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RESUMEN

Se evalud el efecto del pH (3.5, 4.5, 6.5 y 8.5) del medio de cultivo del hongo
Pleurotus ostreatus sobre la actividad y el perfil zimografico (intra- y extra-celular) de
lacasas, asi como sobre los perfiles de expresion de cinco genes de lacasas (lacc 1,
4, 6, 9 y 10). Se utilizé6 un medio de cultivo liquido con glucosa, extracto de levadura
y sales minerales (cobre como inductor). Se us6 2,6-dimetoxifenol como sustrato y se
incubd en soluciones buffer a los diferentes pH para determinar la actividad de las
lacasas por espectrofotometria y por zimografia de cada fermentacion. La maxima
actividad de lacasas extracelular fue de 77550 U/L a pH de 4.5 cuando el hongo se
desarrollé a ese pH. En las fermentaciones a pH de 3.5 y 6.5 se obtuvieron valores
de 29490 U/L y 25000 U/L a pH de 4.5 y 3.5, respectivamente. La actividad
intracelular mostro los valores maximos en las fermentaciones de pH de 4.5y 6.5
(4800 y 1741 Ul/g de biomasa seca, respectivamente) incubados a pH de 45y 6.5
respectivamente. En los zimogramas, la fermentacion de pH de 3.5 mostro 3
isoenzimas cuando se incubé a pH de 6.5, y 2 isoenzimas en los otros pH; se
observaron 3 isoenzimas en la fermentacion de pH 4.5 cuando el zimograma se
incub6 a pH 4.5, 6.5y 8.5. Cuatro isoenzimas se observaron en la fermentacion a pH
6.5 incubado al mismo pH, 3 isoenzimas en esta misma fermentacion cuando se
incub6 a pH de 4.5y 8.5. A pH de 8.5 se observd una isoenzima cuando se incubd
en todos los pH evaluados. En los extractos intracelulares, se observaron 3
isoenzimas en las fermentaciones de 3.5 y 4.5 cuando se incubaron a pH de 8.5, 6.5
y 8.5y 2 isoenzimas en la fermentacién de pH de 6.5 en todos los pH de incubacion.
En relacion al patrén de expresion de los genes de lacasa analizados, se observaron
diferencias en el tiempo y nivel de expresion de los 5 genes (lacc 1, 4, 6, 9 y 10). lacc
9 no se expreso en ninguna condicion. En la fermentacion de pH de 3.5, lacc 4, 6 y
10 se expresaron con mayor intensidad. En la fermentacion de pH de 4.5 fueron lacc
6y 10. En la fermentacion de pH de 6.5, todos los genes mostraron el mismo nivel de

expresion aproximadamente. Para la fermentacion de pH inicial de desarrollo de 8.5,



lacc 1, 4 y 6 tuvieron mayor expresion. Se observo que el pH de desarrollo del hongo

es un factor que modifica el patron de produccion y expresion de las lacasas.



ABSTRACT

The effect of pH (3.5, 4.5, 6.5 and 8.5) of the culture medium of Pleurotus ostreatus
on laccases activity and zymogram profile (intra-and extra-cellular), as well as on the
expression profiles of five laccase genes (lacc 1, 4, 6, 9 and 10) was evaluated. A
liquid culture medium containing glucose, yeast extract and mineral salts (including
copper inductor) was used. Laccase activity was evaluated at different pH (3.5, 4.5,
6.5 and 8.5) using 2,6-dimethoxyphenol as substrate. The maximum extracellular
laccase activity was 77550 U/L at pH 4.5 when the fungus was developed at pH
mentioned above. In fermentations at pH 3.5 and 6.5, the laccases activities
incubated at pH 4.5 and 3.5 were 29490 and 25000 U/L, respectively. Intracellular
activity showed the maximum values in fermentation of 4.5 and 6.5 when were
incubated at pH 4.5 and 6.5 (4800 and 1741 U/g dry biomass, respectively). In
zymograms, fermentation at pH 3.5 showed three isoforms when was incubated at pH
6.5, and 2 isoforms in the others pH evaluated, three isoforms were observed in
fermentation at pH 4.5 when was incubated at pH 4.5, 6.5 and 8.5. Four isoforms
were observed in the fermentation at pH 6.5 incubated at the same pH, and 3
isoforms in above fermentation when was incubated at pH 4.5 and 8.5. Only one
isoform was observed at pH of 85 when was incubated at all pH tested. In
intracellular extracts were observed three isoforms in fermentations at 3.5 and 4.5
when were incubated at pH 8.5, 6.5 and 8.5 and two isoforms in the fermentation at
pH of 6.5 in all pH of incubation. Differences were observed at level and time of
expression of 5 genes (lacc 1, 4, 6, 9 and 10) evaluated. lacc 9 was not expressed in
any condition. In the fermentation at pH 3.5, lacc 4, 6 and 10 were expressed with
greater intensity. In the fermentation at pH 4.5, lacc 6 and 10 were expressed with
greater intensity. In the fermentation at pH 6.5, all genes showed approximately the
same level of expression. For fermentation at pH 8.5, lacc 1, 4 and 6 showed the
higher expression. In this study, was observed that the pH of development of the
fungus is a factor that modifies the patterns of expression and production of the
laccases.
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1. INTRODUCCION

Los hongos se han considerado como el alimento ideal, debido a su contenido de nutrientes
para humanos y animales. Pleurotus spp. es un hongo comestible de gran importancia y el
cultivo de este hongos presenta grandes ventajas, como son el rapido crecimiento micelial,
gran capacidad de colonizacion saprdfita, técnica de cultivo sencillo y econémico, pudiendo
crecer en diferentes condiciones climaticas. Se desarrolla sobre desechos agroindustriales
por lo que es una alternativa de conservacién del ambiente (mediante el cultivo de hongos se
reciclan desechos de tipo lignocelulésico). Este hongo es apreciado por sus caracteristicas
organolépticas y por su calidad nutrimental; el porcentaje de proteina en peso seco se ha
reportado entre 10-30%, el de carbohidratos entre 14-57%, el contenido de lipidos,
principalmente insaturados, es del 3-5%. También se ha reportado que contienen zinc,
cobre, magnesio y fésforo, y se ha encontrado hierro, manganeso, potasio, calcio, aluminio y

sodio, en pequefias cantidades (Breene, 1990).

Se ha reportado que los hongos del género Pleurotus muestran elevadas capacidades de
produccién de enzimas lacasas y con un alto valor nutricional, propiedades terapéuticas y
variadas aplicaciones biotecnoldgicas en las que destacan, la actividad hematolégicas,
antiviral, antitumorales, antibiotico, antibacteriano, hipocolesterolemicas y actividades de
inmunomodulacion (Cohen y col., 2002). La produccion de carpéforos de estos hongos se
producen con relativa facilidad sobre sustratos ligninocelulésicos como es la paja de trigo, de
cebada, de sorgo, zacate de maiz, etc, (Sanchez, 2004). Uno de los aspectos mas
importantes de Pleurotus spp. es relacionado con el empleo de su sistema ligninolitico para
una gran variedad de usos, como la bioconversion de desechos agricolas en productos
valiosos para productos alimenticios y el empleo de sus enzimas ligninoliticas para la
biodegradacién de contaminantes organicos, xenobioticos y contaminantes industriales
(Coheny col., 2002). Sin embargo, para producir metabolitos como es el caso de enzimas, el
mejor sistema es por fermentacion en medio sélido.

Las lacasas son de las pocas enzimas que han sido estudiadas desde el siglo XIX.
Inicialmente se obtuvieron del exudado del arbol Japones lacquer (Rhus vernicifera) y
descritas por Yoshida en 1883. Posteriormente Bertrand (1896) y Laborde (1896)
demostraron por primera vez la actividad de lacasas en hongos, éstas enzimas requieren
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cobre y oxigeno para oxidar fenoles, polifenoles, aminas aromaticas y diferentes sustratos no
fendlicos mediante la transferencia de un electron resultando la formacion de radicales libres
(Claus, 2003) lo que permite que se lleve a cabo la polimerizacién, depolimerizacion,

metilacién y/o dimetilacién de compuestos fendlicos (Edens y col., 1999).

La funcion fisiolégica de estas enzimas no ha sido comprendida totalmente; se ha reportado
gue en plantas, las lacasas participan en la lignificacién y en hongos en la morfogénesis
(formacién de esporas, de pigmentos de los cuerpos fructiferos), patogénesis, virulencia y
degradacién de lignina, pero también se ha reportado actividad de lacasas en algunos
insectos y bacterias (Galhaup y col., 2002), aunque pocas de estas funciones han sido
demostradas experimentalmente. Las lacasas no tienen un sustrato especifico, por lo que
pueden transformar y algunas veces mineralizar por completo gran variedad de
contaminantes ambientales (Wilkolazka y col., 2002), asi como degradar compuestos no
fendlicos en presencia de mediadores redox apropiados.

Las lacasas tienen muchas aplicaciones como son: clarificacion del vino (remueve
compuestos fendlicos), analisis de drogas (distinguir morfina de codeina), delignificacion y
procesos de biorremediacion (decoloracién de efluentes, blanqueamiento de la pulpa de
papel, degradacidon de herbicidas, etc.). Por lo tanto, se debe contar con una fuente
altamente productora de enzimas con una amplia capacidad de oxidacion de diferentes
compuestos. Las especies del género Pleurotus son organismos de gran interés para la
obtencion de estas enzimas, debido a que pertenecen a los hongos de pudricién blanca y a
la importancia econémica que representan por su produccién mundial como alimento. Estos
hongos producen diferentes isoenzimas de lacasas, al igual que muchos otros hongos de
pudricién blanca y se pueden expresan constitutivamente y pueden ser inducibles (Galhaup y
col., 2002 y Téllez-Téllez y col., 2008).

