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Abstract— In recent years there has been considerable progress in
environmental biotechnology, in the use and application of
different living organisms for the bioremediation of different
compounds, on many occasions it’s of toxic nature in contaminated
sites or media, these bioremediation processes offer high specificity
in the removal in both in situ and ex-situ systems. The use of white
rot fungi in heavy metal bioremediation processes is a very
promising environmental technology, the studies of it focus on the
ability to degrade ubiquous compounds. The purpose of this
research is to try to decipher which are the key elements of the
molecular genetics of Pleorotus ostreatus that make it tolerant and
allow its accumulation of heavy metals such as lead (Pb), from a
differential proteomic approach perspective. The methodology is
divided into three stages: 1.- purification; obtaining the crude
extract: precipitation with 90% ammonium sulfate, and
hydrophobic interaction  chromatography. Tandem  mass
spectrometry ESI-CID-MS/MS 3.- Bioinformatic analysis using
DNA Star software, in which sequential homology studies were
performed to know the structural character of the proteins.
Through the results of differential proteomic approach (protein
molecular mass of ~34 kDa), we have been able to establish that
manganese peroxidase oxidative enzymes are found in their
expression levels, showing a high degree of homology and identity
of conserved regions in the alignments of the sequenced peptides,
so we can suggest that these enzymes are extremely important for
the processes of bioaccumulation of heavy metals (Pb).
Furthermore, the geographical distribution could probably reveal
some mutations in this family of proteins, trying to infer the
participation of each amino acid along the polypeptide chain,
which couldn’t be found in the consensus region of the sequence
but in the variable regions. Further studies of site-directed
mutagenesis could reveal valuable information about this family,
which is crucial in bioremediation processes from a
biotechnological perspective.

Keywords-- Pleurotus ostreatus, bioinformatics, proteomics,
bioaccumulation.
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. INTRODUCCION

La proteémica se centra en el estudio a gran escala de las
proteinas, su estructura, funcién y diversidad, siendo un
proteoma, un conjunto de proteinas expresadas por un

genoma, una célula o un tejido, por lo que su analisis mediante
geles implica la electroforesis bidimensional (2-DE) de
proteinas, la visualizacion de estas mezclas de proteinas (por
ejemplo, tincion colorimétrica, tintes, etiquetado fluorescente)
y la visualizacién de tipos especificos de proteinas (por
ejemplo, tincidon de fosfoproteinas y proteinas glicosiladas)
[14].

La revision de la literatura muestra que los tratamientos de
biorremediacion, que utilizan la actividad biolégica natural de
los organismos vivos, pueden reducir o eliminar los riesgos
ambientales derivados de la acumulacion de sustancias
quimicas peligrosas y otros residuos toxicos [1]. La actividad
bioldgica natural de organismos como plantas, hongos y
bacterias pueden utilizarse para tratar sedimentos y suelos [2],
proporcionando una eliminacion eficaz de muchos tipos
diferentes de contaminantes. Se conoce que distintas
comunidades de hongos han colonizado suelos contaminados
por metales pesados, acumulando en sus tejidos elevadas
concentraciones de estos elementos, provocando en ellas
diversas respuestas de orden protedmico diferencial, que se
traducen en mecanismos de resistencia expresados en
tolerancia y evitamiento dependiente de la especie de hongo,
del metal pesado en particular y de las condiciones
medioambientales. Pleurotus ostreatus es un hongo
comestible de gran importancia biotecnolégica por ser un
organismo degradador de lignina, segin Durédn, Téllez,
Pezzella y Diaz, refieren que, diferentes estudios han
demostrado que la actividad y nimero de isoenzimas de las
diferentes fenoloxidasas en hongos, dependen de diferentes
factores ambientales entre ellos la temperatura, pH,
inductores, condiciones de cultivo y la composicion del medio
[22; 23; 24; 25]; asimismo Téllez (2005), refiere que estas
enzimas pueden ser producidas de forma constitutiva o ser
inducidas [26]. Cohen y col. (2002), nos dice que las enzimas
versatil peroxidasa (EC. 1.11.1.16), son oxidorreductasas
capaces de degradar compuestos fendlicos y diversos tipos de
compuestos recalcitrantes entre los que se encuentran los
colorantes sintéticos. Por lo anterior estas enzimas pueden ser
aplicadas en diversas aplicaciones biotecnologicas y sin duda
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representan una alternativa potencial para la birremediacion de
contaminantes de diversos origenes [27].

