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RESUMEN

Los hongos se han empleado en la obtencion de enzimas liticas
extracelulares para el tratamiento de rastrojo destinado a la alimentacion de
animales de granja, incrementado la digestibilidad y aprovechamiento del
mismo. Los hongos filamentosos son los principales degradadores del
complejo de lignocelulosa de las plantas, ya que producen isoformas de
enzimas oxidativas extracelulares como la lacasa, involucradas en la
degradacion de los polimeros de la pared celular. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la capacidad de produccion de lacasa extracelular de 13 cepas
silvestres de hongos filamentosos. Estas cepas fueron crecidas en medio Agar
Extracto de Malta (AEM) adicionado con 9 sustratos fendlicos en ensayos
independientes para revelar la produccion de lacasa extracelular con base en
la decoloracion/oxidacion del medio. Se emplearon los colorantes naranja de
metilo, azul &cido, chicago azul cielo 6B, indigo carmin, azul remazol brillante
R, azul directo 71 y fucsina acida a una concentracion de 250 mg/mL, asi como
los compuestos fendlicos guayacol (0.01% w/v) y &acido tanico (0.5% wi/v). Las
cepas que mostraron tener la mayor capacidad de decoloracion fueron 149-
CMU, TA-CMU y TC-CMU y las que mostraron una mayor actividad oxidativa
sobre el guayacol y el &cido tanico fueron 29-CMU, 39-CMU, TA-CMU. Con
base en estos resultados, las cepas 149-CMU (Pleurotus djamour), TA-CMU
(Trametes versicolor) y 29-CMU (Pestalotiopsis paeonicola) fueron
seleccionadas para realizar ensayos de actividad de lacasa en cultivo liquido
empleando caldo de extracto de papa (PDB), extracto de rastrojo o rastrojo
molido. La cepa que mostré mayor actividad especifica de lacasa fue TA-CMU
con 370 U/mg en extracto de papa, 460 U/mg con extracto de rastrojo (10%
v/v) y 440 U/mg con rastrojo molido (2% p/v). La cepa 149-CMU mostré una
actividad especifica basal de 40 U/mg en extracto de papa, 350 U/mg con
extracto de rastrojo y de 225 U/mg con rastrojo molido. La cepa 29-CMU s6lo

presento actividad basal de 25 U/mg en extracto de papa.

Palabras clave. hongos silvestres, lacasa extracelular, induccion enzimatica,
rastrojo.
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ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD EXTRACELULAR DE LACASA EN CEPAS DE HONGOS SILVESTRES | UMSNH

l. INTRODUCCION

I.1. Estructura de la pared celular vegetal: papel de la lignina

Las plantas en general y la madera de las plantas lefiosas en particular
constituyen el material renovable principal en la tierra, los cuales son utilizados
como material de construccion y en la alimentaciébn animal, y en un gran
namero de aplicaciones industriales. La pared celular de las plantas esta
constituida por el complejo llamado lignocelulosa, el cual es el biopolimero
organico mas abundante en la naturaleza y el componente estructural principal
de las plantas (Dashtban et al., 2010). El material lignocelulésico esta formado
por tres polimetros principales; la celulosa, la hemicelulosa y la lignina
(Sanchez et al., 2009) (Figura 1).

Fibrilla de celuloas -

Figura 1. Representacion esquematica de la pared celular vegetal. a) Corte transversal de una
fibra de madera mostrando la lamina media y la pared celular primaria y secundaria. b) Seccién
transversal de una porcién de la pared secundaria con macrofibrillas. ¢) microfibrillas. d)
Filamentos micelares. e) Corte transversal de una micela, mostrando la composicion
ultraestructural: la lignina, la hemicelulosa y la celulosa. El espacio entre las fibras vegetales

(lamina media), macrofibrillas, microfibrillas y los filamentos micelares esta ocupado por lignina

(Gustavo Déavila, 2001)



La celulosa es el componente principal de todo el material vegetal y la
molécula organica mas abundante en la tierra. Es un biopolimero lineal
constituido por moléculas del anhidroglucopiranosa (glucosa) conectadas por
enlaces glucosidicos B-1,4. El acoplamiento de cadenas adyacentes de
celulosa via enlaces de hidrogeno, interacciones hidrofébicas y fuerzas de Van
der Waals da lugar a la alineacion paralela de estructuras cristalinas conocidas

como microfibrillas (Zhang et al., 2006).

La hemicelulosa tiene un grado intermedio de complejidad, es un
polimero heterogéneo de pentosas (xilosa y arabinosa), hexosas
(principalmente manosa, menos glucosa y galactosa) (Dashtban et al., 2010)
que habitualmente estan acetiladas formando cadenas ramificadas (Martinez et
al., 2005).

La lignina es el segundo biopolimero més abundante en la tierra, es un
polimero heterogéneo muy complejo, constituido a partir de la polimerizacion
de tres precursores: el alcohol p-hidroxicinamilico (cumarilico), el alcohol 4-
hidroxi-3-metoxicinamilico  (coniferilico) y el alcohol 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamilico (sinapilico). El acoplamiento oxidativo de estos mondémeros
de alcoholes aromaticos crea una estructura compleja que es altamente
resistente hacia la degradaciéon quimica y biolégica, y confiere rigidez y
resistencia mecénica a las plantas (Martinez et al., 2005). El polimero de la
lignina abarca una variedad de mondmeros conectados por varios enlaces no
hidrolizables de C-C y de C-O-C, con un arreglo irregular de enlaces
monomeéricos e intermonomeéricos sucesivos (figura 2). Quimicamente este
polimero es amorfo, altamente ramificado y de alto peso molecular. La
concentracion mas alta de este polimero se encuentra en la laminilla media,
donde actia como cementante de las fibras de la madera, pero también esta
presente en las capas de la pared celular (especialmente la pared celular
secundaria), formando junto con la hemicelulosa una matriz amorfa en la cual
las fibrillas de celulosa se encajan y se protegen de la biodegradacion
(Martinez et al., 2005). El contenido de lignina varia entre los diversos tipos de
plantas (Dashtban et al., 2010).



Otros componentes no estructurales de la pared celular de las plantas
incluyen compuestos extraibles de solventes organicos que pueden ser polares
(taninos y fenoles) o no polares (grasas y esteroles), compuestos solubles en
agua (azucares y almidoén), asi como proteinas. Estos componentes juntos
representan menos del 5% del peso seco de madera, pero pueden alcanzar el
20% en algunas maderas blandas, como algunas especies dentro de la familia

Cupressaceae (Martinez et al., 2005).
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Figura 2. Estructura quimica de la lignina. (Arora, 2009).

I.2. Mecanismos de degradacién de la pared celular vegetal: degradacién

de lignina

De los componentes del material lignocelulésico, la lignina es
naturalmente la mas resistente a la degradacion (Sanchez et al., 2009).
Aunque la lignina resiste el ataque de la mayoria de los microorganismos, los

hongos pueden degradarla eficientemente.



I.2.1.Tipos de degradacion de madera por ataque fungico

De acuerdo al mecanismo de descomposicion y las caracteristicas de la

madera atacada, la degradacion por parte de los hongos se divide en tres

clases, realizadas por tres grupos distintos:

a)

b)

Pudricion blanca. Los hongos de la pudricion blanca son los
degradadores de madera mas abundantes en la naturaleza, y se
encuentran en los grupos Basidiomycota y Ascomycota. Estos hongos
descomponen la lignina de la madera para poder acceder a la celulosa y
a la hemicelulosa que se encuentran embebidas dentro de la matriz de

lignina.

Pudricion café. Los hongos de la pudricion café son un pequefio grupo
dentro de Basidiomycota los cuales descomponen principalmente a la
celulosa pero no atacan significativamente a la lignina, aunque la
pueden modificar.

Pudricién blanda o suave. Los hongos de la pudricion suave son
organismos de los grupos Ascomycota y Deuteromycota que se
encargan de descomponer madera saturada de agua, pero no en un
ambiente totalmente anaerdbico.

En la Tabla | se describen algunas caracteristicas quimicas y

anatomicas de diversos tipos de descomposicion de la madera y tipos de

hongos que las generan.

La documentacion sobre la capacidad de especies de hongos para

degradar lignina en el ambiente natural se ha centrado particularmente en

especies de Basidiomycetes de pudricion blanca, principalmente de los

géneros Pleurotus, Trametes y Phanerochaete, de las cuales se ha estudiado

cada vez con mayor detalle el mecanismo enzimatico por el cual se lleva a

cabo dicho proceso (Wong et al., 2009).



de hongos que las generan.

Tabla I. Caracteristicas quimicas y anatémicas de diversos tipos de descomposicion de la madera y tipos

Pudricién blanca

Pudricion café

Pudricion suave

Mancha del
hongo

Aspectos y consistencia de la
pudricion

Hospedero (tipo de madera)

Componentes de la degradacion
de la pared celular

Caracteristicas anatémicas

Aspecto blanquecino, mas ligero en color que la
madera sana, himedo, suave, esponjoso,
pérdida de la fuerza después de la pudricion

avanzada.

Putrefaccion simultanea

Delignificacion
selectiva

Madera dura, raramente
madera blanda.

Celulosa, lignina,
hemicelulosa.

Pared celular atacada
progresivamente del
lumen. Los surcos de la
erosion se asociaron a
los de la hifa.

Basidiomicetos (T.
versicolor, Irpex lacteus,
P. chrysosporium y
Heterobasidium
annosum) y algunos
ascomicetos (Xylaria
hypoxylon).

Madera dura 'y
madera blanda

Ataque inicial
selectivo para
hemicelulosa y
lignina,
posteriormente
celulosa. Fibrosa.

Degradacion de la
lignina en la
laminilla media y
pared secundaria.
La laminilla media
disolvié por el
mecanismo de la
difusién, cavidades
radiales en pared
celular.

Basidiomicetos
(Ganoderma
australe, Phlebia
tremellosa, C.
subvermispora,
Pleurotus spp. y
Phellinus pini).

Café, consistencia
seca, polvorienta,
fragil, se rompe
como los cubos,
pérdida dréastica de
fuerza en la etapa
inicial de la
pudricién.

Maderas blandas;
raramente maderas
duras. Ecosistemas
y madera del
bosque.

Celulosa,
hemicelulosa. La
lignina se modifica
levemente. En
algunos casos,
degradacion
extendida de la
madera dura.
Degradacion en
una gran distancia
de las hifas
(mecanismo de
difusién). Pared
celular entera
atacada
rapidamente en las
grietas y las
hendiduras.

Exclusivamente
Basidiomicetos (C.
puteana,
Gloeophyllum
trabeum,
Laetiporus
sulphureus,
Piptoporus
betulinus, Postia
placenta y Serpula
lacrimans).

Consistencia suave
en ambientes
mojados. Café y
desmenuzable en
ambientes secos.

Generalmente
maderas duras
(maderas blandas
degradadas muy
levemente).
Ecosistemas del
bosque, madera
arqueoldgica
histérica, postes
para uso general.
Celulosa 'y
hemicelulosa, la
lignina se altera
levemente.