1.1. Género Pleurotus

Los hongos presentan gran variedad de formas de vida, entre las que se encuentran los de
pudricién, que se dividen dependiendo de los cambios quimicos y estructurales que
ocasionan a la madera. Se han distinguido tres grupos: de pudricién blanda, de pudricién

oscura y de pudriciéon blanca (Schwarze y col., 2000). Dentro de los hongos de pudricion
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blanda, se encuentran los Ascomicetos y Deuteromicetos; en el caso de los hongos de
pudricion oscura, encontramos a los Basidiomicetos que degradan polimeros como celulosa
y hemicelulosa y finalmente los hongos de pudricién blanca, realizada por Basidiomicetos y
Ascomicetos. El nombre de pudricion blanca se deriva de la apariencia blanquecina en la
madera al remover la lignina, celulosa y hemicelulosa (Schwarze y col., 2000), entre los

hongos de pudricion blanca, se encuentran los hongos del género Pleurotus sp.

El género Pleurotus comprende especies generalmente de color blanco, amarillento o rosado
a veces grisaceo o de color oscuro. Su forma puede ser de embudo, pétalo de flor o concha
de ostra. Con relacion al estipite puede carecer de éste o puede ser lateral o excéntrico y
puede ser corto, mediano o largo. Las laminillas son longitudinalmente decurrentes sobre la
base del estipite, con frecuencia anastomosadas transversalmente al nivel de la insercién del
pie. Las esporas son de color blanco, crema o lila palido, presentan una forma cilindrica y
son lisas. (Cohen y col., 2002). Presentan un alto valor nutricional, tienen propiedades
terapéuticas y variadas aplicaciones biotecnoldgicas, principalmente en procesos de
biodegradacion, ya que produce lacasas, manganeso peroxidasas y veratril alcohol oxidasas,
aunque no produce lignina peroxidasas (Palmieri y col., 1997), responsables de la
degradacion de compuestos fendlicos recalcitrantes como la lignina.

La lignina es un polimero que se encuentra ampliamente distribuido en la naturaleza y que
es de dificil degradacion, para lo que se requiere de un complejo enzimatico que reconozca
los compuestos fendlicos de los que se compone y pueda ser hidrolizado, se mineraliza en
un proceso oxidativo aerobio. La degradacion de la lignina, no provee de una fuente primaria
de carbono y energia para su desarrollo, pero es un paso necesario probablemente en la

utilizacion de los polisacaridos de la pared celular de las plantas (Griffin, 1994).

La presencia de la lignina es un inconveniente para la utilizaciéon de celulosa y hemicelulosa
en los procesos industriales y biotecnoldgicos, por lo que el estudio de su biodegradacion
tiene gran importancia. Existen una gran cantidad de organismos (bacterias y hongos) con
las enzimas hidroliticas necesarias para degradar la celulosa y hemicelulosa, pero en lo
referente al ataque y mineralizacion de lignina el nimero de organismos es limitado. Los
organismos descritos con la capacidad de degradar y mineralizar la lignina por medio del
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complejo enzimatico de polifenoloxidasas son los hongos de pudricién blanca (Dedeyan y
col., 2000).

Los hongos de pudricion blanca producen cambios en la lignina mediante mecanismos
oxidativos. El sistema enzimatico ligninolitico es poco especifico, ya que las peroxidasas y
oxidasas actlan al azar sobre la molécula de lignina, generando radicales libres que son
inestables y tienden a polimerizarse. Las principales enzimas que actGan directa o
indirectamente sobre la lignina son: lignina peroxidasas, manganeso peroxidasas y lacasas.
Ciertos hongos de pudricion blanca producen las tres enzimas, algunos sélo dos y pocos
producen una (Kirk y Cullen, 1998).

1.2.Enzimas lacasas

Las enzimas lacasas (p-difenol: oxigeno oxido-reductasas E.C. 1.10.3.2) son glicoproteinas
(Heinzkill y col., 1998), su peso molecular oscila entre los 25 y 80 kDa, su punto isoeléctrico
(pl) y su pH 6ptimo son acidos (Kirk y Cullen, 1998); se han clasificado dentro del grupo de
enzimas denominadas azul cobre oxidasas (Claus, 2003). Pueden oxidar fenoles y aminas
aromaticas reduciendo el oxigeno molecular a agua. Son metaloglicoproteinas que contienen
como cofactor iones de cobre (multi-cobre oxidasas) y requieren para su actividad catalitica
un minimo de cuatro atomos de cobre por cada proteina activa. De los cuatro atomos de
cobre presentes en cada proteina se pueden distinguir tres tipos de atomos de cobre segln
sus propiedades espectroscopicas y paramagnéticas (Claus, 2004), del tipo 1(Cul)
paramagnético “cobre azul”, del tipo 2 (Cu4d) paramagnético “cobre no azul” y dos de tipo 3
(Cu2 y Cu3) que son diamagnético emparejados “cobre-cobre”. La figura 1 muestra los
centros de cobre de lacasas de B. subtilis (Claus, 2004).
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Figura 1. Centros de cobre de lacasas de B. subtilis (Claus, 2004)

Son secretadas en multiples isoenzimas dependiendo de la especie de hongo y de las
condiciones de desarrollo (Téllez-Téllez y col., 2008). La funcionalidad de las lacasas es muy
variado dependiendo de la especie de hongo que la produzca, se ha reportado la presencia
de una lacasa en Cryptococcus neoformans, que le confiere un factor de virulencia por la
producciéon de melanina (Missall y col., 2005), asi también, se ha reportado que las lacasas
participan en la formacion de pigmentos en algunos hongos como Pycnoporus cinnabarinus
durante la fructificacién (Temp y Eggert, 1999), el rol mas conocido de las lacasas es la

degradacion de la madera, para el caso de los hongos de pudricion blanca.

Estan presentes en un gran nimero de basidiomicetes, éstas presentan diferencias ademas
de su peso molecular y el punto isoeléctrico, en el contenido de carbohidratos vy
caracteristicas cataliticas, como pH y temperatura 6ptimos de actividad. Los valores de pH
Optimos para la mayoria de las isoenzimas lacasas en otros basidiomicetos y ascomicetos
son acidos. Se ha reportado que las enzimas lacasas son constitutivas e inducibles,

dependientes de las condiciones de desarrollo del hongo (Téllez-Téllez y col., 2008).
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1.2.1. Usos de las enzimas lacasa

Hoy en dia, muchas enzimas son utilizadas por una gran diversidad de industrias incluyendo
la industria textil. Tradicionalmente, se han utilizado enzimas en el proceso de limpieza de
las fibras. Actualmente, las enzimas oxidativas, se utilizan en el bioprocesamiento de fibras
naturales, mientras que otras son fundamentales en el tratamiento de efluentes derivados de

esos procesos (Rodriguez y Toca- Herrera, 2006).

La actividad de las lacasas se ha aprovechado en procesos de biorremediacién para oxidar
contaminantes similares a sustratos como son los principios activos de: insecticidas,
colorantes, herbicidas y fungicidas, entre otros. También se han utilizado en la clarificacion
del vino, analisis de drogas, blanqueamiento de la pulpa de papel, degradacion de
herbicidas. Sin embargo, la utilizacion de estas enzimas depende de tener un buen
organismo productor de lacasas con elevadas capacidades cataliticas. Se han realizado
estudios de produccion de lacasas de diferentes organismos desarrollados principalmente en
fermentacién sumergida, asimismo, se han probado soportes inertes en un sistema de

fermentacién sélida para su produccién (Rodriguez y Toca-Herrera, 2006).

Las enzimas aplicadas en la industria textil deben producirse a bajo costo, ser estables en
rangos amplios de pH y temperatura para el tratamiento de contaminantes. (Campos y col.,
2001; Pazarlioglu y col., 2004; Rodriguez y Toca- Herrera, 2006). También estas enzimas
son utilizadas en la oxidacion de diferentes colorantes utilizados para el tefiido de mezclillas.
Por otro lado, en procesos de oxidacion de muchos compuestos principalmente de
naturaleza fendlica; la lacasa presenta una gran especificidad para un gran nimero de
compuestos no biodegradables, por lo cual se empez6 a utilizar en tratamientos de efluentes
industriales (Campos y col.,, 2001). Se ha reportado que Pleurotus ostreatus produce
multiples isoenzimas de lacasa, seis de las cuales han sido aisladas y caracterizadas
(Pezzellay col., 2012).

Dentro del &mbito de biorremediacion se han realizado estudios, donde se inocula Pleurotus
tuber-regium en suelos contaminados con aceite de motor, encontrando que el hongo
modifica los contenidos de materia organica, potasio, nitrégeno, foésforo, la disponibilidad de

carbono y el pH, comparada con el control (Adenipekun y col., 2008).
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Por su parte, Minussi y col., (2002) han descrito usos potenciales de las lacasas en la
industria alimentaria, tal como tratamientos en el procesado de bebidas y en determinacién

del acido ascorbico.

