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RESUMEN

Pycnoporus es un género de hongo basidiomiceto que se encuentra estrechamente
relacionado con Trametes siendo morfolégicamente similar, pero contrario a su color
verdoso, grisaseo, pardo obscuro de éste. De acuerdo con Lomascolo et al. (2011) este

género presenta tres caracteristicas principales:

1) Producir metaloenzimas de cobre y hierro implicadas en los compuestos de las

paredes de las células vegetales.

2) Poseer una ruta metabdlica que involucra la funcionalidad de los compuestos
aromaticos de la pared celular para dar alto valor afiadido a compuestos como

aromas y antioxidantes.

3) Capacidad para producir cuerpos fructiferos y lineas celulares monocarioticas en

condiciones de cultivo de laboratorio.

Las especies de Pycnoporus tienen un intenso color rojo-anaranjado (Ryvarden, 1991,
Ryvarden y Gilbertson, 1994) y el género comprende 8 especies: P. annosus, P.
epilobii, P. mimicus, P. serialis, P. sanguineus, P. coccineus, P. cinnabarinus y P.
puniceus. Habitualmente la identificacion de las especies se basa en sus caracteristicas
morfolégicas macro y microscopicas, asi como su distribucion geografica en el mundo
(Nobles y Frew, 1962), ademas, los metabolitos primarios y secundarios que produce el
género Pycnoporus exhiben caracteristicas diferenciales dependientes de cada especie
y sus condiciones de cultivo, entre ellos enzimas ligninoliticas. Sin embargo, la
separaciéon entre especies de Pycnoporus, es decir P. sanguineus, P. cinnabarinus, P.
coccineus y P. puniceus sigue siendo dificil, sobre todo a nivel morfolégico
macroscopico porque las caracteristicas que presentan son muy similares (Eggert et al.,
1998; Lomascolo et al., 2011; Lesage-Meessen et al., 2011; Coronel, 2016; Diaz, 2015;
Andrade, et al., 2020), es decir el carpoforo presenta un pileo el cual puede medir de 1
a 9 centimetros, el ancho 2-6 centimetros y un espesor que va de 0.2 a 2 centimetros.
Los colores van de la escala del rojo al anaranjado, himenio poroso, tipicamente

sésiles, consistencia corchosa, esporas de color blanquecinas con forma ovalada,



cilindrica o piramidal. Se puede diferenciar a estas especies mediante un estudio

detallado en cuanto a la morfologia del cuerpo fructifero, esporas e hifas.

La identificacion por medio de técnicas moleculares de genes que comprenden
secuencias ITS del ADN ribosémico, B-tubulina y enzimas como ARN polimerasa,
celobiohidrolasa-C, topoisomerasa Il, manganeso peroxidasa o lacasas ha sido de gran
ayuda especialmente en hongos basidiomicetos (Eggert et al., 1998; Lomascolo et al.,
2002). Sin embargo, existen pocos trabajos a nivel internacional y nacional donde se
empleen mas de tres marcadores moleculares de identificacion de hongos
basidiomicetos. En este trabajo se propuso la identificacion de la cepa de Pycnoporus
HEMIM-53 proveniente de Quilamula, Tlaquiltenango, del estado de Morelos, para
determinar si pertenece a la especie P. coccineus usando oligonucledtidos dirigidos al
gen lacasa de 1646 pb, amplificandolo en tres fragmentos (566, 584 y 496 pb). Se
lograron amplificar los primeros dos fragmentos: fragmento 1, de 531 pb y el fragmento
2, de 513 pb, que, juntos equivalen al 63.42% de las bases totales del gen, los
resultados sugieren que el fragmento de 531 pb representa el 32.26% del gen completo
y pertenece a la especie P. sanguineus con un 96% de identidad y a la especie P.
coccineus con un 80.61%. El fragmento de 513 pb representa el 31.16% del gen total,
los resultados sugieren que la cepa pertenece a P. sanguineus con un 89.44% de
identidad y a la especie P. coccineus con un 79.86%. Sin embargo, no se pudo obtener
ninguna secuencia del fragmento de 496 pb. Cabe mencionar que la cepa podria
tratarse también de una cepa hibrida y quiza sea necesario obtener todo el genoma de

la cepa para mandarlo a secuenciar y mejorar los resultados obtenidos.



1. INTRODUCCION

El reino Fungi es considerado un grupo mega diverso (Margulis, L., & Chapman, 2009,
Heredia et al., 2008), se encuentra ampliamente distribuido a nivel mundial,
registrandose mas de 80, 000 especies de hongos en el mundo, de las cuales 7,000
especies se encuentran distribuidas en México (Diaz, 2015). Contribuyen a la
descomposicion de la materia orgénica, participando en los ciclos biogeoquimicos y de
esta forma juegan un papel de vital importancia en el mantenimiento de los ecosistemas
(Pompa, 2011). Ademas, pueden representar una importancia econdmica, alimenticia,
medicinal y biotecnologica para el hombre, aunque algunos otros pueden resultar

también perjudiciales (Diaz, 2015).

Los hongos comparten parcial o totalmente las siguientes caracteristicas: nivel de
organizacion unicelular, pluricelular o dimorfico; paredes celulares que contienen quitina
y/o celulosa; hifas uninucleadas, binucleadas o plurinucleadas; division nuclear mitotica
y meidtica; nutricion heterotrofa; reproduccion sexual y asexual (Batallas, 2016). Estos
organismos crecen sobre cualquier tipo de materia organica y en base a su nutricion se
agrupan en tres grandes grupos: Los parasitos, que extraen las sustancias organicas
gue necesitan de un hospedero al que debilitan y a la larga lo matan; los simbioticos,
aquellos que subsisten en relacion mutua intercambiando sustancias organicas con
algas (Liquenes) o las raices de los arboles (Micorrizas); por ultimo estan los saproéfitos
gue se alimentan de la materia organica en descomposiciéon como la madera (Diaz,
2015) evitando la acumulacién de la biomasa vegetal en los ecosistemas (Aro et al.,
2005). Este dltimo grupo incluye a grupos del filo Ascomycota, pero esta mejor
representado en cuanto a numero de especies por el grupo Basidiomycota. Los
basidiomicetos ademas de su participacion en los ecosistemas evitan la acumulacion de
biomasa vegetal, son productores de diferentes tipos de enzimas, metabolitos o
compuestos con potencial biotecnoldgico, razon por la cual los cientificos se han

interesado tanto en ellos (Diaz, 2015).



1.1. Basidiomicetos

Dentro de reino de los hongos se encuentra el filo Basidiomycota, del cual se estima
gue existen mas de 30,000 especies en el mundo (Webster & Weber, 2007), entre ellas
especies microscopicas y macroscopicas. Algunas caracteristicas de este filo son su
pileo en forma de sombirilla, su reproduccion es de tipo sexual y asexual y esto lo logran
gracias a las basidiosporas que se producen en el himendéforo, especificamente en los
basidios. El ciclo de vida tipico de un basidiomiceto (Figura 1) se divide en dos fases:
una fase monocariética y una fase dicariética. Dicho ciclo comienza con una
basidiospora que germina y origina un micelio monocariético (Micelio primario), dos
micelios primarios se buscan y ocurre la plasmogamia dando origen a un micelio
dicarittico (Micelio secundario). Cuando las condiciones son ideales para el hongo, el
micelio dicaridtico es inducido a la formacion del cuerpo fructifero, iniciando la
cariogamia y la meiosis en los basidios (Células binucleadas) produciendo 4 células
monocarioticas (Lomascolo et al., 2011).

| MONOCARYOTIC PHASE | [ picarYOTIC PHASE |

PLASMOGAMY

(somatic fusion)

'O
O Nree
monokaryotic Ny
asexual : 5 ’a,,,am-
reproduction mycelium (n) 4

o]

basidiospores % il
®

"Ae ‘-\ Hyphal fusion
¢, dikaryotic asexual
“;’ mycelium reproduction
DA L (n+n)

mature basidium

MEIOSIS

basidium\

CARYOGAMY

Figura 1. Ciclo reproductivo tipico de un basidiomiceto.

