados en la sintesis de B-glucanos en Ganoderma lucidum

Presentada por la alumna:

Guerrero Torres Jessica Valeria
Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)

Conregistro:{B |O |8 |1 ‘9 |5 |7 J

aspirante de:
Maestria en Ciencias en Bioprocesos

Después de intercambiar opiniones los miembros de la Comision manifestaron APROBAR LA

TESIS, en virtud de que satisface los requisitos sefialados por las disposiciones reglamentarias
vigentes.

LA COMISION REVISORA

Directores de tesis

Dr Claudjo Garibay Orijel

Dr. Juan Silvestre Aranda ?arradas

ﬁ@w Z%/Z

Dr. Jesus Agustin Badillo Corona

HETIMIOP = CO NACIOMAL
PRESIDENTE DEL COLEGIO DE PROFESORES
UNIDAD PROFESION .
FERDISCIPLINARIA DE BIOTECNOLOGIA

SECCION DE ESTUDIOS DE
v S EAD0 E INVESTIGACION

o Wdo Manjafréz




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de _ México D. F. el dia _09 del mes_ Agosto _del aiio _ 2010 , la que

suscribe_ Jessica Valeria Guerrero Torres _alumna del Programa de _ Maestria en Ciencias en

Bioprocesos _con nimero de registro _ B081957 . adscrito a la Unidad Profesional
Interdisciplinaria de Biotecnologia , manifiesta que es autora intelectual del presente trabajo

de Tesis bajo la direccion del __Dr. Claudio Garibay Orijel v del Dr. Roberto Garibay Orijel

y cede los derechos del trabajo intitulado _ ldentificacion de los genes involucrados en la

sintesis de B-glucanos en Ganoderma lucidum . al Instituto Politécnico Nacional para su

difusion, con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacién no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del
trabajo sin ¢l permiso expreso del autor y/o director del trabajo. Este puede ser obtenido

escribiendo a la siguiente direccion __jvaleriaguerrero@hotmail.com . Si el permiso se

otorga, el usuario deber4 dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del mismo.

IBT. Jessica Valerla Guerrero Torres



Declaracion de originalidad

“Yo declaro que esta tesis, asi como los resultados en ella reportados, son producto de mi
trabajo y que hasta donde yo sé, no contiene material previamente publicado o escrito por
otra persona, ni tampoco contiene material que haya sido utilizado para obtener algun
grado o diploma en alguna otra institucion educativa excepto donde se reconoce como tal.
Declaro igualmente que hago justo reconocimiento en la tesis a las personas que
contribuyeron con su trabajo y, finalmente, declaro que esta tesis es producto de mi propio
trabajo con el apoyo permitido de terceros en cuanto a la concepcion del proyecto, al

estilo de la presentacion o a la expresién escrita.”

IBT. Jessica Valeria Guerrero Torres.

Vo. Bo. Dr. Claydio|Garibay Orijel

/1 / B
4 v(‘j j((ﬁ//f:/
—/ 4

Vo. Bo. Dr. Roberto Garibay Orijel



Créditos

Agradezco al Dr. Gerardo Mata Montes de Oca, por la facilitacion de la cepa 796, la orientacion
proporcionada y por permitirme hacer uso del laboratorio de Cultivo de Hongos Comestibles del
INECOL, Xalapa. Agradezco al Dr. Rigoberto Gaitan Hernandez, a la Dra. Dulce Maria Salmones
Blasquez y al Bi6logo Carlos Ortega por su apoyo en el laboratorio de Cultivo de Hongos
Comestibles del INECOL, Xalapa.

Agradezco al Dr. Daniel Claudio Martinez Carrera, del Colegio de Postgraduados de Puebla, por

las cepas y fructificaciones proporcionadas.

Agradezco a los miembros de la comisién revisora por el tiempo dedicado a la direccién y revision
de la presente investigacion.

Dr. Claudio Garibay Orijel

Dr. Roberto Garibay Orijel

Dr. Juan Silvestre Aranda Barradas
Dr. Edgar Salgado Manjarrez

Dr. Jesus Agustin Badillo Corona

Agradezco a CONACYyT por la beca No. 220510 otorgada para la realizacion de este trabajo.



Agradecimientos

A ti Dios por haberme dado la fortaleza necesaria para llegar al final de esta etapa de mi vida, ke debo
admitir no fue nada facil.

A ti mama y a ti papa, por aguantar mi mal karacter y esos kambios tan repentinos en mi estado de animo,
porque estan conmigo en las buenas y en las malas, por sus regafnos, sus sonrisas, su presencia.....por ser
mis papas.....los mejores de todo el mundo.....LOS AMO......

A ti Neno por ser mi hermanito y por no dejarme sola, por cuidarme y quererme muxo...por sakarme una
sonrisa kuando estaba tan sttressada y porke kuando llegaba toda kansada de la eskuela me llevabas kasi
de los cabellos al Gym...jajaja....yaaaaaa ceveroo....

A ustedes pipis, ever, barbie y billo por prestarme su compu y su internet para hacer las tareas kuando yo no
tenia..a y por los discos lightscribe jajaja...y no kreas que se me olvido barbie...gracias por ayudarme a
chekar las referencias...

A ustedes ivanson, tere, karen y chikitito porque aunque estan lejos, el escucharlos me daba animos para
terminar pronto e ir a visitarlos....los extrafiooo....

A ti Claudio porque ademas de ser un excelente asesor y director de tesis, fuiste un gran amigo...porque
siempre fuiste muy comprensivo, porque siempre escuchabas mis boberias, porque me dabas consejos (por
cierto...todos los tengo muy presentes), porque nunka me pusiste obstaculos mal plan y principalmente por
todo el conocimiento que me transmitiste.

A ti Roberto por ensefiarme mas acerka de los hongos y por resolver mis dudas cuando te lo pedia.....aunke
fuera domingo a las 9 pm jajaja....y porque siempre conté con tu apoyo....

A ti O% ke durante mucho tiempo formaste parte de mi vida y lo sigues haciendo.... porque no creas ke ya
olvide que tu me metiste esta idea en la cabeza...Mi-e dor de tine mio.

A ti Massi por seguir siendo mi mejor amiga.....sabes ke tkm y puedes contar conmigo siempre.

A ti.kGz...(aunque se ke probablemente jamas lo leeras).....por estar conmigo siempre y por darme karifio y
apoyo en los momentos dificiles, nunk lo olvidaré....

A ti Mony por ser una super amiga y confidente...porke siempre comprendiste mis lokuras y mis tarugadas...
sera porke estamos igual de lokas????..y porke cuando necesité tu ayuda nunca me la negaste..

A ustedes Montse, Lara y Rafa, Diana, Marisol, Cesar, Jonas, Hernan, Lalo (muegano), Paola, Ricardo,
Octavio, Elier y Pamela por ser personas tan agradables y porque cuando les pedi un favor jaméas me lo
negaron.

DEDICADO A Todas las personas que amo y a mis tios Manuel Ramirez Olvera, José Luis Torres Ramirez y
Pedro Guerrero Rodriguez.



Contenido

INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL ..ottt ettt ettt te e ae e ate s e eneeeaeaneareanens i
[DI=To F=T = TodTo] g 1o (=3 o 4T |1 =11 To F= To [0S ii
LS ] 0 1= o PPN iii
ADSITACT . ... iv
o = o [ 38 =Y ] T o PSPPI v
CPEOITOS .. Vi
y o |- (o [=To 0 0 T=T 0 (o 1SR Vil
L] o1 =T o1 o TP viii
INAICE & FIQUIAS.......eueeeeeeecte ettt ettt ettt ettt ettt et et e ae et e et et e s eseeteeteete s ensetestessesenseresreeees X
Yo ot LI =1 o 1= Y- Xi
1. INTRODUGCCION ....coiiiiitiiieeee ettt ettt ettt et et e et e et e e st et e et e ateaseesaeeteateareeseesteseeareereenes 1
1.1. Generalidades de [0S NONQOS. .......ccooiiiieeeeeeeee e 1
1.1.1. NULCION A€ 10S NONQOS .....cvviiiiii e e et e e e e e e e e e erra s 2
1.1.2. Clasificacion del rein0 de 10S HONQOS ........ciiiiiiiiiiice e e 3
2 €= Vg [o o {17y o F= T8 (1 Tod T U o U 4
1.2.1. Usos medicinales de G. IUCIAUM..........ouuuuiiiie e e e e e e e e e eenaeaas 6
1.2.2. Compuestos bioactivos de G. IUCIAUM ..........cooiiiiiiiiii e e 7
1.2.3. Polisacaridos de G. IUCIAUM ........coviiiiiiiiiiic et a e 7
1.2.4. B-D-gIUCANOS ... .o 8
1.2.5. Metabolismo de 10S -(1,3)-D-gluCan0sS ...........ccouviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee e 10
1.2.6. Produccién y mercado de G. lucidum y sus derivados...........ccccoeeieeeeiiiiiiiiiiie e 11
2. ANTECEDENTES ...ttt ssnsssnnnnes 12
2.1. Genes involucrados en la sintesis de 10s B-(1,3)-D-glucanos...........cccuuuveeiieeeiiiiiiiiiiiiiiee e 12
A2 € 1=T oo ) o o F= W [T © TR (1 od T U] o o SR 12
TN (U1 =i [0 Y o1 [ N R 15
L O ] | I Y 1 TP 15
5. MATERIALES Y METODOS ...ttt ettt ettt ee ettt e ee e e et e e e e eeeeeae e 16
5.1. Estrategia eXperimental .............uuiiiiii i a e 16
5.2. CONSEIVACION 0 I8S CEPAS ....cevviiiiiii i e e e e e e e e e e e e e e e e ae it a s e e e e e eeeeraaaans 16
5.3. Secuenciacion de la region ITS de las cepas 382, 145y 796 de G. lucidum s.l. ..................... 17
5.3.1. Extraccion de ADN de G. [UCIHUM S. L. ....uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii s aaaannnannnnnnes 17
5.3.2. Amplificacion por PCR de la region ITS de las cepas 382, 145y 796 de G. lucidum s.l.... 18
5.4. Andlisis del metabolismo de los 3-(1,3)-D-glucanos y disefio de iniciadores.............c.c.......... 19
5.5. Busqueda de las secuencias correspondientes a los iniciadores disefiados en el genoma de
LR [T T [ = PSR 21
5.6. Purificacion de ADN por eleCtrofOreSiS.........couvviiiiiiiieie e 24

BT SBCUBNCIACION ...ttt ettt 25



6. RESULTADOS Y DISCUSION ......ooiiitieiecie ettt ettt eva et eae e aneeeeeaeereannenes 27
6.1. Caracterizacion de la region ITS de las cepas 382, 145y 796 de Ganoderma lucidum s.l...... 27

STV B T E=Y =T aTo o [N T (o =10 (0] (=1 29
6.3. Identificacion de secuencias en el genoma de G. lucidum sS. |.........oociiiiiiiiiiiiiiiiieeee 32
SR Y= Tod U (<Y g (o1 = Vo3 (o ] o T 37
7. CON CLUSIONES . ... ettt et ettt et ettt et et e e et et e et e e e e et e e e e e et e e e e e entareenns 44

8. REFERENCIAS ... oot e e e e et e e e e e e e et e e e nn e e e e e e e nn s 45



indice de Figuras

Figura 1. Filogenia del reino de los Hongos (Hibbett et al., 2007).............uuiimiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiies 4
Figura 2. Fructificacion de la cepa 382 de G. lucidum s. |. donada por el COLPOS, Puebla............ 5
Figura 3. B-(1,3)(1,6)-D-glucanos (Hung et al., 2008). ...........uuuummmmmmmiiiiiiiiiiiiiiiieeenieeeneeeeeeeeeeeneeeeeenees 9