Pleurotus ostreatus tienen especial atencion sobre su potencial uso biotecnoldgico como la
biorremediacién o su producciéon de moléculas bioactivas (Faraco y col., 2009; Karas y col.,
2011) ademas de ser considerados como una fuente invaluable de enzimas oxidasas que

son obtenidas principalmente por fermentacion.
1.3. Fermentacion

Segun el organismo y sus condiciones de crecimiento, la via de la glucdlisis puede cumplir
distintas funciones. En muchos microorganismos que viven en condiciones anaerébias, sirve
como la principal via productora de energia por catabolismo de los carbohidratos, lo que da
por resultado la formacion de productos metabdlicos finales especificos, como etanol, acido
lactico y glicerol. Este tipo de proceso suele llamarse fermentacion. Existen muchas otra vias
de fermentacién, cada una de las cuales brinda un producto final especifico, pero muchas
son variantes o derivaciones de la via glucolitica. En los animales, la produccion de lactato
por glucolisis anaerdbica es base de procesos tan importantes como prever energia para la
contraccion en el mudsculo esquelético cuando escasea el oxigeno. En condiciones
aerodbicas, la reacciones de glucdlisis comprenden la fase inicial de la degradacion de
carbohidratos, que luego se enlazan con otra serie de reacciones de suma importancia,
llamada ciclo del acido citrico (Bohinski, 1991).

La fermentacién, comlUnmente, esta considerada como un proceso para la produccion de
alcohol, sin embargo, se trata de un proceso que comprende un cambio metabdlico causado
por microorganismos que actla sobre materiales organicos (Bailey y Bailey, 1995) La
fermentacién es uno de los procesos bioquimicos mas antiguos y en la actualidad se sigue
usando para la fabricacion de bebidas alcohdlicas, pan, quesos, farmacos, antibioticos,

hormonas, entre otros.

La mayoria de las fermentaciones industriales en la sociedad occidental han utilizado y

desarrollado la denominada “fermentacion en medio liquido” o “sumergida” (FML). Sin
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embargo, existe otra técnica general de fermentacién denominada “fermentacion en medio
sélido” (FMS), que se ha usado tradicionalmente para la manufactura de varios productos
como el pozol que se produce en algunas areas de México por la fermentacién del maiz y
guesos madurados de tipo Roquefort y Camembert en Francia. En el dmbito industrial se le
da aplicacién a la FMS para la produccién de enzimas de uso en la tecnologia de alimentos,
diagnéstico clinico, analisis quimico y produccion de metabolitos como acidos de gran
demanda industrial como el citrico, galico, glucénico y algunos antibiéticos y proteinas de

origen microbiano que tienen funcion bactericida o bacteriostatico (Viniegra-Gonzalez, 1997).

1.3.1 Fermentacion sélida y sumergida

La FMS es un proceso microbioldgico que ocurre, en su mayor parte sobre la superficie de
un material sélido, éste tiene la propiedad de absorber o contener agua con los nutrimentos
solubles (Viniegra-Gonzalez, 1997). El material sélido puede ser biodegradable como el
bagazo de cafia (Trejo-Hernandez y col., 1991; Solis-Pereira y col., 1993; Acufia-Arglelles y
col., 1995), la pulpa de café (Antier y col., 1993) y celulosa, entre otros, o inerte como el
poliuretano (Romero-Gémez y col., 2000). Uno de los requerimientos para la FMS aerobia,
es crecer al microorganismo sobre un soporte impregnado de un medio nutritivo y que no se

vea limitado por oxigeno.

La FML o fermentaciébn en estado liquido, incluye una gran variedad de procesos
microbioldgicos con agitacion y sin agitacién, donde la biomasa esta rodeada completamente

por el medio de cultivo liquido. Las principales diferencias entre la FMS y FML son:

* La mezcla y difusién de substratos y productos con relacion a la biomasa, es muy
insignificante para la FMS (Viniegra-Gonzalez, 1997).

» La solubilidad y difusién de oxigeno y otros gases no polares es muy grande en FMS
(Viniegra-Gonzalez, 1997).

» La conduccién de calor es muy pequefia en FMS (Viniegra-Gonzalez, 1997).

» El contenido de agua libre es pequefio en FMS (Viniegra-Gonzalez, 1997).

» Larecuperacion de los metabolitos se facilita en FML (Viniegra-Gonzalez, 1997).

» Existe mayor control de pH, temperatura y actividad de agua en FML (Viniegra-
Gonzalez, 1997).
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 La FML permite cuantificar directamente la biomasa (Diaz-Godinez y col., 2001;
Viniegra-Gonzalez y col., 2003).

 Se ha reportado mayor rendimiento de enzimas para FMS (Diaz-Godinez y col.,
2001; Viniegra-Gonzalez y col., 2003).

» Se ha observado menor sensibilidad a la represién catabdlica por glucosa de enzimas
en FMS (Diaz-Godinez y col., 2001; Viniegra-Gonzalez y col., 2003).

» En algunos casos se han reportado mayor estabilidad de la enzimas en FMS (Alazard

y Raimbault, 1981; Acufia-Arguelles y col., 1995).

1.4. Genoma en basidiomicetes

El interés biotecnolégico de organismos productores de metabolitos de uso industrial como
los hongos, requiere cepas altamente productoras, asi como las mejores condiciones de
crecimiento, produccién e induccién de dichos metabolitos. El estudio citogenético en los
basidiomicetos superiores ha sido dificil, a causa de la mitosis intranuclear y el pequefio
tamafo de los cromosomas de los hongos. En el caso de Pleurotus, el nimero de
cromosomas Yy el tamafio del genoma han estado bajo discusion durante muchos afios
(Sagawa y Nagata, 1992; Chiu, 1996). El estudio de la genética de hongos se revolucioné
por el desarrollo de la técnica de electroforesis de campo pulsado (PFGE) y su aplicacion en
cuestiones relacionadas con el tamafo, organizacién y estabilidad de los genomas de
hongos. La separacion de cromosomas mediante la electroforesis de campo eléctrico
homogéneo (CHEF) es el método mas utilizado para el estudio molecular del cariotipo de los
hongos y su evolucién (Sonnenberg y col., 1996; Zolan, 1995). Sagawa y Nagata (1992)
utilizaron PFGE para el estudio del cariotipo de Pleurotus ostreatus, reportando un tamario
de 20.8 Mpb. Peberdy y col., (1993), identificaron nueve cromosomas y un tamafio del
genoma de 31.3 Mpb y Larraya y col., (1999) reportaron un tamafio de 35.1 Mpb. Todos los
estudios del genoma de Pleurotus ostreatus reportaron diferentes nimero de cromosomas
(Tabla 1).
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Tabla 1. Caracteristicas del cariotipo de Pleurotus spp.

Cromosoma Tamafio (Mpb) Tamarfio (Mpb) Sagawa  Tamafio (Mpb) Peberdy
Larraya y col., 1999 y Nagata, 1992 y col., 1993
| 4.70 5.2 5.7
I 4.35 4.4
1 4.55 3.7
v 3.55 2.9
\Y 3.45 2.5
VI 3.10 2.1
VII 3.15
VII 2.95
IX 2.10 11
X 1.75
Xl 1.45
Total 35.1 20.8 6.8

1.4.1. Secuencia de lacasas

El analisis de las secuencia reportadas de varias lacasas de hongos, tras realizar
alineamientos multiples de mas de 100 lacasas, dio como resultado la identificacion de
cuatro regiones (L1-L4), que son Utiles para la identificacién de las lacasas y que permiten
poder distinguirlas dentro de la amplia gama de las muy conservadas MCOs (Figura 2a)
(Kumar y col.,, 2003). Asimismo, en esta misma figura se muestra un ejemplo de
alineamiento en las regiones L1-L4 y las regiones de union del sustrato de los siguientes
organismos: Coprimus cinereus Lac-Cc (Ccl1A65) (Ducros y col., 1998), Trametes versicolor
Lcecl (TvL1GYC) (Piontek y col., 2002) y Lac IlIB (TvL1KYA) (Bertrand y col., 2002),
Rigidoporus lignosus R/L (R1G1V10) (Garavaglia y col.,, 2004), Lentinus tigrinus LtL
(LtL2QT®6) (Ferraroni y col., 2007) y Trametes trogii TtL (TtL2HRG) (Matera y col., 2008). Los
aminoacidos que actian como sitio de union del cobre se encuentran dentro de las cuatro
regiones conservadas, de las cuales L2 y L4 coinciden con la secuencia de unién del cobre
reportadas anteriormente para MCOs, mientras que L1 y L3 son sitios distintos de unién para

las lacasas. Por otra parte, en las zonas de unidn del sustrato se identificaron (mediante la
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superposicion de estructuras 3D de las proteinas) cuatro regiones a las que se les ha
llamado loops (bucles), nombradas como |, I, 11l y IV (figura 2b). En la figura 3 se muestra el
ciclo catalitico de las lacasas mostrando su capacidad catalitica oxido-reductiva, liberando

los a&tomos de cobre y reintegrandolos a su estructura.

a
Proteina L1 L2 L3 L4
TvLIKYA | “HWHGFFQKGTNWADGPAFINDCPT | ‘C*GTFWYESHLSTQYCDGLEGPF | **HPFHLHGH | “GPWFLHCHIDFHLEAGFAVVF
TvLIGYC | “HWHGEFOAGTNWADGPAFVNOCPI | "“GTFWYHSHLSTOYCDGLRGEF | ““HEFHLHGH | " GEWFLHCHIDFHLEAGFAIVE
RIGIV10 | “EWHGFFQAGTTEMDGPAFVNQRCPT | ***GTYWYHSHLSTQYCDGLEGAF | “**HPFHLHGH | Y*GPWFLHCHIDWHLEAGLAVVE
CeLlA65 | “HWHGLFQRGTNWADGADGVNQCPI | ‘“*GTFWYHSHFGTQYCDGLRGPM | **HPFHLHGH | *“*CPUFFHCHIEFHLMNGLATVF
LeL2QT6 | “HWHGFFQEGTNWADGPAFINGCPI | ***GTFWYRSHLSTQYCDGLEGPF | *MHPFHLAGH | “*GPWFLHCHIDFHALDAGFAVVM
TtLZBRG | “HWHGFFQEGTNWADGPAFVNDCET | '"GTFWYHSHLSTQYCDGLRGPI | ***HPFHLHGH | **'GPWFLHCHIDFHLEAGFAVVM
Loops de union del subsirato