Los basidiomicetos son conocidos por descomponer la madera y en base a ello se ha
dado una clasificacion: hongos de pudricion blanca, hongos de pudricion parda o
marron y hongos de pudricién blanda. Los hongos de pudricién blanda son aquellos que
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degradan la celulosa, los de pudricion parda son aquellos que degradan no solo la
celulosa, sino que también se encargan de degradar la hemicelulosa, mientras que los
hongos de pudricién blanca son aquellos que degradan la lignina, esto lo logran gracias
a su sistema ligninolitico, el cual consiste en la produccion de enzimas inespecificas con
gran potencial oxidativo, las cuales son capaces de degradar también compuestos
fendlicos, compuestos de estructuras complejas como los hidrocarburos, y compuestos
nocivos para el ambiente (Galhaup et al., 2002; de Souza et al., 2022). Por dichas
razones los cientificos se han interesado tanto en los hongos de pudricién blanca,
encontrando en ellos gran potencial biotecnoldgico e industrial.

1.2.  Hongos de la pudricion blanca: el sistema ligninolitico

Se conocen como hongos de la pudricion blanca a todos aquellos hongos que degradan
la lignina. Su importancia radica su sistema ligninocelulitico, el cual consiste en un
grupo de enzimas como: manganeso peroxidasa (MnP), lignina peroxidasa (LiP),
fenoxazinona sintasa y lacasas (Eggert et al., 1995, Roes- Hill et al., 2009). Las lacasas
son capaces de oxidar compuestos fendlicos y no fendlicos dificiles o imposibles de
degradar por otras enzimas, siendo unas de las enzimas mas eficientes degradadoras

de lignina (Srinivasan et al., 1995).

Las lacasas son glicoproteinas, metaloenzimas multicobre cuyo tamafio es de
aproximadamente 1646 pb. Son importantes en la degradacion de la lignina, debido al
gran potencial redox que le brindan los iones de cobre presentes en su sitio activo.
Estas enzimas catalizan la oxidacibn de compuestos fendlicos como orto y para
difenoles, aminofenoles, polifenoles, poliaminas, diaminas de arilo y las ligninas. Se ha
demostrado que las lacasas también degradan compuestos no fendélicos en presencia
de moléculas que actien como mediadores de transferencia de electrones (Srinivasan
et al., 1995; Lomascolo et al., 2002; Sigoillot et al., 2002; Couto et al., 2006; Uzan et al.,
2010; Lesage-Meessen et al., 2011; Lomascolo et al., 2011; Lavasseur et al., 2014). El
género Pycnoporus es quiza el grupo mas novedoso en cuanto al estudio de hongos de

pudricion blanca que producen lacasas y que descomponen la madera, razon por la



cual las propiedades biotecnoldgicas y de degradacion de las lacasas en este género
se han detallado progresivamente desde 1990 en articulos internacionales y nacionales.

2. MARCO TEORICO

2.1. Caracteristicas de Pycnoporus

Pycnoporus es un grupo de hongos cosmopolitas clase Agaricomycete, orden
Polyporales, familia polyporaceae. Este género comprende 8 especies registradas las
cuales son: P. annosus, P. epilobii, P. mimicus, P. serialis, P. sanguineus, P. coccineus,
P. cinnabarinus y P. puniceus, siendo las mas representativas las ultimas 4 (Figura 2)
(Diaz, 2015), por ser las especies que se han reportado en los articulos como
productoras de moléculas de valor biotecnologico e industrial como las enzimas lacasas
(Lomascolo et al.,, 2002; 2011; Lesage-Meessen et al., 2011; Lavasseur et al., 2014,
Couto et al., 2006).

Pycnoporus es un grupo de homobasidiomycetos heterotalicos con sistema de
apareamiento tetrapolar (Nobles & Frew, 1962). En especimenes maduros el cuerpo
fructifero de estos hongos va de color blanquecina a plateada (Guzman, 2003), aunque
tienden a presentar otras variaciones macroscopicas tales como forma, grosor, textura
de la superficie, consistencia, sistema de hifas, reacciones macroquimicas (Cifuentes et
al., 1986, Gilbertson & Ryvarden, 1986). Este género presenta fructificacion anual con
un pileo liso, sésil y coriaceo, con forma de medialuna y en ocasiones con zonas
concéntricas débilmente marcadas, también presenta tubulos cilindricos y sistema de
hifas dimiticas o trimiticas con hifas generativas, envolventes y esqueléticas. A nivel
microscopico las esporas son oblongas o cilindricas hialinas con paredes lisas y
amiloideas es decir gue son similares al almidén, coloredndose de negro azulado con el

yodo, igual que lo hace el almidén (Tormo, 2014).

Las especies Pycnoporus tienen un intenso color rojo-anaranjado el cual se da gracias
a la presencia de algunos pigmentos como la tramesanguina, el acido cinabarinico y la

cinabarina, cabe mencionar que estos pigmentos presentan actividad antimicrobiana,



antifingica y antiviral, ademas estos hongos son muy eficaces como productores de
enzimas lacasas y por esta razén han despertado el interés en la comunidad cientifica
(Ryvarden, 1991; Ryvarden y Gilbertson, 1994).

Figura 2. Pileo e himendéforo de especies del género Pycnoporus que se han reportado

en articulos: 1. (a) Pileo y (b)Himenoforo de P. sanguineus; 2. (a) Pileo y (b)
Himendéforo de P. cinnabarinus; 3. (a) Pileo y (b) Himeno6foro de P. coccineus; 4. (a)
Pileo y (b) Himendforo de P. puniceus (Modificado de Téllez et al., 2016).

2.2. Distribucion de Pycnoporus

2.2.1. Distribucion mundial

Pycnoporus es un género cosmopolita y se encuentra distribuido en zonas tropicales y
subtropicales del planeta, en la figura 3 se muestra una franja roja que representa las
zonas tropicales y las lineas punteadas amarillas delimitan las zonas subtropicales del
planeta, ambas regiones representan los sitios en los que puede hallarse distribuido el

género Pycnoporus.
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Figura 3. Distribucion de Pycnoporus en el mundo: la franja roja indica las zonas
tropicales y las lineas punteadas color amarillo delimitan las zonas subtropicales, sitios

donde puede estar distribuido el género Pycnoporus.

2.2.2. Distribucion en México

De acuerdo con los datos recabados por Pérez-Silva en 1988 y el sitio web naturalista,
se sabe que Pycnoporus se encuentra ampliamente distribuido en casi todos los
estados de México con excepcion de Baja California Norte, Durango, Aguascalientes y
Zacatecas (Figura 4), creciendo sobre sustratos diversos como troncos de encino, pino,

café, entre otros.



Figura 4. Areas de distribucion de Pycnoporus en México.

2.2.3. Distribucién en el estado de Morelos

Aunque existe poca informacién sobre la distribucion de Pycnoporus en el estado de
Morelos, Diaz en 2013 describe registros sobre la presencia de Pycnoporus en el
estado de Morelos en los municipios de Tepoztlan, Yautepec, Jojutla, Tlaquiltenango,
Cuernavaca, Temixco y Zacatepec (Figura 5).
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Figura 5. Distribucion de Pycnoporus en los municipios indicados de color azul, de

acuerdo con Diaz en 2013.

