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ABSTRACT

Pleurotus ostreatus an edible mushroom of special relevance inglsimology
due to its natural ability to degrade lignin. It€ngme contains nine genes of
ligninolytic peroxidases, characteristic of the tghiot fungi. These genes encode six
manganese peroxidase (MnP) and three versatilexiese (VP) isoenzymes. The
effect of environmental parameters on the exprassiothe above nine genes was
studied by reverse transcription-quantitative PCR ¢hanging the incubation
temperature and medium pH Bf ostreatuscultures The cultures maintained at 25 °C
provided the highest levels of peroxidase transgripeingmnp3andvpl the genes
showing the predominant transcripts. The globallyamis of the expression patterns
divided peroxidase genes into three main group®rdoty to their co-expression
patterns. Decreasing or increasing the incubatomperature (to 10 °C or 37 °C) and
adjusting the culture pH to acidic or alkaline ciodds (pH3 and 8) generally led to
downregulation of most of the peroxidase geneshas/n when the transcription levels
were referred to those found in the cultures maeth at the optimal conditions.
Interestingly, mnp4 and mnp5 were the only peroxidase genes upregulated under
alkaline pH conditions. The differential behaviafrperoxidase genes to temperature
and pH stress suggests that they could be thetresuhn adaptive response to
environmental conditions.

Keywords:Pleurotus ostreatygperoxidases, gene expression, lignin, RT-gPCR



RESUMEN

Pleurotus ostreatugs un hongo comestible de gran importancia biolégica
por ser un organismo modelo degradador de ligiBnagenoma contiene nueve genes
codificantes de peroxidasas ligninoliticas, cardstieas de los hongos de podredumbre
blanca. Estos genes codifican seis manganeso dasas (MnP) y tres peroxidasas
versétiles (VP). En este estudio se ha analizadteeto de las condiciones ambientales
en la expresion de estos nueve genes mediante RTaP®&mpo real, modificando la
temperatura y el pH de los cultivos. Los cultivbantenidos a 25°C mostraron los
mayores niveles de transcrito, siendonp3 y vpl los genes con expresion
predominante. El andlisis de los perfiles globatks transcripcion agrupo las
peroxidasas en tres grupos en base a su perfil odexpresion. El aumento o
disminucién de la temperatura (de 10°C a 37°C) pHe (de pH3 a pH8) produjo una
represion en la mayoria de genes con respectocatasciones optimas (25°C, pH 5.5).
Cabe destacar que los gemasp4 y mnp5 fueron los Unicos sobreexpresados en
condiciones alcalinas. La respuesta diferenciasteé® térmico y de pH de los genes
codificantes de peroxidasas sugiere que los miscmsstituyen una respuesta
adaptativa a las condiciones ambientales.

Palabras clavePleurotus ostreatygperoxidasas, expresion génica, lignina, RT-qPCR
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1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS.

Los hongos constituyen un grupo muy numeroso danisgios unicelulares y
pluricelulares pertenecientes al Dominio Eucariptal Reino Fungi (Cavalier-Smith,
1998). Basandose en datos moleculares, las espgoeso componen han sido
clasificadas en cinco divisiones: Ascomycota, Basnycota, Chytridiomycota,
Glomeromycota y Zygomycota (Hawkswortbet al, 1995). Pleurotus ostreatus
pertenece a la divisibn Basidiomycota, y posee gwan importancia en el sector
alimentario ya que su produccion ocupa el segundarla nivel mundial en setas
cultivadas (Sanchez, 201@.ostreatuspertenece también al grupo de hongos de la
podredumbre blanca, denominados asi por el asptguecino que toma la madera
tras ser atacada por ellos. Por su forma de vidéinyentacion, los hongos digieren
extracelularmente los sustratos donde crecen, teaxcle las enzimas apropiadas e
incorporando los nutrientes en pequeias partieutevés de su pared celular. De este
modo, su capacidad para utilizar ciertas sustarmmaso alimento depende en gran
medida de las enzimas que son capaces de prodeamifigs & Lysek, 1996). Entre
estas enzimas se encuentran varias isoformas dRsas y peroxidasas, enzimas
inespecificas que pueden oxidar un amplio espetrosustratos estructuralmente
diferentes (Hammel, 1989; Novotret al, 2001). Por su capacidad para producirlas,
P.ostreatusha despertado un gran interés industrial y biatégico en la ultima
década. Diversos estudios han ensalzado el valesi@ds enzimas en el pretratamiento
enzimatico de lignocelulosa para la produccién decdmbustibles (Lee, 1997;
Talebniaet al, 2010), en la degradacién de compuestos quimiecalditrantes y
generalmente téxicos como hidrocarburos poli-ar@ogt (Baldrian et al, 2000),
plaguicidas (Bendingt al, 2002), tintes (Wesenbegy al, 2003), en el biopulpado y
bioblanqueo de la industria del papel (Jha & Patill; Koshy & Nambisan, 2011,
Villalba et al, 2006), o en la biorremediacion de contaminanteswelos y aguas
(Eggen & Majcherczyk, 1998; Novotret al, 2001). De entre estas aplicaciones, su uso
en el pretratamiento de biomasa lignocelulésicacefr grandes expectativas para
conseguir reducir el coste de la produccion dethiae de segunda generacion. Esto se
debe a que los residuos herbaceos y lefiosos desivdel las practicas agricolas y
forestales suponen el material crudo mas abundamtéa naturaleza (Lee, 1997),
estimado en 200 billones de toneladas anuales (Rigset al, 2006). El proceso
clave para el uso de la biomasa lignocelulésicéaesliminacién de la lignina, un
heteropolimero muy resistente a la degradacion iqaim bioldgica que ofrece a las
plantas resistencia frente al ataque microbiand gsttiés mecanico (Higuchi, 1990).
Actualmente este proceso se realiza mediante teéws fisico-quimicos
energéticamente muy costosos. La busqueda de #&liaedbres que sustituyan estos
procesos se ha centrado actualmente en algunasanfiingicas como las peroxidasas
(EC 1.11.1.7) y lacasas (EC 1.10.3.2), ya que apaces de delignificar eficientemente