Proteina

Loop1 Loop I Loop I Loop IV
TULIKYA | *'WAAK--LG--PA--FPLG | " LSCDENY | “™ANP-----] NEGNVG----F | *“ENFNGINF--FI | *“FPATARAPGAP | ‘"*HIDFHLEAGF
TYLiGYC | **TAAR--LG-—PR--FELG | ISCDENY | *ANP-———m NFGTVG====F | “"FNFNGTNF--F1 | "“LEATALAPGAR | “‘*HIDFHLEAGF
R1GLV10 | *'5LST--VLEPNPNEAPPA | “*TSCFPNY | **ANP----—- SNGENG----F | *™IGRNATTADFTI | **IP--—-- GGGN | **’HIDWHLEAGL
CeLln85 | ™IpAp--8T----=QGAAQ |*LscDEnW | **’AQP-----NKGENGLAGTF | *™LGFSGGRF--TI |**'vp--acvLiGGP | ‘“**HIEFHLMNGL
LEL2QTE | *WAAK--LG-—PR--FPKG | "°LSCDENY | *®ANP-——-- NEGTTG----F | *’ENFDGINF--FI | *°FPATTAAPGAP | ‘**HIDFHLDAGF
TLLZBRG | **'LAAK--VG--SP-VPT-A | *?LSCDEMH | ***ALP-----] NSGTRN----F | ***FGFRGGKF--TI | ***LPATARRPGFP | *“*'HIDFHLEAGE

Figura 2. Comparacion de las secuencias de lacasas (a) y de loops de union del sustrato (b)

de las lacasas con estructura tridimensional disponible (Giardina y col., 2010).
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Figura 3. Ciclo catalitico de lacasas mostrando el mecanismo de reduccién y oxidacion de

los sitios de cobre (adaptado por Shleev y col., 2004).
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2. ANTECEDENTES

Las enzimas presentes en basidiomicetos utilizadas para la degradacién de compuestos
lingninoceluldsicos, principalmente son oxidasas, que pueden degradar y en algunos casos
mineralizar por completo la celulosa, hemicelulosa y lignina; mas de una isoenzima se
produce en hongos de pudricion blanca y se ha determinado la actividad de lacasas en
hongos de pudricion de madera usando como sustrato p-fenilendiamina. Las especies
probadas fueron, Coprinus plicatilis, Fomes fomentarius, Heterobasidion annosum,
Hypholoma fasciculare, Kuehneromyces mutabilis, Leptoporus litschaueri, Panus stipticus,
Phellinus igniarius, Pleurotus corticatus, Pleurotus ostreatus, Polyporus brumalis, Stereum
hirsutum, Trametes gibbosa, Trametes hirsuta y Trametes versicolor, exhibié la produccién

de mas de una isoenzima (Baldrian, 2005).

Los sistemas de produccion de lacasas de hongos se han descrito como fermentacién en
medio sélido y en medio sumergido (Palmieri y col., 2003; Tlecuitl-Beristain y col., 2008;
Téllez-Téllez y col., 2008), considerando que el sistema en medio solido es el que produce
mayor contenido de metabolitos, sin embargo para el caso especifico de Pleurotus ostreatus,
ha mostrado un comportamiento atipico, ya que las condiciones de desarrollo en medio
liquido, estimula al hongo de tal manera que la produccién de lacasas se incrementa y la
actividad extracelular es mucho mayor con respecto a la obtenida por medio sélido (Téllez-
Téllez y col., 2008; Diaz y col., 2011a).

Se han descrito que la produccién de las lacasas esta influenciada por un gran niumero de
factores ambientales tales como el pH, temperatura, tipo de cultivo y composicién del medio
(Giardina y col., 1999; Téllez-Téllez y col., 2008). Asimismo la actividad enzimatica depende
de las condiciones del medio de cultivo. También se ha reportado que la mayoria de las
especies de hongos estudiadas secretan mas de una isoenzima de lacasa dependiendo de
las condiciones de crecimiento que se utlicen, ya que estas enzimas pueden ser
constitutivas o inducibles. En estudios recientes se observd que Pleurotus ostreatus crecido
en fermentacion en medio sumergido presentdé mayor actividad y nimero de isoenzimas de
lacasas en comparacion con la fermentacion sélida, ademas, los niveles de proteasas fueron

minimos en el primer sistema de fermentacién mencionado (Téllez-Téllez y col., 2008).
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En Pleurotus ostreatus se han realizado varios trabajos con la finalidad de aislar y purificar
las isoenzimas de lacasas. Palmieri y col., (1997) reportaron dos isoenzimas de lacasas:
poxal presentd una masa molecular de 61 kDa, un pl de 6.7, alta estabilidad a diferentes
valores de pH y temperatura y presenté un atomo de cobre, dos de zinc y uno de hierro por
molécula. La masa molecular de poxa2 fue de 67 kDa, un pl de 4; esta isoenzima mostrd
baja estabilidad a la temperatura (25-35 °C) y mostr6 cuatro atomos de cobre por molécula.
Giardina y col., (1999) purificaron otra isoenzima de lacasa en un cultivo suplementado con
sulfato de cobre, denominada Lacc6, con una masa molecular de 62 kDa, un pl de 6.9 y
cuatro atomos de cobre por molécula; ademas mostré un alta estabilidad al pH alcalino.
Hublik y Schinner, (2000) purificaron otra isoenzima de Pleurotus ostreatus (cepa RK 36) en
un cultivo en presencia de acido ferulico; esta isoenzima presenté una masa molecular de 67
kDa, un pl de 3.6 y una temperatura optima de 50 °C. Palmieri y col., (2003), encontraron
otras dos isoenzimas de lacasa en un cultivo suplementado con cobre, denominadas poxa3a
y poxa3b. Ambas isoenzimas estan constituidas por una subunidad grande de 67 kDa y una
subunidad pequefia de 18 6 16 kDa, con un pl de 4.1 y 4.3, respectivamente. Tlecuitl-
Beristain y col., (2005) purificaron una isoenzima de lacasa de la cepa ATCC-32783 con una
masa molecular de 43.7 kDa y un pl de 2.27, presentando la enzima un margen amplio de
actividad a diferentes valores de pH (2 a 8) y temperatura (20-60 °C). Se ha reportado que
este hongo carece de lignina peroxidasa, indicando que probablemente la presencia de
varias isoenzimas de lacasas se debe a que son las involucradas en la biodegradacion de la
lignina y que cada una de esas lacasa tiene un papel importante (Gochev y Krastanov,
2007).

Bettin y col., (2011) evaluaron la cinética de crecimiento, la produccion y la caracterizacion
de lacasas extracelulares de Pleurotus sajor-caju cepa PS-2001 producida en un biorreactor
de tanque agitado, obteniendo hasta 5.2 g/L de biomasa al quinto dia, mientras que la fuente
de carbono se agot6 alrededor del octavo dia; se observ6 un pico de actividad de lacasa de
40 U/mL al sexto dia de cultivo. En trabajos previos observaron hasta 3 diferentes
isoenzimas con actividad de lacasa utilizando ABTS como sustrato; en cuanto al pH 6ptimo
de la actividad de lacasa fue de 2.4, 3.2 y 4.4 respectivamente utilizando ABTS también
como sustrato, para el caso de la temperatura 6ptima se evalué utilizando diferentes buffer
(acetatos pH 5.0, citratos pH 5.0 y Mc’yvaine a pH 3.2). Los mejores resultados para la
actividad enzimatica de las lacasas fueron de 50 °C para todas las condiciones probadas
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usando ABTS como sustrato. Sin embargo la estabilidad térmica de las enzimas fue mucho
mayor a temperaturas de 20 °C y 30 °C hasta 168 h, por otro lado a 40 °C la actividad
enzimatica disminuyd considerablemente después de 36 h y a temperaturas entre 50 °C y

60°C existe un decremento considerable y su estabilidad es Unicamente por algunas horas.

Diaz y col.,, (2011b) evaluaron la actividad de lacasas en dos medios de cultivo en
fermentacién sumergida, en los que se modificaron la fuente de nitrégeno (sulfato de amonio
y extracto de levadura), observando que el extracto de levadura tuvo un efecto amortiguador
del pH en el medio de cultivo de crecimiento, mientras que cuando se ocup6 el sulfato de
amonio como fuente de nitrégeno, el pH del medio de cambié durante la fase exponencial de
crecimiento. Observaron hasta 7 veces mas actividad en el medio amortiguado con respecto

al no amortiguado.

Por su parte Pereira y col., (2007) reportaron el efecto del pH del medio de crecimiento sobre
el desarrollo de tres especies de hongos ectomicorrizicos Rhizopogon luteolus, Suillus bellinii
y Suillus luteus recolectados en plantaciones de Pinus radiata. El medio de cultivo sélido se
ajusté a 4.8, 5.8, 6.8 y 7.8 e incubados a 24 € durante 32 dias, donde evalué el crecimiento
radial de cada organismo y el cambio en el pH del medio. Se observé una variacion de pH
entre 4,8 y 7,8 el cual se relaciond sobre la velocidad y area final de crecimiento de las
especies R. luteolus y S. luteus. Rhizopogon luteolus alcanzé los mayores crecimientos en
velocidad y area superficial, en los valores de pH 5,8 y 6,8. Para S. luteus la mayor velocidad

y area de crecimiento fueron observadas a pH 4,8 y 5,8, respectivamente.