Figura 4. Ruta metabdlica para la sintesis de los -(1,3)-D-glucanos y enzimas participantes...... 10
Figura 5. Estrategia experimental para la obtencion de secuencias correspondientes a los genes
involucrados en la sintesis de -(1,3)-D-GIUCaN0S. ...........ccoevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeee 16
Figura 6. Regién conservada en el alineamiento de secuencias para el disefio de iniciadores...... 20
Figura 7. Amplificacion de la regién ITS de las cepas 382, 145y 796 de G. lucidum s.I................ 27
Figura 8. Productos de las PCR realizadas para amplificar los genes correspondientes a las
enzimas B-fructofuranosidasa, a-glucosidasa y Fosfoglucomutasa.. ..........cccceeeeeeeeiiiiiiinnnnnn. 34
Figura 9. Productos de las PCR realizadas para amplificar los genes correspondientes a las
enzimas Hexocinasa y UDP-glucosa pirofosforilasa...........cccccuvviiiiiiiciiiiiiicie e, 35
Figura 10. Productos de las PCR realizadas para amplificar los genes correspondientes a las
enzimas (1,3)-B-glucano sintetasa y Fosfoglucomutasa. ............cccceeeeeeeeiiiiiiiiiiiin e, 35
Figura 11. Cromatograma incorrecto del fragmento amplificado con los iniciadores FOS31LbF y
[ @ IS I 22 I o] = PSP PRRRPRRPSPI 38
Figura 12. Ubicacion de los fragmentos 1y 2 de G. lucidum S. L. c...coooiiiiiiiiiiiiiiiiieeen 41
Figura 13. Arbol filogenético del fragmento 1 de G. lucidum s. |. obtenido con los iniciadores
[BGS547UMF BGS21LI3UMR] ...ovcvevieteeeeeeeeee ettt en e n e n et en s een e 42
Figura 14. Arbol filogenético del fragmento 2 de G. lucidum s. I. obtenido con los iniciadores
[BGS2113UMF Y BGS3097UMR]....cciiiiiiiiiiiee e e e e ettt e e e e e e ettt e e e e e e e e s a e e e e e e e s ennnnnees 42


file:///C:/Users/YSHE/Desktop/TESIS%202010/finales%20mayo/correcciones%20JULIO/TESIS%2021%20DE%20JULIO.docx%23_Toc268040898
file:///C:/Users/YSHE/Desktop/TESIS%202010/finales%20mayo/correcciones%20JULIO/TESIS%2021%20DE%20JULIO.docx%23_Toc268040898
file:///C:/Users/YSHE/Desktop/TESIS%202010/finales%20mayo/correcciones%20JULIO/TESIS%2021%20DE%20JULIO.docx%23_Toc268040899
file:///C:/Users/YSHE/Desktop/TESIS%202010/finales%20mayo/correcciones%20JULIO/TESIS%2021%20DE%20JULIO.docx%23_Toc268040899
file:///C:/Users/YSHE/Desktop/TESIS%202010/finales%20mayo/correcciones%20JULIO/TESIS%2021%20DE%20JULIO.docx%23_Toc268040901
file:///C:/Users/YSHE/Desktop/TESIS%202010/finales%20mayo/correcciones%20JULIO/TESIS%2021%20DE%20JULIO.docx%23_Toc268040901

indice de Tablas

Tabla 1. Reino de los Hongos y organismos similares (Blackwell y Spatafora, 2004)...................... 3
Tabla 2. Clasificacion taxonémica de G. lucidum (NCBI taxonomy)........cccoeeeeeeiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeviiinnn. 5
Tabla 3. Genes involucrados en la sintesis de los $-(1,3)-D-glucanos en basidiomicetos ............. 13
Tabla 4. Genes correspondientes a enzimas de G. luCIduM ............ooouiiiiiiii e, 14
Tabla 5. Reactivos utilizados en la reaccion de PCR.........cooooiiiiiiiieeeeeee, 18
Tabla 6. Iniciadores y programa de PCR utilizados (Gardes y Bruns, 1993)............cccceeiiiiiieeeeenn. 19
Tabla 7. Organismos utilizados como base en el disefio de iniciadores ...........cccccceeevveeeeviieiiiennnnn. 21
Tabla 8. Reactivos utilizados en la reaccion de PCR..........cooooiiiiiiii e, 22
Tabla 9. Programa de PCR utilizado para cada par de iniCiadores............oeeeeeiiiiieeeeie e 22

Tabla 10. Analisis de similitud de las secuencias ITS de las cepas 382, 145 y 796, con secuencias

depositadas €N €l GENBANK .......ciiiiiiiieeee e e e e e e et e e e e e e aarea 28
Tabla 11. Secuencia y caracteristicas de los iniciadores disefiados.............ccccceeeeeeeeiiiieieeeeeeeeee, 31
Tabla 12. Fragmentos obtenidos por PCR con cada par de iniciadores. ..........cccccceeeeeeeeeeiieviinnnnnn. 32
Tabla 13. Concentracion 6ptima de MgCl, en la PCR para cada par de iniciadores...................... 36

Tabla 14. Resultados de la secuenciacién de los fragmentos obtenidos con los iniciadores
[BGS2113UmF y BGS3097UmR], [BGS547UmF y BGS2113UmR], [BGS2947UmF vy
BGS3561UmR] y [BFF658UMF y BFFL128UMR] .....uvviiiiiieeiiiiiiiiiiieeeeeeeeecineeee e e 38

Tabla 15. Analisis de similitud de las secuencias obtenidas con los iniciadores [BGS547UmF y
BGS2113UmR] y [BGS2113UmF y BGS3097UmR], con secuencias depositadas en el
=T ] o 39

Tabla 16. Secuencias obtenidas con los iniciadores [BGS547UmF y BGS2113UmR] vy
[BGS2113UMF Y BGS3097UMR]....ciiiiiiiiiiiiiiiieieeeeeeeeee ettt a e e e e e aaaaaaaees 40



Resumen

Ganoderma lucidum es un macromiceto econdmica y culturalmente importante a
nivel mundial, debido a sus propiedades medicinales. Esta especie contiene diferentes
compuestos bioactivos, entre los que se encuentran principalmente polisacaridos con
efectos inmunomodulatorios, anticancerigenos y radioprotectores. Polisacéridos de G.
lucidum tales como B-D-glucanos se han aislado y caracterizado siendo los 3-(1,3)(1,6)-D-
glucanos los principales. La ruta metabdlica para la sintesis de B-(1,3)-D-glucanos ha sido
propuesta para diversos organismos, incluyendo a G. lucidum. Con base en estos
antecedentes las enzimas que participan en la formacién de los B-(1,3)-D-glucanos a partir
de sacarosa son la a-glucosidasa, B-fructofuranosidasa, hexocinasa, glucosa-6-fosfato

isomerasa, fosfoglucomutasa, UDP-glucosa pirofosforilasa y (1,3)-p-glucano sintetasa.

Los objetivos de este trabajo fueron, disefiar iniciadores para identificar la secuencia
de los genes correspondientes a las enzimas a-glucosidasa, B-fructofuranosidasa,
hexocinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, fosfoglucomutasa, UDP-glucosa pirofosforilasa y
(1,3)-B-glucano sintetasa en G. lucidum y posteriormente obtener la secuencia de estos
genes. Los iniciadores fueron disefiados realizando una busqueda de los genes que
participan en la sintesis de estos polisacaridos, en organismos similares a G. lucidum,
debido a que estos genes aun no han sido elucidados para este hongo. Después, con la
aplicacion de PCR se probaron los iniciadores utilizando ADN extraido de la cepa 382 de
G. lucidum s. I. Los fragmentos obtenidos fueron secuenciados y analizados en el

GenBank. Se logro identificar la enzima (1,3)-B-glucano sintetasa de este hongo.



Abstract

Ganoderma lucidum is a macromycete economically and culturally important in the
globe, because of its medicinal properties. This species contain different bioactive
compounds, including polysaccharides that have demonstrated immunomodulatory
anticancer and radioprotective effects. These polysaccharides have been isolated and
characterized, being B-(1,3)(1,6)-D-glucans the most representative structure. The
metabolic pathway for the synthesis of B-(1,3)-D-glucans has been proposed for various
organisms, including G. lucidum. Based on these background the enzymes involved in the
synthesis of B-(1,3)-D-glucans from sucrose are: a-glucosidase, B-fructofuranosidase,
hexokinase, glucose-6-phosphate isomerase, phosphoglucomutase, UDP-glucose
pyrophosphorylase and (1,3)-B-glucan synthase.

The objectives of this study were, to design primers to identify the sequence of
genes for enzymes a-glucosidase, B-fructofuranosidase, hexokinase, glucose-6-phosphate
isomerase, phosphoglucomutase, UDP-glucose pyrophosphorylase and (1,3)-B-glucan
synthase in G. lucidum and then to obtain the sequence of these genes. The primers were
designed by searching for genes involved in the synthesis of these polysaccharides in
organisms similar to G. lucidum, because these genes have not been yet elucidated for this
fungus. Then, with the application of PCR, primers were tested using DNA extracted from
G. lucidum s. I. strain 382. The fragments were sequenced and analyzed in the GenBank.

We identified the enzyme (1,3)-B-glucan synthase of this fungus.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de los hongos

Los hongos son organismos eucariotas que poseen una pared celular
compuesta fundamentalmente por polisacaridos y diversas proteinas. Los
polisacaridos mas importantes son la quitina (polimero de n-acetil glucosamina), el
manano (polimero de manosa) y el glucano (polimero de glucosa). Aunque
comparten muchas estructuras, las células de los hongos se diferencian de las
células vegetales en la composicion de la pared y en que carecen de cloroplastos
y clorofila. Mientras que la diferencia con las células animales es que las células
de los hongos tienen pared celular y presentan ergosterol en la membrana

citoplasmica (Pontén et al., 2002).

Los hongos presentan basicamente dos tipos de morfologia celular: una
multicelular filamentosa denominada micelio y otra unicelular denominada
levaduriforme. Los hongos filamentosos (miceliares o mohos), representan el
crecimiento mas tipico de los hongos microscépicos. En medios de cultivo sélido y
también sobre cualquier superficie en la que se desarrollen, por ejemplo frutas u
otros alimentos, producen colonias algodonosas o pulverulentas que son muy
caracteristicas. Al microscopio Optico, los hongos filamentosos presentan unas
estructuras tubulares denominanadas hifas. En la mayoria de los hongos
filamentosos, las hifas son tabicadas y presentan septos que delimitan las
diferentes células. Las hifas que carecen de septos se denominan cenociticas o
sifonadas. Las hifas de los hongos tabicados suelen tener un didmetro inferior (2-5
pm) a las de los hongos sifonados (10-15 um). Las hifas normalmente se
desarrollan a partir de esporas, aunque también pueden originarse a partir de
fragmentos de otras hifas, y crecen gracias al depdsito de nuevos materiales en su
extremo, ramificandose con mucha frecuencia hasta producir una marafia de
filamentos que constituyen el micelio. En una colonia de un hongo filamentoso se

produce una diferenciacion en las funciones del micelio, de tal forma que el micelio



vegetativo penetra en el sustrato para obtener los nutrientes, mientras que el
micelio aéreo se proyecta hacia el exterior de la colonia y puede producir esporas

asexuales (Ponton et al., 2002).

1.1.1. Nutricién de los hongos

Los hongos son quimioheterétrofos por absorcion. Son incapaces de
fotosintetizar y por consiguiente necesitan sustratos ricos en carbohidratos para
alcanzar sus requerimientos de energia y biomasa (Berry, 1998). Los hongos
producen una amplia variedad de enzimas extracelulares, principalmente oxidasas
e hidrolasas y pueden degradar la mayor parte de los sustratos organicos que
existen naturalmente, incluyendo la celulosa, la quitina, el almidon, azucares,
hemicelulosas y lignina. Normalmente los carbohidratos son las principales fuentes
de carbono accesibles a los hongos; son metabolizados para proporcionar energia
y también actian como precursores para la sintesis de material celular (Gadd,
1988). Otras fuentes de carbono utilizadas por los hongos incluyen alcoholes,
hidrocarburos, glicerol y almidén. Los hongos utilizan nitrégeno, especialmente en
forma de amonio, aunque casi todos pueden utilizar nitrato (Wainwright, 1995).

Los hongos generalmente crecen en el laboratorio sobre medios definidos
que contienen azucares, como glucosa y sacarosa, 0 sobre polimeros, como
celulosa. El Nitrogeno inorganico generalmente se suministra a los medios en
forma de amonio, nitrato, amidas o aminoacidos. En algunos procesos de
fermentacién industrial también pueden utilizarse fuentes de nitrdgeno organicas
tales como extracto de levadura, peptona o caseina (Fang y Zhong, 2002b). Otros
nutrientes minerales importantes requeridos por los hongos para un maximo
rendimiento incluyen Fosforo, Azufre, Potasio y Magnesio. También se requieren
para el funcionamiento de las enzimas en condiciones de crecimiento rapido,
nutrientes menores como el Zinc, Cobre, Molibdeno y Vitaminas (Wainwright,
1995).



En la produccién de polisacéridos a partir de hongos basidiomicetos como
Ganoderma lucidum, se utilizan medios complejos, compuestos principalmente por
peptona, caseina o extracto de levadura como fuente organica de nitrégeno,
glucosa o sacarosa como fuente de carbono, KH2PO4H20 y MgS047H20 que le
confieren al medio algunos minerales y finalmente algunas vitaminas como la
vitamina B1 (Fang y Zhong, 2002a; Fang y Zhong, 2002b; Tang y Zhong, 2002).

1.1.2. Clasificacion del reino de los Hongos

Gracias al avance que en los ultimos afios se ha obtenido en el campo de la
biologia molecular, se ha logrado separar al reino de los Hongos de otros
organismos similares, que en afios anteriores eran considerados como parte de
este reino. La tabla 1 muestra la clasificacion del reino de los Hongos, asi como

los organismos que fueron excluidos de este.

Tabla 1. Reino de los Hongos y organismos similares (Blackwell y Spatafora, 2004).

Hongos
Chytridiomycota
Zygomycota
Ascomycota
Basidiomycota

Straminipila
Oomycota
Hyphochytriomycota
Labyrinthulales
Thraustochytriales

Mohos mucilaginosos
Plasmodiophorales
Myxomycota
Dictyosteliomycota
Acrasiomycota

En la figura 1 se muestra la filogenia del reino de los hongos basada en
estudios moleculares a partir de ARN ribosomal nuclear y ARN ribosomal
mitocondrial (Hibbett et al., 2007).
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Figura 1. Filogenia del reino de los Hongos (Hibbett et al., 2007).

1. 2. Ganoderma lucidum

Ganoderma lucidum es un hongo econdémicamente importante,
particularmente en China, Corea y Japon, debido a sus propiedades medicinales.
Los chinos y coreanos lo conocen como Ling Zhi, mientras que los japoneses lo
conocen como Reishi o Mannentake. La principal caracteristica del extracto de G.
lucidum es que puede funcionar como auxiliar en el tratamiento contra el cancer
de mama, cancer de prostata y cancer colorrectal induciendo apoptosis y
suprimiendo la proliferacién y migracion de células altamente invasivas (Sliva et
al., 2002b; Stanley et al., 2005; Xie et al., 2006). Este hongo pertenece a la clase
de los Agaricomycetos, orden Polyporales y familia Ganodermataceae (Tabla 2).
Es un hongo de pudricién blanca (degrada completamente la lignina) (Paterson,
2006) y crece anualmente de manera natural sobre una amplia variedad de
arboles caducifolios como Quercus, Acer, Ulmus, Betula, Salix, etc. En el Oriente,

se desarrolla esencialmente en arboles del género Prunus, mientras que en las



regiones subtropicales de Europa, Asia, América del Sur y del Norte, crece
principalmente, aunque con menos frecuencia, en arboles de coniferas como
Larix, Picea y Pinus (Wasser, 2005).