2.3. Usos de Pycnoporus: moléculas de importancia biotecnoldgica e industrial

Pycnoporus un grupo de hongos de pudricion blanca que tienen como principal funcion
en los ecosistemas la degradacién de la lignina, evitando la acumulacion de biomasa
vegetal, esto lo logran gracias a las moléculas que produce como sus enzimas lacasas.
Se cultiva en agar, sustrato sélido, cultivos semisélidos y cultivos liquidos de donde se
obtienen principalmente metabolitos con actividades enzimaticas y otras aplicaciones

como beta-glucanos y antioxidantes (Mendoza et al., 2020). Las enzimas lacasas

8




producidas por este hongo presentan diversas aplicaciones biotecnolégicas como la
fabricacion de medicamentos contra el cancer. En la industria alimenticia se aplica dicha
enzima en ciertos procesos que modifican o mejoran el color del alimento o bebida, de
esta manera, una interesante aplicacion en la industria alimenticia implica la eliminacion
de compuestos fendlicos, responsables del pardeamiento y la turbidez en el jugo de
frutas, la cerveza y el vino (Couto et al., 2006). En la industria del papel las lacasas son
utilizadas para deslignificar la pulpa de la madera que se genera durante el proceso de
fabricacion del papel para volverlo menos rigido y al mismo tiempo blanquearla. En
procesos de biodegradacion son utilizadas para transformar subproductos agricolas,
materias primas, contaminantes organicos y xenobiéticos industriales en aguas
residuales, evitando asi la acumulacibn de estos compuestos que dafian los
ecosistemas (Lomascolo et al., 2002; Couto et al., 2006; Lomascolo et al 2011; Lesage-
Meessen et al., 2011; Lavasseur et al., 2014).

Se ha demostrado que los pigmentos como el acido cinabarinico, la cinabarina y
tramesanguina, cuya sintesis es catalizada por lacasas, presentan actividad
antibacteriana, antiviral y antimicotica, aunque poco se sabe de esta ultima, también
son utilizados como ingredientes de cosmeéticos para dar un tono rojo intenso a
maquillajes y tintes para el cabello (Lomascolo et al., 2002; Couto et al., 2006;
Lomascolo et al., 2011; Lesage-Meessen et al., 2011; Lavasseur et al., 2014). El cuerpo
fructifero de Pycnoporus es utilizado en infusiones de té para eliminar parasitos y
dolores intestinales, ademas de poseer propiedades antitumorales (Acosta-Urdapilleta
et al., 2016), inclusive, también es aplicado sobre verrugas y granos para desinflamar y

remediar problemas menopadusicos (Pérez-Silva et al., 1998).

2.4. Identificacion molecular en hongos y marcadores utilizados

La correcta identificacion de los hongos es de gran importancia para poder agrupar a
las diversas especies existentes. Por lo tanto, la identificacion de especies de hongos
basada en caracteristicas morfolégicas no es suficiente para una correcta identificacion
por lo que se han propuesto enfoques de biologia molecular que vuelven mas acertados

los resultados de una identificacién de hongos.



En los Ultimos afios, la evaluacion mas precisa de la identificacion y la diversidad de
hongos se ha logrado usando marcadores moleculares. Un marcador molecular es una
secuencia especifica de nucledtidos que puede ser monitoreada, tales como el
espaciador interno transcrito (ITS), region de ADN ribosomal nuclear que comprende las
regiones ITS1, ITS2, ITS4, y el gen 5.8s (Figura 6) y ademdas se utilizan secuencias
parciales de genes que codifican subunidades de ARN, tales como la polimerasa, [3-
tubulina, celobiohidrolasa- C, topoisomerasa Il, manganeso peroxidasa, fenoxazinona
sintasa y lacasas (Le Roes Hill et al., 2009; Lesage-Meessen et al., 2011). Existen otras
técnicas utilizadas para la identificacion molecular en hongos tales como RFLP
(restriccion de longitud de fragmentos polimorfismo) y RAPDs (ADN polimorfico
amplificado al azar) y todas estas comprenden regiones altamente conservadas y
variables que pueden ser utilizados para comparar filogenéticamente entre organismos

del mismo género y entre cepas de la misma especie.

Lomascolo en 2002, llevdé a cabo la identificacion molecular utilizando las regiones
ITS1-5.8s-ITS2 (Figura 6) de secuencias gendmicas de 20 cepas de Pycnoporus (2 de
P. coccineus, 8 de P. cinnabarinus y 10 P. sanguineus). El arbol filogenético que se
obtuvo agrupa a las cepas de acuerdo con su origen geografico, un grupo incluye cepas

asiaticas y el otro grupo a cepas del norte de Europa.

\: \;: \;;.: xi? |I§1F+ < LFcS* LRT
18S ITSI | 585/ ITS2 | D1-D2 288
< 4 44 « e
NS 1 NS4 NSG6 NSE ITS 4

Figura 6. Representacion esquematica de las regiones estudiadas del DNAr y los

diferentes oligonucleotidos (Solé, 2002).

Rungjindamai en su estudio de 2008, llevé a cabo la caracterizacion molecular de
basidiomicetos de Tailandia utilizando las regiones ITS y las especies fueron
identificadas como P. puniceus que formaron un grupo con P. sanguineus agrupandolos

en un clado basal (Ryvarden & Johansen ,1980).
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Lesage-Meessen en 2011, describierdn las relaciones filogenéticas de treinta y seis
cepas de Pycnoporus obtenidas de diferentes colecciones internacionales (dos cepas
de P. puniceus, 5 de P. cinnabarinus, 25 de P. sanguineus y 4 de P. coccineus)
utilizando marcadores moleculares: ITS de DNAr y beta tubulina, en el cual se
obtuvieron cepas de P.sanguineus, P.coccineus, P, cinnabarinus y P. puniceus.
Posteriormente realiz6 arboles filogenéticos en los que observé que las cepas de
P.sanguineus, P.coccineus, P, cinnabarinus se encontraban estrechamente
relacionados, siendo las cepas de P. puniceus las mas alejadas en los clados. Cabe
mencionar que al analizar parte de la secuencia de la cepa HEMIM-53, esta se

encuentra en un clado junto a P. sanguineus.

Batallas Molina en 2016, realizé la identificacion morfolégica y molecular mediante el
analisis de las regiones ITS de macrohongos colectados. Se identificaron
morfolégicamente cuatro especies de macrohongos: Favolus tenuiculus, Lentinus
scleropus, Pycnoporus sanguineus y Trametes elegans, molecularmente Favolus
tenuiculus tres de sus cuatro secuencias coincidieron con F. brasiliensis y la restante
con Neofavolus alveolaris reportadas en el GeneBank. Las secuencias de L. scleropus
con 97% de identidad eran parecidas a la Unica secuencia de L. scleropus registrada en
el GenBank, todas las secuencias de P. sanguineus coincidieron en 100% con P.
sanguineus en comparacion con las secuencias del banco de genes, T. elegans y sus
secuencias coincidieron con las secuencias de T. elegans. La caracterizacion

morfoldgica coincidio con la molecular en casi todas las especies.

Diaz en 2015, realizé la identificacion molecular y morfolégica de especimenes de
Pycnoporus spp con cepas del herbario micoldgico del CIB-UAEM, utilizando las cepas
HEMIM-51 que proviene de la Cangrejera en Coatzacoalcos Veracruz, HEMIM-52 y 53
del municipio de Tlaquiltenango y Morelos respectivamente y HEMIM-54 del municipio
de Cuernavaca, Morelos, y cepas de especimenes que fueron colectados en los
municipios de Tepoztlan, Yautepec, Jojutla y Tlaquiltenango, para determinar a qué
especie pertenecen. Ademas Diaz revis6 las colecciones nacionales y mapeo la

distribucion de Pycnoporus en México, reportando Unicamente cepas de P. sanguineus.
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Se encontro un total de 495 registros de especimenes del genero de Pycnoporus spp., y
se compararon estos resultados con los resultados reportados por Pérez-Silva en 1988,
encontrando un nuevo reporte hecho por el herbario ENCB-IPN de un espécimen
depositado en 1989 para el Estado de México, incluyendo a este resultado Diaz realizé
un nuevo mapa de la distribucion de Pycnoporus spp. en el pais, observando que los
tres estados con mayor nimero de especimenes depositados en las colecciones fueron
Jalisco con 135, Veracruz con 103 y Morelos con 36. En cuanto a la identificacion
molecular Diaz logro amplificar la secuencia ITS1-5.8S-ITS2 para identificar las cepas
de Pycnoporus spp., sin embargo, no pudo obtener resultados de la secuenciacion.