Moreira-Neto y col., (2009) evaluaron la influencia del pH sobre el crecimiento, la actividad
lacasa y decoloracion del colorante azul reactivo remazol brillante (rbbr) por basidiomicetes,
como Lentinus crinitus y Psilocybe castanella utilizados en procesos de biorremediacion de
suelos contaminados con residuos industriales organoclorados, observando que el pH del
medio de cultivo tiene una influencia sobre el crecimiento de dichos organismos,
presentando menor crecimiento a pH de 59 y 2.7 para L. crinitus y P. castanella
respectivamente; siendo el pH 6ptimo de desarrollo de 4.5. La actividad de lacasas maxima
fue observada a pH de 3.5 para L. crinitus y 4.5 para P. castanella. Por otro lado la maxima

decoloracion del rbbr fue a pH de 2.5y 3.5 para L. crinitus y P. castanella, respectivamente.
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Por otro lado, Chipeta y col., (2008) evaluaron el efecto del pH y velocidad de agitacion sobre
el crecimiento y produccidon de xilanasas por Aspergillus oryzae, se observé que la
produccién de la enzima fue afectada, observando que a pH de 7.5 la velocidad de
crecimiento y produccién de xilanasa es mayor con respecto a lo que observé a pH de 4.0;
asimismo, evaluaron la produccién de isoenzimas en fermentacion sélida encontrando hasta

tres isoenzimas distintas de bajo peso molecular en la gama de pH de 4 a 8.

Snajdr, (2007) evalu6 el efecto de la temperatura sobre la produccion, actividad y estabilidad
de enzimas ligninoliticas en Pleurotus ostreatus y Trametes versicolor, utilizando celulosa
como fuente de carbono, en el cual muestran la produccién de lacasas y manganeso
peroxidasas en un rango de temperaturas de 5-35 °C, teniendo un maximo de produccion de
estas enzimas entre 25 a 30 °C en Pleurotus ostreatus y a 35 °C en Trametes versicolor. A
temperaturas bajas alrededor de 10 °C la produccion de estas enzimas fue Unicamente del 4
al 20 % del valor maximo, por otro lado la temperatura éptima de actividad enzimatica de
lacasa fue de 50 °C para Pleurotus ostreatus y para Trametes versicolor fue de 55 °C; en el
caso de manganeso peroxidasa la temperatura Optima de actividad fue de 60 °C. Sin
embargo se observé que la temperatura tiene un efecto sobre las enzimas afectando la
actividad catalitica teniendo una pérdida en su actividad cerca del 50 % después de 24 h a
partir de 32 °C para el caso de las lacasas y de 36 °C para manganeso peroxidasas de
Pleurotus ostreatus, asimismo para el caso de Trametes versicolor las temperaturas en las
que se pierde la actividad enzimatica fue de 47 y 30 °C para lacasas y manganeso

peroxidasas respectivamente.

Asimismo se han utilizado diferentes agentes inductores de la produccién de lacasas, entre
ellos se encuentran metales, fuentes de carbono y/o nitrégeno, sustratos especificos de las
enzimas, etc., Palmieri y col., (2000) reportaron la induccion de lacasas por cobre o medios
ricos en nitrégeno (D’Souza y col., 1999). Estas se presentan en diversas isoenzimas con
diferentes propiedades fisicoquimicas como: peso molecular, puntos isoeléctricos y
contenido de carbohidratos. En algunas especies la adicion de inductores al medio de cultivo

resulta en la biosintesis de nuevas isoenzimas extracelulares (Duran y col., 2002).

Por su parte Flores y col., (2009) realizaron co-cultivos en fermentacién sumergida utilizando

Pleurotus ostreatus y Trichoderma viride, infectando la fermentacién sumergida de Pleurotus
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ostreatus a las 30 y 48 h de fermentacion con esporas de Trichoderma viride; observando la
actividad maxima de lacasa después de las 48 h en cultivo control y hasta las 72 h con co-
cultivo. Unicamente el cultivo infectado a las 30 h mostré un incremento en la actividad
volumétrica comparada con el cultivo control. Lo que sugiere que el tiempo de infeccion con
Trichoderma viride y las condiciones de agitacion/oxigenacion, inducen cambios en el patron
de produccién de lacasas en Pleurotus ostreatus.

Por otro lado Téllez-Téllez y col., (2008) compararon la produccion de lacasas de Pleurotus
ostreatus desarrollado en medio sélido y en medio liquido, encontrando que para el segundo
caso, la actividad enzimatica se incrementé hasta 1.5 veces con respecto al medio sélido.
Dado que las lacasas son enzimas de interés tanto en la industria como en procesos de
biorremediacién, se han realizado diversos estudios tratando de caracterizar sus actividades,

purificarlas y de encontrar mecanismos que incrementen su produccion.

Hasta ahora mas de 100 enzimas han sido aisladas y purificadas de cultivos fangicos
caracterizadas en funcion de sus propiedades bioquimicas y cataliticas. Se sabe que las
enzimas lacasas son dominantes en el complejo enzimatico ligninocelulésico y que cuando
menos una isoenzima de lacasa es constitutiva de los hongos de pudricion blanca, por lo
cual los hacen convenientes para la degradacion e inmovilizacion de compuestos
xenobiéticos (Baldrian y col., 2005).

Por otro lado, Liers y col., (2007) produjeron y purificaron extractos enzimaticos para realizar
una parcial caracterizacién molecular de una lacasa del ascomiceto Xylaria polymorpha. El
hongo secreté la enzima preferentemente durante el crecimiento en medios de cultivo
complejos usando jugo de tomate, ademas se adiciond 2,5-xilidina teniendo una produccion
estimulada de lacasa obteniendo actividades enzimaticas de hasta 14,000 U/l. La enzima fue
purificada y homogeneizada por cromatografia de exclusion de tamafio y caracterizada por

métodos bioquimicos y moleculares.
La lacasa obtenida de Xylaria polymorpha oxida los sustratos tipicos fendlicos de lacasas de

Pleurotus ostreatus como ABTS, 2,6-dimetoxifenol, guaiacol, asi como siringaldazina, la

secuencia de aminoacido deducida se obtuvo por amplificacién de la secuencia génica de
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lacasa teniendo regiones con cobre en las posiciones 1 y 3, las cuales mostraron un nivel
alto de identidad a otras lacasas de ascomicetos (Christiane y col., 2007).

Asimismo, Alves-Garcia y col., (2006) evaluaron las propiedades de lacasas producidas por
Pycnoporus sanguineus inducida por 2,5-xilidina en fermentacién sumergida, observando 2
isoenzimas que fueron parcialmente purificadas por cromatografia fenil-sefarosa. El peso
molecular de las isoenzimas fue de 80 kDa (Lac |) y 68 kDa (Lac Il), la actividad 6ptima de

estas enzimas fue de pH 4.8 y 30 °C para Lac | y pH de 4.2 y 50 °C para Lac Il.

Tlecuitl-Beristain y col., (2008) observaron en Pleurotus ostreatus, la produccion de una
nueva isoenzima de lacasa producida por fermentacion sumergida durante las fases de
crecimiento del hongo. Encontrando que la actividad de lacasa es correlacionada
positivamente con el crecimiento del organismo. La isoenzima L1 fue purificada utilizando
técnicas de isoelectroenfoque y caracterizada parcialmente teniendo un peso molecular
aproximado a 43.7 kDa determinado por SDS-PAGE una Km y Vmax de 90 uM vy
1.18 AAbs min~* respectivamente y un punto isoeléctrico de 2.3. Esta isoenzima L1 mostré
actividad catalitica por arriba del pH y temperatura 6ptima lo cual sugiere que puede ser
utilizada en descargas industriales con contaminacion de colorantes textiles para su
tratamiento.

Por otro lado, Liu y col., (2009) optimizaron la fermentacién y la caracterizacion de lacasa de
Pleurotus ostreatus cepa 10969 en las que se sugiere que la concentracién de glucosa y
Mg? son inductores de produccién de lacasa con alta actividad catalitica utilizando
concentraciones 6ptimas de 0.0988 g/mL y 7.3 mmol/L respectivamente, logrando
incrementar hasta 2.5 veces los rendimientos de lacasa bajo las condiciones 6ptimas. El
peso molecular de estas lacasas son de 40 kDa y el pH y temperatura 6ptima para esta
actividad es de 4.0 y 50 °C respectivamente, observando también que el DTT, B-
mercaptoetanol y NaNs inhiben la actividad de lacasa, asimismo la presencia de i6nes

metdlicos como la plata.
Por su parte Ramirez y col., (2003) caracterizaron enzimas lacasas obtenidas de Pleurotus

ostreatus por fermentacion solida y fermentacion sumergida. En la fermentacion sdlida

aislaron 3 isoenzimas que presentaron bajo nivel de purificacion por la pérdida que se
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presento a través de la purificacion. En el caso de la fermentacién sumergida obtuvieron 2
isoenzimas con pérdida de proteinas reducida y debido a las etapas de purificacion. El pH
Optimo de reaccion indicé que las isoenzimas de la FL se mantienen en valores mas acidos
25 y 2 para las lacasas | y Il mientras que en las de FS presentaron 2.5-3 y 3.5
respectivamente. Las temperaturas Optimas de reaccion present6 los mismos valores para
las isoenzimas | y Il aisladas tanto en FS como FL: 50 y 40 °C respectivamente. Los

extractos crudos fueron evaluados con ABTS.