Tabla 2. Clasificacién taxonémica de G. lucidum (NCBI taxonomy)
Reino:  Fungi

Fila: Basidiomycota
Clase:  Agaricomycetos
Orden: Polyporales
Familia: Ganodermataceae

Género: Ganoderma

En su proceso de crecimiento, primero se desarrolla el estipite cuyo
extremo superior se dobla y crece en forma de espatula que se va ensanchando
hasta formar un sombrero o pileo, mas o menos circular, reniforme o en abanico,
de 3-12 cm de diametro y 2-3 cm de grosor con una superficie dura y muy
brillante. El pie alcanza una altura de 8-15 cm, sin embargo algunos pueden ser
mas cortos (Rollan, 1984). La figura 2 muestra la morfologia tipica del basidioma
correspondiente a la cepa 382 de G. lucidum s. I., donado por el Colegio de
Postgraduados de Puebla (COLPOS).

Figura 2. Fructificacion de la cepa 382 de G. lucidum s. |. donada por el COLPOS, Puebla.



1.2.1. Usos medicinales de G. lucidum

Ganoderma lucidum ha sido utilizado en la medicina tradicional de China y
Japon, especialmente como auxiliar en el tratamiento de la hepatitis, hipertension,
hipercolesterolemia, cancer, artritis y bronquitis (Chang et al., 2006), por lo que en
las ultimas décadas algunos investigadores se han dedicado a estudiar el efecto
gue pudieran tener los distintos componentes bioactivos presentes en G. lucidum
sobre células de mamiferos, incluyendo células humanas (Paterson, 2006; Sliva et
al., 2002b; Stanley et al., 2005; Wang et al., 1997; Xie et al., 2006).

Esta especie posee efectos inmunomodulatorios, anticancerigenos,
neuroprotectores y antivirales. En 1997, Wang reporté un aumento de
interleucinas (IL-1 e IL-6), del factor de necrosis tumoral a (TNF-a) y del interferén
Yy (IFN- y) en macrofagos vy linfocitos T de origen humano después de incubarlos
en presencia de polisacaridos provenientes de basidiomas de G. lucidum. Por otra
parte una de las principales caracteristicas de las células cancerosas altamente
metastasicas es la activacion constitutiva de los factores de transcripcion AP-1y
NF-xB. Se ha demostrado que la inhibicién de estos factores suprime la secrecion
del activador plasminogénico tipo urocinasa (uPA) lo cual impide la migracion de
células humanas con cancer de mama altamente invasivas (Sliva et al., 2002a;
Sliva et al., 2002c). En experimentos posteriores Sliva et al. (2002b) observé que
extractos obtenidos a partir de esporas y basidiomas de G. lucidum inhiben
constitutivamente la actividad de los factores AP-1 y NF-kB en células humanas
con cancer de mama y cancer de préstata altamente invasivas, lo cual resulta en
la desregulacion de la expresion de uPA y su receptor (UPAR) y en la disminucion
de uPA secretada, esto evita la migracién de este tipo de células. Stanley et al.
(2005) también demostraron que G. lucidum induce apoptosis, inhibe la
proliferacion celular y suprime la migracion de células con cancer de préstata en
humanos. Ademas se probaron extractos de G. lucidum en células de mieloma,
linfoma y leucemia obteniendo como resultado apoptosis e inhibicion de la

proliferacion celular (Muller et al., 2006). Xie et al. (2006) observaron que extractos



de G. lucidum poseen propiedades antioxidantes e inhiben la proliferacion de
células humanas con cancer colorrectal. En otra instancia, Cheung et al. (2000)
encontraron la presencia de compuestos neuroactivos en extractos de G. lucidum,
qgue inducen la diferenciacion neuronal y neuroproteccion en células de rata PC12.
Asi mismo se ha observado que algunos elementos bioactivos de este hongo
inhiben fuertemente la multiplicacion del VIH-1 (El-Mekkawi et al., 1998).

1.2.2. Compuestos bioactivos de G. lucidum

Una gran variedad de informes han sido publicados en relacion a los
componentes quimicos de G. lucidum (Boh et al., 2007; Huie y Di, 2004; Paterson,
2006) y especies afines (Moradali et al., 2007). El basidioma, el micelio en cultivo
liquido, el medio de cultivo y las esporas de G. lucidum contienen diferentes
compuestos bioactivos, entre los que se encuentran principalmente triterpenoides,
esteroles, polisacéridos, proteinas, alcaloides, vitaminas y minerales esenciales
(Paterson, 2006), siendo los polisacéaridos, uno de los componentes bioactivos con
mayor importancia, debido a su aporte inmunomodulatorio, anticancerigeno y
radioprotector (Berovic et al., 2003; Cao y Lin, 2002; Kim y Kim, 1999; Lee et al.,
2003; Sone et al., 1985).

1.2.3. Polisacéaridos de G. lucidum

Méas de 200 tipos de polisacaridos han sido aislados del cuerpo fructifero,
las esporas y micelio, o separados del caldo de cultivos sumergidos de G. lucidum
(Huie y Di, 2004). Los polisacaridos constituyen aproximadamente el 45% en peso
seco y la mayoria tienen un peso molecular que va desde 4x10° a 1x10° Da.
Glicoproteinas y polisacaridos de G. lucidum tales como [(-D-glucanos y
heteropolisacaridos, se han aislado y caracterizado (Wasser, 2005) siendo los -
(1,3)(1,6)-D-glucanos las principales especies de polisacaridos presentes en

extractos de este hongo (Paterson, 2006).



1.2.4. B-D-glucanos

Los glucanos son polimeros de glucosa unidos por enlaces glicosidicos,
dependiendo del tipo de enlace pueden ser a-glucanos (almidon, dextrano,
glucogeno, etc.) o B-glucanos (zymosano, curdlano, celulosa, lentinano etc.). Estas
moléculas tienen diferentes funciones en las células, pueden servir como reserva
energeética, elementos estructurales, componentes de proteinas, etc. (Madigan et
al., 2003; Prescott et al., 1999).

Los B-D-glucanos pueden ser obtenidos de hongos, bacterias y plantas
principalmente. En el caso de los hongos y algunos cereales como la cebada, trigo
y avena, los B-D-glucanos son componentes estructurales de la pared celular y
varian en su composicion segun su origen. Los B-D-glucanos obtenidos a partir de
granos de cereales se encuentran formados en su mayoria, por una mezcla de
enlaces glicosidicos B-(1,3) y B-(1,4). Mientras que los B-D-glucanos secretados
por algunas bacterias como Agrobacterium sp. estan constituidos de un eje lineal
de enlaces B-(1,3) de grupos glucopiranosil (Laroche y Michaud, 2007).

Como se muestra en la figura 3, los B-D-glucanos provenientes de hongos
y levaduras incluyendo a G. lucidum, principalmente poseen una cadena de
grupos glucopiranosil unidos por enlaces (-(1,3), con diversos grados de
ramificacion en la posicion C6, formando enlaces B-(1,6) (Wasser, 2005). La
relacion en el nimero de enlaces B-(1,3) y p-(1,6) asi como la estructura de la red
de los B-D-glucanos varia significativamente dependiendo de la especie (Latgé,
2007). Ademas de los B-(1,3)(1,6)-D-glucanos, G. lucidum también posee [B-D-
glucanos con cadenas heteropolisacaridas de xilosa, manosa, galactosa y acido
urénico, asi como complejos B-D-glucanos-proteina (Chen et al., 1998; Cheong et
al., 1999; Gao et al., 2002).
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Figura 3. B-(1,3)(1,6)-D-glucanos (Hung et al., 2008).

En los ultimos afios se han desarrollado algunas investigaciones en torno a
los B-D-glucanos obtenidos a partir de hongos y se ha demostrado que los 3-D-
Glucanos de G. lucidum son capaces de prevenir oncogénesis y metastasis
indirectamente, a través de la activacion de la respuesta inmune del organismo
hospedero, estimulando a las células NKC (natural killer cells), células B, células T
y macrofagos, lo anterior resulta en un incremento en la produccion de citocinas
tales como interleucinas (ILs), interferones (IFNs) y el factor de necrosis tumoral
(TNF-a), estas citocinas suelen provocar necrosis en células cancerosas (Lee et
al., 2003; Wasser, 2005). Wang et al. (1997) reportaron que polisacaridos aislados
del cuerpo fructifero de G. lucidum potencializan la produccion de IL-1 e IL-6, del
TNF-a asi como del IFN-y en macréfagos y linfocitos T de origen humano, asi
mismo, observaron que las citocinas producidas tienen la capacidad de inhibir la
proliferacion y multiplicacién de células leucémicas humanas. Polisacaridos de G.
lucidum también tienen la capacidad de provocar inhibiciéon de la apoptosis de
neutrofilos humanos, mediada por FAS, a través de la activaciéon de la ruta
fosfatidilinositol (Pl) 3-cinasa/Akt. Lo anterior puede ocasionar actividad
antitumoral mediante el estimulo de la respuesta inmune (Hsu et al., 2002).
Berovic et al. (2003) demostraron que los polisacaridos, especialmente los B-D-
glucanos, derivados del micelio de G. lucidum producido en cultivo sumergido, son
capaces de inducir la sintesis del TNF- a en células humanas mononucleares de
sangre periférica, en cantidades similares a las inducidas por el romurtide,

adyuvante inmunoldgico, que se suministra a pacientes con cancer, que son



tratados con radioterapia y quimioterapia. También se ha observado que
polisacaridos de este basidiomiceto promueven el inicio de una respuesta inmune,
mediante la maduracion in vitro de células dendriticas derivadas de medula 6sea
de murinos (Cao y Lin, 2002). Por otra parte Kim y Kim (1999) encontraron que
polisacaridos solubles en agua extraidos del basidioma de G. lucidum, son
capaces de prevenir dafios en el ADN, ocasionados por radicales hidroxilo y
radiaciones UV, lo que indica que estos polisacaridos poseen efectos

antioxidantes y radioprotectores.

1.2.5. Metabolismo de los B-(1,3)-D-glucanos

La ruta metabdlica para la sintesis de -(1,3)-D-glucanos ha sido propuesta
para diversos microorganismos, entre los que se encuentran bacterias, plantas,
levaduras y algunos basidiomicetos como Laccaria bicolor, Malassezia globosa y
Ustilago maydis (http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00500.html), ruta
que es muy similar a la disefiada por Zhong y Tang (2004) para G. lucidum. Con
base en estos antecedentes la figura 4 muestra la ruta metabdlica para la sintesis
de B-(1,3)-D-glucanos, asi como las enzimas que participan en cada una de las

reacciones que intervienen en la sintesis de estos polisacaridos.

B-fructofuranosidasa

a-glucosidasa LEasinne
Sacarosa » [B-D-Fructosa » B-D-Fructosa-6P
|
Glucosa 6 fosfato isomerasa
Hexocinasa l
a-D-Glucosa » a-D-Glucosa-6P
1
Fosfoglucomutasa
(1,3)-B-glucano sintetasa UDP-glucosa pirofosforilasa l

B-(1,3)-D-Glucanos UDP-Glucosa < a-D-Glucosa-1P

Figura 4. Ruta metabdlica para la sintesis de los B-(1,3)-D-glucanos y enzimas participantes.
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Debido a que la cadena principal de los polisacaridos presentes en G.
lucidum se encuentra formada por los p-(1,3)-D-glucanos, resulta de gran interés
identificar los genes que codifican para las enzimas mencionadas anteriormente,

en esta especie.

1.2.6. Produccion y mercado de G. lucidum y sus derivados

En el 2002 la producciéon mundial de G. lucidum fue de alrededor 5000
toneladas, de las cuales 3800 toneladas fueron producidas en China (Lai et al.,
2004).

G. lucidum se ha preparado en diversos tipos de formulaciones, estos
incluyen rodajas y polvo de cuerpos fructiferos, extractos preparados a base de
agua yl/o solventes organicos, esporas, bebidas, jarabes, y lociones de uso
externo. Al menos 100 diferentes marcas de productos a base de G. lucidum se
venden en el mercado. En el 2004 se calculd un volumen de ganancia anual
mundial de estos productos de aproximadamente 2.16 billones de délares (Lai et
al., 2004). A nivel mundial la produccion de B-glucanos a partir de hongos se
realiza principalmente mediante la obtenciébn del cuerpo fructifero de
basidiomicetos (proceso que dura hasta 5 meses), siendo G. lucidum vy
Schizophyllum commune de los mas importantes. El comercio de estos productos
ascendio a 7 mil millones de délares en el 2007, siendo G. lucidum el més vendido
(Halpern, 2007).
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2. ANTECEDENTES

2.1. Genes involucrados en la sintesis de los -(1,3)-D-glucanos

El conocimiento de los genes que se encargan de la sintesis de las enzimas
participantes en el metabolismo de los [-(1,3)-D-glucanos es muy escaso, de
hecho para Ganoderma lucidum aun no se tiene ninguna informacion acerca de
estos genes. A la fecha, s6lo se conoce la secuencia codificante para estas
enzimas en algunos basidiomicetos tales como Laccaria bicolor, Malassezia
globosa, Ustilago maydis, Filobasidiella neoformans, entre otros. En la tabla 3 se
puede observar el nombre de la enzima, los basidiomicetos para los que se cuenta

con la secuencia del gen y la clave de acceso al GenBank de cada secuencia.