Coronel Pastor, 2019 realiz6 identificacion molecular de la cepa de Pycnoporus HEMIM-
51 utilizando 3 marcadores moleculares: ITS, B-tubulina y lacasa lac3-1. En sus
resultados con ITS, se identificd la cepa HEMIM-51 cepa como Pycnoporus coccineus,
con B-tubulina se identifico a la cepa HEMIM-51 como Pycnoporus sanguineus y P.
coccineus. Por ultimo, utilizando el gen lac3-1 se identifico a la cepa HEMIM-51 como

Pycnoporus sanguineus.

3. JUSTIFICACION

Pycnoporus es un género de gran interés debido a que produce enzimas y pigmentos
gue son empleados en la industria farmaceéutica, alimenticia y del papel, en
biorremediacién de aguas residuales, en cosmética y principalmente en la degradacion
de la lignina, por lo que su identificacion es esencial para poder aprovechar esos
beneficios. Alrededor del mundo las cepas de Pycnoporus spp., se han caracterizado de
manera morfolégica macroscépica, por su crecimiento en agar HIT, en cultivo solido y
liquido, por produccién de lacasas, cinabarina y &cido cinabarinico, inclusive las
correspondientes al cepario de hongos HEMIM del CIB-UAEM (Diaz, 2015; Acosta-
Urdapilleta, 2010). Es complicado identificar a las especies Pycnoporus de acuerdo con
su morfologia macroscopica del cepario HEMIM, pueden ser de tres especies
diferentes, ya que estas presentan grandes similitudes (como la coloracion y la forma
del pileo), pero diferencias en sus esporas, por lo que solo la cepa HEMIM-51 fue

identificada con técnicas mas precisas empleando marcadores moleculares como ITS,
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b-tubulina y lacasas (Coronel, 2019; Montafo, 2021), cabe destacar que solo existen
dos trabajos a nivel mundial donde se han empleado estos tres marcadores al mismo
tiempo para identificar estas cepas.

Debido a la problemética que existe para la identificacion de cepas mediante morfologia
macroscopica y microscopica, en México hasta hace poco se sugeria solo la presencia
decepas de P. sanguineus, mas recientemente, de acuerdo con el sitio web enciclovida
se ha reportado la presencia de P. cinnabarinus en la mayoria de los estados. Se
propone en este trabajo la identificacion molecular de la cepa de Pycnoporus HEMIM-53
del cepario de hongos HEMIM del CIB- UAEM empleando como marcador molecular el
gen lacasa.

4. HIPOTESIS

El uso de métodos moleculares permitira la identificacion de la cepa de Pycnoporus
HEMIM-53 empleando como marcador molecular el gen lacasa.

5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo General

Identificar la cepa de Pycnoporus HEMIM- 53, del cepario de hongos HEMIM del CIB-

UAEM empleando como marcador molecular el gen lacasa.

5.2. Objetivos especificos

- Amplificar por fragmentos (de entre 500 y 600 pb) la region del gen de la lacasa.

- Obtener los productos de PCR de la secuencia del gen lacasa.

- Analizar de forma independiente cada fragmento de la secuencia del gen lacasa
bioinformaticamente y construir arboles filogenéticos para identificar la cepa
HEMIM-53.

- Unir los fragmentos y analizar la secuencia completa del gen lacasa
bioinformaticamente y construir un arbol filogenético para identificar la cepa
HEMIM-53.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1. Material biol6gico

Se utilizé la cepa HEMIM-53 (figura 7) de la coleccion HEMIM del CIB-UAEM, donadas
por la M. en C. Ma de Lourdes Acosta Urdapilleta.

Figura 7. Cepa HEMIM-53
6.2. Cultivo y obtencion del micelio

Para la obtencion del micelio, se utilizé el medio de cultivo de harina integral de trigo
(HIT) donde se realizo la siembra de la cepa, fue incubada por 10 dias a 28°C, se
revisaron constantemente las cajas para eliminar las que estaban contaminadas y se
resembrd constantemente la cepa para evitar perderla y para realizar las extracciones

de ADN necesarias.

6.3. Extraccion de ADN

Se utilizé el método de extraccion de fenol-cloroformo, modificado a partir del método
reportado por Lomascolo et al., 2002. Se aislé el ADN gendémico realizando un raspado
de las cajas que presentaron crecimiento de micelio de 10 dias, utilizando una espatula
hasta obtener de 100 a 300 mg de micelio. Se homogenizé con 1000l de buffer Tris—
HCI pH 8.5 el cual contiene 250 mM NacCl, 25 mM EDTA, 0.5% SDS-duodecil sulfato de
sodio. Después de macerar con un mortero el contenido se verti6 sobre un tubo
eppendorf y se le aplicdé agitacion con un vortex durante 1 minuto. Posteriormente se
incub6 15 minutos a temperatura ambiente afadiéndole 1000ul de

fenol/cloroformo/alcohol isoamilico. Se centrifugé a 13000g durante 1 hora a 4°C, la
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parte acuosa fue transferida a un tubo eppendorf que contenia 25ul de RNAsa y se
incub6 a 37°C por 30 minutos, se afadido 1ml de cloroformo a la fase acuosa y se
centrifugd nuevamente a 13000g durante 10 minutos. El ADN se precipité con la adicion
de isopropanol y acetato de sodio 3M en una proporcion 10:1 v/v y se incubd la muestra
en hielo por 2 horas. El sedimento recuperado se lavo con etanol al 70%, se secé y se
resuspendio en 50 pl de agua grado molecular.

6.4. Amplificacion por PCR del gen lacasa

Se utilizaron oligonucleétidos especificos para el gen Lacasa (tabla 1), disefiados en el
Laboratorio de Estructura, Funcion e Ingenieria de Proteinas (en la figura 8 se muestran
sus sitios de union). Los oligonucleétidos originalmente se enviaron a sintetizar con
base a las regiones conservadas de la secuencia de Pycnoporus con el nimero de
acceso: EU683258

Tabla 1. Oligonucleétidos para las secuencias de Lacasa.

‘ Oligos pb TM % GC Tamaiio de fragmento
F2 - 5-CAY TGG CAY GGR TTCTTC- 18 65°C 47 566 pb
3 19 65°C 55

RL3 - 5-ACCGCT TKC CCT GBG
TGA C-3
FL3 - 5-GTC ACV CAG GGM AAG 19 69°C 55 584 pb
CGGT-3
RL4 - 5-GTC VAC RCC WCC DGS 21 69°C 61
CTC GGG-&
FL4 — 5-CCC GAG SCH GGW GGY 21 70°C 61 496 pb
GTB GAC-3'
R8 — 5-GAG RTG GAA GTC RATGTG 20 62°C 45
RC-3'