El ataque de la
pared celular en la
proximidad de la
hifa, empieza con
lumen de la célula.
Cavidades
cilindricas bicénicas
longitudinales en la
pared secundaria
(tipo 1). Erosiones
de la pared
secundaria (tipo -
2). Pudricién suave
por algunos
basidiomicetes.
Ascomicetos
(Chaetomium
globosum, Ustulina
deusta) y
Deuteromicetos
(Alternaria alternata,
Thielavia terrestris,
Paecilomyces spp.),
y algunas bacterias.
Algunos
basidiomicetos de
pudricion blanca
(Inonotus hispidus)
y pudricién café
(Rigidoporus
crocatus).

Areas de la
decoloracion
(motas, puntos
y manchas),
azul (madera
blanda), negro
(madera dura),
rojo, u otros
colores.
Decoloracion
debido al color
de la hifa, o
respuesta
fisiologica del
arbol contra el
dafio.

Maderas
blandas y
maderas duras
en ecosistemas
del bosque, y
durante
transporte y el
almacenaje de
la madera.

Extractos de
madera y
compuestos
solubles en
agua (azlcares
y almidén).

Colonizacion
que afecta
sobre todo a los
canales del
parénquimay
de laresina
(producidos a
través de
hoyos).

Ascomicetos
(Ophiostoma y
Ceratocystis
spp.) )
Deuteromicetos
(Aureobasidium
pullulans,
Phialophora
Spp. y
Trichoderma
spp.).

I.2.2.Enzimas oxidativas ligninoliticas extracelulares

(Martinez et al., 2005)

Distintas enzimas oxidativas extracelulares secretadas por los hongos

ligninoliticos estan involucradas en la degradacién de los componentes de la

5



pared celular de las plantas, en particular varias isoformas de oxidasas y

peroxidasas cuyas caracteristicas principales se resumen en la Tabla Il.

Tabla Il. Principales caracteristicas de los dos grupos de enzimas ligninoliticas de hongos

Tipo de Reaccion® Cofactor  lones Mediadores Subunidades  Rango Rango Localizacion  Glicosilacion
enzima metalicos® y masa o6ptimo de 6ptimo
molecular temperatura de pH
(kDa) (°C)
Fenol 4 benzenediol + 02 = N/A Caz2+ Fenoles, alanina, Monomérica 20-80 2-10 Sobre todo Si
oxidasas 4 benzosemiquinona Cd2+ 3-HAA, NHA, (43-100), extracelulars (N-
(lacasas) +2 H0 Cu2+ siringaldehido, dimérica glicosiladas)*
H202 hidroxibenzotriazol ~ triméricay
Imidazol y ABTS oligomérica
K+ (e.g.
K2S04 tetrameros de
Mn2+ ~390 KDa)
Na2S04
(NH4)2S04
Peroxidasas:
a) Lignin 1,2-bis(3,4- Hemo Hierro Alcohol veratrilico Monomérica 35-55 1-5 Extracelular Si
peroxidasas dimetoxyfenil) (37-50) (N-
(LiP) propano- 1,3-diol + glicosiladas)*
H202 = 3,4-
dimetoxibenzaldehido
+1-(3,4-
dimetoxifenil)etano-
1,2-diol + H20
b)Manganeso 2Mn(ll) + 2H+ + H202 Hemo Ca2+ Acidos organicos Monomérica 30-60 2.5-6.8 Extracelular Si
peroxidasas = 2Mn(lll) + 2H20 Cd2+ as chelators, (32-62.5) (N-
(MnP) Mn2+ tioles, unsaturated glicosiladas)*
Sm3+ fatty acids
c)Peroxidasas donor + H202 = donor Hemo Mn2+ Alcohol veratrilico Monomérica No se conoce  3-5 Extracelular Si
Versatiles (VP) oxidado + 2H20 Ca2+ compuestos
(e.g. negro reactivo 5 Cuz+ similares a los
+ H202 = negro Hierro mediadores de LiP
reactivo 5 oxidado+ y MnP
2H20)

"Reacciones generales. “Las enzimas de diferentes especies necesitan diferentes metal(s) o ion(s). "Las lacasas fingicas generalmente son extracelulares pero se
han encontrado lacasas citoplasmicas principalmente en plantas y bacterias.“El grado de glicosilacion varia entre diversas enzimas ligninoliticas fangicas. N/A: no
aplica; 3-HAA: 3- acido hidroxiantranilico; NHA: N-hidroxiacetanilida; ABTS: 2,2'-azinobis(3-etilbenztiazolina-6-sulfonato).

(Dashtban et al., 2010)

La Figura 3 resume los principales pasos y las enzimas involucradas en

la degradacion de la lignina por los hongos de pudricion blanca.

a)

Fenol oxidasas (denominadas lacasas, lac). En plantas, las lacasas
participan en la formacion de lignina por reacciones de polimerizacion,
mientras que en los hongos contribuyen en varios procesos como la
degradacion de la lignina de manera extracelular, e intracelularmente en la
esporulacion, la producciéon de pigmentos, la formacion del cuerpo fructifero
y la patogénesis hacia plantas (Thurston, 1994). Son capaces de oxidar
compuestos no fendlicos en presencia de un mediador como el ABTS (2,2'-
azino-bis 3-etilbenziatolina-6-sulfonato). Los detalles sobre el mecanismo de

degradacion enzimatica de esta enzima se detallan en el apartado siguiente.



b) Peroxidasas

Lignin peroxidasas (LiP). Son glicoproteinas que contienen un grupo
hemo como cofactor. Catalizan la depolimerizacion oxidativa
dependiente de H,O, de una variedad de compuestos no fenélicos de la
lignina y una amplia gama de los compuestos fendlicos como el
guayacol, el alcohol vanilinico y el catecol, entre otros. Estas enzimas
oxidan sustratos mediante varios pasos de transferencia de electrones
formando radicales intermedios tales como fenoxidos y cationes del
alcohol veratrilico (Figura 3e). Estos radicales intermedios experimentan
reacciones no enzimaticas tales como el acoplamiento y la
polimerizacion, la demetilaciobn, entre otras, asi como cambios
intramoleculares (Figura 3f). Las LiP pueden oxidar sustratos
aromaticos no fendlicos debido a su potencial redox (Figura 3g).

Manganeso peroxidasas (MnP). Estas glicoproteinas extracelulares
catalizan la oxidacion dependiente de perdxido de Mn (Il), como sustrato
de reduccion, al manganeso (lll) (Figura 3h). El sustrato se une a la
superficie de la enzima formando un complejo con el oxalato o con otros
gueladores (Figura 3i). EI complejo quelado del manganeso (II) actia
como mediador redox de bajo peso molecular, difusible y reactivo
(Figura 3j) de sustratos fendlicos, incluyendo fenoles simples, aminas y
subestructuras fendlicas de la lignina. El potencial de oxidacion por el
manganeso (lll) se limita solamente a las estructuras fendlicas de la
lignina. Sin embargo, para la oxidacion de subtratos no fendlicos por el
manganeso (lll) los radicales reactivos se deben formar en presencia de
un segundo mediador (Figura 3k). Los acidos organicos, tales como
oxalato y malonato, son los compuestos primarios que actdan como
segundos mediadores en la produccién de radicales reactivos (Dashtban
et al., 2010).

Peroxidasas versatiles (VP). Son un grupo ligninolitico de peroxidasas
gue poseen un grupo hemo, estas combinan estructuras y propiedades

funcionales de LiP y MnP. Las VP son capaces de oxidar Mn*? y



compuestos fenodlicos asi como compuestos aromaticos no fendlicos,

tales como el alcohol veratrilico (Camarero et al., 1999).

Proceso de degradacion de lignina (Por hongos de pudricién blanca; basidiomycetes)

[ Degradacion enzimatica de lignocelulosa ” Degradacién no enzimatica de lignocelulosa |

A v v

Heme Enzimas Reaccién Ciclo redox
Peroxidasas accesorias catalizada por CDH| Quinona

N

Fenol
oxidasas

Reaccién Fenton
Catalizada por Glicopeptidos

i S Y o sy e
enton
i
h
1M (I * i i
i
n0¢)2 e 1 i I m v
|
i
Radicales Radicales | Mn(liy — o o a
libres intermediarios |, |_Quelatado %
f guinonas
i
ln f o0 ||k o
i
:
secundarios:
LMS :
I
c : Radicales
i
) Mas enzimas lignoceluloliticas
d 18 (celulasas y hemicelulasas)
i
i
i
i
i
Lignina i i

Celulosa

—

m.,l‘h
&Y S AT
Hemicelulosa Degradacion de
L~ - lignina

—

o s —

.

Figura 3. Proceso de degradacion de lignina. Degradacion enzimética y no enzimatica de
lignocelulosa (Dashtban et al., 2010).

Cabe sefalar que adicionalmente a los procesos enzimaticos de
degradacion de lignina existe otro tipo de reacciones no enzimaticas
relacionadas en dicho proceso, las cuales se resumen en la Figura 3.

I.2.3 Lacasa y mecanismo de degradacién

La lacasa es una fenol oxidasa que debe su nombre a que fue
descubierta hace mas de un siglo por Yoshida (1883) en el arbol japonés de la
laca Rhus vernicifera. Esta enzima contiene atomos de cobre y se encuentra
ampliamente distribuida en las plantas superiores, diversas clases de hongos y
algunas bacterias (Figura 4). Las lacasas son glicoproteinas extracelulares con
pesos moleculares entre 60 y 80 kDa y del 15 al 20% de su peso molecular
esta dado por carbohidratos (Shah y Nerud, 2002).



Figura 4. Imagen cristalogréafica de una lacasa (Pezzella
et al., 2008).

El sitio catalitico de esta enzima se encuentra constituido por tres
dominios (Figura 5): el cobre T1 mononuclear, que se encuentra localizado en
el dominio 3 quelado por dos histidinas y una cisteina, los otros tres cobres se
encuentran acoplados trinuclearmente justo con 8 residuos de histidina
perteneciente a los dominios 2 y 3. Comunmente en las estructuras
cristalograficas, el cobre T, se encuentra ligado a dos histidinas y a una
molécula de agua o grupo dioxigeno; en cambio el sitio binuclear cobre T3

contiene 3 histidinas ligadas a cada cobre.
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Figura 5. Sitio catalitico de la lacasa. Agrupamiento de los sitios de unién a cobre.
(Sergio Riva, 2006).

La lacasa fungica (bencendiol:oxigeno oxidorreductasa, E.C. 1.10.3.2) es
una fenol oxidasa extracelular producida por el micelio de basidiomicetos,
ascomicetos y deuteromicetos. Los mejores productores de esta enzima son
los hongos de pudricién blanca. Bioquimicamente, la lacasa es una enzima que
oxida una variedad de compuestos aromaticos.