2.2. Genoma de G. lucidum

Debido a la gran importancia que tiene G. lucidum en los paises asiaticos,
se ha obtenido la secuencia de ciertos genes correspondientes a enzimas de esta
especie, la tabla 4 muestra algunos ejemplos de los genes disponibles asi como

su clave de acceso al GenBank.

Con la finalidad de tener mas informacion acerca de este basidiomiceto, la
Universidad Yang-Ming en colaboracion con el Hospital General Veterano de
Taipei, estan trabajando en la secuenciacién del genoma completo de G. lucidum
(http://www.genamics.com/cgi-bin/genamics/genomes/genomesearch.cgi?field=1D
&query=710). En la actualidad, son pocos los reportes de genomas completos que
se tienen para basidiomicetos, estos corresponden a Cryptococcus neoformans
var. grubii, Cryptococcus neoformans var. neoformans B-3501A, Cryptococcus
neoformans var. neoformans JEC21, Laccaria bicolor, Moniliophthora perniciosa,
Pleurotus ostreatus, Schizophyllum commune, Tilletia indica, Tilletia walkeri,

Trametes cingulata y Ustilago maydis (NCBI genome).
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http://www.genamics.com/cgi-bin/genamics/genomes/genomesearch.cgi?field=ID
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=178876&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=178876&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=283643&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=214684&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=214684&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=153609&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5322&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5334&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=43049&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=117179&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=575983&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?mode=Info&id=5270&session=0ZiCAneBmp16FCTlsr7A71ycu9BVZxUQqMWyjtsHOm7idvq_pI9AgSWNsVKl6ZGT7-UAyTxDNJxdSmENsiyt&opsess=0PAYD4A6PWbq5PY3a7n2oMReTqT03fFOnoiJiIjQMgEbJYohZS5OtgLXr_hg8JeZV4tqJSL3c7UUCkp2Qhc

Tabla 3. Genes involucrados en la sintesis de los -(1,3)-D-glucanos en basidiomicetos

Enzima (gen) Basidiomicetos con la secuencia del Clave de Ref.
gen conocida acceso
GenBank

a-glucosidasa Cryptococcus neoformans JEC21 XM_571239 [1]
(invertasa) Cryptococcus neoformans B-3501A XM_769635 [2]
Ustilago maydis XM_754746 [3]

B-fructofuranosidasa Cryptococcus neoformans JEC21 XM_567775 [1]
(invertasa) Cryptococcus neoformans B-3501A XM_767540 [2]
Moniliophthora perniciosa XM_002392791 [4]

Ustilago maydis XM_754659 [3]

Hexocinasa Cryptococcus neoformans JEC21 XM_568853 [1]
Cryptococcus neoformans B-3501A XM_771977 [2]

Glucosa-6-fosfato-
isomerasa

Fosfoglucomutasa

UDP-glucosa
pirofosforilasa

(1,3)-B-glucano
sintetasa

Laccaria bicolor

Moniliophthora perniciosa

Ustilago maydis

Malassezia globosa

Cryptococcus neoformans JEC21
Cryptococcus neoformans B-3501A
Postia placenta

Laccaria bicolor

Moniliophthora perniciosa
Malassezia globosa

Cryptococcus neoformans JEC21
Cryptococcus neoformans B-3501A
Laccaria bicolor

Ustilago maydis

Malassezia globosa

Cryptococcus neoformans JEC21
Cryptococcus neoformans B-3501A
Laccaria bicolor

Moniliophthora perniciosa

Ustilago maydis

Malassezia globosa

Cryptococcus neoformans JEC21
Cryptococcus neoformans B-3501A
*Filobasidiella neoformans

Laccaria bicolor

Ustilago maydis

Coprinopsis cinerea

Moniliophthora perniciosa

XM_001878852
XM_002393366
XM_753227
XM_001731969
XM_569228
XM_772275
XM_002470747
XM_001882522
XM_002387932
XM_001732684
XM_568570
XM_766767
XM_001875113
XM_751540
XM_001731843
XM_569599
XM_771767
XM_001880080
XM_002395860
XM_756638
XM_001731224
XM_568719
XM_766698
AF102882
XM_001878747
XM_752693
XM_001833221
XM_002392134

[5]
[4]
[3]
[6]
[1]
[2]
[7]
[5]
[4]
[6]
[1]
[2]
[5]
[3]
[6]
[1]
[2]
[5]
[4]
[3]
[6]
[1]
[2]
[8]
[5]
[3]
[9]
[4]

*Filobasidiella neoformans es la forma anamorfa o asexuada de Cryptococcus neoformans por lo que en los
siguientes apartados se le mencionara con el nombre de Cryptococcus neoformans. [1] Loftus et al., (2005);
[2] Fung et al., (2008); [3] Birren et al., (2006); [4] Mondego et al., (2008); [5] Martin et al., (2008); [6] Xu et al.,
(2007); [7] Martinez et al., (2009); [8] Thompson et al., (1999); [9] Birren et al., (2008).
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Tabla 4. Genes correspondientes a enzimas de G. lucidum

Enzima (gen) Clave de acceso Ref.
GenBank

Escualeno sintetasa DQ494675 [10]
Gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa DQ404345S2 [11]
3-hidroxi-3-metilglutaril-coenzima A reductasa EU263990 [12]
Lacasa AY485825 [13]
Farnesil-difosfato sintetasa EU399544 [14]
Manganeso peroxidasa EU526904 [15]
Ribonucleasa T2 AB330060 [16]

[10] Zhao et al., (2007); [11] Fei et al., (2006); [12] Shang et al., (2008); [13] Zhang y Ma (2003); [14] Ding et
al., (2008); [15] Huang et al., (2009b); [16] Itagaki, (2007)
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3. JUSTIFICACION

A nivel mundial la produccién de B-D-glucanos a partir de hongos se realiza
principalmente mediante la obtencion de basidiomas de diferentes especies de
hongos (proceso que puede durar hasta 5 meses), siendo Ganoderma lucidum
uno de los mas importantes. Por lo que producir B-D-glucanos a partir de una
fermentacidon sumergida podria reducir considerablemente los tiempos de
operacion. Dicho proceso podria ser optimizado con el conocimiento de los genes
que estan involucrados en la sintesis de los B-(1,3)-D-glucanos ya que se
sentarian las bases para el desarrollo de cepas de G. lucidum mejoradas, con un
mayor aprovechamiento de los nutrientes y una mayor produccion de estos

polisacéridos.

4. OBJETIVOS

e Disefiar iniciadores para identificar la secuencia de los genes
correspondientes a las enzimas involucradas en el metabolismo de los B-
(1,3)-D-glucanos  (a-glucosidasa,  B-fructofuranosidasa, hexocinasa,
glucosa-6-fosfato isomerasa, fosfoglucomutasa, UDP-glucosa

pirofosforilasa y (1,3)-B-glucano sintetasa) en Ganoderma lucidum.

e Obtener la secuencia de los genes correspondientes a las enzimas a-
glucosidasa, B-fructofuranosidasa, hexocinasa, glucosa-6-fosfato
isomerasa, fosfoglucomutasa, UDP-glucosa pirofosforilasa y (1,3)-B-glucano

sintetasa de Ganoderma lucidum.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Estrategia experimental

Secuenciacion de la region ITS de las cepas

382, 145 y 796 de Ganoderma lucidum
sensu lato

Analisis del metabolismo de los B-(1,3)-D-
glucanos

Diserio de iniciadores

fTAAA CCCGTm. D

ACAGCATACAGCATTITTAT]
STAGACATAGGACATATC
C( CGTCAGATTATGCCTT
| AAAGCGCCCCGTAGACS l
CACAGCATACAGCATTITAGG
GCTCAGCATTCAGCATATGC |
YGCCGCATTTAGCATAG GO L
CSCCATTCGATTICGGT™

Figura 5. Estrategia experimental para la obtencién de secuencias correspondientes a los genes involucrados
en la sintesis de 3-(1,3)-D-Glucanos.

5.2. Conservacién de las cepas

Se utilizaron las cepas 145y 382 de G. lucidum s. I. donadas por el Colegio
de Postgraduados de Puebla (COLPOS) asi como la cepa 796 donada por el
Instituto de Ecologia de Xalapa Ver. (INECOL). Se mantuvieron en agar MY

(dextrosa 30 g/L, extracto de malta 3 g/L, extracto de levadura 5 g/L, peptona de
caseina 3 g/L y agar 15 g/L) a 4°C.
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5.3. Secuenciacion de laregion ITS de las cepas 382, 145y 796 de G. lucidum

s.l.

Con el objetivo de verificar que las 3 cepas fueran efectivamente G. lucidum
y no alguna otra especie, se amplifico la region ITS1-5.8S-ITS2 de cada una de las
3 cepas disponibles. Para esto, fue necesario extraer su ADN y posteriormente
realizar una reaccion de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa) para cada
muestra. Posteriormente, con base en los resultados de secuenciacion obtenidos,

se eligi6 la cepa que seria utilizada en los experimentos posteriores.

5.3.1. Extraccion de ADN de G. lucidum s. I.

La extraccion de ADN se llevo a cabo utilizando ChargeSwitch gDNA plant
Kit de Invitrogen (EUA) siguiendo el protocolo que se presenta a continuacion. Se
tomaron 20 mg del micelio de G. lucidum s. I. crecido en agar MY y se pulverizé en
un mortero con pistilo con nitrégeno liquido. Se coloc6 en un tubo de
microcentrifuga y se le adicioné 1 mL de soluciéon L18 a temperatura ambiente. Se
adicionaron 2 yL de RnasaA y se homogeniz6 con vortex. Se afiadieron 100 uL de
SDS al 10% y se incub6 a temperatura ambiente durante 5 min. Se agregaron 400
pL de la solucién N5 al lisado y se mezcl6 con vortex hasta formar un precipitado.
Se centrifug6 a 15,000 rpm por 5 min a temperatura ambiente, formando un
sobrenandante claro, que fue transferido a un tubo de microcentrifuga. Se
adicionaron 100 pL del detergente D1 y 40 uL de las perlas magnéticas al tubo
gue contenia el sobrenadante y se mezclé con la pipeta. El tubo se incubd a
temperatura ambiente por 1 min y posteriormente se colocé sobre un magneto
(magnarack de Invitogen) hasta que se formo una pastilla. Sin remover el tubo del
magneto se aspird y descargd el sobrenadante evitando resuspender la pastilla.
Se alejo el tubo del magneto para adicionarle 1 mL de la solucibn W12 y se
mezcld con la pipeta. Se colocd el tubo nuevamente sobre el magneto hasta

observar la formacion de la pastilla y sin remover el tubo del magneto, se aspiré y
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descargoé el sobrenadante evitando resuspender la pastilla. Repitiendo el proceso
de lavado, se quitd nuevamente el tubo del magneto y se le adiciond 1 mL de la
solucion W12 y se mezclo con la pipeta. Se coloco el tubo sobre el magneto hasta
gue se formo la pastilla, sin remover el tubo del magneto, se aspiré y descargo el
sobrenadante. Se alejé6 del magneto el tubo que contenia la pastilla y se le
adicionaron 150 pL de la solucién E6, se mezclé con la pipeta de 15-30 veces
hasta que las perlas quedaron completamente dispersas y se dej0 reposar a
temperatura ambiente por 1 min. Se coloco el tubo sobre el magneto hasta que se
formé la pastilla y sin removerlo de este, se transfirio el sobrenadante a un tubo de
microcentrifuga estéril. La integridad del ADN se verifico por electroforesis en un

gel de agarosa al 0.7%.

5.3.2. Amplificacion por PCR de laregion ITS de las cepas 382, 145y 796 de
G. lucidum s.l.

Para cada reaccion de PCR se utilizdé la programacion y los iniciadores
(ITS1-F e ITS4-B) reportados por Gardes y Bruns (1993). En la tabla 5 se puede
visualizar la concentracion de los reactivos utilizados en cada reaccion, mientras
gue la tabla 6 muestra la secuencia de ambos iniciadores asi como el programa de
PCR utilizado. Los productos de PCR obtenidos se enviaron a secuenciar a la

unidad de secuenciacion del Instituto de Biologia de la UNAM.

Tabla 5. Reactivos utilizados en la reaccion de PCR

Mezcla
Buffer 2dNTP's Iniciadores MgCl, ®Tag polimerasa *ADN
[10X] [10mM] [10uM]  [50 mM] [5 U/pL]
1IX 02mM  0.2uM 3 mM 1U -

#Taq DNA Polimerasa de Invitrogen (Brasil) y dNTP Mix de Invitrogen (EUA)
* 1uL de la solucién de ADN, para reacciones de 20 uL
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Tabla 6. Iniciadores y programa de PCR utilizados (Gardes y Bruns, 1993)

Iniciadores Programa de PCR Ciclos

94°C 85s
95°C 35s

ITS1-F [CTTGGTCATTTAGAGGAAGTAA]  95°C 55s 13
72°C 45s
95°C 35s
55°C 55 s 13
72°C 120's

ITS4-B [CAGGAGACTTGTACACGGTCCAG] gsec 35 s
55°C 55 s } 9
72°C 180 s
72°C 10 min

5.4. Andlisis del metabolismo de los B-(1,3)-D-glucanos y disefio de

iniciadores

Se analizé la ruta metabdlica de los B-(1,3)-D-glucanos propuesta por
Zhong y Tang (2004) para G. lucidum. Posteriormente se realiz6 la busqueda de la
secuencias de los genes correspondientes a las enzimas que participan en la
sintesis de estos polisacaridos (a-glucosidasa, B-fructofuranosidasa, hexocinasa,
glucosa-6-fosfato isomerasa, fosfoglucomutasa, UDP-glucosa pirofosforilasa y
(1,3)-B-glucano sintetasa) en organismos similares a G. lucidum, debido a que
estos genes aun no han sido elucidados para esta especie. Se consulté la base de
datos del GenBank.