En rojo se indican las bases sustituidas en base al codigo de una letra para oligos
degenerados, donde: Y=COT,R=A0G,K=GOT,B=CO6GOT,V=A6COG, M=
AOGC, W=AO6T,D=A6GOT,S=G6C,H=A6COT.
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PEU683258.1 Pycnoporus lagcase gene, partial cds ¥
CATTGGCATGGGTTCTTCCAGAAAGGCACGAACTGGGCCGATGGTCCCGCGTTCGTGAACCAGTGTCCCATCGCTTCCGGCCACTCGTTCTTG
TATGACTTTCAAGTTCCCGACCAAGCAGGTACGAATTCCGTACACGTTTCATTGCGTCGCAACTAAACCTCCTCTTACTAGGGACTTTCTGG
TACCATAGCCATCTCTCCACGCAATACTGCGATGGTTTGAGGGGGCCTTTCGTCGTCTACGACCCCAACGATCCTCACGCTAGCCTGTATGAC
ATTGATAACGGTGAGCAGATCATGGTATCGCAATATTGCGTCCACTTATGCTTCCTGGCATCCAGACGACACTGTCATGACGCTGGCTGATT
GGTATCACGTTGCTGCCAAGCTCGGACCTCGCTTCCCGTACGTGTCAAATGTCTACAAGATCTCACATATACGATTTGACTCACTTCGCTGA
TTACAGATTTGGGTCCGACTCAACCCTTATCAATGGGCTTGGTCGAACCACTGGCATAGCACCGTCTGAATTGGCAGTTATCAAGGTCACEE
AGGGANAGEEET CAGTATGGATGGTCATCACT CCAACACTGGCTCTGATACATGGCCTTGTTTCCACAGCTACCGCTTCCGCTTGGTGTCGE
TTTCTTGCGATCCGAACCATACATTCAGCATTGATAATCACACGATGACTATAATTGAGGCGGACTCAATCAACACTCAACCCCTAGAGGTT
GATTCAATCCAGATTTTTGCCGCGCAGCGCTACTCCTTCGTGGTAGGTCGTAGGCTCCTGTCATCAAGTTTGCAGACATTCTTAAATACACC
TTTTTCAATGCAGCTGGATGCTAGCCAGCCGGTGGATAACTACTGGATCCGCGCAAACCCTGCCTTCGGAAACACAGGTTTTGCTGGTGGAA
TCAATTCCGCCATCCTGOGTTATGATGGCGCACCCGAGATCGAGCCTACGTCTGTCCAGACTACTCCTACGAAGCCTCTGAACGAGGTCGACT
TGCATCCTCTCTCGCCTATGCCTG TGGTACGTGTCTCAAAGAACCTCGATTACTAAGTGCATGTCAACTCACATGGTGCATGACAGCCTGGE
A A GCCTCTGAACTTGG TCTTCAACTTCGTGAGTACTGGCGCGCTTCCGTAGCGCACGTTCGAACAAAG
CCTGATACCCATGCAGAACGGAACCAACTTTTTCATCAACGACCACACCTTCGTCCCACCGTCTGTCCCAGTCTTGCTACAAATCCTCAGTGG
GGCGCAGGCGGCTCAGGACCTGGTCCCGGAGGGTAGTGTGTTCGTTCTTCCCAGCAACTCGTCCATCGAGATATCCTTCCCTGCCACTGCCAA
TGCCCCTGGATTCCCCCATCCTTTCCACTTGCACGGTGTACGTCTGCCTTCCTCTCGTCTAAAGGCGGAATTGATATCTGACTCCCATCACAG
CACGCCTTCGCTGTCGTGCGGAGCGCCGGAAGCAGCGTCTACAACTACGACAACCCGATCTTCCGCGACGTCGTCAGCACCGGLCAGCCCGGE
GACAACGTCACGATCCGCTTCGAGACCAATAACCCCGGCCCGTGGTTCCTCCACTGE CACATC GACTTC CACCTC

Figura 8. Sitios de unién de los oligonucledtidos utilizados (F2, RL3, FL3, RL4, FL4 Y

R8). Imagen tomada de la tesis de maestria de Coronel, 2019.

Antes de iniciar la reaccion en cadena de la polimerasa se prepararon tubos para PCR

los cuales contenian los compuestos que se indican en la tabla 2.

Tabla 2. Compuestos utilizados en la reaccién en cadena de la polimerasa.
PCR

compuesto cantidad

Buffer Taq 5ul

DNTP’s 5ul
MgCl, 5ul
Forward 1l
Reverse 1l
ADN 3ul
Taq 0.2ul
polimerasa
Aforar a 50l

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un termociclador con las condiciones mostradas

en las tablas 3, 4 y 5.
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Tabla 3. Condiciones de la reaccion de PCR para el fragmento 1.

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos
Desnaturalizacion 94°C 30 segundos
Alineamiento 65°C 1 minuto
Elongacion 72°C 2 minutos
Extension final 72°C 7 minutos
30ciclos

Tabla 4. Condiciones de la reaccion de PCR para el fragmento 2.

Etapa Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 94°C 5 minutos
Desnaturalizacion 940 30 segundos
Alineamiento 69° 1 minuto
Elongacién 72° 2 minutos
Extension final 72° 7 minutos
30ciclos

Tabla 5. Condiciones de la reaccién de PCR para el fragmento 3.

Etapa Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 940 5 minutos
Desnaturalizacion 940 30 segundos
Alineamiento 62° 1 minuto
Elongacion 72° 2 minutos
Extension final 72° 7 minutos
30ciclos
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6.5. Electroforesis en gel de agarosa

Una vez terminado el proceso de PCR, se tomaron 8 pl de producto de PCR y 1 ul de
azul de bromofenol, se mezclaron y se colocé la muestra en gel de agarosa al 0.8%
disuelta en buffer TAE 1X con un pH 8. El gel de agarosa se puso en la camara de
Electroforesis y se corri6 a 75V por 40 min, posteriormente se tifié el gel con una
solucion de bromuro de etidio 0.5 pg/ml durante 20 min. Finalmente se observé el gel

en el transiluminador.

6.6. Purificacion del producto de PCR

Los productos de PCR que se observaron como bandas claras se purificaron cortando
el fragmento de gel que contenia las bandas deseadas, posteriormente se utilizo el kit
de extraccion de gel Thermo Scientific GeneJET, para purificar el producto de PCR. Se
colocaron las bandas cortadas en un tubo eppendorf sin exceder los 500 pl,
posteriormente se afiadié Binding buffer en una proporcion 1:1, se incubé a 50°C por 10
minutos (hasta disolverse el gel), posteriormente se tomaron 800 ul de la muestra y se
depositd en un tubo colector (columnas de purificacion), se centrifugo el tubo 2 veces
durante 1 minuto por vez para eliminar el Binding buffer. Se agregaron 700 ul de Wash
buffer, se centrifugo por un minuto y se eliminé el Wash buffer, se centrifugé la columna
sin agregarle algo mas, posteriormente se coloco la columna sobre un tubo eppendorf y
se le afadieron 30 pl de agua libre de nucleasas y se centrifugd durante 1 minuto, se
colocd nuevamente la columna sobre un tubo eppendorf y se le afiadieron 20 pl de
agua libre de nucleasas y se centrifugd durante 1 minuto, posteriormente el resultante
se cuantifico en el Instituto de Biotecnologia (IBT) de la UNAM mediante un nanodrop.
Se repitid el mismo procedimiento para cada uno de los productos de PCR de la

secuencia del gen lacasa.
6.7. Analisis bioinformatico

Los productos de la purificacion se mandaron a secuenciar al Instituto de Biotecnologia
de la UNAM. Se realiz6 una comparacion con la base de datos provista por BLAST

(Basic Local Alignment Search Tool).
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6.8. Analisis filogenético

El analisis filogenético se realiz6 mediante el uso del programa MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis).
7. RESULTADOS

7.1. Extraccién de ADN

Para realizar la extraccion de ADN gendmico se realizé el procedimiento tal cual se
menciona en la metodologia. La cepa fue sembrada en medio sélido de harina integral
de trigo y fue incubada durante 10 dias a 28°C, posteriormente se realiz6 el raspado de
micelio y la extraccion del ADN utilizando el método de fenol-cloroformo. EI ADN
obtenido se conservo en 3 tubos eppendorf, clasificados como muestra 1, 2 y 3,
posteriormente las muestras se enviaron a cuantificar al Instituto de Biotecnologia de la
UNAM (tabla 2).

Tabla 6. Cuantificacion de ADN.

Muestras Contenido de ADN (ng/pl)

Muestra 1 106.0
Muestra 2 186.4
Muestra 3 65.2

En los resultados de la cuantificacion se observé que la extraccion de ADN fue exitosa y
gue la cantidad obtenida era suficiente para continuar con los experimentos.

Se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 0.8% en el cual se corrieron las 3
muestras de ADN a 75V durante 40 minutos, el gel fue tefiido con bromuro de etidio y
finalmente se observo en el transiluminador. Se lograron observar las bandas para las 3

muestras (Figura 9).
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Figura 9. Gel de electroforesis 0.8% con las bandas obtenidas de la extraccion de ADN.