Las reacciones catalizadas por lacasas se producen por la oxidacion
monoelectrénica de una molécula de sustrato (fenoles, aminas aromaticas o
alifaticas) al radical reactivo correspondiente. El proceso redox toma lugar con
la ayuda del agrupamiento de los cuatro atomos de cobre los cuales forman la
base catalitica de la enzima, y que también confieren el color azul tipico a estas
enzimas debido a la intensa absorcion electronica de las uniones Cu-Cu. El
resultado total del ciclo catalitico es la reduccion de una molécula de oxigeno a
dos moléculas de agua y la oxidacion concomitante de cuatro moléculas de
sustrato para producir cuatro radicales (Figura 6). Estos son los intermediarios
reactivos que pueden producir dimeros, oligobmeros y polimeros (Riva, 2006).
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Figura 6. Ciclo catalitico de la lacasa (Baldrian, 2006).

Estas enzimas oxidan no solamente acidos fendlicos vy
metoxifendlicos, sino que también los descarboxila y ataca sus grupos metoxilo
mediante la desmetilacion (Leonowicz et al., 1984) o desmetoxilacion. Todas
estas reacciones pueden representar un paso importante en la transformacion

inicial de la lignina.

Las lacasas también reaccionan con polifenoles y otros compuestos
aromaticos derivados de la lignina, los cuales pueden ser polimerizados o

despolimerizados, o incluso actuar como mediadores redox de bajo peso

10



molecular (Figura 7). La utilizacion de sistemas mediador-lacasa es una
alternativa promisoria para procesos biotecnologicos con aplicaciones
ambientales. Entre ellos, los de blanqueo de la pulpa de papel, la decoloracion
de colorantes textiles y la oxidacién de hidrocarburos polinucleoaromaticos
(Riva, 2006).
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Figura 7. Representacion esquemética de los ciclos redox catalizados por lacasas
para la oxidacion de los substratos en ausencia (a) o en la presencia (b y c¢) de
mediadores quimicos. (Sergio Riva, 2006).

I.3. Genes de lacasas de hongos

A la fecha se han clonado y caracterizado genes de lacasas en hongos
patégenos de humano, fitopatégenos y ligninoliticos. En el grupo de hongos
degradadores de madera se ha visto que las lacasas se encuentran codificadas
por familias complejas de genes que se encuentran estructuralmente
relacionados. En cuanto a los genes de las lacasas extracelulares,
directamente involucradas con la degradacion de lignina, en el género
Pleurotusse han descrito recientemente siete genes para P. ostreatus (Pezzella
et al., 2008) y P. sapidus (Linke et al., 2005), mientras que en P. sajor-caju se
han reportado cuatro genes. En Ceriporiopsis subvermispora se ha
caracterizado un solo gen (Karahanianet al.,, 1998) y en Phlebia radiata
(Mékela et al., 2006) y Pycnoporus cinnabarinus (Eggert et al., 1998; Temp et
al., 1999) se han descrito dos. Un caso extremo lo representa Coprinopsis

cinerea, en el cual se han descrito 17 genes de lacasas distribuidos en dos
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subfamilias (Kilaru et al., 2006). El gen de una lacasa extracelular también ha
sido reportado para el Ascomycete Hortaea acidophyla (Tetsch et al., 2006).

I.4. Inductores de lacasas en hongos

Se ha reportado la induccion de la actividad extracelular de lacasas en
distintas especies de hongos tanto con extractos de lignina de diferentes
especies vegetales y sustancias organicas, como con iones metalicos,
principalmente cationes divalentes. Asi, en Pleurotus ostreatus se ha
comprobado el aumento de la actividad extracelular de lignina con inductores
como el extracto alcalino de lignina de rastrojo de maiz, el &cido vanillinico, el
acido veratrilico y la xilidina, entre otros (Mufiéz et al., 1997). En el caso de
Pycnoporus cinnabarius también se ha documentado un incremento en la
produccion de lacasa extracelular al suplementar el medio de cultivo con
xilidina, alcohol veratrilico, lignosulfonato o acido ferulico (Egger et al., 1996;
Herpoél et al., 2000). Mas recientemente, en esta misma especie se ha
documentado la induccion de actividad de lacasa con etanol (Lomasco et al.,
2003). En el caso de Coriolus hirsutus se ha inducido la actividad enziméatica
extracelular con sirangaldazina, o-toluidina y acido sinapinico, entre otros
(Koroljova-Skorobogat’ko et al., 1998). La induccién con Cu*? ha sido reportada
para especies del género Trametes (Collins y Dobson, 1997; Levin et al.,
2002), mientras que en el caso de especies del género Pleurotus ha sido
documentada la induccién tanto con Cu*? (Palmieri et al., 2000; Baldrian y
Gabriel, 2002; Baldrian et al., 2005; Stajic et al., 2006), como con Cd*?
(Baldrian y Gabriel, 2002). En Ascomycetes, la induccion de la actividad de
lacasa extracelular por cobre se ha reportado para Podospora anserina
(Fernandez-Larrea y Sthal, 1996), Gaeumannomyces graminis var. tritici
(Litvintseva y Henson, 2002) y, recientemente, Botryosphaeria rhodina (Dekker
et al.,, 2007). En esta Ultima especie también se ha evaluado el efecto de las
fuentes de carbono (Dekker et al., 2001; Alves et al., 2003) y nitrégeno (Dekker
et al.,, 2007) sobre la actividad de lacasa constitutiva e inducida con alcohol
veratrilico, asi como el efecto que el fungicida imazaquin, del grupo de las
imidazolinonas, tiene sobre dicha actividad (Rezende et al., 2005).
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I.5. Aplicaciones biotecnoldgicas de lacasas

Una gran variedad de plantas son utilizadas como forraje para la
alimentacion de animales de granja destinados a la obtencion de carne, leche y
otros productos. El forraje se define como la parte comestible de las plantas,
ademas del grano, las cuales proveen alimento para animales de pastoreo o
pueden ser cosechadas con fines de alimentacion de distintos tipos de ganado.
Por otro lado, el cultivo forrajero es utilizado cominmente para describir
cultivos de especies vegetales, generalmente plantas anuales y bianuales, las
cuales se utilizan para el pastoreo o son cosechadas para utilizarse como
alimento animal, como los tallos y tejido foliar remanente de la cosecha del
maiz y del sorgo (Wilkins, 2000). Una caracteristica importante de la mayoria
de las plantas forrajeras es el gran porcentaje (40-80%) del peso seco
constituido por carbohidratos complejos asociados a la pared celular,
principalmente celulosa, hemicelulosay lignina (Davila et al., 2001).

La habilidad de los hongos filamentosos para degradar lignina en la
naturaleza ha sido aprovechada para estudiar el proceso de degradacion de
lignina en rastrojo destinado como alimento para animales de granja. Dichos
estudios incluyen, entre otros, el proceso de degradacion de lignina de distintos
tipos de rastrojo utilizando de P. chyrsosporium (Dorado et al., 1999),
Nematoloma frowardi (Hofrichter et al., 1999), Phlebia radiata (Dorado et al.,
1999) y varias especies del género Pleurotus (Dorado et al., 1999; Gutiérrez et
al., 2006). El proceso de degradacion de lignina puede aumentar la
digestibilidad de diversos tipos de rastrojo, con un consecuente incremento en
la productividad de los rumiantes de granja. Se ha documentado que el
proceso de degradacion de la lignina mejora en algunos casos la digestibilidad
in vitro del rastrojo por parte de microorganismos del rumen. Asi, se ha
reportado que la cepa K-3 de Phanerochaete chrysosporium y la cepa
FP90031-sp de Ceriporiopsis subvermispora mejoran la capacidad de digestion
in vitro de pasto de Bermuda (Cynodon dactylon L. Pers) por parte de
microorganismos del rumen (Akin et al., 1993). La digestibilidad in vitro del
rastrojo de trigo también mejora después de la incubacién con Pluerotus
ostreatus y Trametes gibbosa (Jalc et al., 1996). Por otra parte, la

delignificacion del rastrojo de maiz con Cyathus stercoreus y P. chrysosporium
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puede reducir la severidad de otros tipos de tratamiento que aumentan la
digestibilidad, como los requerimientos de acido, calor o enzimas (Keller et al.,
2003).

Las lacasas de hongos ligninoliticos han sido ampliamente estudiadas
en preparaciones de enzimas puras, en preparaciones de enzimas crudas y en
el medio de cultivo, para su aplicacion en procesos de biopulpeo (Messner y
Srebotnik, 1994), en la degradacion de compuestos toxicos (Kremer y Anke,
1997) y en la remocion de colorantes de efluentes de la industria textil (Shah y
Nerud, 2002). Estas aplicaciones potenciales se basan en la caracteristica de
la falta de especificidad que poseen las enzimas del sistema ligninolitico de los
hongos degradadores de madera (Pointing, 2001; Ralph y Catcheside, 2002).
Asi, el estudio de hongos degradadores del complejo de lignocelulosa de las
plantas resulta no solo de importancia ecoldgica, sino que también representa
una fuente de nuevas aplicaciones biotecnoldgicas. En ese sentido, los hongos
ligninoliticos han sido empleados en procesos de biorremediacion, ya que se
ha documentado ampliamente su capacidad para degradar compuestos
organicos recalcitrantes que van desde sustancias empleadas como explosivos
entre las que se encuentra el TNT (2, 4, 6, trinitrotolueno) y la nitroglicerina,
hasta pesticidas empleados en la agricultura (DDT, aldrin, endolsulfan, etc.) y
bifenilos policlorinados e hidrocarburos aroméaticos policiclicos, altamente
dafiinos para el ser humano y los ecosistemas (Pointing, 2001). El ataque y
degradacion de dichas sustancias posibilita la biorremediacion de suelos
contaminados por actividades agricolas o industriales (Martin-Moreno et al.,
2004). Por otra parte, la obtencion de lacasas a partir de cultivos de hongos
lignicolas tiene una amplia aplicaciéon en diversas areas que incluyen a la
industria de los alimentos, el biopulpeo para la obtencion de papel, la industria
textil, la nanotecnologia y la industria de los cosméticos, entre otras
(Rodriguez-Couto y Toca-Herrera, 2006). El uso de lacasas en procesos de
sintesis organica es considerada una tecnologia ambientalmente mas amigable
que los procesos de sintesis tradicionales mediante mecanismos fisicoquimicos
(Riva, 2006).
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I.6. Estrategia de busqueda de nuevas cepas silvestres con potencial
biotecnoldgico