la madera. Del interés por estas enzimas ha sul@idecesidad de conocer mas acerca
de la regulacion genética de estas proteinas emdasismos que las producen. En este
sentido, las nuevas plataformas de secuenciaci@nalisis gendémico han permitido
avanzar enormemente en el conocimiento sobre emstaimas. A raiz de la
secuenciacion de hongos de combanerochaete chrysosporiufMartinez et al,
2004), Postia placenta (Martinez et al, 2009), Ceriporiopsis Subvermispora
(Fernandez-Fueyet al, 2012a) dPleurotus ostreatusntre otros, se ha podido conocer
la multiplicidad y aparente redundancia de estasn&as en los genomas de hongos
basidiomicetos. Ademas, se han podido asociaribatespecificas de enzimas a grupos
determinados de hongos en funcion de su patréregiadacion de lignina (Fernandez-
Fueyoet al, 2012b; Floudast al, 2012), ya sea de podredumbre blanca (producen una
degradacion total de la lignina) o de podredumlanalg (producen una modificacion
parcial de la lignina). En el caso #eostreatuslas enzimas involucradas en dicha
degradacion son las lacasas (Lac; EC 1.10.3.2)gamaso peroxidasas (MnP; EC
1.11.1.13) y peroxidasas versatiles (VP; EC 1.16)1.MnP y VP pertenecen al grupo
de las peroxidasas ligninoliticas (POD) junto cas lingnina peroxidasas (LiP; EC
1.11.1.14). Sin embargo, estas ultimas estan asemnt el genoma de.ostreatus A
diferencia de las lacasas, las peroxidasas ligjtices no se encuentran ni en los
genomas de hongos de podredumbre parda ni en hgagogenos (Floudast al,
2012), y juegan un papel central en la degradad&rignina. Ademas, son muy
abundantes en los hongos de podredumbre blancapdragidasas ligninoliticas de
P.ostreatushan sido recientemente caracterizadas desde & parvista bioquimico y
genomico erP.ostreatus(Fernandez-Fueyet al, 2014; Ruiz-Duefast al, 2011) y
actualmente se sabe que poseen multiples isoforowalificadas por genes
pertenecientes a familias multigénicas. Concretéenéos estudio# silico realizados
sobre el genoma revelaron la presencia de cincesgeodificantes de Mnp y cuatro
genes codificantes de VP (Ruiz-Duefetsal, 2011) distribuidos en 5 de los 11
cromosomas d@.ostreatus(Fig 1). Si embargo, estudios mas recientes (lReler
Fueyoet al, 2014) reclasificaron una VP como Mninplen el presente estudio). La
explicacion biologica de la multiplicidad de estasenzimas podria radicar en la
regulacion diferencial de su transcripcion. Estadioevios llevados a cabo en otras
familias multigénicas relacionadas como las lacdsdxostreatushan demostrado que
diferentes isoformas se sobreexpresan o se repmnemodificar las condiciones de
cultivo (Castaneraet al, 2012; Castanerat al, 2013; Parentiet al, 2013). La
regulacion de la transcripcion y actividad enziggtile las enzimas MnP y VP ha sido
estudiada en diferentes medios de cultivo suplesdestcon Mfi" y peptona (Coheat

al., 2002; Ruiz-Duenast al, 1999). Dado que las diferente isoformas purifisade
MnP y VP presentan actividades cataliticas y pagules de estabilidad diferentes
frente a rangos de pH y temperatura (Fernandezeretesl, 2014), cabe pensar que los
diferentes genes podrian estar reguladosvo por dichos factores. Asi, los genes que



controlan la produccion de estas enzimas podritwaase o0 inhibirse como respuesta a
diferentes sefiales que ayudarian al organismo ptaada mejor a las condiciones
ambientales.
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Figura 1. Localizacion cromosdmica de las peroxataigninoliticas (en verde) y de
los genes de referencia (en rojo) analizados gretente estudio.

La forma de analizar el comportamiento de estosgers cuantificado su
actividad transcripcional en diferentes condiciodescultivo. Tradicionalmente para
ello se han utilizado técnicas como el Northernt,b& ensayo de proteccion de
RNAsas, la supresion por hibridacion sustractivdd SSla RT-PCR. Posteriormente
aparecieron técnicas mas modernas para el estadaakpresion géenica como la RT-
gPCR (0o RT-PCR a tiempo real), la PCR-digital (Metggn & Kinzler, 1999), la
secuenciacion de ESTSs, la tecnologia SAGE y el RigAta RT-qPCR fue puesta a
punto en 1993 (Higuchet al, 1993), y se considera como el estdndar mas fizdnia
validar los resultados de otros métodos como Ileadi@s en secuenciacion (Ej:RNA-
seq) o hibridacion (microarrays). La RT-gPCR combaamplificacién exponencial de
un transcrito especifico mediante PCR (convertiddalc por retrotranscripcion), con
la monitorizacion del nuevo ADN sintetizado en catdo mediante deteccion Optica.
En funcion de los objetivos del estudio se puetrat a cabo diferentes estrategias de
cuantificacion: absoluta y relativa. En la primeearelaciona la sefial obtenida en la
PCR con una curva de calibracion externa, obteniemd estimacion del nimero de