Una vez obtenidas las secuencias de los genes (de dos o tres especies de
hongos) correspondientes a una misma enzima, se llevo a cabo el alineamiento de
estas con la ayuda del software Vector NTI y posteriormente se eligieron las
regiones conservadas al inicio en medio y al final de las secuencias alineadas. En
la figura 6 se puede observar un ejemplo del alineamiento de 3 secuencias

correspondientes al gen que codifica para la enzima (1,3)-p-glucano sintetasa en
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Cryptococcus neoformans, Saccharomyces cerevisiae y Ustilago maydis. Las
flechas indican el principio y fin de la region conservada en las tres secuencias,
que fue considerada como iniciador. En esta region es visible la variabilidad de
nucleodtidos en las posiciones 3, 9, 15 y 18 (marcadas en azul y blanco), lo cual
sugirié el uso de 4 bases degeneradas (Bd), una en cada posicion. El uso de estas
bases se debié principalmente a que los iniciadores se disefiaron utilizando como
base hongos de distinto orden, clase e incluso fila, por lo que el manejo de estas,
podria incrementar la probabilidad de amplificar la region de interés. Este
procedimiento se siguid para el disefio de 3 pares de iniciadores (sentido y
antisentido) para cada enzima. Cabe mencionar que la seleccion de los
organismos a utilizar en el alineamiento de secuencias para cada enzima, estuvo
en funcidén de las regiones que se mantenian conservadas en la mayoria de los

organismos.

EI ST T 3120 E &I 3140 3150

VRPN N EL RN EREUN 2747 TACGTGCCTACCCCGACTTGCAGATTGCCTACCTCGACGAGGAGCCTCCTCGCLAC
1.3beta-ghican synthase (FKS1) Saccharomyces cer., | 3065 TGAGAGCTTACCCAGACTTACALATTGCC TACTTGGATGARGLGCCACCTTTGACT
1.3-beta gucan Ustlagn maydis partial mAMNAXM_752. . | 2M2) TCCGTGCTTACCCCGACTTRC AGATTGCC TATC TCGACGAGEAGGI TCCCCGE LAG

\*

Region conservada

Congenzuz | 100 T COTGCTTACCCCGACTTGCAGATTGCCTACCTCGRCGAGGAGCCTCOTOGLALL
Kl [ A

positives: §3.2%  identity: 42.9%  aln: 3101

Figura 6. Region conservada en el alineamiento de secuencias para el disefio de iniciadores. Region
conservada del gen que codifica para la enzima (1,3)-B-glucano sintetasa en Cryptococcus neoformans,
Saccharomyces cerevisiae y Ustilago maydis.

Cada iniciador fue sometido a un proceso de andlisis en el cual se
consideraron ciertas caracteristicas tales como % GC, temperatura de
alineamiento (Ta), formacion de dimeros y horquillas asi como el nimero de bases
degeneradas (Roux, 1995). La tabla 7 muestra los organismos que fueron
utilizados como base en el disefio de iniciadores para cada enzima, asi como la

clave de acceso al GenBank de la secuencia.
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Tabla 7. Organismos utilizados como base en el disefio de iniciadores

Enzima (gen) Organismos Clave de acceso Ref.
GenBank

a-glucosidasa (invertasa)  Ustilago maydis XM_754746 [3]
Pichia stipitis XM_001387191 [17]

B-fructofuranosidasa Arabidopsis thaliana NM_101096 [18]
(invertasa) Ustilago maydis XM_754659 [3]
Ashbya gossypii NM_212212 [19]

Aspergillus niger XM_001393172  [20]

Hexocinasa Laccaria bicolor XM_001878852 [5]
Ustilago maydis XM_753227 [3]

Malassezia globosa XM_001731969 [6]

Glucosa-6-fosfato- Laccaria bicolor XM_001882522 [5]
isomerasa Malassezia globosa XM_001732684 [6]
Fosfoglucomutasa Laccaria bicolor XM_001875113 [5]
Ustilago maydis XM_751540 [3]

Malassezia globosa XM_001731843 [6]

UDP-glucosa Laccaria bicolor XM_001880080 [5]
pirofosforilasa Ustilago maydis XM_756638 [3]
Malassezia globosa XM_001731224 [6]

(1,3)-B-glucano sintetasa  Cryptococcus neoformans  AF102882 [8]
Ustilago maydis XM_752693 [3]

Saccharomyces cerevisiae  AY395693 [21]

[3] Birren et al., (2006); [5] Martin et al., (2008); [6] Xu et al., (2007); [8] Thompson et al., (1999); [17] Jeffries
et al., (2007); [18] Yamada et al., (2009); [19] Dietrich et al., (2004); [20] Pel et al., (2007); [21] Ohyama et al.,
(2004)

5.5. Busqueda de las secuencias correspondientes alos iniciadores
disefiados en el genoma de G. lucidum s.I.

Una vez sintetizados los iniciadores correspondientes a cada una de las
enzimas involucradas en el metabolismo de los B-(1,3)-D-glucanos, se procedio a
realizar una PCR utilizando dichos iniciadores y ADN extraido de la cepa de G.
lucidum s.l. seleccionada. El programa de PCR fue especifico para cada par de
iniciadores. En la tabla 8 se puede observar la concentracion de los reactivos
utilizados en cada reaccion mientras que la tabla 9 muestra los iniciadores y el
programa de PCR que se reprodujo en cada caso. El producto de PCR se separ6

por electroforesis en un gel de agarosa al 1.5%.
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Tabla 8. Reactivos utilizados en la reaccion de PCR

Mezcla
Buffer #NTP's Iniciadores MgCl, ®Tag polimerasa *ADN
[10X] [10mM] [10pM]  [50 mM] [5 U/pL]
1X 0.2 mM 0.2 uM 3 mM 1U -

#Tag DNA Polimerasa de Invitrogen (Brasil) y dNTP Mix de Invitrogen (EUA)
* 1uL de la solucién de ADN para reacciones de 20 pL

Tabla 9. Programa de PCR utilizado para cada par de iniciadores

Enzima ‘Iniciadores Programa de PCR  Ciclos
AGL178UmF
AGL997UmR
94°C 30s
a-glucosidasa AGL64UmF *50-65°C 30s 35
AGL1152UmR 72°C 60 s
AGL194UmF
AGL1018UmR
UDP74LbF
UDP851LbR
94°C 30s
UDP-glucosa pirofosforilasa UDP447LbF *48-63°C 30s 35
UDP1170LbR  72°C 60 s
UDP500LbF
UDP1118LbR
BGS2113UmF
BGS3097UmR  94°C 30s
*45-60°C 30s 35
(1,3)-B-glucanos sintetasa BGS547UmF 72°C 90 s
BGS2113UmR
BGS2947UmF  94°C 30s
BGS3561UmR *55-70°C 30s 35
72°C 60 s

* Gradiente de temperatura dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de los iniciadores
" La secuencia y caracteristicas de los iniciadores se muestra en la seccién de resultados y discusion
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Tabla 9 (Continuacion). Programa de PCR utilizado para cada par de iniciadores

Enzima *Iniciadores Programa de PCR  Ciclos
BFF417UmF
BFF885UmMR  94°C 30s
*46-63°C 30s 35
BFF388UmF 72°C 60 s
B-fructofuranosidasa BFF1239UmR
BFF658UmMF 94°C 30s
BFF1128UmR *50-65°C 30s 35
72° C 60 s
FOS394LbF
FOS1039LbR
FOS309LbF 94°C 30s
FOS1504LbR *57-69°C 30s 35
Fosfoglucomutasa 72°C 90 s
FOS394LbF
FOS1504LbR
FOS31LbF 94°C 30s
FOS1123LbR *47-60°C 30s 35
72°C N0s
GL6295LbF
GL6982LbR
GL6571LbF
GL61528LbR  94°C 30s
Glucosa-6-fosfato isomerasa *56-69°C 30s 35
GL6802LbF 72°C 60 s
GL61528LbR
GL6571LbF
GL61066LbR

* Gradiente de temperatura dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de los iniciadores
" La secuencia y caracteristicas de los iniciadores se muestra en la seccién de resultados y discusion
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Tabla 9 (Continuacion). Programa de PCR utilizado para cada par de iniciadores

Enzima “Iniciadores Programa de PCR Ciclos

HEX241LbF

HEX1028LbR  94°C 30s
*46-61°C 30s 35

HEX241LbF 72°C 60 s

Hexocinasa HEX1030LbR

HEX559LbF

HEX1227LbR  94°C 30s
*40-60°C 30s 35

HEX313LbF 72°C N0s

HEX1447LbR

* Gradiente de temperatura dependiendo de las caracteristicas fisicoquimicas de los iniciadores
" La secuencia y caracteristicas de los iniciadores se muestra en la seccién de resultados y discusion

Una vez obtenidos los geles de electroforesis para cada par de iniciadores,
se realizaron variaciones en la concentracion de MgCl, (1, 2 y 4 mM), con la
finalidad de optimizar la reaccion de PCR (Roux, 1995). Estas variaciones solo se
llevaron a cabo para las reacciones que produjeron fragmentos del peso molecular

esperado.

Los productos de PCR que mostraron una banda se enviaron a secuenciar,
mientras que aquellos productos que resultaron en 2 0 més bandas fueron
sometidos a un proceso de purificacion a partir de un gel agarosa, seleccionando
las bandas correspondientes al peso molecular esperado. Una vez purificados

dichos fragmentos se secuenciaron.

5.6. Purificacion de ADN por electroforesis

Las reacciones de PCR (50 yL) que produjeron dos o mas bandas fueron
separadas en un gel de agarosa al 1.5% con la finalidad de purificar solo el
fragmento de peso molecular esperado. Dicha purificacion se llevdo a cabo
empleando QIAquick Gel Extraction Kit de QIAGEN (Alemania) como se presenta
a continuacion. Se cort6 la fraccion del gel de agarosa que contenia el fragmento

de interés con una navaja estéril y se depositdé en un tubo de 2 mL. Posteriormente
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se adicionaron 3 volumenes de buffer QG a un volumen del gel (100 mg ~ 100 L)
y se incubd 10 min a 50°C mezclando con vortex cada 2 min. La columna de
purificacion se coloco en un tubo de 2 mL, se le adiciond la muestra que contenia
el fragmento de gel disuelto y se centrifugo 1 min a 13000 rpm, se removio el
liquido resultante y la columna se colocO nuevamente en el mismo tubo de
recoleccion. Se adicionaron 500 uL de buffer QG a la columna y se centrifugo 1
min a 13000 rpm, se desecho el liquido resultante y la columna se deposito en el
mismo tubo de recoleccion. Se adicionaron 750 uL de buffer PE a la columna y se
centrifugd 1 min a 13000 rpm, se retird el liquido resultante y se centrifugd
nuevamente 1 min a 13000 rpm para eliminar los residuos. A continuacion la
columna fue colocada en un tubo estéril de 1.5 mL y se adicionaron 30 uL del
Buffer de elucion al centro de ésta, se incubdé 5 min a temperatura ambiente y
finalmente se centrifugd 1 min a 13000 rpm. El fragmento de interés se analizd en
un gel de agarosa al 1.5%. Una vez purificados los fragmentos de peso molecular
esperado se enviaron a secuenciar a la unidad de secuenciacién del Instituto de
Biologia de la UNAM.

5.7. Secuenciacioén

Los productos de PCR que mostraron una banda, fueron purificados. Para
ello se utilizd6 Purelink PCR Purification Kit de Invitrogen (EUA) siguiendo el
protocolo que se presenta a continuacion. Se adicionaron cuatro volumenes del
buffer de union HC a un volumen del producto de PCR (50 uL) y se mezclé,
posteriormente la mezcla fue transferida a una columna de purificacién, se
centrifugbé a temperatura ambiente por 1 min a 10000 rpm vy el liquido resultante
fue desechado. Se adicionaron 650 uL del buffer de lavado a la columna y se
centrifugd a temperatura ambiente por 1 min a 10000 rpm, se deseché el liquido
resultante. Se centrifugd nuevamente la columna a temperatura ambiente por 3
min a maxima velocidad para remover el buffer de lavado residual. La columna se
pasé a un tubo nuevo de recoleccion y se hicieron pasar 50 pL del buffer de

elucién por el centro de la columna. Se incubd a temperatura ambiente durante 1
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min y trascurrido el tiempo se centrifugd a maxima velocidad por 2 min. El
producto de PCR purificado se mandé a secuenciar a la unidad de secuenciacion
del Instituto de Biologia de la UNAM.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Caracterizacién de laregiéon ITS de las cepas 382, 145y 796 de
Ganoderma lucidum s.I.

Se realizé la amplificacion de la region ITS1-5.8S-ITS2 de las cepas 382,
145y 796 de G. lucidum s.I. utilizando los iniciadores ITS1-F e ITS4-B reportados
por Gardes y Bruns (1993) obteniendo como resultado bandas de 600 pb

aproximadamente (Figura 7).