Por su actividad catalitica los hongos tienen la capacidad de degradar las
estructuras quimicas de muchos tintes y pigmentos utilizados ampliamente en
la industria textil que pueden ser altamente toxicos tales como los azo,
trifenilmetano o estructuras heterociclicas poliméricas (Levin et al., 2004). En
este contexto, en estudios recientes se han identificado nuevas especies de
hongos filamentosos capaces de degradar este tipo de tintes y pigmentos. Asi,
Levin et al. (2004) encontraron que 10 aislados argentinos tenian la capacidad
de degradar tintes como el Verde de Malaquita, Azure B, Poly R-478, Azul
Antraquinona, Rojo Congo y Xilidina, sugiriendo la presencia de lacasas,
ligninperoxidasas y manganeso peroxidasas en especies de Ganoderma y
Trametes entre otras. Kiiskinen et al. (2004), utilizaron Azul remazol brillante R,
PolyR-478, guayacol y acido tanico como indicadores de la presencia de
enzimas fenol oxidasas, identificandose 26 aislados de hongos filamentosos
con esta propiedad, entre los que se encuentran Mucor circinelloides,
Chrysosporium  queenslandicum,  Sporotrichum  pruinosum,  Rhizopus
microsporus, Mucor hiemalis, Trichoderma atroviride y Trichoderma harzianum,
entre otros. Por su parte, Nazareno et al. (2006) encontraron que Pestalotiopsis

guepinii también era capaz de degradar tintes sintéticos.
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Il. JUSTIFICACION

A la fecha, los estudios bioquimicos, fisioldgicos y genético-moleculares
para evaluar el potencial para producir lacasas extracelulares por aislados de
hongos silvestres obtenidos de ecosistemas de México son practicamente
inexistentes. El estudio de cepas silvestres aisladas a nivel local posibilita la
generacion de procesos y productos biotecnologicos para la resolucion de
problemas estatales, regionales y nacionales susceptibles de ser patentados, lo
cual no es posible cuando se estudian cepas de referencia provenientes de
colecciones de microorganismos de otros paises. En el Laboratorio de
Conservacion y Biotecnologia de Microorganismos del Centro Multidisciplinario
de Estudios en Biotecnologia (CMEB) de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia (UMSNH) se cuenta con un cepario de 150 aislados de hongos
filamentosos aislados de distintos ecosistemas del estado de Michoacan
(Arredono-Santoyo, 2009). Dichas cepas se encuentran conservadas tanto en
criopreservacion a -80 °C como en agua desionizada a temperatura ambiente y
a la fecha no se ha comprobado la viabilidad de dichas cepas ni se han
evaluado sus capacidades fisiologicas de importancia biotecnologica. En este
cepario se han identificado, por técnicas de genética-molecular, 50 aislados
pertenecientes a distintos géneros, entre los que se encuentran Trichoderma,
Fusarium, Gibberella, Pestalotiopsis, Bionectria, Gliocladium, Diaporthe,
Phomopsis, Didymella, Phoma, Botryosphaeria, Lasiodiplodia, Diplodia,
Sphaeropsis, Aspergillus, Mucor, Rhizomucor, Neurospora, Nigrospora,
Penicillium, Eupenicilium, Ampelomyces, Epicoccum, Sphaeriothyrium vy
Cerebella. Ademas, se cuenta con trece aislados identificados a nivel de
especie, los cuales incluyen a Trichoderma tomentosum, Infundibulicybe gibba,
Pestalotiopsis paeonicola, Lasiodiplodia theobromae, Diaphorte ambigua,
Didymella bryoniae, Fusarium incarnatum, Mucor hiemalis, Neurospora
sitophila, Glonium pusillum, Trametes versicolor, Pleurotus djamour vy
Umbelopsis ramaniana (Arredondo-Santoyo, 2009). En el presente trabajo, se
evalu6 la viabilidad de algunos de estos aislados después del proceso de

preservacion y su potencial para producir lacasas extracelulares.

16



l1l. HIPOTESIS

Aislados silvestres de hongos filamentosos del estado de Michoacan son
capaces de producir lacasas extracelulares de manera basal y dicha actividad

es inducible con rastrojo.

IV. OBJETIVOS

IV. 1. Objetivo general

Estudiar la actividad de lacasa extracelular en cepas seleccionadas de

hongos filamentosos silvestres.

IV. 2. Objetivos especificos
i) Seleccionar cepas de hongos filamentosos silvestres productoras de

lacasas extracelulares.

i) Determinar la actividad basal e inducida de lacasas extracelulares de

tres cepas de hongos filamentosos silvestres.

iii) Analizar el efecto del rastrojo de maiz como inductor sobre la actividad

de lacasa extracelulares de las cepas de estudio.
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V. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Cepario CMU

F Seleccion de cepas ﬁ

Ensayos de decoloracion en placa Cinéticas de crecimiento

_ 3 cepas seleccionadas A

Determinaclén de actlvidad extracelular de lacasa

|
T I —

Biomasa Extracto de rastrojo Rastrojo molido
Proteina extracelular total Biomasa
Actividad enzimatica total Proteina extracefular total
I 1
Actividad especifica de lacasa Actividad enzimatica total

Actividad especifica de lacasa
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VI. MATERIALES Y METODOS
VI.1. Cepas de estudio

Se realiz6 una primera seleccidén a partir de las cepas provenientes del
Cepario Michoacano Universitario (CMU) que fueron tipificadas genéticamente
a nivel de especie e incluyen una variedad de grupos taxonémicos (Arredondo-
Santoyo, 2009) (Tabla IlI).

Tabla Ill. Primera selecciéon de cepas empleadas a partir del CMU

Clave de cepario  Género/especie

26-CMU Neurospora sitophila
29-CMU Pestalotiopsis paeonicola
39-CMU Lasiodiplodia theobromae
48-CMU Diaphorte ambiqua
59-CMU Glonium pusillum
81-CMU Umbelopsis ramaniana
87-CMU Didymella bryoniae
96-CMU Mucor hiemalis
149-CMU Pleurotus djamour
219-CMU Fusarium incarnatum
234-CMU Infundibulicybe gibba
TA-CMU Trametes versicolor
TC-CMU Trametes cervina

VI.2. Medios de cultivo

Se utiliz6 agar dextrosa y papa (PDA) para la generacion de inoculos.
Para todos los experimentos fisiologicos se utilizaron indculos de micelio
provenientes de la cepa de interés en fase logaritmica de crecimiento. Los
inodculos se obtuvieron de los bordes de la colonia con un sacabocados de 6
mm de didmetro. Los cultivos de micelio fueron incubados a 28 °C y crecidos
por 48 h.
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Para la preparacion del PDA se utilizaron 250 g de papa los cuales se
hirvieron por 20 min en 1 L de agua destilada, posteriormente se recupero el
extracto acuoso por filtracion a través de una gasa, con la finalidad de
desechar todos los residuos sélidos. Al filtrado recuperado se le agregaron 20 g
de dextrosa y 20 g de agar bacterioldégico aforAndose a 1 L con agua destilada.
Los medios comerciales (BD Bioxon y DIFCO®, USA) se prepararon
agregando 39 g en 1 L de agua destilada acorde a las indicaciones del

fabricante, esterilizandose en autoclave a 121 °C (15 Ib/pulg?) por 15 min.

Se utiliz6 medio liquido de papa dextrosa (PDB) para realizar cinéticas
de crecimiento en medio liquido, determinacion de actividad enziméatica basal e
inducida, asi como para los ensayos de determinacion de proteina en las cepas
seleccionadas. Se empleé el medio comercial DIFCO® el cual se prepar6
acorde a las indicaciones del fabricante disolviéndose 22 g en 1 L de agua
destilada. Las cepas fueron crecidas en 25 mL de este medio para estos

ensayos.

Para los ensayos de induccién en medio liquido se utilizé rastrojo de
maiz; tanto como extracto acuoso de rastrojo (10%) el cual se prepard
disolviendo el rastrojo en un volumen de 2 L de agua, se realiz0 una
evaporacion del liquido excedente haciéndose extracciones repetidas hasta
obtener el extracto concentrado, y rastrojo molido (2% p/v) el cual fue
previamente secado y triturado a través de un molino, las dos formas de
inductor se adicionaron de manera independiente al medio de cultivo PDB
estéril, el extracto fue esterilizado por filtracién a través de una membrana
millipore® tipo HA de 0.045 um de poro mientras que el rastrojo molido se

esterilizé en autoclave.

Para los ensayos de decoloracién, las cepas seleccionadas fueron
inoculadas en placas de medio agar extracto de malta (AEM) el cual se preparo
con 12.7 g/L de extracto de malta (DIFCO®), 10 g/L glucosa (BD Bioxon) y 20
g/L de agar (BD Bioxon) suplementado con nueve sustratos fendlicos en
ensayos independientes. Este medio se esterilizd de la manera anteriormente
descrita. Se emplearon los colorantes naranja de metilo, azul acido, azul cielo
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chicago 6B, indigo carmin, azul remazol brillante R, azul directo 71 y fucsina
acida a una concentracion de 250 mg/mL los cuales fueron esterilizados por
filtracion a través de una membrana Millipore® tipo HA de 0.045 um de poro y
adicionados al medio previamente esterilizado. También se emplearon los
compuestos fendlicos guayacol (0.01% p/v) y acido tanico (0.5% p/v) los cuales
se incorporaron al medio antes de ser esterilizado en autoclave a 121 °C (15
Ib/pulg?) por 15 min. Las placas fueron inoculadas con las cepas de interés
(Tabla 1) e incubadas a 28 °C por 2-15 dias dependiendo de la velocidad de

crecimiento del hongo.

Estos ensayos cualitativos fueron realizados para seleccionar cepas
productoras de fenol-oxidasas extracelulares ya que, en el caso de los
colorantes, se espera que al atacar la estructura fendlica se genere una zona
de decoloracion al degradar el tinte. En el caso de los sustratos acido tanico y
guayacol, se indica la presencia de fenol-oxidasas extracelulares al
desarrollarse una coloracién marrén cuando se oxida el anillo fendlico de su
estructura. De este ensayo se seleccionaron 3 cepas para ensayos posteriores,

aguellas que mostraron tener mayor capacidad de decolorar/oxidar.

VI. 3. Cinéticas de crecimiento

Los ensayos de crecimiento en medio solido tuvieron el doble objetivo de
determinar la velocidad de crecimiento de las cepas de estudio y observar si
éstas presentaban inhibicién del desarrollo del micelio a las concentraciones
empleadas de los distintos sustratos indicadores de la presencia de lacasas.
Las cinéticas de crecimiento de las cepas de interés (Tabla Ill) se realizaron en
el medio AEM adicionado con colorantes como se describié anteriormente
midiendo el didmetro colonial y el area de decoloracion cada 12 a 24 h
dependiendo de la velocidad de crecimiento de cada cepa. En los cultivos
control las cepas se inocularon en el mismo medio pero sin sustrato fendlico.
Todas las cinéticas se realizaron en tres ensayos independientes por triplicado
y el resultado de las mediciones se promedio, obteniéndose la desviacion
estandar para cada punto de la curva de crecimiento.
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Para realizar cinéticas de crecimiento en medio PDB, se tomaron 3
indculos obtenidos de la manera anteriormente descrita provenientes de las
cepas de interés (3 cepas seleccionadas) crecidas en medio PDA, se colocaron
en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 25 mL de medio PDB. Los cultivos asi
inoculados se incubaron a 28 °C con agitacion de 120 rpm. El micelio se
cosechd cada 24 h durante 15 dias filtrando el contenido de cada matraz a
través de papel Whatman® #41 a peso constante (el papel fue secado a 50 °C
por 12 h, se coloc6 en un desecador y se pes0). El micelio se lavé con agua
destilada, el papel filtro con el micelio se sec6 a 50 °C por 24 h, se coloco6 en un
desecador y se peso. El peso seco del micelio se determiné por la diferencia de
peso al restar el peso del papel. Todas las cinéticas se realizaron en tres
ensayos independientes por triplicado y el resultado de las mediciones se
promedid, obteniéndose la desviacion estandar para cada punto de la curva de

crecimiento.