copias de ARN mensajero (ARNm). En la segunda semlios cambios relativos en la
expresion de un gen en diferentes condicionedeggar a conocer el nimero de copias
de ARNm. Entre las ventajas de esta técnica cabtaa® que es muy sensible y
muestra una elevada especificidad asi como un ampligo de cuantificacion.
Ademas, con ella se puede procesar un elevado nlaeemuestras en paralelo y con
rapidez. Sin embargo, sufre de los problemas imtesea la RT y a la PCR, como la
presencia de productos inespecificos, dimeros daem o la amplificacion con
eficiencias variables (Freema al, 1999). En el caso de la cuantificaciéon absolata |
fiabilidad depende exclusivamente de la precisiériod estandares empleados (Pfaffl,
2004), mientras que en el caso de la cuantificamtativa, esta se ve tremendamente
afectada por la eleccion de los genes de referego@a actian como controles
endogenos (Baker, 2011; Busth al, 2009). Estos genes son escogidos porque su
expresion es constante en todas las condicionesstiglio y eliminan la variacion entre
muestras debida a errores de pipeteo, degradaiderertial de las muestras de ARN,
inhibicion en la retrotranscripcion, etc. En estat&lo, multiples estudios ponen de
manifiesto la necesidad de validar experimentalenérg genes de referencia antes de
ser utilizados (Bustiret al, 2009). Para ello se han publicado varios alg@stmomo
GeNorm (Vandesompelet al, 2002), NormFinder (Anderseet al, 2004) y
Bestkeeper (Pfaffet al, 2004), que resultan muy utiles para determinastabilidad
de la expresion de genes de referencia candidatogste trabajo se ha analizado la
respuesta transcripcional frente a pH y temperatarkas peroxidasas ligninoliticas de
P.ostreatus Los analisis de transcripcion se han llevadol® a@n paralelo con otros
ensayos de protedmica realizados por el grupo \wsstigacion de Biotecnologia para
la Biomasa Lignocelulésica del Centro de Invesiigaes Bioldgicas de Madrid. Los
objetivos de este trabajo son: i) analizar la esidn diferencial de las peroxidasas
ligninoliticas deP.ostreatusen un medio con lignocelulosa como Unica fuente de
carbono; ii) detectar grupos de genes con perigeexpresion similares ante diferentes
condiciones ambientales; iii) estudiar la respudstdas peroxidasas ligninoliticas ante
cambios de temperatura y pH, para comprobar sieeiiga relacion entre la estabilidad
in vitro de dichas enzimas y la transcripciarvivo frente a los mismos rangos de pH y
temperatura.

2.- MATERIALES Y METODOS

2.1.- Variedad dePleurotus ostreatus.

En este estudio se empled la cepa PC9 del hongdidmageto Pleurotus
ostreatusvar. florida (Coleccion Espafiola de Cultivos Tipo, numero deess CECT-
20311). Se trata de una cepa monocarionte (contianglo ndcleo en cada célula),



obtenida por dedicariotizacion a partir de la cdmarionte comercial NOO1 (CECT-
20600) (Larrayaet al, 1999). Las secuencias gendmicas de los dos maoates que
constituyen dicha cepa (PC9 y PC15) se encuentsporibles en Http://genome.qgi-

psf.org.

2.3.- Mantenimiento y expansion de la cepa.

El crecimiento y mantenimiento de la cepa se réadiz placas Petri con medio
sélido PDA (24 g de caldo de patata-dextrosa y Ide gagar por litro) a 25°C y en
oscuridad.

2.4.- Cultivos para obtencién de ARN.

Los cultivos para obtener ARN se llevaron a cahbzahdo un sistema de
fermentacion semisélida basado en material lignbésico. La fermentacion se realizé

en frascos de vidrio con una relaciéon superficiginen de 1 cr'ﬁL, en un medio de
cultivo que contenia 5g de una mezcla de virutashigo y paja de trigo de 4 mm
(ratio 1:1) y 35 mL de agua destilada (pH finabdg).

2.5.- Aplicacion de condiciones variables de pH ymperatura.

Las condiciones 6ptimas de temperatura en las guaantenian los cultivos
(25°C) se modificaron hasta 10°C y 37°C en las srae cultivo. La modificacion del
pH consistio en ajustar a pH3 y pH8 los cultivosadiéndo buffer Brighton&Robin
(BRB) 0.2 M pH2 y pH9, respectivamente.

2.6.- Extraccion de ARN y retrotranscripcion.

El micelio procedente de tres replicas biologmasecolectd, mezcld y molid en
un mortero estéril en presencia de nitrégeno limyicke conservd a -80 °C. El ARN
total se extrajo de 200 mg de muestra usando ebokitercial de extraccion E.Z.N.A.

™ Fungal RNA (Omega Bio-Tek, Norcross, GA), de acaardn las instrucciones del
fabricante. Para evitar la presencia de ADN gendreic las muestras se realizé un
tratamiento con DNasa | (Promega, Madison, WI). domcentracion de ARN fue

medida usando un espectrofotbmetro NanoBM)p 2000 (Thermo-Scientific,

Wilmington, DE) y la pureza de las muestras semgspor la relacion de absorbancia
260/280 nm. Posteriormente las muestras se pudficg concentraron usando el kit
comercial RNeasy® MinElute® Cleanup (Qiagen® lbe8id., Madrid, Espafia), de
acuerdo con las instrucciones del fabricante. [Brasirificacion del ARN se reevalud la



concentracion y la pureza de las muestrasintegridad del ARN total obtenido se
analiz6é mediante electroforesis desnaturalizante gl de agarosa al 1%
(peso/volumen). Se consideré que el ARN estabaadadgo si no se distinguian
nitidamente las bandas correspondientes al ARNinal 28S y 18S (descartando en
ese caso la muestra y repitiendo el proceso deacekbn). Para la reaccién de
retrotranscripcion se utilizaron 1000 ng de ARMlt@n un volumen de 2d usando el

kit comercial iScriptM ADNc Synthesis (BIO-RAD Laboratories S.A., Alcoles,
Espafia). La retrotranscripcion se llevd a cabo rerteamociclador PTC-200 Peltier
Thermal Cycler (MJ Research, Inc). El protocolo gistid en 5 minutos a 25°C, 30
minutos a 42°C y 5 minutos a 85°C. Posteriormemt&Nc se diluydo a una
concentracion 1:20 para su uso en la RT-qgPCR grssecvo a -20° C.