7.2. Amplificacion de la secuencia del gen por PCR

Para amplificar los fragmentos de la secuencia del gen lacasa se realiz6 un PCR para
cada fragmento con las condiciones ya mencionadas, modificando Unicamente la TM la
cual fue 65° para el primer fragmento, 69° para el segundo y 65° para el tercero. Una
vez obtenidos los productos de PCR se corrié un gel de agarosa al 0.8% para cada
fragmento. En las figuras 10 y 11 se pudo observar que la amplificacion fue exitosa y se

observaron las bandas esperadas.
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Figura 10. Gel de agarosa 0.8% con las bandas del producto de PCR del fragmento 1

de la secuencia del gen lacasa.

Figura 11. Gel de agarosa 0.8% con las bandas del producto de PCR del fragmento 2

de la secuencia del gen lacasa.
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Para el tercer fragmento la amplificacion no fue exitosa ya que no se observaron las
bandas en el gel de agarosa, se repitié el PCR para el tercer fragmento modificando la
temperatura y las cantidades de algunos compuestos, sin embargo, el resultado fue el
mismo. Se decidi6 disefiar un nuevo oligo FL4 (tabla 7) y se repitié la reaccion probando
diferentes concentraciones de los compuestos y diferentes temperaturas (64°, 63.5°, 63°
y 62°), tomando en cuenta la TM del oligo R8, sin embargo no se obtuvieron resultados,

las bandas no se mostraron en el gel de agarosa.

Tabla 7. Caracteristicas del oligo FL4 redisefiado, donde:
Y=COT,D=A06GOT,S=GO6C,H=A6COT.

Oligo pb Tml Tm2  Tamaifo de fragmento
CDC TSAACHTGG TYT TCAACTT 22 63.99° 61.66° 496 pb

Una vez obtenidos los productos de PCR de los fragmentos 1 y 2 de la secuencia del
gen lacasa se purificaron utilizando el kit de extraccion de gel Thermo Scientific
GeneJET, se cuantificaron (tabla 8) y posteriormente se mandaron a secuenciar al
Instituto de Biotecnologia de la UNAM, obteniendo un fragmento de 531 pb (fragmento

1) y otro de 513 pb (fragmento 2).

Tabla 8. Cuantificacion de los productos de PCR de los fragmentos 1y 2.

Muestras Contenido de ADN (ng/pl)
Producto de PCR del fragmento 1 24.4
Producto de PCR del fragmento 2 9.3

7.3. Analisis bioinformatico (BLAST)

A continuacion, se muestran los resultados del analisis BLAST para el fragmento 1y 2

de la secuencia del gen lacasa.
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Max | Total | Query E Per.

Description Score | Score | Cover | value | Ident Accession
L] Pycnoporus coccineus strain MUCL 38525 laccase gene, partial cds 399 309 99% d4e-107 20.61% EUT145011
] Pycnoporus cinnabarinus strain MUCL 38420 laccase gene, partial cds 364 364 98% 1e-96 79.55% EUBE4160.1
] Pycnoporus cinnabarinus laccase (Leel ) gene,_complete cds 359 359 99% Te-95 79.36% AY1471881
) Pycnoperus coccineus strain BRFM 938 laccase gene, complete cds 353 353 99% 3e93 7917% FJ858750.1
) Pycnoperus coccineus strain MUCL 38523 laccase gene, partial cds 353 353 99% 3e93 79.17% EUSE32541
") Pycnoperus cinnabarinus laccase (lce3-1) gene,_complste cds 353 353 99% 3e93 T7917% AF025481.1
) Pycnoporus cinnabarinus strain BRFM 44 laccase gene, partial cds 207 207 69% 3e-49 7760% EUBE4156.1
) Pycnoporus cinnabarinus strain MUCL 30555 laccase gene, partial cds 207 207 69% 3e-49 7760% EUBE3258.1
) Pycnoporus cinnabarinus laccase (Lac1) gene, complete cds 207 207 69% 3e-49 77.60% AF170093.1
] Pycnoporus cinnabarinus strain CIRM-BRFM 237 laccase gene, partial cds 202 202 48% 1e-47 81.32% EUG84159.1
L] Pycnoporus cinnabarinus strain BRFM 231 laccase gene, partial cds 202 202 69% 1e-47 77.33% EUGE4154.1
] Pycnoporus cinnabarinus strain CIRM-BRFM 945 laccase gene, partial cds 202 202 48% 1e-47 81.32% EU714500.1
L] Pycnoporus cinnabarinus strain BRFM 247 laccase gene, partial cds 198 198  48% 2e-46 81.18% EUG341571
L] Pycnoporus cinnabarinus copper binding domains | and Il 132 132 29% 2e-26 81.99% AJG205821
L] Pycnoporus coccineus isolate Lee3 laccase gene, partial cds 128 128  15% 2e-25 9512% AY2438541
L) Uncultured basidiomycete partial lac gene for laccase, exon 1_clone 57-H1-Seqi3 124 124 165% 3e-24 9500% AJ5402361
] Pycnoporus cinnabarinus partial mRNA for laccase (lac3 gene) 124 124 15% 3e-24 9500% AJ4203341
] Stropharia squamosa partial lac gene for laccase isolate Pda 113 113 14% 6e-21 9351% AJS426971
) Steccherinum murashkinskyi isolate LE-BIN_1963 laccase 5 mRNA, complete cds 787 787 19% 2e-10 80.38% MH2576171
] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 979 laccase gene, partial cds 558 558 99% 6Be-155 86.10% EUT14502.1
] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 942 laccase gene, partial cds 553 553 99% 3e-153 8590% FJ232700.1
] Pycnoporus sanguineus strain BRFM 902 laccase gene, complete cds 544 544 99% 2e-150 8555% FJ858751.1
] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 930 laccase gene, partial cds 544 544  99% 2e-150 85.55% EUG54161.1
L] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 906 laccase gene, partial cds 544 544  99% 2e-150 85.55% EUGTETT6A1
] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 902 laccase gene, partial cds 544 544  99% 2e-150 85.55% EUGTET73A
] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 896 laccase gene, partial cds 544 544 99% 2e-150 85.55% EUBTET6E1
[ Pycnoporus sanguineus strain MUCL 29375 laccase gene,_partial cds 542 542 99% 6Be-150 8552% EUGE41581
] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 893 laccase gene, partial cds 538 538 99% 8e-149 8523% EUETE7T9.1
] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 943 laccase gene, partial cds 536 536 99% 3e-148 8536% FEJ232701.1
) Pycnoporus sanguineus strain BRFM 898 laccase gene, partial cds 532 532 99% 4e-147 8523% EUETET81.1
L] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 905 laccase gene, partial cds 527 527 99% 2e-145 85.04% EUETE782.1
L] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 897 laccase gene, partial cds 527 527 99% 2e-145 85.04% EUGTET80.1
) Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 900 laccase gene, partial cds 527 527 99% 2e-145 85.04% EUBTETT11
L] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 899 laccase gene, partial cds 527 527 99% 2e-145 85.04% EUGTET701
] Pycnoporus sanguineus strain BRFM 894 laccase gene, partial cds 527 527 99% 2e-145 85.04% EUGTET631
] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 895 laccase gene, partial cds 527  B2T  99% 2e-145 85.04% EUBTET6TA
[ Pycnoperus sanguineus strain CIRM-BRFM 892 laccase gene, partial cds 527 527 99% 2e-145 85.04% EUBTE7E6.1
] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 903 laccase gene, partial cds 521 521 99% 8e-144 84.85% EU67E774.1
] Pycnoporus sanguineus strain CIRM-BRFM 981 laccase gene, partial cds 514 514 99% le-141 8483% EUTI45031

Figura 12. Analisis Blast del fragmento 1 de la secuencia del gen lacasa.