VI. 4. Ensayos de actividad enzimética

Para medir la actividad enzimatica los cultivos miceliares en medio
liguido PDB y PDB suplementados con extracto acuoso de rastrojo (10%) 6
rastrojo molido (2% p/v) fueron incubados a 28 °C con agitaciéon de 120 rpm
durante 15 dias. La determinacion de actividad enzimatica fue realizada de
acuerdo a Nagai et al., (2002) cada 24h. Para este ensayo se tomd una
primera alicuota de 200 uL del medio de cultivo. La mezcla de reaccién estaba
compuesta de 500 uL de buffer Macllvaine pH 4.0 (0.1 M de acido citrico, 0.2 M
de fosfato de sodio dibasico), 300 uL de H,O destilada estéril, 100 uL de ABTS
IM (2, 2’- azino-bis (3- etilbenztiazolina- 6- sulfonato) y 100 ulL del
sobrenadante del medio de cultivo centrifugado a 10 000 rpm. Las muestras se
incubaron a 30 °C durante 20 min y la reaccion se detuvo afiadiendo 100 uL de
acido tricloroacético al 5 % (v/v en agua). La formacién del radical cationico se
determiné midiendo el incremento en la absorbancia a 420 nm (g420 = 36 000 M
' ecm™) en un espectrofotdmetro de luz visible. Una unidad de actividad
enzimatica (U) se define como la cantidad de enzima que cataliza la oxidacion

de 1 umol de ABTS en una reaccion de 100 uL a 30 °C en 1 min. La actividad
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especifica de lacasa extracelular se determiné tomando las U resultantes por
mg de proteina (U/mg de proteina). Este ensayo se realizo para las tres cepas
de interés previamente seleccionadas en tres ensayos independientes por
triplicado, los resultados se promediaron y se determind la desviacion estandar

de los resultados obtenidos.
VI.5. Determinacion de Proteina

La determinacion de proteina fue realizada en 800 uL del medio de
cultivo cada 24 horas por un periodo de quince dias mediante el método de
Bradford empleando el kit Bio-Rad Protein Assay de acuerdo a las indicaciones
del proveedor (Bio-Rad, USA), utilizando como estdndar albumina de suero
bovino y leyendo la concentracion a 590 nm. Este ensayo fue realizado para
las 3 cepas de estudio seleccionadas en condiciones basales de actividad
enzimatica. Se llevaron a cabo por triplicado, los resultados se promediaron y

se determind la desviacion estandar de los resultados obtenidos.
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VIl. RESULTADOS

VII.1 Aislamiento y recuperacion de las cepas seleccionadas

Las 13 cepas seleccionadas fueron rescatadas del cepario CMU en el

cual se habian criopreservado durante tres afios (Figura 8).

Figura 8. Cepas recuperadas del CMU incubadas a 28°C en medio de PDA. Claves:
26-CMU, N. sitophila; 29-CMU, P. paeonicola; 39-CMU, L. theobromae; 48-CMU, D. ambigua;
59-CMU, G. pusillum; 81-CMU, U. ramaniana; 87-CMU, D. bryoniae; 96-CMU, M. hiemalis;
219-CMU, F. incarnatum; 234-CMU, |. Gibba.

Las cepas presentaron caracteristicas morfolégicas muy diversas entre
si pero iguales a las reportadas con anterioridad (Arredondo-Santoyo, 2009)
algunas presentaban un aspecto algodonoso y de color blanco con bordes
regulares (figura 8; cepas 26-CMU, 29-CMU, 59-CMU, 149-CMU, TA-CMU vy
TC-CMU). Las cepas 29 CMU, 39-CMU, 48-CMU, 96-CMU y 234-CMU
mostraron micelio aéreo abundante, mostraban micelio aéreo abundante
donde, pudiéndose observar que al cabo de pocos dias de incubacién

desbordaba la caja.

Se observaron también caracteristicas particulares de cada cepa como
en el caso de la cepa 81-CMU, que exhibe un micelio compacto de tonalidad
rosada y bordes regulares. Una caracteristica especifica de la cepa 89-CMU es
gue concentra su crecimiento en el centro de la placa extendiéndose de
manera lenta e irregular en la superficie y través del medio de cultivo. El micelio

aéreo y abundante de tonalidad amarilla de la cepa 96-CMU son propiedades
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gue la caracterizan, mientras que la cepa 219-CMU mostr6 un micelio
abundante compacto y poco algodonoso, destacandose por la presencia de
tonalidades cafés intensas en distintos sitios principalmente en el centro de la

placa asi como una secrecion viscosa en forma de gotas.

VII. 2. Seleccion de cepas con actividad de fenol-oxidasa extracelular
VII. 2.1. Ensayos de decoloracién en medio sélido

Estos ensayos se realizaron con la finalidad de seleccionar cepas con
actividad fenol-oxidasa extracelular, la cual se observo por la decoloraciéon de
los medios de cultivo adicionados con sustratos fendélicos. Se probaron las 13

cepas seleccionadas con siete colorantes y dos agentes oxidantes.

En el caso de los ensayos con naranja de metilo, azul acido, azul cielo
chicago 6B, indigo carmin, azul remazol brillante R, azul directo 71 y fucsina
acida se pudo observar que las cepas que presentaron mayor actividad de
decoloracién con respecto al control fueron las cepas 149-CMU, TA-CMU y TC-
CMU las cuales conservaron las caracteristicas coloniales en todos los medios.
En los cultivos de dichas cepas se presentd un halo de decoloracion en etapas
iniciales del crecimiento del micelio (Figura 9). Las demas cepas aunque
mantuvieron un buen desarrollo en las diferentes condiciones de cultivo
conservando sus caracteristicas morfolégicas coloniales, no mostraron

decoloracion significativa.

La cepa TA-CMU fue la primera que present6é halo de decoloracién en
una etapa temprana de su estado fisiol6gico de crecimiento, a partir de las 12 h
de incubacion. El nivel de decoloracion fue mayor conforme se incrementaba la
masa de micelio. La decoloracion originada por la cepa TC-CMU fue mejor en
presencia de naranja de metilo y azul acido que con el resto de los colorantes,
aungue en todos los casos se observo decoloracion.
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CONTROL CEPAS
149-CMU TA-CMU

Naranja de metilo

Azul cielo Chicago 6B

Azul remazol brillante R

Figura 9.Ensayos positivos de decoloracion en medio soélido conteniendo los colorantes
indicados. Las cepas fueron inoculadas en medio AEM adicionado con los colorantes e
incubadas a 28°C. Cepas: 149-CMU, P. djamour; TA-CMU, T. versicolor; TC-CMU, T. cervina.
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En el medio de cultivo suplementado con indigo carmin fue notoria la
decoloracién por parte las 13 cepas analizadas con respecto a los medios
control (Figura 10). Todas las cepas conservaron sus caracteristicas
morfolégicas coloniales, las cepas que mostraron tener mayor capacidad de
decoloracién fueron las cepas 39-CMU, 59-CMU, 81-CMU, 96-CMU, 149-CMU,
TA-CMU y TC-CMU. La cepa 26-CMU presenté una actividad de decoloracién

menor a las demas cepas aunque la decoloracion fue notoria.

Figura 10. Ensayo de decoloracion de indigo carmin en medio sélido. Las cepas fueron
inoculadas en medio AEM adicionado con el colorante e incubadas a 28°C. Control, medio

AEM suplementado con colorante, no inoculado e incubado en las mismas condiciones.

La cepas que presentaron mayor capacidad oxidativa de &acido tanico
fueron las cepas 26-CMU, 29-CMU, 48-CMU, TA-CMU y 219-CMU, mostrando
un halo oxidativo de tonalidad marrén. Las cepas 39-CMU, 89-CMU y 234-
CMU exhibieron un halo transparente en la periferia colonial. La mayoria de las
cepas estudiadas redujeron la velocidad de crecimiento en presencia de dicho
sustrato. Un aspecto importante que destaca en este ensayo fue la inhibicién
del crecimiento miceliar presentado en las cepas 81-CMU, 16-CMU, 149-CMU y
TC-CMU (Figura 11).
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. 149 CWU I 219 CMU

Figura 11. Ensayo de oxidacion con &cido ténico en medio solido. Las cepas se

inocularon en medio AEM adicionado con el sustrato fendélico y se incubaron a 28°C. Control,
Medio AEM suplementado con el agente oxidante, no inoculado e incubado en las mismas

condiciones.

En la figura 12 se muestra el ensayo de oxidacion del medio de cultivo
suplementado con guayacol a la concentracion anteriormente descrita. Aqui las
13 cepas ensayadas conservaron las caracteristicas morfologicas propias de
cada de cepa. La cepa 29-CMU presentd un halo de oxidacion marrén muy
intenso, seguida de las cepas 149-CMU, TA-CMU y TC-CMU. La oxidacion fue
evidentemente mas notoria en el centro de la placa. La cepa 48-CMU exhibi6
una ligera tonalidad marron en la periferia colonial. La tabla IV resume los

resultados de todos los ensayos de decoloracién/oxidacion.

Las cepas que mostraron la mejor actividad de decoloracion fueron 149-
CMU, TA-CMUy TC-CMU, ya que se observo decoloracion del medio con la
mayoria de los colorantes empleados a partir de las 12 horas de incubacion.
Las cepas que mostraron una mayor actividad oxidativa sobre el guayacol y el
acido tanico fueron 29-CMU, 39-CMU, TA-CMU, las cuales mostraron una
mancha marron indicativa de oxidacién del sustrato a partir de las 12 horas de
incubacion.
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Figura 12. Ensayo de oxidacién con guayacol en medio sélido. Las cepas se incubaron

en medio AEM adicionado con el sustrato y fueron incubadas a 28°C. Control, Medio AEM

suplementado con el agente oxidante, no inoculado e incubado en las mismas condiciones.

Tabla IV. Resultados de los ensayos de decoloracion/oxidacion de las cepas estudiadas.

CEPAS

COLORANTE 26- 29- 39- 48- 59- 81- 89- 96- 149- 219- 234- TA- TC-

cMu cMu cMu cMu cMu cMu cMu cMu CMU cMu cmMu CMU CMU
Naranja de metilo + - - + + - - - 44 + - 4+ 4+
Azul &cido - - - - - - - - ++ - - 4+ +
Azul cielo Chicago 6B - - - - - - - - ++ - - +++ +
indigo carmin + ++ +++ ++ ++ ++ ++ ++ +++ ++ ++ +++ +++
Azul remazol brillante R - - - - - - - - 44 - - 4+ 44
Azul directo 71 - - - - - - - - ++4+ - - 4+ ++
Fucsina acida - - - - - - - - +++ - - +++ ++
Acido tanico ++ +++ ++ +++ + - + - - ++ + ++ -
Guayacol - +++ - + + - ++ - + + - ++ ++

+ Decolora/oxida moderadamente,
intensamente, - No decolora/oxida.