Figura 7. Amplificacion de la region ITS de las cepas 382, 145y 796 de G. lucidum s.I. En el primer carril del
gel se muestra el marcador de peso molecular, en el segundo y tercero las muestras correspondientes a la
cepa 382, en el cuarto y quinto las muestras de la cepa 145 y en el sexto y séptimo las muestras de la cepa 796.

Una vez obtenidas las secuencias de la region ITS de las tres cepas, se
compararon contra la base de datos del GenBank por medio del algoritmo BLAST
(megablast) (Altschul et al., 1997). En la tabla 10 se muestran las secuencias de
los ITS de las cepas, el organismo del GenBank con mayor similitud, el porcentaje
de cobertura, asi como el porcentaje de semejanza entre ambas secuencias.
Como se puede observar en las tablas referidas, la secuencia de las cepas 382 y
145 se diferenciaron entre ellas solo por un nucleétido, el cual se encuentra
resaltado en rojo. Esta diferencia encontrada se debe a la ecologia, morfologia, y
principalmente a la distancia evolutiva que se ha presentado en esta especie
(Moncalvo et al., 1995). Por otra parte, las dos cepas mantienen una similitud del
98% con la cepa GI-22 de G. lucidum (Huang et al., 2009a). Los resultados del
BLAST para la cepa 796 mostraron que ésta mantiene un porcentaje de similitud
del 98% con la secuencia de la cepa DP107 de Ganoderma resinaceum

(Guglielmo et al., 2008). Por lo anterior, se dedujo que lo correcto seria trabajar
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con la cepa 382 o la cepa 145 de G. lucidum s. |. No obstante, sin considerar algun
criterio de seleccion entre ambas cepas, se decidié trabajar en los experimentos

posteriores con la cepa 382.

Tabla 10. Analisis de similitud de las secuencias ITS de las cepas 382, 145 y 796, con secuencias
depositadas en el GenBank

Cepa Secuencia Organismo  Cobertura Similitud Ref.

382

145

CATTATCGAG
GCCTTCCGAG
TCCACTCTAC
CTTCAGATCG
GCTTGCGGAG
TCACAAACTC
ATTGCGATGT
TCAGCAACGG
ATGAAGAACG
TGTGAATTGC
ATCTTTGAAC
TTCCGAGGAG
GAAATCTTCA
TGTAGGCTTG
GTTATTGGTC
GCTTGGTTCT
TGATAATATC
TTTGACGAGC
GCTTTATGAC
GGACTACCCG

CATTATCGAG
GCCTTCCGAG
TCCACTCTAC
CTTCAGATCG
GCTTGCGGAG
TCACAAACTC
ATTGCGATGT
TCAGCAACGG
ATGAAGAACG
TGTGAATTGC
ATCTTTGAAC
TTCCGAGGAG
GAAATCTTCA
TGTAGGCTTG
GTTATTGGTC
GCTTGGTTCC
TGATAATATC
TTTGACGAGC
GCTTTATGAC
GGACTACCCG

TTTTGACCGG
GCATGTGCAC
ACCTGTGCAC
CGAGGCAGGC
CGCATCTGTG
TATAAAGTAA
AACGCATCTA
ATCTCTTGGC
CAGCGAAATG
AGAATTCAGT
GCACCTTGCG
CATGCCTGTT
ACCTACAAGC
GACTTGGAGG
GGCTCCTCTT
TTGCGGATCG
TACGCCGCGA
TTCTAACCGT
CTCTGACCTC
CTGAACTTAA

TTTTGACCGG
GCATGTGCAC
ACCTGTGCAC
CGAGGCAGGC
CGCATCTGTG
TATAAAGTAA
AACGCATCTA
ATCTCTTGGC
CAGCGAAATG
AGAATTCAGT
GCACCTTGCG
CATGCCTGTT
ACCTACAAGC
GACTTGGAGG
GGCTCCTCTT
TTGCGGATCG
TACGCCGCGA
TTCTAACCGT
CTCTGACCTC
CTGAACTTAA

GTTGTAGCTG
GCCCTGCTCA
TTACTGTGGG
TCTTTACCGG
CCTGCGTTTA
CAGAATGTGT
TATACAACTT
TCTCGCATCG
CGATAAGTAA
GAATCATCGA
CTCCTTGGTA
TGAGTGTCAT
TTTTGTGGTT
CTTGTCGGCC
AAATGCATTA
GCTTTCGGTG
CCGTGAAGCG
CTTATAGACA
AAATCAGGTA
GCATATCA

GTTGTAGCTG
GCCCTGCTCA
TTACTGTGGG
TCTTTACCGG
CCTGCGTTTA
CAGAATGTGT
TATACAACTT
TCTCGCATCG
CGATAAGTAA
GAATCATCGA
CTCCTTGGTA
TGAGTGTCAT
TTTTGTGGTT
CTTGTCGGCC
AAATGCATTA
GCTTTCGGTG
CCGTGAAGCG
CTTATAGACA
AAATCAGGTA
GCATATCA

G. lucidum
*[GU213483]

G. lucidum
*[GU213483]

100%

100%

98%

98%

[22]

[22]

*Clave de acceso GenBank. [22] Huang et al., (2009a); [23] Guglielmo et al., (2008); [24] Arulpandi y
Kalaichelvan, (2010); [25] Harsh et al., (2010); [26] Su et al., (2008)
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Tabla 10 (Continuacién). Analisis de similitud de las secuencias ITS de las cepas 382, 145y 796, con
secuencias depositadas en el GenBank

Cepa

Secuencia

Organismo

Cobertura  Similitud

Ref

796

GTTTTGACTG
GGCATGTGCA
CACCTGTGCA
TTGTGGAAGC
GGATCGGCGT
CAAACTCTAT
GCGATGTAAC
GCAACGGATC
AAGAACGCAG
GAATTGCAGA
TTTGAACGCA
CGAGGAGCAT
ATCTTCAACT
TAGGCTTGGA

GGTTGTAGCT
CGCCCTGCTC
CTTACTGTGG
GGGCTCCTTA
GCCTGTGCCT
AAAGTATTAG
GCATCTATAT
TCTTGGCTCT
CGAAATGCGA
ATTCAGTGAA
CCTTGCGCTC
GCCTGTTTGA
TACAGATCTT
CTT

GGCCTTCCGA
ATCCACTCTA
GTTCCAGACG
TGGAGCTTGT
GCGTTTATCA
AATGTGTATT
ACAACTTTCA
CGCATCGATG
TAAGTAATGT
TCATCGAATC
CTTGGTATTC
GTGTCATGAA
TGCGGGTTTG

G. resinaceum 100%

*[AM906064]
G. lucidum 100%
*[FJ463923]

G. weberianum 100%
*[GU726935]

G. subamboinens 100%
*[DQ425006]

98%

97%

96%

96%

(23]

(24]

(29]

(26]

*Clave de acceso GenBank. [22] Huang et al., (2009a); [23] Guglielmo et al., (2008); [24] Arulpandi y
Kalaichelvan, (2010); [25] Harsh et al., (2010); [26] Su et al., (2008)

6.2. Disefio de iniciadores

Se disefiaron 3 pares de iniciadores para los genes que sintetizan cada
una de las enzimas involucradas en el metabolismo de los p-(1,3)-D-glucanos (a-
glucosidasa, p-fructofuranosidasa, hexocinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa,
fosfoglucomutasa, UDP-glucosa pirofosforilasa y la 1,3-B-glucano sintetasa)
(http://www.genome.jp/kegg/pathway/map/map00500.html). Puesto que no se
contaba con secuencias de estas enzimas en basidiomicetos filogenéticamente
cercanos a G. lucidum, todos los iniciadores fueron degenerados. La tabla 11
muestra la secuencia de cada iniciador, su tamafio (que oscil6 entre 17 y 25
nucleotidos de los cuales del 43 al 70% fueron Guaninas y Citosinas), el nimero
de bases degeneradas (Bd), el cual estuvo en funcion de la variabilidad de las
regiones conservadas entre las diferentes secuencias alineadas, la temperatura de
alineamiento (Ta) y finalmente los organismos utilizados en cada caso. Como se

observa en la tabla 11 los iniciadores disefiados mostraron temperaturas de
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alineamiento variables (46-65°C), razén por la cual se implementaron distintos
gradientes de Ta en las PCR.

Por otra parte, el uso de bases degeneradas no fue el mismo en todos los
casos, ya que en algunos alineamientos las regiones eran mas conservadas que
en otros, independientemente de los organismos utilizados como base para el
disefio de los iniciadores en cada enzima. Por ejemplo, para la enzima UDP-
glucosa pirofosforilasa se utilizaron secuencias correspondientes a Laccaria
bicolor (Martin et al., 2008), Ustilago maydis (Birren et al., 2006) y Malassezia
globosa (Xu et al., 2007), teniendo como resultado iniciadores con 3, 4 y 5 bases
degeneradas, lo cual indica que a pesar de que los tres hongos utilizados son
basidiomicetos, la secuencia del gen que codifica para esta enzima no es tan
parecida entre ellos. Por otra parte para la enzima (1,3)-p-glucano sintetasa se
utilizaron secuencias de Cryptococcus neoformans (Thompson et al., 1999),
Ustilago maydis (Birren et al., 2006) y Saccharmomyces cerevisiae (Ohyama et al.,
2004), teniendo como resultado iniciadores con el mismo numero de bases
degeneradas (3, 4 y 5) a pesar de que los dos primeros hongos son
basidiomicetos y el segundo ascomiceto. Por lo anterior se pudo observar que
este gen mantiene ciertas regiones conservadas incluso en hongos que

pertenecen a distintos Fila.
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Tabla 11. Secuencia y caracteristicas de los iniciadores disefiados

Secuencia Nombre Tamanfo GC Bd Ta m.o.
(nt's) (%) (°C)

CACATTGAYTTCAARWCRGCYACC UDP74LbF 24 45.8 5 56.9 Lac, Ust, Mal
CCGTGMGKCAGATTGAGCAY UDP447LbF 20 575 3 55.7 Lac, Ust, Mal
ATCCTSATGAMCTCKTTCAACACG UDP500LbF 24 45.8 3 56.5 Lac, Ust, Mal
TTGAYGTCDGCYTTSGTCTTGTC UDP851LbR 23 49.3 4 57.2 Lac, Ust, Mal
GAARTGCTTGATRGCMGCWCC UDP1118LbR 21 54.8 4 56.2 Lac, Ust, Mal
CTTGACMGGMARGAARCGCK UDP1170LbR 20 575 5 57.0 Lac, Ust, Mal
AAGCCRTTYGASGGCCARAA FOS31LbF 20 525 4 58.7 Lac, Ust, Mal
CAAGGCYACYGGBGGYATC FOS309LbF 19 64.0 4 55.7 Lac, Ust, Mal
AAYGGCGGTCCHGCRCCWGA FOS394LbF 20 66.7 4 64.6 Lac, Ust, Mal
CCAAAGAAYTTCCAGCCDGTKGG FOS1039LbR 23 53.6 3 60.9 Lac, Ust, Mal
TCCTTYTCSCGGATRTGGTC FOS1123LbR 20 55.0 3 55.0 Lac, Ust, Mal
CCGGTGCCRCTMARRCGGAA FOS1504LbR 20 65.0 4 62.6 Lac, Ust, Mal
ATCTGGCCYGCTTCTTACAAGGA AGL64UmF 23 50.0 1 58.0 Usty Pich
CCRATGTACGAGTCWCCCCARG AGL178UmF 22 59.1 3 57.6 Usty Pich
CCCARGWCGAYATGGGCTACG AGL194UmF 21 61.9 3 58.5 Usty Pich
GTCATKCCGATYTCTTGTCCYTGG AGL1152UmR 24 52.1 3 60.1 Usty Pich
GRCCAWGCGTCKGTRCCYTC AGL997UmR 20 65.0 5 57.9 Usty Pich
TCGTGGTTYTCMAWGAAMACRGT AGL1018UmR 23 43,5 5 56.2 Usty Pich
GAGGACCGCGCCGTWCTGCA GL6295LbF 20 70.0 1 63.9 Lacy Mal
GGAACACAYATSGCTGAGACGCT GL6571LbF 23 54.3 2 58.6 Lacy Mal
TTCTGGGACTGGGTYGGTGG GL6802LbF 20 62.5 1 58.0 Lacy Mal
GCGCCGWARAAGTYGTTGTACCA GL6982LbR 23 52.2 3 60.0 Lacy Mal
CCATTGGAYTCCATRTCWCCCTG GL61066LbR 23 52.2 3 58.0 Lacy Mal
ACCTTWCCAAGCTCRACGCCCAT GL61528LbR 23 54.3 2 61.7 Lacy Mal
GCYTACCCMGACTTRCARATTGCC BGS2947UmF 24 54.2 4 60.4  Ust,Fil, Sac
CAYGCMGACTACATTGGYGG BGS547UmF 20 575 3 55.0 Ust,Fil, Sac
TCKCARGTMTGGAAYGCCRT BGS2113UmF 20 525 5 54.9  Ust,Fil, Sac
CCRTCWCCRAGAATDGGGTTACC BGS3097UmR 23 53.6 4 57.6  Ust,Fil, Sac
TGCTTGATRCGRCCACCWCGA BGS3561UmR 21 57.1 3 60.9  Ust,Fil, Sac
AYGGCRTTCCAKACYTGMGA BGS2113UmR 20 525 5 54.9  Ust,Fil, Sac
CGATCCMYSCACSGGCCTYT BFF417UmF 20 67.5 5 63.2 UstyAsp
CTCTACACSKCCGTCTCCWWSCT BFF658UmMF 23 58.7 5 57.5 UstyAsp
TGGATGAACGAYCCHWRYGGTC BFF388UmF 22 53.8 5 58.4  Ust, Ash, Ara
CCACCGGMGATGASKGYRTAC BFF885UmR 21 61.9 5 57.7 UstyAsp
GGCTSGKYASAKCCCTCG BFF1128UmR 18 69.4 5 54.7 Usty Asp
CCSYRRTCGAGKAAGCCC BFF1239UmR 18 66.7 5 53.9 UstyAsp
CMWATGWTMCCDWCCTTCGT HEX241LbF 20 46.7 6 49.0 Lac, Ust, Mal
GGWGGMACVAAYMTDCG HEX313LbF 17 55.9 6 46.3  Lac, Ust, Mal
ATCGACMRTGGYVWYCTCA HEX559LbF 19 50.9 6 50.2 Lac, Ust, Mal
CCTWGGAAGAGCACSMSCT HEX1028LbR 19 60.5 4 52.6 Lacy Ust
CTGCCCWAGGAARAGCACYCC HEX1030LbR 21 61.9 3 58.1 Lacy Mal
CTCARDCKCGCWGMMCGT HEX1227LbR 18 63.0 6 53.7 Lac, Ust, Mal
GTCATGGCWGCAATGAYGGC HEX1447LbR 20 57.5 2 57.3 Lacy Mal