Para el fragmento 1 de la secuencia del gen lacasa, con una cobertura (Query cover)
del 99% se encontré identidad con Pycnoporus sanguineus con un porcentaje del
79.17% al 86.10%, asi mismo se encontré un porcentaje de identidad del 79.17% al
80.61% con cepas de Pycnoporus coccineus y con Pycnoporus cinnabarinus se
encontré porcentaje de identidad del 79.17% al 79.55%.
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Cubierta

Descripcion I;'j::;?g Pgt:lje de Valcr e E:{{t Adhesion
consulta

Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 897 gen de lacasa, cds parciales 577 577 92%  2e-160 89.44% [EVELTENE]
Pycnoporus sanguineus cepa BRFM 898 gen de lacasa, cds parciales 571 571 92%  8e-159 89.22% EUG7E761.1
Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 900 gen de lacasa. cds parciales 571 571 92%  8e-159 89 22% EUGTETTIA
Pycnoporus sanguineus cepa BRFM 894 gen de lacasa, cds parciales 571 571 92%  B8e-159 89.22% EUG7S7691
Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 895 gen de lacasa, cds parciales 571 571 92%  8e-159 89.22% EUGTSE767.1
Pycnoporus sanguingus cepa CIRM-BRFM 905 gen de lacasa. cds parciales 566 566 92%  4e-157 89.01% EUG787821
Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 903 gen de lacasa, eds parciales 566 566 92%  4e-157 89.01% EUGTS7741
Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 899 gen de lacasa, cds parciales 566 566 92%  4e-157 89.01% EUGTS770.1
Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 892 gen de lacasa. cds parciales 566 566 92%  4e-157 89.01% EUG78766.1
Pycnoporus sanguineus cepa MUCL 29375 gen de lacasa, cds parciales 564 564 89% 1e-156 89.73% EUGS41581
Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 942 gen de lacasa, cds parciales 553 553 89%  3e-153 89.26% FJ232700.1
Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 943 gen de lacasa, cds parciales 542 542 89%  6e-150 88.81% FJ2327011
Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 579 gen lacasa, cds parciales 542 542 89%  6e-150 88.81% EUT145021
Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 981 gen de lacasa, cds parciales 540 540 92%  2e-149 88.10% EUT145031
Pycnoporus sanguineus cepa IMB H2180 gen de lacasa,_cds parciales 309 309 85% Te-80 80.05% EUBG3I256.1
Pycnoporus sanguineus cepa IMB G53 gen de lacasa, cds parciales 305 305 85% 9e-79 79.86% EUBG3I2651
Pycnoporus coccineus cepa MUCL 38527 gen lacasa,_cds parciales 305 305 85% 9e-79 79.86% EUBG3253 1
Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 542 gen de lacasa, cds parciales 305 305 85% 9e-79 79.86% EUG7E786.1
Pycnoporus sanguineus cepa IMB W006-2 gen de lacasa, cds parciales 305 305 85% 9e-79 79.86% EUBTETB4 1
Gen de Pycnoporus coccineus lecl para laccasas, cds completos 305 305 85% 9e-79 7991% AB0727041
Pycnoporus coccineus cepa [UM 0450 gen de lacasa, cds parciales 300 300 85% 4e-77 T7963% KP718631.1
Pycnoporus coccineus lec1 mRNA para laccase, cds completos 187 187 31% 3e-43 87 97% AB0727031
Pycnoporus cinnabarinus laccase (lce3-2) gen, cds completos 145 145 29% 2e-30 B467% AF123571.1

Figura 13. Analisis Blast del fragmento 2 de la secuencia del gen lacasa.

Para el fragmento 2 de la secuencia del gen lacasa, con una cobertura (Query cover)
del 92% se encontr6 identidad con Pycnoporus coccineus con un porcentaje del 89.01%
al 89.44%. Con una cobertura (Query cover) del 85% se encontrd identidad con

Pycnoporus sanguineus con un porcentaje del 79.63% al 79.86%.

7.4. Analisis filogenético

Al realizar el arbol filogenético para el fragmento 1 de la secuencia del gen lacasa
(figura 13), se pudo observar que la cepa HEMIM 53 se encuentra agrupada en un
clado donde se encuentra P. sanguineus. Al realizar el arbol filogenético para el
fragmento 2 de la secuencia del gen lacasa (figura 14), se pudo observar nuevamente

gue la cepa HEMIM 53 se encuentra agrupada en un clado junto a P. sanguineus.
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EUB78770.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFIM 899 CD parcial
EUET8782.1 Cepa de Pycnoporus sanguineus gen de lacasa CIRM-BRFM 805 CD parcial
EUBT8768.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 8596 gen de lacasa CD parcial

EUB78773.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 902 CD parcial
EU6T78779.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 893 gen CDS parcial
EUBT8776.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 906 gen lacasa CD parcial
EU714503.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 981 gen CDS parcial
EUB84158.1 Pycnoporus sanguineus strain MUCL 29375 laccase gene partial cds
EUB84161.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 980 gen de lacasa CD parcial

EUB78771.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 900 gen de lacasa CD parcial
EUB7B774.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 903 CD parcial
EUG78767.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 895 gen CDS parcial
EUB78766.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 892 gen de lacasa CD parcial

FJ232700.1 Cepa de Pycnoporus sanguineus CIRM-BRFM 942 gen lacasa CD parcial
EUT14502.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 979 gen CDS parcial
FJ232701.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 943 gen de lacasa CD parcial
FJ232701.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 943 gen de lacasa CD parcial(2)
- 11353.FRAGMENTO 1 CEPA HEMIM 53 (531 bp)
EUB78785.1 Cepa de Pycnoporus coccineus CBS 355.63 gen de lacasa CD parcial

EU714501.1 Cepa de Pycnoporus coccineus MUCL 38525 gen lacasa CD parcial
4(_{ EUB84160.1 Pycnoporus cinnabarinus cepa MUCL 38420 gen lacasa CD parcial
EUB83254 1 Cepa de Pycnoporus coccineus cepa MUCL 38523 gen lacasa CD parcial
EUBT8772.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 901 CD parcial

EUE84155.1 Cepa Pycnoporus sanguineus CIRM-BRFM 881 gen de lacasa CD parcial
EU714499 1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa IMB W3008 CD parcial

EUB83257.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa IMB GB6 CD parcial
EUET8783.1 Cepa de Pycnoporus sanguineus IMB G05.10 gen de lacasa CD parcial

1

EUB83255.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa IMB 553 CD parcial
EUB83253.1 Pycnoporus coccineus cepa MUCL 38527 gen lacasa CDS parcial
EUET78784.1 Cepa de Pycnoporus sanguineus IMB WO006-2 gen de lacasa CD parcial
EUB78786.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 542 gen de lacasa CD parcial
EUB83256.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa IMB H2180 CD parcial
r FJ425895.1 Pycnoporus puniceus cepa MUCL 47083 gen lacasa CD parcial

L F1425896 1 Cepa Pycnoporus puniceus MUCL 47087 gen lacasa CD parcial
EUB83258.1 Pycnoporus cinnabarinus cepa MUCL 30555 gen de lacasa CD parcial

0.050

Gen AF170093.1 Pycnoporus cinnabarinus laccase (Lac1) cds completos
EUT14500.1 Cepa Pycnoporus cinnabarinus cepa CIRM-BRFM 945 gen CDS parciales

del programa MEGA SOFTWARE.