++ Decolora/oxida con buena intensidad, +++ Decolora/oxida
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VII. 2.2. Cinéticas de crecimiento en medio s6lido AEM

Estas cinéticas se realizaron de la manera descrita con anterioridad
determinandose la velocidad de crecimiento de las cepas de estudio (Tabla 1)

y el efecto de los sustratos fendlicos sobre ésta.

La cinética de crecimiento de la cepa 26-CMU (N. sitophila) en medio
AEM con naranja de metilo, azul &cido, chicago azul cielo 6B, indigo carmin,
azul remazol brillante R, azul directo 71 y fucsina acida no presento variaciones
significativas con respecto a la cinética control. En esta cepa la fase
logaritmica de crecimiento comenz6 a partir de las 12 h de incubacion, y el
micelio cubrié en su totalidad el medio de cultivo al tercer dia. El acido tanico
retraso el crecimiento de micelio, con los cual se extendio el periodo hasta los
cuatro dias (Figura 13).

2,5 1
—~ 2 Naranja de metilo
IS
= —®— Azul 4cido
=
o Acido tanico
c 15 1
Q Guayacol
IS
© —®— Azul cielo chicago 6B
(0]
o 1 - —@— indigo carmin
o
— Azul remazol brillante R
o
3 —®— Azul directo 71
0,5
—®— Fucsina &cida
~— CONTROL
0 T T T T T T T ]
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo de incubacién (dias)

Figura 13. Cinética de crecimiento de la cepa 26-CMU (N. sitophila) en medio AEM en

presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.

En la figura 14 se muestra la curva de crecimiento de la cepa 29-CMU
(P. paeonicola), en la que se puede observar que no existe variacion
significativa del crecimiento en los diferentes sustratos fenélicos con respecto a
la cinética control. Dicha cepa inici6 la fase logaritmica a partir del primer dia de

incubacion, presentando la fase estacionaria después del dia 8. Esta cepa
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cubre en su totalidad el medio de cultivo al noveno dia de incubacién, y en
presencia de naranja de metilo y acido tanico se prolonga hasta el dia 11.

25 7

Naranja de metilo
—®— Azul 4cido

Acido tanico

Guayacol
—@— Azul cielo chicago 6B
——®— indigo carmin

Azul remazol brillante R

Log10 crecimiento (mm)

—®— Azul directo 71

—®— Fucsina &cida

—#— CONTROL

0 T T T T T T T d
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Tiempo de incubacién (dias)

Figura 14. Cinética de crecimiento de la cepa 29-CMU (P. paeonicola) en medio AEM

en presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.

El crecimiento de la cepa 39-CMU (L. theobromae) en presencia de
naranja de metilo resulta ser mas rapido que con los demas sustratos (Figura
15). Se observa que el micelio llegdé a su crecimiento maximo al tercer dia de
incubacion, a diferencia de los otros que la alcanzaron alrededor del octavo
dia. En los demas sustratos la variacion fue minima con respecto a la cinética
control comenzando la fase logaritmica a partir de las primeras 12 h de

incubacion y alcanzando la fase estacionaria a partir del tercer dia.

La velocidad de crecimiento de la cepa 48-CMU (D. ambigua) es
relativamente rapida, cubriendo el medio de cultivo en su totalidad alrededor
del dia 5. La cinética de crecimiento de esta cepa en presencia de ocho de los
nueve sustratos no varia con respecto a la cinética control, comenzando la fase
logaritmica a partir de las primeras 12 h de incubacion. En presencia de acido

tanico se observa un efecto inhibitorio del crecimiento (Figura 16).
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Figura 15.Cinética de crecimiento de la cepa 39-CMU (L. theobromae) en medio AEM

en presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.
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Figura 16. Cinética de crecimiento de la cepa 48-CMU (D. ambigua) en medio AEM en

presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.

En la figura 17 se observa el crecimiento de la cepa 59-CMU (G.
pusillum), la cual mostré uno de los mas rapidos entre las cepas estudiadas. El
cultivo control de dicha cepa llena en su totalidad el medio de cultivo entre los 4
y 5 dias de incubacion. En presencia de los colorantes azul cielo chicago 6B,

indigo carmin, azul remazol brillante R y azul directo 71, el crecimiento se
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prolongé un dia mas con respecto al control. En presencia de &cido tanico se
inhibi6 el crecimiento, prolongandose mas alla del dia 6.
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Figura 17. Cinética de crecimiento de la cepa 59-CMU (G. pusillum) en medio AEM en

presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.

Las cinéticas de crecimiento de las cepas 81-CMU (U. ramaniana) y 89-
CMU (D. bryoniae) fueron de las mas lentas. La cepa 81-CMU (Figura 18) lleg6
a su maximo crecimiento al dia 14 cubriendo en su totalidad el medio de
cultivo. La cinética fue uniforme en presencia de los 7 colorantes con respecto
a la cinética control. En presencia de guayacol el crecimiento se prolongé hasta
el dia 17, mientras que a la concentracion de &cido tanico empleada puede
observarse una inhibicion total del crecimiento miceliar durante los 15 dias de

la cinética.

La cepa 89-CMU fue la Unica que después de 16 dias de incubacién no
logro llenar en su totalidad la placa de medio de cultivo. Esta cepa alcanzé la
fase estacionaria temprana a partir del dia 3, y se observé una cinética de
crecimiento en presencia de los nueve sustratos fendlicos con considerables
variaciones, notandose que en presencia de acido tanico se detuvo el
crecimiento a partir del dia 8 (Figura 19).
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Figura 18. Cinética de crecimiento de la cepa 81-CMU (U. ramaniana) en medio AEM

en presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.
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Figura 19. Cinética de crecimiento de la cepa 89-CMU (D. bryoniae) en medio AEM en

presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.

El crecimiento de la cepa 96-CMU (M. hiemalis) fue constante en

presencia de la mayoria de los sustratos que suplementan el medio de cultivo,

llenando en su totalidad la superficie del mismo entre los dias 4 y 5 de

incubacién. En presencia del colorante azul directo 71 se observé una

inhibicion del crecimiento entre los dias 1 y 3 con respecto a los demas
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cultivos, efecto que se extendié hasta después del dia 5. Al igual que otras
cepas, el &cido tanico también inhibio el crecimiento del micelio (Figura 20).
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Figura 20. Cinética de crecimiento de la cepa 96-CMU (M. hiemalis) en medio AEM en

presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.

En la figura 21 se observa la cinética de crecimiento de la cepa 149-
CMU (P. djamour), la cual no presenté variaciones significativas en el
crecimiento en presencia de ocho de los sustratos probados. El micelio alcanz6
a llenar la caja del medio de cultivo entre los dias 12 y 16. En presencia de
fucsina acida alcanz6 su maxima biomasa a los 10 dias de incubacion,
mientras que con azul cielo chicago 6B y naranja de metilo la alcanz6 hasta el
dia 16. Un fenédmeno particular sucedio en presencia de acido tanico, en donde
se observo un crecimiento similar al de los otros cultivos en los primeros dias

de incubacion, pero después del dia 5 se inhibi6 el crecimiento del micelio.

El crecimiento de la cepa 219-CMU (F. incarnatum) en ocho de los
nueve sustratos presentd una cinética muy similar con respecto al control,
comenzando la fase logaritmica a partir de las primeras 12 h de incubacion y
extendiéndose hasta llenar la placa de medio alrededor del dia 10 (Figura 22).
En presencia de acido tanico el crecimiento se inhibi6é a partir del primer dia y

después de 15 dias no alcanz6 a cubrir en su totalidad el medio de cultivo.
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Figura 21. Cinética de crecimiento de la cepa 149-CMU (P. djamour) en medio AEM en

presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.
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Figura 22. Cinética de crecimiento de la cepa 219-CMU (F. incarnatum) en medio AEM

en presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.

La cinética de crecimiento de la cepa 234-CMU (l. gibba) fue lenta,
requiriendo del periodo de 15 dias para llenar la placa de medio de cultivo
(Figura 23). Puede observarse que no hubo diferencias significativas en el
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patrén de crecimiento de esta cepa crecida en las diferentes condiciones a
excepcion del acido tanico, en el cual después del cuarto dia de incubacion se

inhibié el crecimiento con respecto al control y a los otros compuestos

™
fendlicos.
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Figura 23. Cinética de crecimiento de la cepa 234-CMU (l. gibba) en medio AEM en
presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.

En el caso de la cepa TA-CMU (T. versicolor) tampoco se observo una
diferencia significativa en relacion a la velocidad de crecimiento del micelio en
presencia de los distintos compuestos fendlicos. Puede observarse que la fase
logaritmica se disparé a partir de las primeras 12 h de incubacién, llegando a la
fase estacionaria a partir del dia 5. A excepcion del chicago azul cielo 6B, en el
cual esta cepa lleno la caja de medio al dia 8 de incubacion, en presencia de
los demas compuestos se alcanzé dicha fase el dia 7 al igual que en el control.
El 4cido tanico inhibié el crecimiento de la cepa a partir del dia 3, retrasando el

crecimiento sin llenar la placa hasta el dia 11 (Figura 24).

La cinética de crecimiento de la cepa TC-CMU (T. cervina) siguio el
mismo patrén con la mayoria de los sustratos ensayados, pero en presencia de
guayacol, azul cielo chicago 6R y azul remazol brillante R el crecimiento fue
menor en relacién al control, cultivo alcanzando su maxima produccion de
biomasa hacia el dia 7. En presencia de fucsina acida se presenté una mayor
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velocidad de crecimiento que el del control, llenando la totalidad del medio de
cultivo el dia 6. El medio suplementado con &cido téanico inhibi6é totalmente el

crecimiento del micelio de esta cepa (Figura 25).
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Figura 24. Cinética de crecimiento de la cepa TA-CMU (T. versicolor) en medio AEM

en presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.
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Figura 25.Cinética de crecimiento de la cepa TC-CMU (T. cervina) en medio AEM, en

presencia de distintos colorantes y agentes oxidantes.

En general, los compuestos empleados no inhibieron de manera
significativa la velocidad de crecimiento de las cepas de estudio en

comparacion con el medio control. La cepa de crecimiento mas rapido fue la
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59-CMU, alcanzando la fase logaritmica media a las 48 h (2 dias) de
incubaciéon, mientras que la cepa de crecimiento mas lento fue la 89-CMU, la

cual alcanzg la fase logaritmica media hasta las 336 h (14 dias) de incubacion.

Con base a la velocidad de crecimiento y los resultados de los ensayos
de decoloracion/oxidacion, las cepas 149-CMU, TA-CMU y 29-CMU fueron las
gue presentaron mayor potencial biotecnolégico para la degradacion de
sustancias fendlicas, por lo que fueron seleccionadas para su estudio en medio
liquido, determinacién de proteina extracelular y evaluacion de produccién de

fenol-oxidasas extracelulares.