Tamafio (nt's): Tamafio del iniciador en nucleédtidos; GC (%): Porcentaje de Guaninas y Citosinas en el
iniciador; Bd: Numero de bases degeneradas; Ta (°C): Temperatura de alineamiento; m.o.: microorganismos
tomados como base en el disefio de cada iniciador; Lac: Laccaria bicolor; Mal: Malassezia globosa; Ust:
Ustilago maydis; Fil: Filobasidiella neoformans; Sac: Saccharomyces cerevisiae; Pich: Pichia stipitis; Asp:
Aspergillus niger; Ara: Arabidopsis thaliana; Ash: Ashbya gossypii.
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6.3. Identificacion de secuencias en el genomade G. lucidum s. I.

Se probaron los iniciadores disefiados para cada uno de los genes. Los
productos de las reacciones se analizaron en un gel de agarosa al 1.5%
logrdndose obtener fragmentos del peso molecular esperado en la mayoria de los
casos. Sin embargo, debido a la degeneracion de los iniciadores, en cada
producto de PCR se obtuvo mas de una banda. Estos resultados se presentan con
detalle en la tabla 12, que muestra los iniciadores utilizados, el tamafio esperado y
el tamafio obtenido de los fragmentos amplificados, asi como la Ta 6ptima para
cada caso. En las figuras 8-10 se pueden observar las bandas conseguidas con

cada par de iniciadores, y su respectivo peso molecular.

Tabla 12. Fragmentos obtenidos por PCR con cada par de iniciadores.

Enzima Iniciadores Tamafio Tamafio aprox. Ta optima
esperado (pb)  obtenido (pb) (°C)

AGL178UmF 819 650 y 450 50
AGL997UmR

a-glucosidasa AGL64UmF 1088
AGL1152UmR
AGL194UmF 824
AGL1018UmR
UDP74LbF 777
UDP851LbR

UDP-glucosa UDP447LbF 723

pirofosforilasa UDP1170LbR
UDP500LbF 618 600, 800 y 1200 56.1
UDP1118LbR
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Tabla 12 (Continuacion). Fragmentos obtenidos por PCR con cada par de iniciadores.

Enzima Iniciadores Tamario Tamafio aprox. Ta optima
esperado (pb)  obtenido (pb) (°C)
BGS2113UmF 984 500y 1000 54.4
BGS3097UmR
(1,3)-B-glucano BGS547UmF 1566 600, 1000y 57.1
sintetasa BGS2113UmR 1500
BGS2947UmF 614 600 y 800 55
BGS3561UmR
BFF417UmF 468
BFF885UmMR
BFF388UmF 851 500y 700 55.2
B-fructofuranosidasa BFF1239UmR
BFF658UmMF 470 500y 900 50
BFF1128UmR
FOS394LbF 645
FOS1039LbR
FOS309LbF 1195 300, 350, 500, 61.5
FOS1504LbR 700, 800, 1000
Fosfoglucomutasa y 1100
FOS394LbF 1110
FOS1504LbR
FOS31LbF 1092 400, 600, 700y a7
FOS1123LbR 1100
GL6295LbF 687
GL6982LbR
GL6571LbF 957
GL61528LbR
Glucosa-6-fosfato
isomerasa GL6802LbF 726
GL61528LbR
GL6571LbF 495
GL61066LbR

33



Tabla 12 (Continuacion). Fragmentos obtenidos por PCR con cada par de iniciadores.

Enzima Iniciadores Tamafio Tamafio aprox. Ta optima
esperado (pb) obtenido (pb) (°C)

HEX241LbF 787 200, 600y 850 52.9
HEX1028LbR
HEX241LbF 789 250, 400, 600, 47.4

Hexocinasa HEX1030LbR 750y 850
HEX559LbF 668 200, 700, 900 y 52.9
HEX1227LbR 1400
HEX313LbF 1134 300, 450, 700, 47.4
HEX1447LbR 800y 1100

1000

1000 500

500

Figura 8. Productos de las PCR realizadas para amplificar los genes correspondientes a las
enzimas [-fructofuranosidasa, a-glucosidasa y Fosfoglucomutasa. PM: Marcador de peso
molecular; BFF1: B-fructofuranosidasa utilizando los iniciadores BFF658UmF y BFF1128UmR,;
AGL: o-glucosidasa utilizando los iniciadores AGL178UmF y AGL997UmR; FOSI1:
Fosfoglucomutasa utilizando los iniciadores FOS31LbF y FOS1123LbR; BFF2: B-
fructofuranosidasa utilizando los iniciadores BFF388UmF y BFF1239UmR. La banda del peso
molecular cercano al esperado en cada muestra se exhibe marcada con un 6valo.

34



1000

1
500 000

500
100 100

Figura 9. Productos de las PCR realizadas para amplificar los genes correspondientes a las enzimas
Hexocinasa y UDP-glucosa pirofosforilasa. PM: Marcador de peso molecular; HEX1: Hexocinasa
utilizando los iniciadores HEX241LbF y HEX1028LbR; HEX2: Hexocinasa utilizando los iniciadores
HEX241LbF y HEX1030LbR; HEX3: Hexocinasa utilizando los iniciadores HEXS559LbF y
HEX1227LbR; HEX4: Hexocinasa utilizando los iniciadores HEX313LbF y HEX1447LbR; UDP: UDP-
glucosa pirofosforilasa utilizando los iniciadores UDP500LbF y UDP1118LbR. La banda del peso
molecular cercano al esperado en cada muestra se exhibe marcada con un évalo.
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Figura 10. Productos de las PCR realizadas para amplificar los genes correspondientes a las
enzimas (1,3)-B-glucano sintetasa y Fosfoglucomutasa. PM: Marcador de peso molecular;
BGS1: (1,3)-B-glucano sintetasa utilizando los iniciadores BGS2113UmF y BGS3097UmR,;
BGS2: (1,3)-B-glucano sintetasa utilizando los iniciadores BGS547UmF y BGS2113UmR; BGS3:
(1,3)-B-glucano sintetasa utilizando los iniciadores BGS2947UmF y BGS3561UmR; FOS2:
Fosfoglucomutasa utilizando los iniciadores FOS309LbF y FOS1504LbR. La banda del peso
molecular cercano al esperado en cada muestra se exhibe marcada con un évalo.
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También, se probaron diferentes concentraciones de MgCl, (1, 2 y 4 mM) en
las reacciones que resultaron positivas. En algunos casos no se presentd cambio
en las bandas resultantes, mientras que en otros fue visible un amento o
disminucién en la intensidad de estas. En la tabla 13 se expone la concentracion
optima de MgCI, para cada reaccion. De todos los iniciadores disefiados, solo
aguellos que se mencionan en la tabla 13 amplificaron fragmentos del peso

molecular esperado.

Tabla 13. Concentracion éptima de MgCl, en la PCR para cada par de iniciadores
Enzima Iniciadores [MgCl;]

a-glucosidasa AGL178UmF y AGL997UmR 2 mM

(1,3)-B-glucano sintetasa BGS2113UmF y BGS3097UmR 3 mM
BGS547UmF y BGS2113UmR 3 mM
BGS2947UmF y BGS3561UmR 3 mM

B-fructofuranosidasa BFF388UmF y BFF1239UmR 3 mM
BFF658UmF y BFF1128UmR 3 mM

Fosfoglucomutasa FOS309LbF y FOS1504LbR 3 mM
FOS31LbF y FOS1123LbR 4 mM
Hexocinasa HEX241LbF y HEX1028LbR 4 mM

HEX241LbF y HEX1030LbR 4 mM
HEX559LbF y HEX1227LbR 3 mM
HEX313LbF y HEX1447LbR 3 mM

Una vez establecida la mejor concentracion de MgCl, para cada par de
iniciadores, se llevaron a cabo reacciones de 100 pL, estas fueron separadas en
un gel de agarosa y las bandas correspondientes al peso molecular esperado se
cortaron y purificaron. Consecutivamente los productos ya purificados se
mandaron a secuenciar a la unidad de secuenciacion del Instituto de Biologia de la
UNAM.
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6.4. Secuenciacioén

Se enviaron 12 muestras purificadas a secuenciar (Tabla 13), y se obtuvo la
secuencia de 4 muestras. En la tabla 14 se muestran los iniciadores utilizados, el
tamafio aproximado del fragmento que se envié a secuenciar y el tamafio de la
secuencia obtenida. Cabe mencionar que se llevo a cabo la secuenciacion de las
2 cadenas (sentido y antisentido). Las primeras tres muestras pertenecen a la
enzima (1,3)-B-glucano sintetasa y la cuarta a la enzima B-fructofuranosidasa. En
las reacciones de secuenciacion restantes (8 muestras) solo se obtuvo una débil,
sucia y corta sefial imposible de interpretar (figura 11), lo cual nos lleva a la
hipétesis de que el uso de iniciadores degenerados en las reacciones de
secuenciacion haya provocado estos errores. En algunos manuales de
secuenciacion por ejemplo, en la guia para la secuenciacion automatica de ADN
de la Universidad de La Laguna, Espafia (http://www.segai.ull.es/serviceFiles
/25 _GuiaSecuenciacionAutomaticaAD N.pdf) se describen las posibles causas de
este tipo de errores. Analizando las opciones sefialadas en esta guia es posible
inferir que el problema estuvo en los iniciadores degenerados, ya que inicialmente
en cada producto de PCR se obtuvieron 2 o méas fragmentos amplificados y
aunque cada muestra se sometio al proceso de purificacién en gel de agarosa con
la finalidad de obtener solo el fragmento de interés, pudo quedar una baja
concentracion (no visible en gel) de fragmentos que pudieran ser detectados en la
reaccion de secuenciaciéon, lo que provocaria que los iniciadores no solo se
unieran al fragmento de interés, sino que también a aquellos que contaminan la
muestra. También se observé que las 4 muestras secuenciadas no produjeron
mas de 3 bandas (ver figuras 8 y 10), es decir, mostraron mas especificidad que
las muestras restantes. No obstante suponemos que esta baja contaminacion
también produjo efectos negativos en la reaccion de secuenciacion, ya que en
algunos casos el tamafo del fragmento secuenciado fue mucho menor que el

fragmento que se esperaba obtener (Tabla 14).
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Tabla 14. Resultados de la secuenciacién de los fragmentos obtenidos con los iniciadores [BGS2113UmF y
BGS3097UmR], [BGS547UmF y BGS2113UmR], [BGS2947UmF y BGS3561UmR] y [BFF658UmMF y

BFF1128UmR]
Tamafio
aprox. de la Tamairio del
Enzima Iniciadores (muestra) banda fragmento
cortada (pb) secuenciado (pb)
(1,3)-B-glucano BGS2113UmF y BGS3097UmR 1000 885
sintetasa BGS547UmF y BGS2113UmR 1500 510
BGS2947UmF y BGS3561UmR 600 269
B-fructofuranosidasa BFF658UmMF y BFF1128UmR 500 457

}"’ ABI Chromatogram: ChUsers\YSHE\Desktop11-12-09V25-FO5-F-110-2009-12-11-006.ab1

III; % Sample: W25-FOR-F |File: C:\Users\YEHE Desktop' 1 1-12-080%25-FOS-F-110-20

] Selected: none

Figura 11. Cromatograma incorrecto del fragmento amplificado con los iniciadores FOS31LbF y FOS1123LbR.
Resultado de la secuenciacion del fragmento amplificado con los iniciadores FOS31LbF y FOS1123LbR para
la enzima Fosfoglucomutasa.

Por lo anterior, se recomienda utilizar algun vector de clonacion para cada
muestra purificada, con la finalidad de evitar el uso de estos iniciadores

(degenerados) en las reacciones de secuenciacion.