Dekker y col., (2007) evaluaron la influencia de los nutrientes para mejorar la produccion de
lacasas de Botryosphaeria rhodina MAMB-05, utilizando condiciones no inductoras e
inductoras como el alcohol veratrii como inductor. Observando que en condiciones no
inductoras, el pH inicial, la relaciéon C:N y la fuente de nitrégeno no tienen una influencia
sobre la produccion de lacasas, sin embargo el Tween 80, aceite de soya y cobre, tuvieron
un efecto inductor sobre la produccion de lacasas, prolina y urea, siendo estos dos ultimos
inhibidores de la produccién de lacasas. Por otro lado bajo condiciones inductoras de
crecimiento del hongo, factores como tipo de indculo, punto de adicién del inductor, el pH
inicial de crecimiento, relacion C:N y la fuente de nitrégeno, influenciaron la producciéon de
lacasas; asimismo a diferencia de las condiciones no inductoras, la prolina y la urea no
tienen efecto negativo sobre la produccion de lacasas.

Chen y col., (2003) estudiaron la induccion de actividad de lacasa en Volvariella volvacea,
creciéndola en un cultivo sumergido en un medio con glucosa como Unica fuente de carbono,
con alta y baja concentracion de nitrdgeno (adicionado como NH4NO;z; a una concentracion
de 2.6 y 26 uM respectivamente) y con adicion de cobre (50-300 yM CuSQO,). Indujeron dos
isoenzimas de lacasas y la mayor actividad se mostré en una concentracion de 200 uM
CuSO, a concentraciones altas de nitrégeno (30 Ul/L). La actividad de lacasa fue
determinada a 32°C usando ABTS.

Jolivalt y col., (2005) realizaron estudios sobre Trametes versicolor cambiando el pH 6éptimo
de actividad de lacasa producido por mutagénesis del organismo; esta transformacion fue a
nivel del aminoacido Asp, reemplazado por Glu, Ala o Asn, expresando las enzimas
mutantes en Yarrowia lipolitica y por otro lado se evalué su actividad sobre sustratos
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fendlicos y no fendlicos como el 2,6-dimetoxifenol y el ABTS, encontrando una diferencia en
el pH éptimo para su oxidacion de pH 1.4.

Por otro lado, Das y col., (1997) observaron dos isoenzimas de lacasa L; y L, en Pleurotus
florida optimizando un medio de cultivo que contenia 2% de glucosa y 20% de extracto de
papa a pH 7.0, con agitacion orbital de 150 rpm a 30 °C, utilizando como sustrato o-

dianisidina a 0.3 mM o guayacol 10 mM a pH de 5.0.

Por su parte Cavallazzi y col., (2005) evaluaron la induccion de lacasas en medio liquido, en
el hongo shiitake utilizando diferente concentracion de nitrégeno de 2.6 a 26 mM, junto con 7
tratamientos con diferente concentracion de cobre (0, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 uM),
observando que las concentraciones de 2.6 mM de nitrégeno y 250 uM de cobre induce una
alta actividad de lacasa, comparado con cultivos control que usaron tartrato de amonio que
presentaron actividad enzimatica de hasta 251 U/mL de extracto después de 30 dias.

Krishna-Pasat y col., (2005) sugieren que las condiciones iniciales del medio de cultivo como
son pH, concentracién de sustrato, extracto de levadura, concentracion de Cu y presencia de
alcohol, tienen un efecto sobre la produccién de lacasas de Pleurotus ostreatus 1804, por
fermentacién solida, utilizando espuma de poliuretano como soporte, observando el efecto
de las condiciones del medio de cultivo; obteniendo actividades méximas de lacasa de 312.6
U/L que fueron mas altas con respecto a estudios anteriores realizados sobre la misma cepa
en micelio libre (272.2 U/L).

Asimismo, la identificacion de isoenzimas a través de zimografia se utiliza como herramienta
complementaria a los analisis moleculares. Arana-Cuenca y col., (2004) analizaron patrones
de isoenzimas de lacasa de varias especies de Poliporaceae bajo diferentes condiciones de
cultivo, lo que se sugiere que el patron de produccién de isoenzimas de lacasa puede usarse

como un criterio adicional para la identificacién de hongos.

Luis y col., (2005) evaluaron la expresion de los genes de lacasas de basidiomicetos en
suelos de bosque por técnicas moleculares (extraccion de RNA, RT-PCR y PCR semi-
cuantitativa), en cinco muestras de suelo, encontraron que el nivel de transcripcion de
lacasas es heterogéneo entre las muestras del suelo, dos muestras presentaron fuertes
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niveles de expresion, y dos demostraron niveles de expresion débiles y la Ultima muestra no
presento transcripcion perceptible de lacasas.

Luis y col., (2004) analizaron la expresion de genes de lacasas de basidiomicetos aislados
de cinco muestras de suelo; encontrando diferentes niveles de transcripcién de los genes
gue codifican para la expresion de lacasas, utilizaron un primer degenerado que identificé la

region conservada de los aminoacidos donde se encuentran los atomos de cobre.

La presencia de diferentes isoenzimas en Pleurotus ostreatus y en otros organismos se debe
a la existencia de multiples genes que codifican para diferentes isoenzimas de lacasas
(Palmieri y col., 1997). Asimismo diferentes autores reportan que, la expresion de los genes
depende de las condiciones del cultivo, habiéndose encontrado un sistema regulado
diferencialmente para controlar la produccion de lacasas (Giardina y col., 1999; Faraco y col.,
2003; Téllez-Téllez y col., 2008).

Para comprender la funcion de estas enzimas, se han aislado y caracterizado varios genes
de lacasa de diferentes organismos: Trametes versicolor (Hunolstein y col., 1986),
Aspergillus nidulans (Aramayo y Timberlake, 1990), Coriolus hirsutus y Phlebia radiata
(Saloheimo y col., 1991), Trametes villosa y Neurospora crassa (Germann y col., 1998).
Estos genes presentan un alto grado de identidad entre si (Faraco y col., 2003). Se ha
encontrado que una cisteina y diez histidinas estan involucradas en la unién de los cuatro
atomos de cobre encontrados en la mayoria de las moléculas de lacasas, aminoacidos que
se conservan alrededor de las cuatro regiones en las cuales el cobre se encuentra agrupado
(Thurston, 1994).

Palmieri y col., (2000) realizaron estudios de induccién de enzimas lacasa con un medio de
cultivo con cobre, observando la produccién de isoenzimas tales como lacc6, poxa2, y
lacc10. Siendo la isoenzima mas abundantemente producida lacc10 en estas condiciones de
cultivo. Asimismo se observd que durante la transcripcion, el mRNA de lacc6 fue el que
mayormente fue inducido durante el crecimiento del hongo. La discrepancia entre la
transcripcion de lacc6 y las cantidades de proteina puede ser explicada por la presencia de
un nivel alto de la proteina en el extracto crudo enzimatico de Pleurotus ostreatus, que indico
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que la isoenzima lacc6 podria ser ineficazmente secretado y/o su actividad fisiol6gica podria

ser intra o extra celular.

Pezzella y col., (2009) aislaron y evaluaron la expresion heteréloga multigénica de lacasas
de Pleurotus ostreatus, encontrando la existencia de un agrupamiento de genes de lacasa en
este hongo basidiomiceto, y tres nuevos genes de lacasa fueron clonados, aprovechandose
de su estrecha relacién con la organizacién espacial en el genoma del hongo. Una peculiar
estructura intrén exén fue revelado por el gen de una de las nuevas lacasas, junto con una
elevada inestabilidad de la enzima recombinante debido a la inestabilidad de su ligando de
cobre. Esta investigacién muestra la expresion de tres nuevos genes de lacasa lacc4, laccl y
pox5 en Pleurotus ostreatus se evalué por medio de la transcriptasa reversa RT-PCR
utilizando cebadores con genes especificos.

Castanera y col., (2012) realizaron un estudio sobre el perfil de expresién de diferentes
cepas de basidiomicetos y en diferentes condiciones de cultivo (medio solido y liquido),
utilizando paja de trigo como inductor. Utilizaron técnicas de RT-PCR cuantitativo usando un
gen constitutivo como referencia de la eficiencia de la reaccion. Los genes de lacc2 y lacc10,
sugieren que son la principal fuente de actividad de la actividad de lacasas en la
fermentacién liquida; sin embargo en la fermentacién solida no se ha podido caracterizar
especificamente que lacasas son responsables de la actividad que complementa a lacc2 y
lacc10. Asimismo sugiere que la actividad enzimatica y el perfil de expresion varian con
respecto a la cepa utilizada para su determinacion, lo que puede ser objeto de estudio para

mejorar la produccién enzimatica bajo la fermentacién liquida.