VII.3. Actividad de lacasa extracelular basal e inducida en las cepas
seleccionadas

Los ensayos de actividad enzimatica basal e inducida asi como la
cinética de crecimiento correspondientes se realizaron para las 3 cepas
seleccionadas, determindndose cada parametro diariamente durante un
periodo de 15 dias.

VII.3.1 Comparacion de distintas condiciones de cultivo para una misma cepa
VII.3.1.1 CEPA 29-CMU (P. paeonicola)

La actividad de lacasa extracelular basal e inducida de la cepa 29-CMU
asi como la cinética de crecimiento se muestran en la figura 26. La cinética de
crecimiento en PDB mostro el inicio de la fase logaritmica a partir del primer dia
de incubacion, prolongandose hasta el dia 4, momento en que inicié la fase
estacionara que se mantuvo hasta el dia 12. Posteriormente se observé un
nuevo incremento del crecimiento, obteniéndose la méxima cantidad de
biomasa al dia 13. El crecimiento en medio PDB con extracto de rastrojo fue
bajo en los primeros dias de incubacion, sobrepasando al nivel de crecimiento
observado en medio PDB después del dia 9. En presencia de rastrojo molido el
crecimiento del micelio presento el maximo nivel, observandose un desarrollo
de biomasa notable desde el primer dia de incubacion, llegando a un maximo

crecimiento el sexto dia de incubacion, a partir del cual no se pudo seguir la
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cinética debido al crecimiento excesivo y la saturacion del medio con la masa

del micelio.

En presencia de rastrojo la actividad enzimatica de lacasa extracelular
no fue detectada. La actividad especifica basal en cultivo con PDB mostr6é un
maximo de 25 U/mg de proteina hacia el quinto dia de incubacion.
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Figura 26. Actividad especifica de lacasa extracelular basal e inducida y cinética de
crecimiento de la cepa 29-CMU. La cepa se inoculdé en medio liquido PDB (control) y PDB
suplementado con extracto de rastrojo (10%, v/v) o con rastrojo molido al 2% (p/v) y se incub6
a 28°Cya 120 rpm.

VI1.3.1.2. CEPA 149-CMU (P. djamour)

El crecimiento del micelio de esta cepa en medio PDB presentd dos
fases muy bien diferencias. En la primera fase se observé una etapa de
crecimiento logaritmico desde el primer dia de incubacién hasta el dia 6,
entrando a una etapa estacionaria que se mantuvo hasta el dia 10. Después de
este dia comenzo6 una nueva fase logaritmica de crecimiento que se extendio
hasta el dia 15, ultimo dia de medicién (Figura 27). En el caso del cultivo en
PDB con extracto de rastrojo la fase logaritmica media se present6 hacia el dia
6, llegando posteriormente a una maxima produccion de biomasa igual a la
observada en el crecimiento del hongo con PDB. Por otro lado, el crecimiento

del micelio en PDB con rastrojo molido se increment6 significativamente desde

40



el primer dia de incubacion a partir del cual comenzo la fase logaritmica que se

prolongo hasta el dia 15.
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Figura 27. Actividad especifica de lacasa extracelular basal e inducida y cinética de
crecimiento de la cepa 149-CMU. La cepa se inocul6 en medio liquido PDB (control) y PDB
adicionado con extracto de rastrojo (10%, v/v) o con rastrojo molido al 2% (p/v) y se incub6 a
28°Cy 120 rpm.

La actividad enzimatica de la cepa 149-CMU en cultivo con PDB mostré
un ligero incremento a partir del dia 8 con un valor de 40 U/mg de proteina,
llegando a un maximo de 50 U/mg al dia 15 (Figura 27). En el caso del cultivo
en PDB con extracto de rastrojo se detectaron los niveles mas altos de la
actividad, con un maximo de 350 U/mg el dia 9 y posteriormente una
disminucion hasta llegar a 125 U/mg de proteina el dia 15. En el caso del
cultivo en PDB con extracto de rastrojo, la actividad también mostré un
incremento con respecto al cultivo en PDB, con un méaximo de actividad de 225
U/mg de proteina al octavo dia de incubacién y posteriormente una disminucion

hasta un valor de 5 U/mg de proteina el dia 15.

VII1.3.1.3. CEPA TA-CMU (T. versicolor)

En la figura 28 se muestra la cinética de crecimiento de la cepa TA-

CMU, en medio PDB en la que se observa un incremento gradual en la
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produccion de biomasa desde el primer dia de incubacion, presentandose la
fase logaritmica media el dia 8. El cultivo en medio PDB con extracto de
rastrojo incrementé el crecimiento del micelio de esta cepa a partir del dia 4,
disparandose el crecimiento a partir de este momento, y llegé a una maxima
produccion de biomasa al dia 15. El tratamiento con rastrojo molido incrementa
el crecimiento desde el primer dia de incubacién hasta el cuarto dia, a partir del

cual se empareja a la cinética inducida con extracto de rastrojo.

La actividad enzimatica de lacasa extracelular de esta cepa es
significativamente alta, tanto en medio PDB en donde presenta un maximo de
370 U/mg de proteina, como en medio PDB con extracto de rastrojo 0 con
rastrojo molido. En el caso del cultivo en PDB con extracto de rastrojo se
obtuvo un incremento de actividad desde el primer dia de incubacién muy
similar al cultivo en PDB, con un maximo de actividad de 460 U/mg de proteina
el dia 8, con una posterior disminucion hasta llegar a 125 U/mg de proteina el
dia 15. En el caso del cultivo en PDB con rastrojo molido, se observd un
aumento de actividad a partir del dia 4, con un pico maximo de 440 U/mg de

proteina el dia 8, que decae a 75 U/mg al final de la cinética.
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Figura 28. Actividad especifica de lacasa extracelular basal e inducida y cinética de
crecimiento de la cepa TA-CMU. La cepa se inocul6 en medio liquido PDB (control) y PDB
adicionado con extracto de rastrojo (10%, v/v) o con rastrojo molido al 2% (p/v) y se incub6 a
28°Cy 120 rpm.
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VII.3.2. Comparacion entre cepas en las distintas condiciones de cultivo

Estos andlisis se hicieron con la finalidad de comparar el
comportamiento de las tres cepas en las distintas condiciones de cultivo.

VI1.3.2.1. Condiciones basales

En la Figura 29 puede observarse tanto el crecimiento como la actividad
enzimatica de cada una de las cepas estudiadas en la ausencia de inductores.
Con respecto al crecimiento del micelio puede notarse que la cepa 29-CMU fue
la que presentd una mayor velocidad de crecimiento, aumentando éste desde
el dia 1 de incubacion para llegar a una fase estacionaria a partir del cuarto dia.
La cepa 149-CMU presenté la fase logaritmica media al octavo dia y la TA-
CMU también, aunque con una mayor produccion de biomasa. La actividad
especifica de lacasa extracelular fue significativamente alta en la cepa TA-CMU
con respecto a las otras dos cepas, presentando una actividad maxima de 325
U/mg de proteina en el dia 8. Las cepas 29-CMU y 149-CMU presentaron un

maximo de 25 U/mg y 40 U/mg de proteina los dias 5 y 13, respectivamente.
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Figura 29. Actividad especifica basal de lacasa extracelular y cinética de crecimiento de las
cepas 29-CMU, 149-CMU y TA-CMU. Las cepas fueron crecidas en medio liquido PDB e
incubadas a 28°C y 120rpm.
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VI1.3.2.2. Induccién con extracto de rastrojo

Aunque en estas condiciones de cultivo la cinética de crecimiento de las
tres cepas mostré diferencias significativas en los primeros 8 dias de
crecimiento, a partir de este dia las tres cepas desaceleraron su crecimiento y
produjeron practicamente la misma cantidad de biomasa en el dia 15. En los
primeros dias, la cepa 29-CMU mostr6 una mayor produccion de biomasa,
seguida de la cepa TA-CMU vy por ultimo la cepa 149-CMU. La maxima
actividad enzimatica fue detectada en la cepa TA-CMU, la cual alcanzé un pico
méaximo de 460 U/mg de proteina el dia 8, seguida de la cepa 149-CMU con
360 U/mg de proteina el dia 9 y por ultimo la 29-CMU con 5 U/mg de proteina
el dia 10 (Figura 30).
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Figura 30. Actividad especifica de lacasa extracelular inducida con extracto de rastrojo y
cinéticas de crecimiento en las cepas 29-CMU, 149-CMU y TA-CMU. Las cepas fueron
crecidas en medio liquido PDB adicionado con extracto de rastrojo al 10% (v/v) e incubadas a
28°Cy 120 rpm.

VI1.3.2.3. Induccidn con rastrojo molido
En la figura 31 puede observarse que las cinéticas de crecimiento de las
cepas 149-CMU y TA-CMU siguieron un patrén muy similar en los primeros

dias de incubacion en medio PDB con rastrojo molido. En el caso de la cepa

149-CMU la produccion de biomasa se incrementdo a partir del dia 9
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alcanzando un maximo crecimiento con un valor log;o de biomasa de 2.55,
superior al 2.3 de la cepa TA-CMU. En el caso particular de la cepa 29-CMU el
crecimiento del micelio se incrementé alcanzando valor log;o de biomasa de 2.6
al quinto dia de incubacién, a partir del cual no se pudo seguir la cinética
debido al crecimiento excesivo y la saturacion de la masa del micelio. Con
respecto a la actividad enzimatica de lacasa extracelular la cepa 29-CMU no
presento actividad significativa en los 5 dias que se midid. Por su parte, la cepa
149-CMU presentdé un maximo de actividad de 225 U/mg de proteina el dia 8
de incubacion, con una posterior disminucion hacia el dia 15, en el cual llegd
valores cercanos a cero. La cepa TA-CMU resulté ser la que presentdé mayor
actividad en cultivo en PDB con rastrojo molido, alcanzando un pico maximo de
actividad de 450 U/mg de proteina el dia 8, y disminuyendo de manera gradual
hasta 100 U/mg al término de la cinética.
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Figura 31. Actividad especifica de lacasa extracelular inducida con rastrojo molido y cinética de
crecimiento de las cepas 29-CMU, 149-CMU y TA-CMU. Las cepas fueron crecidas en medio

liquido PDB adicionado con rastrojo molido al 2% (p/v) e incubadas a 28°C y 120 rpm.

En general, la actividad enzimética se incrementd con los inductores
empleados, aumentando dicha actividad en las cepas 149-CMU y TA-CMU y
obteniéndose valores maximos de 350 U/mg de proteina y 460 U/mg de
proteina con extracto de rastrojo, asi como 225 U/mg y 440 U/mg,
respectivamente, con rastrojo molido. En el caso de la cepa 29-CMU pudo

notarse que ninguno de los inductores implementados incrementé la actividad
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enzimética sino que ésta se vio disminuida. Con respecto a los datos
analizados con anterioridad pudo notarse que si bien la induccion con rastrojo

molido fue considerable, los maximos incrementos de actividad se dieron con
extracto de rastrojo.
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VIII. DISCUSION

En el presente trabajo se seleccionaron y caracterizaron cepas de
hongos silvestres productoras de lacasas extracelulares. El descubrimiento y
caracterizacion de cepas de hongos productores de lacasas extracelulares con
diferentes afinidades por diversos sustratos y mas estables a distintas
condiciones de cultivo, es importante para la generacion de distintas
aplicaciones industriales, incluido el mejoramiento de la alimentacion de

animales de granja.