El tipo de tratamiento de biorremediacion empleado y su
éxito depende del estado del suelo, el estado de los recursos
afectados, la capacidad de la tecnologia de saneamiento, el
proceso de tratamiento, entre otros [1]; asi, el fenémeno de
biosorcion se caracteriza por la retencion del metal mediante
la interaccién fisicoquimica del metal con los ligandos
expuestos extracelularmente pertenecientes a algunas de las
moléculas constituyentes de la pared celular, como los grupos
carboxilo, amino e hidroxilo [1]. Tenemos varios estudios
respecto al uso de hongos para la remediacion de suelos
contaminados con metales pesados como Fusarium
temperatum CTLMO5 (Pb*?), Fusarium temperatum CTLMO08
(Zn*?), Fusarium oxysporum CTLM18 (Ni*? y Cd*?),
Fusarium oxysporum CTLM12 (Ag*), Fusarium inflexum
CTLM22 (Cu*?) y Penicillium vanluykii CTLM11 (Cr*6) [15].
Otros, para la adsorcion de metales contenido en aguas
residuales haciendo uso de lacasa de Pleurotus ostreatus y su
biomasa residual [17]. Su uso no s6lo se limita a metales
pesados sino tambien a hidrocarburos donde Pleurotus
ostreatus ha demostrado gran eficiencia [18].

Teniendo en cuenta los antecedentes, consideramos que
Pleurotus ostreatus va expresar proteinas o enzimas con
capacidad de bioacumulacion de plomo, por lo que el objetivo
de esta investigacion es: Identificar las proteinas y/o enzimas
de Pleurotus ostreatus, por su tolerancia al plomo (Pb), desde
una perspectiva de aproximacion protedmica diferencial
haciendo uso de electroforesis bidimensional (2D), de
secuenciacion por espectrometria de masa MALDI TOF/TOF
y de un analisis bioinformatico.

Il. METODOLOGIA

Las muestras de Pleurotus ostreatus fueron obtenidas de 3
zonas distintas del departamento de Cusco: Huayllay — Cusco,
Harin — Calca, San Nicolas de Bari — Anta. La metodologia
empleada se dividio en tres fases detalladas a continuacion:

A. Purificacion:

1)Etapa 1, Obtencidon del extracto bruto: Las setas
obtenidas de Pleurotus ostreatus, (500 g) fueron
trituradas con la ayuda de un molino manual, en 1500 ml
de tampén acetato de sodio 0,1 M pH 5,0 durante 24
horas. El homogenizado obtenido fue centrifugado a
9000 rpm durante 30 minutos en una centrifuga marca
MLW, Tipo T24, modelo 83-47269. El sobrenadante fue
filtrado en estopa a fin de poder retirar las particulas
grandes y materiales insolubles remanentes.
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2)Etapa Il, Precipitacion con sulfato de Amonio al 90%:
Al sobrenadante de la etapa anterior (850 ml) se le
adiciono6 lentamente, con agitacion constante, sulfato de
amonio so6lido a saturacién del 90% (661 g/litro) durante
una hora y una hora adicional sobre agitacion constante,
posteriormente se centrifugo a 9000 rpm durante 30
minutos. El precipitado obtenido fue re-suspendido en el
menor volumen de tampodn acetato de sodio 0,1M pH 5,0
luego la mezcla es colocada en saco de dialisis contra el
mismo tampon con agitacion constante, este tampon fue
cambiado hasta que la reaccion del sulfato de amonio
[(NH4)2SO4] frente al cloruro de bario [BaCly] fue
negativa [39].

3)Etapa IlI, Cromatografia de Interaccion Hidrofobica: El
sistema cromatografico utilizado fue de cromatografia
convencional, usando la mini columna Hit Trap Phenyl
FF (High sub) 1 ml HITrap (H&C USA.). Las
fracciones purificadas son colectadas en muestras de 0.5
ml. por tubo, estas son utilizadas para determinar la
cantidad de picos de proteinas encontradas en la muestra
y/o para la obtencion del “pool” y guardadas a 0°C. El
flujo fue mantenido constante a 0.5 ml/min y
monitoriado a 280 nm.