2.7.- Analisis mediante PCR de la especificidad ded cebadores.

La PCR convencional se llevé a cabo en un termambicl PTC-200 Peltier
Thermal Cycler (MJ Research, Inc) sobre ADN genémitilizando el siguiente
protocolo: 4 min a 95 °C, 40 ciclos de 30 s a 953s a 65 °C y 30 s a 72 °C. Los
productos de PCR se cargaron en un gel de agdrb$a% y 1X de tinciorRedSafe y
se corrieron durante 1h a 90V en buffer 1X TristAt2 EDTA. La visualizacion de los
productos de amplificacion se llevéd a cabo bajo Ulizavioleta. Las bandas se
recortaron y se purificaron utilizando el Gel extron Kit E.Z.N.A, de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La productos de P@Rsscuenciaron en Sistemas
Gendmicos (Paterna, Valencia).

2.8.- RT-PCR a tiempo real.

Las reacciones de RT-PCR en tiempo real se reafizan un termociclador
CFX96TM Real-Time System C1000TM (Bio-Rad Labormsy S.A.). Para detectar
los productos de amplificacion se usé SYBR GreeamdaCreaccion se ajustd a un
volumen final de 2Qul que contenia: 1@l iIQTM SYBR® Green Supermix (mezcla
optimizada de iTaqTM ADN polimerasa, SYBR Green, TéN, buffer y
estabilizadores) (Bio-Rad laboratories, S.A., Aleotlas, Espafa),2 de 3uM de cada
cebador (directo y reverso),ul de ADNc de dilucién 1:20 y fl de agua estéril. El
programa de amplificacion fue el siguiente: 5 m®@5a°C, 40 ciclos de 15sa 95°Cy
30 s a 63 °C, seguido de 1 min a 95 °C y una aewdisociacion con incrementos de
0.5°C cada 5 s en un gradiente lineal desde B8°&.9.a adquisicion de los valores de
fluorescencia se realiz6 a 78°C para eliminar Idsfactos de PCR que pudieran
aparecer en la cuantificacion del ADNc. La corréocdel ruido de fondo y la
adquisicion de los valores umbral de ciclo (Cpsshag point) se llevo a cabo usando el
software Bio-Rad CFXManager. Las reacciones sailt@va cabo en placas microtiter
de 96 pocillos. Se afadié un control negativo (NING, Template Contrdlpor cada
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pareja de cebadores. Las eficiencias de amplibcase estimaron por regresion lineal a
partir del historial logaritmico de fluorescenagistrado para cada muestra, utilizando
el programa LinReg (Ramakeztal, 2003).

2.9.- Disefo de cebadores.

Los cebadores utilizados se disefiaron usando gigraPrimer3 (Koressaar &
Remm, 2007) usando como molde los modelos de titmsterivados de los genes
predichos por el JGI para las nueve peroxidasambijticas (Tabla 1).

2.10.- Validacion de genes de referencia.

Se analiz6 en cinco muestras la expresion de diresgdel panel de referencia
utilizado en nuestro grupo de investigacion (Castaret al.,, En preparacion ), a las
diferentes condiciones de T2 y pH utilizadas ea #abajo. Se utilizaron los algoritmos
NormFinder (Andersen et al.,, 2004) y GeNorm (Vaodgsle et al., 2002) para
analizar la estabilidad de la expresion de cadalidato, asi como para obtener el
namero idoneo de genes de referencia a utilizéweaxperimentos.

2.11.- Alineamiento de secuencias mediante BLASTN.

Las secuencias correspondientes a los productoP@R purificados se
utilizaron comoquery en una busqueda contra la base de datos de loslosode
P.ostreatusanotados por el JGI usando el programa BLASTN. tesultados se
analizaron manualmente para comprobar que cadaigmdie PCR se correspondia
con el gen que se deseaba amplificar.

2.12.- Procesado de datos y estrategias de cuantafi@dn de la expresion
génica.

El procesado de los datos se realiz6 usando &la@tGenEx (MultiD Analyses
AB, http://www.multid.s¢ e incluyo, entre otros, la calibracion de losoves Cp con la
eficiencia de amplificacion (Férmula 1), la norraaliion con los genes de referencia
(Formula 2), el calculo de las cantidades relat{fi@smula 3), y el calculo de los ratios
de expresion (Formula 4) de una muestra relativéa anuestra de referencia
(condiciones control). Para estimar la cantidacerdiicial de transcritos entre las
muestras se llevd a cabo una cuantificacion relatittilizando dos enfoques: i)
cantidades relativas (RQ) de cada gen en comparacit indice de referencia estable
(formula 4), y ii) expresion relativa de cada gencemparacion con la muestra control
usando el método delta-delta Cp (Livak & Schmittg@o01).
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logL+ E)

: - Cp.=C
Formula 1: Cpg of l0g2

1 n

Férmula 2: ACp: = Cpgg, _EZCpRGi
=

Formula 3: RQ: 2 hCPe

Formula 4. EXpresion- 2~ (AACPe)

En estas ecuaciones €xepresenta el Cp corregido con la eficiencia deliiogzion.
Cpu es el Cp sin corregir, y E es la eficiencia de #inption. ACpe es el nivel de

expresion de un gen en comparacion al indice agemedia. Cpoi es el Cp corregido
con la eficiencia del gen de interés yrGes el Cp corregido con la eficiencia de cada

gen de referencia. RQ (Cantidad relativa) es la#&olineal equivalente d&Cpe.
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Tabla 1. Cebadores utilizados para la RT-gPCR,itietigdel amplicon obtenido y
eficiencia de la amplificacion de las peroxidasateyos genes de referencia utilizados

en este estudio.