Uno de las primeros aspectos a destacar fue el hecho de que se
lograron rescatar 13 cepas de estudio del cepario CMU en el que se
encontraban conservadas mediante criopreservacion durante un periodo de
aproximadamente tres afios. Esto implica que la criopresevacion a largo plazo
del micelio vegetativo de las cepas de estudio no afectdé de manera negativa su
capacidad de crecimiento in vitro ni la habilidad para producir enzimas
extracelulares, particularmente lacasa, Aunque no se documentaron los
parametros de crecimiento y produccién de lacasa extracelular de las cepas de
estudio antes de guardarlas a -80 °C. Las velocidades de crecimiento
observadas y los niveles de actividad basal registrados muestran que estas
cepas conservan capacidades fisiolégicas con potencial biotecnolégico.
Previamente se ha reportado que la criopreservacion de cepas de los géneros
Inonotus y Pholiota con glicerol y dimetilsulfoxido (DMSO) no sufren una
disminucién significativa de su capacidad de crecimiento in vitro ni en la
produccion extracelular de lacasa y de manganeso peroxidasa (Stoychevet al.,
1998). No obstante, en dicho estudio las cepas se criopreservaron en nitrégeno
liqguido Unicamente durante 48 h y solo para especies de dos géneros, mientras
que en el presente trabajo se analizaron en medio sélido 13 cepas de doce
géneros y tres cepas de dos géneros en medio liquido, las cuales se
criopreservaron utilizando glicerol durante mas de 36 meses. AUn mas, en las
cepas de estudio se encuentran representantes de Zygomycota, Ascomycota y
Basidiomycota, algunas de las principales divisiones dentro de Fungi. Asi, este
trabajo muestra que la criopreservacion a largo plazo no afecta de manera

negativa las capacidades ligninoliticas de distintas especies de hongos

47



filamentosos. A futuro seria interesante estudiar la influencia de otros métodos
mas baratos de conservacion de cepas, como la conservacion en agua o0 en
suelo, sobre la capacidad de produccibn de enzimas extracelulares,

principalmente lacasas.

Entre las cepas que se analizaron en el presente trabajo estuvo P.
djamour (149-CMU), la cual mostré una capacidad significativa para decolorar
a los colorantes naranja de metilo, azul acido, chicago azul cielo 6B, indigo
carmin, remazol brillante azul R, azul directo 71 y fucsina acida. Esta cepa
también mostr6 capacidad para oxidar el guayacol. En la literatura se ha
documentado la capacidad de distintas cepas de P. ostreatus y de Pleurotus
pulmonarius (Rigas et al., 2006) para decolorar el colorante Poly R-478,
indicando que la especie aqui estudiada conserva dichas propiedades de
degradacion de colorantes fendlicos previamente reportada para el género.

El tratamiento de residuos de rastrojo con distintas cepas del género
Pleurotus ha sido reportado con anterioridad (Cohen et al., 2002). Asi, se ha
documentado el incremento de la digestibilidad in vitro de rastrojo de trigo
tratado con P. ostreatus (Lindenfelser et al., 1979; Zadrazil, 1985; Kamra y
Zadrazil, 1986), asi como un incremento en la degradacion ruminal (Jalc et al.,
1996). Martinez et al. (1994) han observado una deliginificacion selectiva de P.
eryngii sobre el rastrojo de trigo y Bisaria et al. (1997) reportaron la capacidad
de P. sajor-caju para disminuir en aproximadamente 45% el contenido de
lignina de rastrojo de trigo y de maiz en ensayos de bioconversion en sustrato
solido, si bien no midieron la actividad extracelular de lacasa. Asi, el presente
trabajo muestra que P. djamour puede unirse al listado de cepas del género
Pleurotus que son Utiles para tratar rastrojo de maiz, para el que existen pocos
estudios al respecto debido a que la actividad extracelular de lacasa esta
directamente relacionada con el tratamiento de rastrojo.

El ensayo de actividad de lacasa extracelular en medio liquido para esta
cepa mostré una actividad basal maxima de 40 U/mg de proteina, la cual se
mantuvo relativamente constante hasta el dia 15 de incubacién, mientras que
tanto con rastrojo molido como con extracto de rastrojo se observo un solo

méaximo de actividad correspondiente a 350 U/mg de proteina y 225 U/mg de

48



proteina, respectivamente. En la comparacion de nuestros resultados de
actividad extracelular de lacasa con reportes previos para especies del género
Pleurotus es importante tomar en consideracion que dichas determinaciones se
realizaron en diferentes medios de cultivo y en ensayos de fermentacion en
sustrato solido. También, en la mayoria de los reportes se presentan datos de
actividad total, es decir en U/ml de cultivo o en U/mg de peso seco, sin mostrar
actividad especifica. Estudiando diferentes cepas de P. ostreatus se ha
reportado una actividad basal de 56.87 (+ 11.6) x 10™* U/mg de peso seco para
la cepa de referencia 6, la cual aumenta cerca de tres mil veces en aislados
monospoéricos y cruzas en medio Kirk con concentraciones limitantes de
nitrogeno (Eichlerova et al., 2000). Cuando la cepa f6 se crecio en rastrojo de
trigo estéril, se observd una actividad de lacasa extracelular de 9.63 (+ 1.55) x
102 U/ml a 22 °C, la cual disminuy6 conforme se increment6 la temperatura de
incubacion. Para la misma especie se han reportado valores mas altos de
actividad extracelular de lacasa, del orden de 485-906.3 U/ml (Periasamy y
Palvannan, 2010) y 58.2 U/g (Toca-Herrera y Rodriguez-Couto, 2011). Estos
resultados de la literatura indican que la actividad extracelular basal de P.
djamour medida en este estudio y la induccion de ésta en presencia de
rastrojo, es mayor a la de otras especies de Pleurotus.

En las especies del género Pleurotus estudiadas se ha encontrado la
presencia de dos o mas isoenzimas. Asi, en distintas cepas de P. ostreatus se
ha documentado la presencia de dos (G. Palmieri et al., 2003; Giardina et al.,
2007) vy cuatro isoenzimas (Mansur et al., 2003), las cuales se expresan
dependiendo de las condiciones de cultivo y presentan distintas afinidades por
sustrato y condiciones de actividad oOptima diferentes. A la fecha, se han
identificado al menos tres genes de lacasa extracelular en P. ostreatus
(Pezzella et al.,, 2009). Para el caso de P. sapidus (Linke et al., 2005) y P.
eryngii (Muiioz et al., 1997) se ha documentado la presencia de dos
isoenzimas, mientras que para P. pulmonaris se ha reportado la produccion de
tres isoformas (Marques de Souza et al., 2004) y para P. sajor-caju se han
identificado cuatro genes que codifican para distintas isoenzimas (Soden y
Dobson, 2001). Asi, de acuerdo a los antecedentes dentro del género, es

posible suponer que P. djamour tiene al menos dos isoenzimas de lacasa
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extracelular. A futuro, seria interesante determinar el nUmero de isoenzimas
gue se estan expresando cuando se cultiva P. djamour en presencia de
rastrojo, asi como el numero de genes que codifican para lacasas
extracelulares en dicha especie.

La cepa que presentd mayor actividad enzimética especifica basal e
inducida fue T. versicolor (TA-CMU), obteniéndose un valor basal mayor a 370
U/mg de proteina hacia el dia 8 de incubacion. La induccion con rastrojo molido
incrementd la actividad especifica hasta 450 U/mg de proteina. En presencia
de extracto de rastrojo mostro la cifra mas alta de actividad en este trabajo, la
cual fue de 460 U/mg de proteina. Nuevamente, al igual que en el caso de
Pleurotus, las comparaciones del presente trabajo con la literatura deben de
tomarse con reserva debido a las diferencias en las técnicas de cultivo, de
induccién y de unidades en las que se reporta la actividad. Rodriguez-Couto y
Toca-Herrera (2011) encontraron que este hongo presenta niveles de actividad
especifica de 63.3 U/g, por debajo de los reportados en el presente trabajo.
Reportes previos han documentado la presencia de dos isoenzimas en T.
versicolor (R. Bourbonnais et al., 1995; Carvalho et al., 1999; Lorenzo et al.,
2006), por lo que es posible que la cepa aqui analizada presente también dos
isoenzimas, lo cual debera evaluarse en estudios futuros de ésta cepa.

Los resultados obtenidos con la cepa de P. paeonicola son interesantes
ya que existen pocos datos de actividad extracelular de lacasa en dicho
género. Estudios hechos con P. guepinii muestran que ésta es capaz de
docolorar in vitro colorantes con distintos tipos de estructuras (Nazareno y
Hammer, 2006). Recientemente se ha reportado la capacidad de una cepa de
Pestalotiopsis sp. para producir lacasa extracelular en medio definido, cuya
actividad se incrementa cuando se afiade Cu*? al medio de cultivo, obteniendo
un valor maximo de 32.7 (+/- 1.7) U/ml (Hao et al., 2007). Adicionalmente,
extractos crudos de la enzima producida pueden decolorar eficientemente al
colorante azul directo rapido B2RL en condiciones &cidas. Dicha cepa fue
aislada de suelo de bosque subtropical y en ensayos sin inducir mostré una
actividad de lacasa extracelular de 0.56 (+/-0.09) U/ml (Hao et al., 2006). En
nuestra cepa de P. paenicola la actividad basal de lacasa extracelular fue de 25
U/mg de proteina, por lo que parece ser tan buen productor o mejor que la
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cepa del mismo género reportada en la literatura. Es importante hacer estudios
adicionales para evaluar inductores Optimos de la actividad enzimatica de
lacasa extracelular en esta cepa.
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ii)

IX. CONCLUSIONES

Las cepas criopreservadas estudiadas conservan caracteristicas

fisiologicas utiles para aplicaciones biotecnolégicas.

Los ensayos de decoloracion/oxidacion en medio sélido resultaron

eficaces para la seleccion de cepas productoras de lacasa extracelular.

La cepa TA-CMU de T. versicolor presentd una actividad enzimatica
especifica basal significativamente alta y mayor a la reportada en la
literatura para otras cepas de esta especie.

Se documentd por primera vez la actividad de lacasa extracelular de la
especie P. djamour, la cual mostré niveles de actividad iguales o
superiores a los reportados en la literatura para otras especies del

género.

Tanto el rastrojo molido como el extracto de rastrojo fueron buenos
inductores de la actividad de lacasa extracelular de las cepas de P.
djamour (149-CMU) y T. versicolor (TA-CMU).
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