Pezzella y col., (2012) mencionan que se han reportado hasta 11 diferentes genes que
codifican para lacasa, sin embargo se han caracterizado solo seis isoenzimas de lacasas.
Por otro lado, la expresion de lacasas, sugieren estos autores que, esta regulada por las
condiciones del medio de cultivo y las etapas de desarrollo, asimismo se tiene incierta la
funcién de estas enzimas in vivo, sin embargo se estima que la produccion de laccl0 tiene
un papel importante en la fase vegetativa, ya que en la etapa de fructificacion, su expresion
es reducida, por otro lado la subunidad pequefia de lacc2 parece tener un papel importante
durante la fructificacién de Pleurotus ostreatus.
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Particularmente, seis isoenzimas lacasa de Pleurotus ostreatus han sido aisladas y
caracterizadas, se observa un grupo con propiedades peculiares. laccl0 es una lacasa
abundantemente producida bajo diferentes condiciones de crecimiento (Palmieri y col.,
1993). lacc6 es una lacasa azul muy estable a pH alcalino (Giardina y col., 1999) y con un
alto potencial redox (Garzillo y col., 2001), caracteristicas que aumentan su potencial
aplicacion biotecnoldgica (Cafias, 2007). Esta enzima ha sido utilizada como molde para la
seleccion de mutantes aleatorios con caracteristicas mejoradas (Festa y col., 2008; Miele y
col., 2010). lacc2 es una lacasa heterodimérica atipica, constituida por una subunidad
grande, claramente homologa a otras lacasas fungicas y una subunidad chica sspoxa3,
probablemente involucrada en la estabilizacion del complejo (Palmieri y col., 2003; Giardina y
col., 2007; Faraco y col., 2008). laccl2 es una lacasa recientemente aislada del cuerpo
fructifero de Pleurotus ostreatus (Lettera y col., 2010). lacc9 es una isoenzima de lacasa
relacionada muy cercanamente a laccl0 (Las secuencias del cDNA de lacc9 y lacclO
muestran hasta un 84% de identidad en las secuencias (Giardina y col., 1995)) que solo se
ha detectado e identificado (a través de electroforesis en gel de poliacrilamida nativa (PAGE)
y analisis de espectrometria de masas) en una nueva cepa de Pleurotus ostreatus dicariotico
obtenido por cruzamiento clasico (Lettera y col., 2011; Del Vecchio y col., 2012). Ademas,
otros tres genes de lacasa, laccl, lacc4 y laccll han sido identificados en este hongo,
aunque sus correspondientes proteinas nunca se han aislado en un caldo de cultivo. Los
productos de la expresion heteréloga de laccl y lacc4, revel6 que codifican para lacasas muy
inestables, mientras que el gen laccll no se ha detectado en todas las condiciones

ensayadas (Pezzellay col., 2009).
Hasta el momento se han registrado en el Gene bank la secuencia de DNA y RNA de al

menos 11 diferentes isoenzimas de lacasa de Pleurotus ostreatus. La tabla 2 muestra los

genes reportados.
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Tabla 2. Genes de lacasas reportadas en el Gene bank (nombres de genes previamente

reportados por otros autores en paréntesis).

Gen

laccl (pox4)

lacc2 (poxa3)

lacc3

lacc4 (pox3)

lacc6 (poxalb)

lacc7

lacc8

lacc9 (pox1)

lacc10 (pox2)

lacc12

sspoxa3

La mayoria de las lacasas de hongos que se han reportado hasta el momento son enzimas
extracelulares y se han descrito hasta el momento sélo algunas enzimas de fructificacion. Sin
embargo hasta el momento no se reportan estudios sobre el efecto del pH inicial de

desarrollo sobre el patrén de produccién y expresion de lacasa en Pleurotus ostreatus.
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3. JUSTIFICACION

El estudio de las lacasas se ha realizado en muchos organismos, determinandose las
isoenzimas y los genes que las codifican bajo las mejores condiciones de desarrollo del
hongo, asi como sus propiedades fisicoquimicas, para posteriormente ser utilizadas en

procesos de biorremediacion.

Existen pocos estudios que evallen el efecto del pH inicial de desarrollo sobre la produccion
y expresion de las lacasas, y especificamente en Pleurotus ostreatus no hay investigacion
relacionada hasta el momento, por lo que en este estudio se evalué el efecto del pH sobre el
patrén de produccion y expresion de lacasas, lo cual nos permitira conocer la relacion entre

ambos patrones.

4. HIPOTESIS

El pH inicial del medio de cultivo tiene un efecto sobre los perfiles de produccién y expresion

de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenidas por fermentacion sumergida.
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5. OBJETIVOS

5.1. OBJETIVO GENERAL

Evaluar el efecto del pH inicial del medio de cultivo de desarrollo de Pleurotus ostreatus en

fermentacién sumergida sobre su patron de expresion y de produccion de lacasas.

5.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar las fermentaciones sumergidas a pH de 3.5, 4.5, 6.5y 8.5.

2. Determinar el patron de produccién de isoenzimas de lacasas intra-extraceulares de
Pleurotus ostreatus desarrollado en fermentacién sumergida a diferente pH.

3. Determinar la actividad de lacasa intra-extracelular de cada fermentacion incubada en
solucion buffer a diferente pH (3.5, 4.5, 6.5y 8.5).

4. Establecer el patron de expresion de las isoenzimas de lacasas por RT-PCR.



6. METODOLOGIA

En la Figura 4 se muestra el diagrama de flujo de la metodologia a seguir para evaluar el
efecto del pH de desarrollo de Pleurotus ostreatus sobre la produccion y expresion de
enzimas lacasa.

Pleurotus ostreatus
(ATCC 32783)

A 4

Obtencién del inéculo
(Desarrollado en agar extracto de malta por 7 dias) a 25°C

- Inéculo: 3 fragmentos de .| Fermentacion sumergida por triplicado
4 mm de diametro por - cada pH
matraz
- Variable de / \
experimentaciéon
pH3.5,4.5,6.5y8.5 Obtencién de Obtencién del
| labiomasa extracto crudo
enzimatico
Y ¢
Xmax Actividad de lacasas
P u No. de isoenzimas
Expresion de genes Parametros extracelulares por
No. De isoenzimas | cinéticos Zimografia
Intracelulares por
zimografia

Figura 4. Metodologia para el desarrollo de esta investigacion.



6.1. Cepa e indculo

Se utilizé la cepa de Pleurotus ostreatus 32783, de la American Type Culture Collection
(Maryland, USA). La cepa stock se desarrollé en agar extracto de malta a 25T por 7 dias y
se mantuvo a una temperatura de 4T, resembrandose cada mes. El inéculo para las
fermentaciones fue para cada matraz, 3 fragmentos de micelio de 4 mm de diametro
cortados de la periferia de la colonia, la cual se desarrollada en las mismas condiciones que
la cepa stock.

6.2. Condiciones de cultivo de  Pleurotus ostreatus

La fermentacion sumergida (FS) se hizo por triplicado en matraces Erlenmeyer de 125 ml
con 50 ml de medio, a temperatura de 25 °C y bajo diferentes valores de pH; 3.5, 4.5, 6.5y
8.5, ajustado con HCIl o NaOH 1 N. La composicién del medio de cultivo en todos los casos
el que se muestra en la Tabla 3 (Téllez-Téllez y col. 2008). Los matraces se incubaron con
agitacion orbital a 120 rpm. Se tomaron muestras cada 24 h hasta alcanzar la fase

estacionaria de crecimiento del hongo.

Tabla 3. Composicion del medio de cultivo.

Componente Concentracion en g/L
Extracto de levadura 5
Glucosa 10
K;HPO, 0.4
ZnS0O,4 7H,0 0.001
KH,PO, 0.6
FeSO, 7H,0 0.05
MnSO, H,O 0.05
MgSO, 7H,0 0.5
CuSO, 5H,0° 0.25

El pH se ajusté a 3.5, 4.5, 6.5y 8.5, con NaOH o HCI 0.1 M segun sea el caso.

6.3. Obtencién del extracto enzimatico

El extracto enzimatico (EE) se considera al caldo de fermentacion obtenido en cada
muestreo de la fermentacién, y después de la filtracion con papel Whatman No. 1 y

posteriormente a través de filtros con tamafio de poro de 0.2 um.
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6.4. Biomasa y parametros cinéticos de crecimiento del h ongo

La biomasa (X) producida se separa por filtracion y se sec6 en horno a 60T durante 24 h; y
se reportd el peso seco (Diaz-Godinez y col. 2001; Tlecuitl-Beristain y col. 2003).

Para determinar los parametros de crecimiento se considera la evoluciéon de la biomasa
X = X(t) por la ecuacion logistica (1) por la minimizacion del error cuadratico con la

herramienta Solver de la hoja electrénica de Excel (Microsoft) (Diaz-Godinez y col. 2001;
Viniegra-Gonzalez y col. 2003).

dX _ p{l—xjx .................... )
dt X rmax

Donde p es la velocidad especifica de crecimiento, Xmax €S €l valor de biomasa maxima o de

X =X
equilibrioy C = % con X=X,.
o

El rendimiento teérico de la enzima con respecto a la biomasa (Ygx) se estima como la
relacion entre la Ena (U/L) y Xmax (g/L). Se calcula la productividad en el pico maximo de
actividad (Pro= Emax/ tiempo de fermentacion), ademas de la tasa especifica de formacion de

la enzima (gp=HYex).

6.5. Determinacion de proteina soluble

La proteina total excretada se determiné en el EE libres de células por el método de Bradford
(1976). A 100 pl de EE se le adiciona 200 pl del reactivo de Bradford, el volumen se ajusta a
1 ml con agua destilada y la absorbancia se lee a 595 nm. Se usa albumina sérica bovina

como proteina estandar.
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6.6. Determinacion de la actividad enzimatica

La actividad enzimatica de lacasa (E) intra-extracelular, se determind en EE y biomasas
obtenidas en diferentes tiempos de cada fermentacién utilizando DMP como sustrato, cada
medicion se realizd por triplicado. La mezcla de reaccion se preparé con 900 pyl de DMP
2mM en solucion buffer a pH 3.5, 4.5, 6.5 y 8.5; todos a concentracion de 0.1 M y 100 pl de
EE; a cada fermentacion se determind la actividad enzimatica a todos los pH. La absorbancia
se lee en un espectrofotémetro Jenway 6405 UV/Vis a una longitud de onda de 468 nm
después de 1 min de incubacion a 40 °C en la celda Peltier. Una unidad de actividad de
lacasa (U) se considera como la cantidad de enzima que provoque un incremento de una
unidad de absorbancia por minuto.