Gen pciigmmcadogcgb Secuencia Longitud Eficiencia

Peroxidasas

mnpl 1096331 137760 Fw CTACAGAAGAACTTGTTCGACGAC 165 1,76
Rv GGCAGGGAAGTTAACCTCAGTAT

mnp2 199510 137764 Fw TGCTTCTCAAAGGAACGCTTGTGC 174 1,89
Rv CGAATCGCGAAACCATGAGCCTTT

mnp3 1089546 137740 Fw ATGGACAAGTTGGCTACACTCGGT 139 1,7
Rv CACACGCTTGCTCGATGTTGTTCA

mnp4 1099081 121638 Fw TCGGACAGAACCCAAAGAAGCTGA 127 1,85
Rv GCTTTGCGGCAGGATGCTTCAATA

mnp5 199511 137765 Fw GCCGCGATGTTGAAACTGTCTTTGG 171 1,85
Rv AGTCAAAGCGGGGAAAGGAGTAGC

mnp6 1041740 51713 Fw GCTATTGGATTCTCCCCTAAGCTCTT 81 1,86
Rv AGAGTGGGCCATGATGGAACCATC

vpl 1089895 137757 Fw CTCCTGACAACAAGGGAGAAGTCC 198 1,89
Rv CAATCAGTTTGCTCTTGTCCTGG

vp2 1113241 137766  Fw TATCGCTCGTCACAACATCAGT 146 1,86
Rv CTGGGACAAGACCATCAGGTGGA

vp3 156336 123383 Fw TGGATTCTCTCCCACCAAAG 195 1,84
Rv GGGCAGTTGGAAACACCTAA

Panel de Genes de referencia

actinl 1087906 114148 Fw AGTCGGTGCCTTGGTTAT 129 1,83
Rv ATACCGACCATCACACCT

pep 1092697 115017 Fw TGATTCCAGAGGACAAGGACGCAA 148 1,7
Rv AAATCTTCCGCGATACGGGTCACT

cyph 1058252 72928 Fw GACATTGCTATCGACTCCCAG 84 *
Rv GAAATTCCTTGCAGTCTTGGG

cyt 1113744 112752 Fw GCCTCATAAAGTCGGTCCTAAC 127 *
Rv CTCAAATAGGGTGTTCTCGTCC

phos 49987 49690 Fw CATCGCAAATCATCGATCGCACCA 125 *
Rv GCTCTCCAGCCAATGCACCAATTT

lip 1052421 75430 Fw AGGTTTGGCGGGATACAATACGGA 132 *
Rv ATGCAAGCATCATTTGCGCCGAAC

tubulin 1091050 117235 Fw AGGCTTTCTTGCATTGGTACACGC 136 *
Rv TATTCGCCTTCTTCCTCATCGGCA

cyc 1035989 86026 Fw ACCTGGCGTCGTTATCTCAAGTGT 122 *
Rv TTGGCCGAACAGCGAATGGTTTAC

actin2 1114037 Fw GCCGTGATCTTACCGACTA 134 *
Rv CTCCTGCTCAAAGTCCAA

gapdhil 1090672 88005 Fw TGGTCCATCGCATAAGGA 194 *
Rv ACACGGAAGGACAAACCA

abldentificadores del modelo de transcrito corresjpemtd a la version 2.0 de PC15 y la version

1.0 de PC9vWww.jgi.doe.qgoy.

* La eficiencia de estos genes no se ha determinado

2.13.- Disefo experimental.

Se analizaron dos variables (temperatura y pH)asr@diempos diferentes (1h,
6h, 12h y 24h), constituyendo los cuatro tratanoigmte estudio (Figura 2). Se analizo
el efecto que cada variable ejerci6 sobre la trgyEon.
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Figura 2. Representacion esquemética del disefiergrpntal utilizado.

2.14.- Analisis estadistico.

La significacion estadistica de las diferenciasoledas entre los tratamientos y
su correspondiente control se obtuvo aplicando est tle aleatorizacion (2000
iteraciones) implementado en el programa REST ff(P&t al, 2002), disefiado
especialmente para analisis de expresion relata@diante RT-gPCR. El mapa de calor
y el andlisis declustersse realizaron usando el algoritmo de Ward (Wa@63ly la
distancia Euclidea disponibles en el software GenEkos datos de expresion
(Logz(RQ)) se corrigieron de acuerdo a la Formula 5 pmdasificar los genes de
acuerdo a su perfil de expresion sin tener en aué&ntamplitud de los cambios
(Bergkvistet al, 2010; Stahlbergt al, 2008).

X=X
SD(X)

Férmula5: X ,q =

En esta férmula, X representa la expresi®&ia media de la expresion del gen en
cuestion todas las condiciones y SD la desviacsfénear en todas las condiciones.
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3.- RESULTADOS Y DISCUSION

3.1- Diseflo de cebadores.

Se llevo a cabo una amplificacion mediante PCR eonciwonal utilizando ADN
gendmico y las nueve parejas de cebadores disefihdssproductos obtenidos se
separaron en un gel de agarosa (Fig 3). Se obtnacsola banda por cada pareja de
cebadores, evidenciandaseriori la especificidad reaccion.

mnp3 mnp4 mnp2 mnp6 mnp5 vp3 vp2 vpl mnp1

1000 bp

400 bp
300 bp
200 bp

100 bp

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa de laxdpctos de amplificacion.