Figura 14. Arbol filogenético con el fragmento 1 de la secuencia del gen lacasa obtenido
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EUET8771.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFIM 900 gen de lacasa CD parcial
EUB78774.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFIM 903 CD parcial
EUB78767.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 895 gen CDS parcial
EUET8770.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 898 CD parcial
EUB78782.1 Cepa de Pycnoporus sanguineus gen de lacasa CIRM-BRFM 905 CD parcial
EUB78766.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 892 gen de lacasa CD parcial
EUG78773.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 902 CD parcial
EUB78768.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 896 gen de lacasa CD parcial
EUB78779.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 893 gen CDS parcial
EUE78776.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 906 gen lacasa CD parcial
EU714503.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 981 gen CDS parcial
EUB84158.1 Pycnoporus sanguineus strain MUCL 29375 laccase gene partial cds
EU684161.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 980 gen de lacasa CD parcial
FJ232700.1 Cepa de Pycnoporus sanguineus CIRM-BRFM 942 gen lacasa CD parcial
EU714502.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 979 gen CDS parcial
FJ232701.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 943 gen de lacasa CD parcial
FJ232701.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 943 gen de lacasa CD parcial(2)
FRAGMENTO 2 CEPA 53 (513 bp)
EUGT8785.1 Cepa de Pycnoporus coccineus CBS 355.63 gen de lacasa CD parcial
U714501.1 Cepa de Pycnoporus coccineus MUCL 38525 gen lacasa CD parcial

E
EUB84160.1 Pycnoporus cinnabarinus cepa MUCL 38420 gen lacasa CD parcial
EUG83254.1 Cepa de Pycnoporus coccineus cepa MUCL 38523 gen lacasa CD parcial

EUB78772.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 901 CD parcial
EUB84155.1 Cepa Pycnoporus sanguineus CIRM-BRFM 881 gen de lacasa CD parcial
EUT14499.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa IMB W3008 CD parcial

EUB83257.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa IMB G66 CD parcial
EUB78783.1 Cepa de Pycnoporus sanguineus IMB G05.10 gen de lacasa CD parcial
EUG83255.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa IMB G53 CD parcial
EUB83253.1 Pycnoporus coccineus cepa MUCL 38527 gen lacasa CDS parcial
EUG78784.1 Cepa de Pycnoporus sanguineus IMB W006-2 gen de lacasa CD parcial
EUEBT8786.1 Cepa Pycnoporus sanguineus cepa CIRM-BRFM 542 gen de lacasa CD parcial
EUB83256.1 Gen de lacasa Pycnoporus sanguineus cepa IMB H2180 CD parcial
r FJ425895.1 Pycnoporus puniceus cepa MUCL 47083 gen lacasa CD parcial

L FJ425896.1 Cepa Pycnoporus puniceus MUCL 47087 gen lacasa CD parcial
T EUB83258.1 Pycnoporus cinnabarinus cepa MUCL 30555 gen de lacasa CD parcial
Gen AF170083.1 Pycnoporus cinnabarinus laccase (Lac1) cds completos
EUT14500.1 Cepa Pycnoporus cinnabarinus cepa CIRM-BRFM 945 gen CDS parciales

0.050

Figura 15. Arbol filogenético con el fragmento 2 de la secuencia del gen lacasa obtenido
del programa MEGA SOFTWARE.

8. DISCUSION Y CONCLUSION

Existen diversos trabajos sobre la identificacién de Pycnoporus utilizando marcadores
como ITS, B-tubulina y lacasas, sin embargo existen solo dos trabajos que han

realizado identificacion de este hongo utilizando los tres marcadores al mismo tiempo,
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uno es el que realiza Lesage-Meessen et al., 2011 en el cual analiza 36 cepas de
Pycnoporus (5 de P. cinnabarinus, 2 de P. puniceus, 4 de P. coccineus y 25 de P.
sanguineus) y las agrupa construyendo arboles filogenéticos en los que observé que las
cepas de P.sanguineus, P.coccineus, P, cinnabarinus se encontraban estrechamente
relacionados, siendo las cepas de P. puniceus las méas alejadas en los clados. El otro
trabajo es el realizado por Coronel, 2019 en el que realiza la identificacién molecular de
la cepa HEMIM-51. En su trabajo, coronel pastor construye arboles filogenéticos donde
observé que con ITS se identificé la cepa HEMIM-51 como Pycnoporus coccineus, con
B-tubulina se identifico a la cepa HEMIM-51 como Pycnoporus sanguineus y P.
coccineus. Por ultimo, utilizando el gen lacasa se identifico a la cepa HEMIM-51 como

Pycnoporus sanguineus.

En este trabajo se realiz6 la identificacion molecular de la cepa HEMIM-53 utilizando
como marcador la secuencia del gen lacasa. Se decidi6 amplificar y secuenciar el gen
por fragmentos, 3 en especifico, de entre 500 a 600 pb, pero solo se consiguio
secuenciar los primeros dos debido a que no se consiguié amplificar el tercer fragmento
con los oligos con los que se pretendia hacerlo (FL4 y R8). Se decidio redisefiar el oligo
FL4 y se probaron diferentes condiciones para tratar de amplificar el tercer fragmento y
aun asi no se obtuvieron resultados. Se enviaron a secuenciar los productos de PCR de
los fragmentos 1 y 2, una vez recibidas las secuencias se realizaron los
correspondientes BLAST, el resultado arrojé que el fragmento 1, de 531 pb, representa
el 32.26% de la secuencia total del gen lacasa (1646 pb) y presenta una cobertura
(Query cover) del 99% para Pycnoporus coccineus, Pychoporus sanguineus vy
Pycnoporus cinnabarinus, con un porcentaje de identidad del 86.10% para P.
sanguineus, 80.61% para P. coccineus y 79.55% para P. cinnabarinus. El fragmento 2,
de 513 pb, representa el 31.16% de la secuencia total y presenta una cobertura (Query
cover) del 92% y un porcentaje de identidad del 89.44% con P. sanguineus. Ademas, el
fragmento 2 presenta una cobertura (Query cover) del 85% y un porcentaje de identidad
del 79.86% con P. coccineus.

Del fragmento 1 solo se obtuvieron el 93.81% de las bases esperadas, ya que, de un

total de 566 pb, se pudieron amplificar 531. Del fragmento 2 solo se obtuvieron el
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87.84% de las bases esperadas, ya que, de un total de 584 pb, se pudieron amplificar
513. Cabe recordar que el tercer fragmento de 496 pb no se logré amplificar.

Posteriormente se realizaron los arboles filogenéticos correspondientes para el
fragmento 1 y 2, incluso se unieron las 2 secuencias y se realizd un arbol filogenético
mas. En los resultados de ambos fragmentos unidos se observé que la cepa HEMIM-53

se encuentra alineada en un clado junto a P. sanguineus.

Se lograron amplificar los fragmentos 1 y 2 de la secuencia del gen lacasa, con un
tamafo de 531 pb y 513 pb respectivamente. El fragmento 3 hasta ahora no se ha
logrado amplificar ya que posiblemente alguno de los oligos no se peg6 correctamente
a la secuencia o quizé las condiciones del PCR no fueron las adecuadas, por lo tanto,

no se consiguieron estandarizar.

Se obtuvieron los productos de PCR y se enviaron a secuenciar, una vez recibidas las
secuencias de los fragmentos 1 y 2 se realizaron los correspondientes BLAST, el
resultado arrojo que la pequefia secuencia obtenida del fragmento 1 presenta una
cobertura (Query cover) del 99% para Pycnoporus coccineus, Pycnoporus sanguineus y
Pycnoporus cinnabarinus, con un porcentaje de identidad del 86.10% para P.
sanguineus, 80.61% para P. coccineus y 79.55% para P. cinnabarinus. De acuerdo con
los datos de BLAST, en las secuencias que se obtuvieron del fragmento 2, este
presenta una cobertura (Query cover) del 92% y un porcentaje de identidad del 89.44%
con P. sanguineus. Ademas, el fragmento 2 presenta una cobertura (Query cover) del
85% Yy un porcentaje de identidad del 79.86% con P. coccineus. El fragmento 3 de la
secuencia del gen lacasa no pudo analizarse de ninguna forma debido a que no se ha

logrado amplificar.

Se realizaron los arboles filogenéticos de los fragmentos 1 y 2 y se demostré que

ambos fragmentos se agrupan en un mismo clado junto a P. sanguineus.

Se puede inferir que la cepa HEMIM-53 pertenece a la especie P. sanguineus debido a

gue en los BLAST se observa afin a esta especie con una mayor cobertura y un mayor
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porcentaje de identidad, sin embargo, es necesario secuenciar, realizar un BLAST y un
arbol filogenético con el tercer fragmento de la secuencia del gen lacasa y realizar los
mismos analisis uniendo los tres fragmentos, es decir, con la secuencia completa, para

poder obtener un resultado concreto.
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