B. Espectrometria de masas en Tandem: ESI-CID-MS/MS
fue realizada usando un espectrometro de masas hibrido
cuadrupolo-tiempo de vuelo (quadrupole-time of flight; Q-
TOF, Micromass Manchester, UK), equipado con una fuente
de nano spray operado en modo de ionizacioén positivo. Las
condiciones de ionizacion fueron: Voltaje capilar de 2.3 kV,
un cono-voltaje y lentes RF1 de 30 y 100 V. respectivamente;
y una energia de colision de 10 eV. La temperatura de la
fuente es de 70°C y el cono de gas fue N» a un flujo de 80 1/h,
no se usd gas nebulizador para obtener el spray. El gas
argonio, fue utilizado para la fragmentacion de los iones. Se
realizd una calibracion externa con ioduro sdédico (Nal) en una
faja de masas a partir de 50 a 800 m/z. Todos los espectros
fueron adquiridos con el analizador TOF en modo Vmode
(TOF kV=9.1) y voltaje MCP a 2150 V [44].

C. Estudio y andlisis bioinformatico: A partir de los
resultados obtenidos se realiz6 los estudios de homologia
secuencial en consulta con bases de datos. Posteriormente
haciendo uso del software DNA Star, se procedié al estudio
bioinformatico de proteinas, el cual reveld informacion de
caracter estructural de las proteinas; asi es posible comparar
las regiones y/o dominios especificos que revelan a que
familia de proteinas pertenece y la importancia de estas. Las
bases de datos utilizadas fueron:

EMBL Nucleotide Sequence Database:
http://www.ebi.ac.uk/ebi_docs/embl_db/ebi/topembl.html.
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de retencion también semejantes (£37.17 min.). La
identificacion de las muestras es la siguiente:
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muestras de Pleurotus ostreatus.

Fig. 1 Perfil cromatografico de las muestras P. ostreatus (1) [superior], P.
i ostreatus, (2) [centro] y P. ostreatus, (3) [inferior], por cromatografia de
El perfil de masa molecular en SDS-PAGE, de las interaccion hidrofébica usando una mini columna Hit Trap Phenyl FF.

muestras estudiadas, evidencian un rango de masas
variables que se podrian agrupar en 3 bloques: Uno en
torno a: de £ 25 a + 30 kDa; de £ 30 a + 40 kDa y de = 60
a 110 kDa, respectivamente (Figura 2). Padrones de masa
molecular: B-galactosidasa (116kDa), albimina bovina
(66 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Anhidrasa carbonica
(36 kDa), Inhibidor de tripsina de soya (25 kDa) y alfa
lactoalbumina de leche bovina (14 kDa). La proteina
seleccionada aparentemente corresponderia a aquella que
posee una masa molecular de ~34 kDa aproximadamente
y se ubicaria en el segundo bloque de proteinas presentes
en el gel de poliacrilamida.
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Fig. 2 Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecil sulfato
de sodio (PAGE-SDS) (12.5 %). Mm marcadores de masa molecular (kDa).

C. Identificacién de secuencias mediante espectrometria de
masas de proteinas a partir de muestras de Pleurotus
ostreatus.

La masa molecular del pico seleccionado (2) de la muestra de
Pleurotus ostreatus procedente de Huayllay — Cusco (1),
evidencia una masa de 4076.50 m/z; de la muestra procedente
de Harin — Calca (2), evidencia una masa de 4240.82 m/z y de
San Nicolas de Bari — Anta (3), una masa de 3781.12 m/z
(Figura 3). La secuencia del péptido generado por hidrolisis
triptica confirma la masa y secuencia:

TABLAI
MASA MOLECULAR DEL PICO SELECCIONADO DE Pleurotus
ostreatus
Nro | Pico Secuencia Masa (kDa)
1 2 |...HSIAAADKVDPSIPGTPFDSTPGVFDSQFFIETQLKGR... 4076.50
2 2 |...LVPEPFDSVDSILARMSDAGFSPVEVVWLLASHSIAAA 4240.82
DK...
3 2 |...FSPTLGGGGADGSIIAFDTIETNFPANAGIDEIVSAQK... 3781.12
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Fig. 3 Espectro ESI-QTOF-MS/MS, del pico 2 seleccionado (numerado) del
cromatograma por HPLC de fase reversa de la muestra P. ostreatus (1)
[superior], P. ostreatus, (2) [centro] y P. ostreatus, (3) [inferior].

22" LACCEI International Multi-Conference for Engineering, Education, and Technology: Sustainable Engineering for a Diverse, Equitable, and Inclusive Future at the Service

of Education, Research, and Industry for a Society 5.0. Hybrid Event, San Jose — COSTA RICA, July 17 - 19, 2024.