Tras la purificacion y secuenciacion de las 9 banda comprobdé mediante los
alineamientos generados por BLASTN que cada ampk&dcorrespondia con el gen
gue se deseaba amplificar (Fig 4).

15



Pleurctus ostreatus PCL5 v2.0 : jgi|PleosPC15_2|1089546|estExt fgeneshl_kg.C_050290

2 |11 |21 |31 |41 |51 |61 |1 |&1 |51 |100
¥ 97

Score: 97 ) .
Job: 5511775 shijct: 3 ATTGACTGCTCTGATGTTATCCCTGTCCCCAAGCCATTGCAGAGCARGGC 52
Bit score: 192 781 TORREREES TR e b e bt et e b bbbl
E-value: 2 54588E-49 Scaff: 1306 ATTGACTGCTCTGATGTTATCCCTGTCCCCAAGCCATTGCAGAGCAAGGC 1355
Query from: 3
Query to: 99 sbhict: 53 CCATCTCCCTGCTGGCCTGACGATGAACAACATCGAGCAAGCGTGTG 99
Hit from: 1306 FEREEEEEE R e et e e e e e e e er et
Hit to; 1402 Scaff: 1356 CCATCTCCCTGCTGGCCTGACGATGAACAACATCGAGCARGCGTGTG 1402
Scaff frame: 1
Hit frame: 1

Identity: 97 (100.0 %)
Positive: 97 (100.0 %)
Gaps: 0

Align length: 97
Scaffold: Seq

Figura 4. Resultados de BLASTN. Alineamiento de DINIAamplicon purificado (en
este caso correspondiente al gen mnp3) con su guoreliente modelo génico.
Obseérvese un 100% de identidad entre ambos.

3.2. Identificacion y validacion de genes de refeneia para la RT-gPCR

El algoritmo GeNorm identificé@ctinly pepcomo los genes de referencia mas
estables teniendo en cuenta todas las condiciovaizadas (Fig 5A). La combinacion
de estos genes dio como resultado un valor deikdtabde M = 0.45, aceptable
basandonos en el valor de corte de 0.7 sugeridébopautores (Vandesompede al,
2002). NormFinder identificoactinl como el gen mas estable, mostrando una
desviacion estandar {Bm de 0.23 ciclos. Esta desviacion es una medida met e
sistematico que se introduce en el ensayo al udam den de referencia. La desviacion
acumulada accSIdrm Nos indica como dicho error disminuye hasta 0.2Zlosial
introducir un segundo gen de referengag. La introduccién de un terceroptPC15
hace que la desviacion suba, debido a que su legdabén la expresion es menor que
los anteriores. De este modo, el indice de ref@aedmtimo para la normalizacion de
nuestros datos lo constituyen los geradinl y pep en base a su demostrada
estabilidad en las condiciones experimentales guescriben en este trabajo.
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Figura 5. Resultados del andlisis de estabilidad lanexpresion de los genes de
referencia usando los algoritmos GeNorm (A) y NardEer (B y C).

Ademas del andlisis con GeNorm y NormFinder seia@alna exploracion de los

valores

umbral de ciclo (Cpgrossing points para cada gen de referencia en las

condiciones de estudio (Fig 6). En ella se obsertwino de forma general, la
transcripcion de la muestra procedente del cultinadlificado a pH3 estaba reprimida
(valores Cp muy altos), probablemente debido aepgeepH de cultivo es inadecuado
para el desarrollo del hongo.
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Figura 6. Variabilidad en los valores Cp entre mwas a los diferentes niveles de pH y
temperatura.

El estrés de pH produjo finalmente la muerte decldsvos, precedida por una
represion de la expresion génica general. Estdtade tiene varias implicaciones a
saber: i) es muy probable que no exista un genefierencia valido para unas
condiciones tan extremas vy ii) la expresion deicede referencia (derivado detinl
y pep esta claramente regulada a pH3 por lo que losremlde expresion relativa
calculados en RQs (Materiales y métodos, férmula n®) son comparables
cuantitativamente con el resto de muestras. Noaotest las RQs del tratamiento 3
(pH3) pueden ser utilizadas en el andlisis mulitarde, ya que éste agrupa los genes de
acuerdo a los cambios relativos de expresion éodi@s las condiciones y no en base a
la cantidad de transcrito. Finalmente, la expresi@nos genes en las muestras de pH3
se determin6é en base al método delta—delta Ct tiaganeo Unicamente en base al
ARN total como estandar interno, para poder commpatantitativamente entre
condiciones. A pesar de que éste ultimo métodssme@mmendable, resultados previos
de nuestro grupo de investigacion apuntan a gquepEcto de esta normalizacion es
menor que el de usar genes de referencia inest@éssanerat al, En preparacion ).
Del mismo modo, numerosos estudios desaconsejaimtite el uso de genes
inestables como controles enddgenos para el an@m RT-gPCR (Baker, 2011,
Bustin et al, 2009), ya que en la mayoria de casos llevanobtiencion de resultados
erroneos.
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3.3- Analisis del perfil de expresion génica de lgeeroxidasas
ligninoliticas de P.ostreatus.