Las secuencias fueron editadas con el software Sequencher 4.7, y con el
objetivo de comparar las secuencias de nucleétidos editadas contra la base de
datos del Gen Bank, se utilizé el algoritmo BLAST (blast n) (Altschul et al., 1997).
Al realizar la comparacion de las 4 secuencias de nucleoétidos, se encontré que la
secuencia amplificada con los iniciadores BGS2947UmF y BGS3561UmR de la

(1,3)-B-glucano sintetasa y la secuencia obtenida con los iniciadores BFF658UmF
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y BFF1128UmR de la B-fructofuranosidasa no mostraron similitud alguna con los
genes de interés. Sin embargo, la secuencia obtenida con los iniciadores
BGS2113UmF y BGS3097UmR y la secuencia obtenida con los iniciadores
BGS547UmF y BGS2113UmR correspondientes a la enzima (1,3)-B-glucano
sintetasa, mostraron similitud con el gen de la (1,3)-B-glucano sintetasa de
diferentes hongos. La tabla 15 muestra los resultados del BLAST obtenidos para

las Ultimas 2 secuencias mencionadas.

Tabla 15. Analisis de similitud de las secuencias obtenidas con los iniciadores [BGS547UmF y BGS2113UmR]
y [BGS2113UmF y BGS3097UmRY], con secuencias depositadas en el GenBank.

Muestra Similitud (gen) Similitud Cobertura  Similitud  Ref.
(iniciadores) (organismo) (%) (%)
Fragmentol (1,3)-B-glucano  Laccaria bicolor 99 75 [5]
(BGS547UmF vy sintetasa [XM_001875351]
BGS2113UmR)
Coprinopsis cinerea 98 75 [9]

‘[XM_001833221]

Ustilago maydis 72 78 [3]
[XM_752693]

Cryptococcus neoformans 68 74 [1]
[ XM_568719]

Cryptococcus neoformans 68 72 [8]
‘[ AF102882]
Fragmento 2 (1,3)-B-glucano  Coprinopsis cinerea 99 75 [9]
(BGS2113UmFy sintetasa "[XM_001833221]
BGS3097UmR)
Moniliophthora perniciosa 99 75 [4]

[XM_002392134]

Laccaria bicolor 100 74 [5]
[XM_001875351]

Ustilago maydis 90 74 [3]
[XM_752693]

Cryptococcus neoformans 84 73 [1]
[ XM_568719]

Cryptococcus neoformans 84 73 [8]
[ AF102882]

* Clave de acceso al GenBank. [1] Loftus et al., (2005); [3] Birren et al., (2006); [4] Mondego et al., (2008); [5]
Martin et al., (2008); [8] Thompson et al., (1999); [9] Birren et al., (2008).
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Los resultados anteriores muestran que existe una gran similitud entre los

fragmentos obtenidos y el gen de la (1,3)-B-glucano sintetasa de algunos

basidiomicetos, estando incluidos los dos hongos utilizados para el disefio de

iniciadores de esta enzima, Cryptococcus neoformans-AF102882 (Thompson et
al., 1999) vy Ustilago maydis-XM_752693 (Birren et al., 2006) . En la tabla 16 se

presentan las dos secuencias de nucledétidos y sus correspondientes secuencias

de aminoacidos obtenidas en este estudio.

Tabla 16. Secuencias obtenidas con los iniciadores [BGS547UmF y BGS2113UmR] y [BGS2113UmF y

BGS3097UmR]
Muestra Nucleétidos Aminoacidos
(iniciadores)

Fragmentol CGAAAGTGGTACTTCGCCCCACAGCTCAACCTCGATGATGCTGT RKWYFAPQLNLDDAV

(BGS547UmF TGGTCAGGTACAGAACCCCGGTCTGCAGCGCCTCCGGAGCGTGA GQVONPGLQRLRSVK

BGS2113UmR) AGGGCAAGCCACAGACCGCCGGGAGCAAGTCTTTGGATAGCGCC GKPQTAGSKSLDSAL
CTCAACCGCTGGCGGAACGCAATGAACAGCATGAGCCAGTACGA NRWRNAMNSMSQYDR
CCGTCTCCGACAGGTCGCTCTCTACCTCCTCTGCTGGGGTGAAG LRQVALYLLCWGEAG
CGGGCAACGTTCGGTTCACACCGGAATGCTTGTGCTTCATCTTC NVRFTPECLCFIFKC
AAGTGCGCCGATGACTACTACCGGAGTCCGGAGTGCCAGAACCG ADDYYRSPECQNRID
GATAGACCCGGTTCCGGAGGGTCTGTACCTTGAGACTGTGGTCA PVPEGLYLETVVKPL
AGCCTCTCTACCGCTTTATGAGGGATCAGGGCTACGAGGTTGTC YRFMRDQGYEVVDGK
GATGGCAAGTTTGTCCGTAGGGAAAAGGACCACGACCAGATCAT FVRREKDHDQIIGYD
TGGTTACGACGACATTAACCAGCTCTTCTGGTACCCAGAGGGTA DINQLFWYPEGIAKI
TCGCGAAGATTGTCCTCCAGGATAAC VLQDN

Fragmento 2 CACGTCCAGCGTCTCCTGTACCACCAAGTCGACAGTCCTGACGG HVQRLLYHQVDSPDG

(BGS2113UmF  TCGTCGTACCCTCCGTGCACCTCCCTTCTTTACCGCGAACAACG RRTLRAPPFFTANNG

BGS3097UmR)  GCAACGAATCGCAGTTCTTCCCCGTCGGTGGAGAGGCTGAGCGT NESQFFPVGGEAERR
CGTCTTTCGTTCTTTGCGTCGTCCCTCACGACTGCTCTTCCGGA LSFFASSLTTALPEP
GCCTCTCCCTGTTGACGCCATGCCCACGTTCACGGTCCTTGTAC LPVDAMPTFTVLVPH
CGCACTACTCTGAGAAGATCCTGTTGAGTCTGCGGGAGATCATC YSEKILLSLREIIRE
AGGGAAGAGGACCAGAACACCCGTGTCACGCTGCTTGAGTATCT EDQNTRVTLLEYLKQ
CAAGCAACTGCACCCTGTCGAGTGGGACAACTTCGTTAAGGATA LHPVEWDNFVKDTKI
CTAAGATCCTCGCCGAGGAATCCGAGACTACGACCTTCGACGCC LAEESETTTFDATQS
ACGCAGAGCACGAACGAGAAGTCGGGCAATAAGCGGACGGACGA TNEKSGNKRTDDLPF
CCTTCCCTTCTACTGCATCGGTTTCAAGACGGCCGCACCGGAGT YCIGFKTAAPEYTLR
ACACTCTCCGTACGCGTATCTGGGCTTCCCTGCGCGCGCAGACG TRIWASLRAQTLYRT
CTTTACCGCACTGTCTCCGGTATGATGAACTACTCCAAGGCCAT VSGMMNYSKAIKLLY
CAAGCTCCTCTACCGCGTCGAGAACCCCCAGATCGTTCAGCGCT RVENPQIVQRFAGNT
TTGCTGGCAACACGGATCGCCTTGAGCGTGAACTCGAGCGCATG DRLERELERMSRRKFE
TCCCGCCGGAAGTTCAAGTTCACGGTCTCAATGCAGCGGTATGC KFTVSMQRYAKFNKE
CAAGTTCAACAAGGAGGAACTGGAGAACGCCGARTTCTTGCTCC ELENAEFLLRAYPDL
GTGCCTACCCCGACCTGCAGATCGCATACCTGGACGAAGAGCCT QIAYLDEEPAPKGGD
GCGCCCAAAGGCGGAGATCCGCGCCTCTTCTCGACCCTCATCGA PRLEFSTLIDGHSEID
TGGCCACTCCGAGATTGACGAGCAGACTGGGAAGCGGAAGCCCA EQTGKRKPKF

AGTTC
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El gen correspondiente a la enzima (1,3)-B-glucano sintetasa en C.
neoformans-AF102882 esta constituido por 8023 nucledtidos (Thompson et al.,
1999), mientras que la secuencia reportada de este gen se encuentra incompleta
en el resto de los hongos mencionados en la tabla 15. La ubicacion de los
fragmentos 1 y 2 de G. lucidum s. |. obtenidos en este trabajo, en el gen de la
(1,3)-B-glucano sintetasa de C. neoformans-AF102882 (Thompson et al., 1999) se
puede observar en la figura 12. El fragmento 1 abarca del nucleétido 2391 al 2921,

mientras que el fragmento 2 se extiende desde el nucleétido 4025 al 4918.

Fragmento 2
Fragmento 1

.

—— Gende la (1,3)-B-glucano sintetasa de C. neoformans-AF102882
______________________________________________________________________________________________________________________|

g00 1000 1500 ZE00 A0BD 1500 400D 4500 HHMD RROD G000 G500 TOOD TRED RODD

Figura 12. Ubicacion de los fragmentos 1y 2 de G. lucidum s. I. Fragmentos 1y 2 de G. lucidum s. | en el gen
de la (1,3)-B-glucano sintetasa de C. neoformans-AF-102882 (Thompson et al., 1999)

Posteriormente se alinearon por separado las secuencias de aminoacidos
del fragmento 1 y el fragmento 2 de G. lucidum s. I, con las secuencias de
aminoacidos correspondientes a los genes de los organismos resultantes en el
BLAST. Para ambos alineamientos se incluy6 la secuencia de aminoacidos del
gen (1,3)-B-glucano sintetasa de Saccharomyces cerevisiae-AY395693 (Ohyama
et al.,, 2004) ya que ésta también fue utilizada en el disefio de los iniciadores.
Finalmente, con este alineamiento de aminoacidos, se llevdé a cabo un analisis
filogenético de las secuencias, utilizando el Software MEGA version 4 (Tamura et
al., 2007) con el método Neighbor-Joining (Saitou y Nei, 1987). Los resultados de
este analisis se pueden visualizar en los arboles filogenéticos obtenidos (Figura 13

y 14), en los cuales se distinguen claramente las diferencias filogenéticas entre los
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genes de las distintas especies de hongos y los fragmentos obtenidos con los

iniciadores disefiados en este estudio.

Basidiomycota

f Coprinopsis cinerea-XM 001833221
Laccaria bicolor-XM 001875351

Ascomycota

Fragmento 1 de G. lucidum s. I.

Ustilago maydis-XM 752693
i Cryptococcus neoformans-XM 568719

L Cryptococcus neoformans-AF102882

0.05

Saccharomyces cerevisiae-AY395693

Figura 13. Arbol filogenético del fragmento 1 de G. lucidum s. |. obtenido con los iniciadores [BGS547UmF

BGS2113UmR]

Coprinopsis cinerea-XM 001833221
L |accaria bicolor-XM 001875351

Basidiomycota

Moniliophthora perniciosa-XM 002392134

Fragmento 2 de G. lucidum s. I.
Ustilago maydis-XM 752693
r Cryptococcus neoformans-XM 568719

Ascomycota

L Cryptococcus neoformans-AF102882

0.02

Saccharomyces cerevisiae-AY395693

Figura 14. Arbol filogenético del fragmento 2 de G. lucidum s. |. obtenido con los iniciadores [BGS2113UmF y

BGS3097UmR]
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Como era de esperarse, el fragmento 1 del gen de la enzima (1,3)-B-
glucano sintetasa de G. lucidum s. I. mantiene una estrecha relacion con los genes
de esta enzima correspondientes a los basidiomicetos C. cinerea-XM 001833221
(Birren et al., 2008) y L. bicolor-XM 001875351 (Martin et al., 2008) (Figura 13) ya
que al igual que G. lucidum ambos pertenecen a la clase de los Agaricomycetos,
mientras que U. maydis y C. neoformans pertenecen a la clase de los
Ustilagomycetos y de los Tremellomycetos respectivamente (NCBI taxonomy). De
forma similar, el fragmento 2 de la misma enzima fue agrupado con los
basidiomicetos C. cinerea-XM 001833221 (Birren et al., 2008), L. bicolor-XM
001875351 (Martin et al., 2008) y M. perniciosa-XM 002392134 (Mondego et al.,
2008) (Figura 14) ya que este ultimo también pertenece a la clase de los
Agaricomycetos (NCBI taxonomy). La secuencia del gen de la enzima (1,3)-B-
glucano sintetasa de M. perniciosa-XM 002392134 (Mondego et al., 2008) se
encuentra incompleta y solo abarca una pequefia region del gen, por lo que fue
imposible realizar la comparacion del fragmento 1 de G. lucidum s. I. con la
secuencia de M. perniciosa-XM 002392134 (Mondego et al., 2008).

Por los resultados obtenidos se puede afirmar que la secuencia de
aminoacidos obtenida corresponde a la secuencia del gen gue sintetiza la enzima

(1,3)-B-glucano sintetasa en G. lucidum.
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7. CONCLUSIONES

Se obtuvo la secuencia de la region ITS de las cepas 382, 145 y 796 observando
que las cepas 382 y 145 fueron similares en un 99 % a G. lucidum, mientras que la

cepa 796 fue similar en un 98% a G. resinaceum.

Se disefiaron iniciadores degenerados para los genes que codifican cada una de
las enzimas involucradas en la sintesis de los B-(1,3)-D-glucanos (a-glucosidasa,
B—fructofuranosidasa, hexocinasa, glucosa-6-fosfato isomerasa, fosfoglucomutasa,
UDP-glucosa pirofosforilasa y la (1,3)-B-glucano sintetasa), obteniéndose
amplificacion para todos los genes excepto para el gen de la Glucosa-6-fosfato

isomerasa.

La secuencia de aminoacidos obtenida con los iniciadores BGS547UmF y
BGS2113UmR asi como la secuencia obtenida con los iniciadores BGS2113UmF
y BGS3097UmR mostraron gran similitud con las secuencias del gen de la (1,3)-p-
glucano sintetasa de distintos basidiomicetos tales como Coprinopsis cinerea,
Moniliophthora perniciosa, Laccaria bicolor, Ustilago maydis y Cryptococcus

neoformans.
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