4



D. Estudio de homologia secuencial (Bioinformatica), a
partir de muestras de Pleurotus ostreatus.

La Figura 4, 5 y 6 muestran los estudios de homologia
secuencial, por analisis bioinformatico usando el
software DNAStar (Ver 6.0) de la proteina
correspondiente al pico 2 del cromatograma de HPLC de
fase reversa de Pleurotus ostreatus (1), (2) y (3). La
secuencia de un péptido triptico generado del pico en
mencion, sometido a un analisis de homologia secuencial,
con otras enzimas oxidativas procedentes del banco de
datos SWISS-PROT
(http:/Awww.ncbi.nlm.nih.gov/protein/): Annotated
protein  sequence  database:  Pleurotus eryngii
(Accsession 094753 y Q9UR19, Ruiz-Duenas,F.J., et al.,
1999), Phlebia radiata  (Accession  Q96TS6,
Moilanen,A.-M., et al., 1996) revela que se trata de una
enzima oxidativa perteneciente a la familia del
manganeso peroxidasas.

Dentro de las peroxidasas extracelulares producidas por
este tipo de hongos se encuentra la manganeso
peroxidasa (MnP;EC.1.11.1.13); esta enzima tiene un
alto potencial de uso en aplicaciones biotecnolégicas,
como degradacion de biomasa Baldrian et al. (2005);
Kong et al. (2016); Liu, et al. (2019); Morales Fonseca
(2014), tratamiento de aguas [32; 35; 36; 37]. Bilal y
Asgher (2015), decoloracion de tintes para textiles,
bioblanqueamiento de pulpa de papel [38]; Sasaki
Kajino, Sugiyama y Takahashi (2001), bioremediacién
[39]; Morales-Fonseca 'y  Ruiz-Tovar  (2008),
biotransformacion y desintoxicacién de compuestos
aromaticos ambientales persistentes [40]; Baborova
(2006); Ergun y Urek (2017); Karigar y Rao (2011);
Numir et al. (2015); Quevedo-Hidalgo, Narvaez-Rincén,
Pedrosa-Rodriguez y Velasquez-Lozano (2012), quimica
verde: produccién de compuestos quimicos de alto valor
a partir de lignina [41; 42; 43].

La parte en recuadro representa la secuencia consenso
entre las diferentes enzimas oxidativas manganeso
peroxidasas disponibles en la base de datos, la cual
guarda un alto grado de homologia secuencial con el
péptido triptico secuenciado via espectrometria de masa.

Fig. 4 Alineamiento de un péptido triptico secuenciado por espectrometria de
masas (ESI-QTOF-MS/MS), correspondiente al pico 2 de la muestra de
Pleurotus ostreatus procedente de Huayllay — Cusco (1).

1P ostreatus
094753
Q96TS6
Q3URL3

Q96TS6
QIURLI

1P ostreatus
094753
Q96TS6
Q3URL3

P ostreatus — - - - = - — - - - ]

QIURLI

1P ostreatus
094753

Q96TS6
Q3URL3

1P ostreatus

QIURLI

Fig. 5 Alineamiento un péptido triptico secuenciado por espectrometria de
masas (ESI-QTOF-MS/MS), correspondiente al pico 2 de la muestra de
Pleurotus ostreatus procedente de Harin — Calca (2).

™ £ £ W 0 Gl

Fig. 6 Alineamiento de un péptido triptico secuenciado por espectrometria de
masas (ESI-QTOF-MS/MS), correspondiente al pico 2 de la muestra de
Pleurotus ostreatus procedente de San Nicolas de Bari — Anta (3).

IV. CONCLUSIONES

En el presente estudio de aproximacidn proteémica se ha
podido evidenciar que Pleurotus ostreatus de diferentes zonas
del departamento de Cusco, revelan niveles de expresion
proteica semejante, en relacién a la presencia de enzimas
oxidativas como manganeso peroxidasa, al mostrar un alto
grado de homologia e identidad de regiones conservadas en
los alineamientos de los péptidos secuenciados, por lo que
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podemos sugerir que estas enzimas son extremamente
importantes debido a su capacidad de responder a un proceso
de bioacumulacién de plomo (Pb) gracias a su tolerancia. La
distribucion geogréafica probablemente podria revelar algunas
mutaciones en esta familia de proteinas, lo cual torna maés
interesante el estudio, en el sentido de tratar de inferir la
participacién de cada aminoacido a lo largo de la cadena
polipeptidica, los cuales no se podrian encontrar en la region
consenso de la secuencia sino en las regiones variables.
Estudios ulteriores de mutagénesis sito-dirigida podrian
revelarnos estas valiosas informaciones respecto de esta
familia de proteinas que son cruciales en los procesos de
biorremediacion desde el punto de vista biotecnoldgico.
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