Con el objetivo de analizar la regulacion transgapal de manganeso
peroxidasas y peroxidasas versatiles a difereet@pdraturas y pH, la cepa PC9 de
P.ostreatusse cultivd en un medio conteniendo lignocelulosen@ Unica fuente de
carbono, que denominamos condicidén control. Masatke se analizo la expresion de
los 9 genes a lo largo de 24h (tomando muestras 6Byl después de modificar la
temperatura (de 25°C a 10°C y a 37°C) y el pH HePa pH3 y a pH8). Los cambios
de temperatura (temperaturas de choque) correspaenids limites en los que el hongo
todavia es capaz de crecer (dato no mostrado),tnageque los valores de pH se
eligieron en base a los utilizados por los auteres (Fernandez-Fueyet al, 2014),
para contrastar los valores de transcripcion castabilidadn vitro de las proteinas a
los diferentes niveles de acidez. El tratamierddod datos que se realizd se baso en
dos aproximaciones diferentes: i) un analisis egdtwio para descubrir grupos de
genes o0 de muestras con perfiles similares dectipngdn, y ii) un analisis clasico de
expresion utilizando el método delta-delta Ct emigefio pareado en el que se comparoé
la expresion del tratamiento (ej. 10°C, 6h) conclasdiciones control en los diferentes
tiempos de muestreo (ej. 25°C, 6h). La transcrips® analizdé en primer lugar en las
condiciones control a lo largo de 24h. El objetfue obtener un mapa de expresion
basal de las peroxidasas del hongo en condicioeededradacion de la lignina. El
resultado se muestra en la figura 7A, en forma dparde calor combinado con un
dendrograma de clusters jerarquicos, en el qudasdican los genes y las muestras
(tiempos de muestreo) en grupos de acuerdo a sfiegpsimilares de expresion. En
este sentido, se diferenciaron claramente tresogrdp genes en base a su alta (Grupo |:
mnp3y vpl), media (Grupo IImnp2 vp2 mnp§ vp3y mnpl o baja (Grupo llmnp4
y mnp5 expresion. Por su parte, las muestras agruparortieenpos alternos,
probablemente debido a la fluctuacion observaddosngenes del grupo Il. Los
resultados mostraron quenp3y vplson los genes que mas se expresan en condiciones
de degradacion de lignina, mientras que los queomer expresaron fuerannp4y
mnp5 Este resultado concuerda con estudios previtizadas en medios de cultivo no
basados en lignocelulosa (I al, 2000; Salamet al, 2013). En dichos estudios se
observé que/pl, mnp3y mnp2eran los genes con mayores niveles de transaoni@eio
P.ostreatus.
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Figura 7. Analisis exploratorio de la expresion d@enes codificantes de peroxidasas

ligninoliticas de P.ostreatus. Mapa de calor conalgio con dendrogramas (A). La
expresion media de cada gen a lo largo de 24h sestra en (B), combinada con un
analisis de clusters.

La variabilidad en los niveles de expresion de ggmertenecientes a familias
multigénicas se ha observado también en genes aisas involucradas en la
degradacion de lignina (Castanetaal, 2013; Pezzellat al, 2012), asi como en otros
hongos de podredumbre de la madera (Fernandez-lEueyp2012a). La existencia de
varios de estos genes en el genomaPdmstreatuspone de manifiesto su aparente
redundancia. Si sélo unas pocas peroxidasas sliradés para la funcion que se les
supone (degradar lignina), cabe pensar que el fesigan funciones hasta ahora
desconocidas, 0 que puedan actuar como reservh pblegenético ante eventuales
deleciones de otros genes con una funcién relaggonadn analisis similar al realizado
en las condiciones control se llevé a cabo usaadmédia (en RQs) de todas las
muestras después de los choques de temperaturdRigpAB). El objetivo fue analizar

si existia una co-regulacion de la expresion de distintos genes en las condiciones

extremas de nuestro estudio. Los resultados déissnde clusters mostraron que los
grupos de expresion obtenidos en las condicionegaiose mantenian, con la Unica
excepcion devpl, que fue reclasificada como miembro del grupoEBte resultado

m25°C
m10°C
m37°C
mph3
mpH8

indica que el perfil de co-expresion de los gereesatla grupo es independiente de los
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cambios en las condiciones ambientales, o queesgjue éstos puedan tener una
funcién coordinada.

3.4- Efecto de los choques de temperatura y pH ea éxpresion de las
peroxidasas ligninoliticas deP.ostreatus.

El efecto de las diferentes condiciones de T2 ygrHla expresion de los nueve
genes a lo largo de 24h se analizo utilizando dbdwe comparativo delta-delta Cp
(materiales y métodos, formula 4), en el que ladmdn de referencia es el medio
control (ej: 10°C 1hvs 25°C 1h). Los resultados de esta comparacion pesan en
Fold ChangegFC, Log(expresion)), que indican cuantas veces se duljgicantidad
de transcrito en la condicion analizada en companason la del control. Los cambios
en las condiciones de cultivo tuvieron como consecia una represion de la expresion
de los genes de la mayoria de peroxidasas, saleorgadas excepciones (Fig 8). Con
respecto al efecto de la temperatura, en los ogltexpuestos a 10°C la expresion
disminuyo gradualmente a lo largo del tiempo, aeado los valores minimos entre las
12 y 24 h posteriores al choque. La maxima repnesiai respecto al control se dio en
las VP (-5.3 a -5.9 FCs). Por el contrario, la esgn demnp3fue la menos alterada,
fluctuando entre una ligera activacion en las prasé.2h hasta una leve represion a las
24h (-1.7 FC). Los cultivos expuestos a 37°C momtrain perfil muy interesante,
alternando sobreexpresiones y represiones a lo tedas 24h en la mayoria de genes.
Nuevamentemnp3mostré un perfil diferente, siendo su expresiamilar (1h, 12h y
24h) o superior al control (2 FC a las 6h). A plddds los genes analizados estaban
practicamente reprimidos. Este comportamiento sereld a la primera hora después
del cambio a la nueva condicién, y se mantuvo krngo de las 24h. Los genes mas
reprimidos fueron los pertenecientes al grupdldgando a minimos de -8,1y -8.3 FC
en mnp4y mnp5 respectivamente. Este resultado contrasta core@idhde que la
maxima actividad ligninolitica de enzimas degradasale este polimero como las LiP
o las VP, ocurre frecuentemente en condicionesaac{Ruiz-Duefias & Martinez,
2009). A pH8, los genes de los grupos | y Il mastraun perfil de expresion similar al
observado a pHS3, si bien la represién mas fuertsbservo a partir de las 6h. El grupo
[l nuevamente fue el que mostré un comportamiendés diferente, ya que tammp4
comomnp5se sobreexpresaron en esta condicién con respectmtrol (1,55 y 1,77
FC respectivamente).
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Figura 8. Efecto de los cambios de pH y temperaturda expresion de las peroxidasas
ligninoliticas de P.ostreatus. 10 °C (A), 37 °Q,(BH 3 (C), pH 8 (D). Las barras de

error representan la desviacion estandar de tregldivaciones independientes. Los
asteriscos indican un nivel de significacion de f.85.

Este resultado es interesante, ya que se ha dewhosjue salvo excepciones, a
pH8 las peroxidasas ligninoliticas se inactivanidiela la pérdida de iones estructurales
de C&" asi como debido a la formacién de complejos hemechbis(histidyl) (Ruiz-
Dueiias & Martinez, 2009). De forma general, las iffcationes de pH y temperatura
tuvieron como consecuencia una represion en tamogdnes analizados, siendo ésta
mas constante en los choques de pH que en los. destE*resultado era esperable ya
que las condiciones control (25°C, pH 5,5) son dptimas de crecimiento. Las
condiciones analizadas resultaron en algunos cab®rasiado extremas para
P.ostreatusEste es el caso de la condicion de pH3, que ptouoa detencién total del
crecimiento de los cultivos y una represion gelwadh tanto en las peroxidasas como
en los genes de referencia analizados. En el afmsdhoques de temperatura, lo mas
relevante fue el comportamiento aenp3y del grupo I[lI (hnp4 y mnp5, cuya
expresion se vio menos alterada que el resto desg@onsiderando quenp3es el gen
mas expresado en las condiciones Optimas de degiaddig. 7A), cabe pensar que
entre las peroxidasas ligninoliticasnp3desempefia una funcidn central, y de ahi que
Su expresion sea constitutiva. En el caso de loguds de pH, lo mas relevante fue la
sobreexpresiéon a pH8 aenp4y mnp5(Fig. 8D). Cabe destacar en este sentido que de
entre las peroxidasas ligninoliticas Beostreatus la isoenzima MnP4 es la de que
muestra una mayor estabilidad vitro en condiciones alcalinas (Fernandez-Fueyo
al., 2014). Esto sugiere quenp4y mnp5podrian activarse en la naturaleza cuando el
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hongo coloniza sustratos alcalinos, confiriéendolastiridad ante las diferentes
condiciones ambientales.

Con el objetivo de analizar la contribucién indivédl de cada gen a la expresion
peroxidasa global, se analizé la transcripciénattacgen (en base a las RQs, Férmula
3) tomando la suma de las expresiones en cadaci@mdi lo largo de las 24h como el
100% (Fig. 9). La expresion predominantendep3 quedd patente al representar los
datos. Ademas, el predominio fue mayor en las cimugs extremas en comparacion
con las condiciones 6ptimas de crecimiento y degniad. La peroxidasa versatipl
también mostré niveles elevados de expresion (erota un 20 % del total) en las
condiciones éptimas y tras los cambios de temperafl eliminar de la representacion
la expresion dennp3 pudimos analizar la expresion de otras enzimasqyeelaban
enmascaradas. Del perfil de expresion medio d24hsse deduce que los gemasp3
vpl y los pertenecientes al grupo lll de co-ex@regmnp4y mnp3 fueron los mas
regulados estaban por las condiciones de cultivizadas. Por el contrario, los
miembros del grupo Il (con la excepcion ampla pH3) mostraron un porcentaje
similar de expresion con respecto al total en téamsondiciones.

25°C B mnp4
B mnp5
10°C Emnp2
Omnp6
37°C Ovpl
Bvp3
pH3 mvp2
Emnpl
pH8 B mnp3
0% 20% 40% 60% 80% 100%
25°C
10°C
37°C
pH3
pH8
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figura 9. A) Expresion relativa de las nueve pedasis ligninoliticas de P.ostreatus,
expresada en porcentaje (el 100% en cada condiesdigual a la suma de la expresion
de todos los genes). B) Expresion relativa de leseg excluyendo los valores de
expresion predominante de mnp3.
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4- CONCLUSIONES

- Las nueve peroxidasas ligninoliticas d¢Rostreatus muestran niveles de
expresion diferentes cuandRostreatuscrece en sustratos lignocelulésicos en
condiciones 6ptimas de crecimiento.

- Los genes que codifican las isoenzimag3y vplson los que mayor expresion
muestran en las condiciones mencionadas anteritemen

- Los genes gue controlan la expresién de peroxidagasoliticas se agrupan en
tres grupos de co-expresion independientes deygfdel cultivo.

- ElI cambio de temperatura a 37°C provoco un perfilerro de
activacion/represion en la mayoria de genes ado lde un ciclo de 24h.

- El cambio de pH a pH3 produjo una marcada represioriodos los genes
analizados, a pesar de que las peroxidasas ligmiasl son muy activas a pH
acidos.

- El cambio de pH a pH8 provoc6 una represion engdol® genes salvo ennp4
y mnp5 a pesar de que a este pH tan alcalino la maydeiaenzimas
ligninoliticas se inactivan.
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