6.7. Identificacion de isoenzimas de lacasa

Para cada fermentacion se determind el nimero de isoenzimas presentes en el extracto
enzimatico y en la biomasa a través de zimografia. Esta se realiz6 usando la técnica
modificada de Leammli (1970), usando dodecil sulfato de sodio en geles de poliacrilamida
(SDS-PAGE). El gel de separacion y de empaquetamiento contiene 10 y 4% de acrilamida,
respectivamente. La concentracién de SDS es de 0.1% en el gel. Las muestras del EE se
separan en geles de 0.75 mm de espesor en un sistema de electroforesis Mini Protean llI
(Bio-Rad) a 150 voltios durante un tiempo de 1-1.25 h. Después de la corrida, los geles se
lavan con agua destilada y desionizada con ayuda de un agitador orbital (20-30 rpm) durante
1 h, con un cambio de agua cada 15 min para eliminar el SDS. Posteriormente, los geles se
incubaron en solucién buffer a todos los valores de pH de esta investigacién a temperatura
ambiente en DMP 2mM.

6.8. Expresion de genes de lacasas de Pleurotus ostreatus desarrollado en diferentes
pH por RT-PCR

6.8.1. Disefio de cebadores

Los cebadores se disefiaron a partir de las secuencias de bases nitrogenadas reportados

para los genes de laccl, lacc4, lacc6, lacc9 y laccl0; y gpd como gen constitutivo, todos
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obtenidos del banco de genes del NCBI. Los oligonuclettidos presentan temperaturas de
fusion similares, o la diferencia es de méaximo 3T, no presentan homologia intra-
oligonucleétido en mas de 3 pares de bases, su composicion es del 45% al 55% en GC y no

forman estructuras secundarias entre ellos.
6.9. Expresion de genes de lacasas en diferentes tiempos de fermentacién sumergida

Un analisis semi-cuantitavo RT-PCR se utilizé para analizar la expresion de cinco genes de
Pleurotus ostreatus. EI RNA fue aislado de micelio congelado, producido a diferentes
tiempos de las fermentaciones de esta investigacion (ver la seccion de las condiciones de
cultivo), usando TRIZOL (Invitrogen) para la extraccibn vy cuantificado
espectrofotométricamente, determinando la densidad 6ptica a OD,go050. EI RNA fue tratado
con DNasa | libre de RNAsa (Invitrogen) y re-suspendido en 20 pyL de agua tratada con
dietilpirocarbonato; los tiempos analizados fueron seleccionados con respecto a la actividad

enzimatica y los zimogramas.

La sintesis de cDNA se realiz6 utilizando oligos dT y la transcriptasa reversa Moloney murine
Leukemia virus (M-MuLV-RT; Fermentas) de acuerdo con las instrucciones del proveedor. La
mezcla de reaccion de RT contenia (1 pug) y 10 pmol de primer especifico fueron mezclados,
para la amplificacion por PCR se utilizé6 el Kit AccsesQuick™ (PROMEGAMR). Las
condiciones de desnaturalizantes fueron 94 € por 3 min. El programa incluyé 35 ciclos a 94
T por40s,56 Tpord0sy 72 T por 50 s.

6.10. Electroforesis en geles con formaldehido

En geles al 1.5% de agarosa, se colocaron las muestras dentro del pocillo y durante 50 a 70
min se hizo pasar una corriente eléctrica de 100-110 V. Las bandas se visualizaron con luz
ultravioleta. Posteriormente al tratamiento con DNasa, se realizé la retro-transcripcién con la
enzima M-MuLV para generar cDNA; finalmente se realiz6 PCR para observar la
amplificacién de cada uno de los genes en cada uno de los puntos evaluados de cada

fermentacion.
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6.11. Andlisis estadistico

Las fermentaciones se realizaron por triplicado cada una, se determiné la media y desviacion
estandar para los datos de crecimiento del hongo, actividad enzimatica intra-extracelular y

gue fueron reportados como barras de desviacién estandar en los graficos.

7. RESULTADOS

7.1. Fermentacion sumergida a pH inicial de desarrollod e 3.5
6.1.2. Biomasa

La produccion de Biomasa (X) durante la fermentacién se muestra en la Figura 5. Se
observé una fase de adaptacion larga y duré aproximadamente 216 h, después de este

tiempo inicié la fase exponencial de crecimiento, que termind aproximadamente a las 528 h.

La Xmax fue de 5.2 g/L y la p de 0.006 h™.

Biomasa (g/L)
w B

M

0 100 200 300 400 500 600

Tiempo de fermentation (h)

Figura 5. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus en fermentacién a pH 3.5 inicial de
desarrollo.
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6.1.3. Actividad de lacasa extracelular de la ferme ntacion sumergida a pH inicial de
35

En la Figura 6 se muestra la actividad extracelular de lacasas, obtenida a través de los EE de
la fermentacion desarrollada a pH 3.5; evaluada en buffer a diferentes pH, (3.5, 4.5, 6.5y
8.5). Las actividades maximas de lacasas fueron de 21,360 U/L y 29,490 U/L cuando fueron
incubadas en solucion buffer de pH de 3.5 y 4.5 respectivamente. También se observaron
para estos EE valores de actividad de lacasas de 1,595 U/L y 3,535 U/L cuando se incubaron
los EE en solucion buffer de pH de 6.5 y 8.5 respectivamente.

35000
30000
25000
20000

15000

Actividad de Lacasas (U/L)

10000

5000

0 100 200 300 400 500 600

Tiempo de Fermentacién (h)

Figura 6. Actividad extracelular de lacasa de Pleurotus ostreatus obtenidas por fermentacion
a pH de 3.5 inicial de desarrollo, evaluada en solucion buffer a pH de 3.5 (¢), 4.5 (m), 6.5 (A)
y 8.5 (o).

6.1.4. Actividad de lacasa Intracelular de la ferme  ntaciéon sumergida a pH inicial de 3.5

En la Figura 7 se observa la actividad intracelular evaluada en solucion buffer a pH de 3.5,

4.5, 6.5y 8.5. Se observé actividad maxima de aproximadamente 817 U/g de biomasa seca
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cuando se midio la actividad en buffer a pH de 3.5; de 700, 350 y 350 U/g de biomasa seca
cuando se evalué en buffer a pH de 4.5, 6.5 y 8.5 respectivamente.

1000
900
800
700
600
500
400
300
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Actividad de lacasa U/g biomasa seca

100

0 100 200 300 400 500 600

Tiempo de fermentacién (h)

Figura 7. Actividad intracelular de lacasa de Pleurotus ostreatus obtenidas por fermentacién
sumergida a pH de 3.5 inicial de desarrollo, evaluada en solucion buffer a pH de 3.5 (#), 4.5
(m), 6.5 (A) y 8.5 (o).

6.1.5. Perfil de pH de la fermentacién sumergidaa  pH inicial de 3.5 de desarrollo.

En la figura 8 se observa el perfil de pH a través del tiempo de fermentacion de Pleurotus
ostreatus, se observd un incremento de este valor conforme avanzé la fermentacion,
llegando a valores alrededor de 7.
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Figura 8. Perfil de pH de la fermentacion sumergida de Pleurotus ostreatus a pH inicial de

desarrollo de 3.5

6.1.6. Isoenzimas de lacasas extracelulares de  Pleurotus ostreatus obtenidas por

fermentacién sumergida a pH inicial de desarrollo d e 3.5

En la Figura 9 se muestra el zimograma con bandas de actividad de lacasa extracelulares,
incubado en solucion buffer de pH de 3.5 usando DMP 2 mM como sustrato. Se observo que

aproximadamente las bandas corresponden a un peso molecular de 29 y 65 kDa.
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PM kDa

Figura 9. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacién de pH inicial de desarrollo
de 3.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 3.5.

La Figura 10 muestra el zimograma de lacasas extracelulares incubado en solucion buffer pH
4.5 usando DMP 2mM como sustrato. Los pesos moleculares son aproximadamente de 29 y
65 kDa.

PM kDa

Figura 10. Zimograma de lacasa extracelulares de la fermentacién de pH inicial de desarrollo
de 3.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 4.5.



En la Figura 11 se muestra el zimograma de lacasas extracelulares, incubado en solucién
buffer a pH de 6.5. Se observaron pesos moleculares aproximados de 29 y 65 kDa.
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Figura 11. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion de pH inicial de 3.5 de

desarrollo de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 6.5.

En la Figura 12 se muestra el zimograma de lacasa extracelulares, incubado en solucién
buffer a pH de 8.5; se observé Unicamente una isoenzima de peso molecular aproximado de
29 kDa. Se observd en los tiempos finales de la fermentacion, a partir de la fase de
crecimiento exponencial y estacionaria del hongo.
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Figura 12. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacién de pH inicial de

25

desarrollo de 3.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 8.5.

6.1.7. Isoenzimas de lacasas intracelulares de Pleurotus ostreatus obtenidas por

fermentacién sumergida a pH inicial de desarrollo d e 3.5

En la Figura 13 se observan las bandas obtenidas a partir de las lacasas intracelulares de la
fermentacién de 3.5, donde se observé durante los primeros tiempos de la fermentacion una
banda con peso molecular aproximado de 65 kDa. La Figura 14 muestra cuando menos dos
bandas con actividad enzimatica en el zimograma, con pesos moleculares aproximados de

65 kDa y 29 kDa durante la fase de crecimiento exponencial y estacionaria de hongo.
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Figura 13. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion a pH inicial de 3.5 de
desarrollo de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 3.5.
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Figura 14. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo
de 3.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 3.5.

En la Figura 15 se observa el zimograma de lacasas intracelulares, de la fermentacién a pH

inicial de desarrollo 3.5 incubado en solucion buffer a pH 4.5; mostrando cuando menos dos
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bandas con actividad de lacasa, con pesos moleculares aproximados de 65 kDa y 29 kDa.

Por otro lado la Figura 16 muestra la segunda etapa de la fermentacion, la cual contiene el

mismo numero de bandas y del mismo peso molecular.
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Figura 15. Zimograma de lacasa intracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo
de 3.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 4.5.
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Figura 16. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién a pH inicial de desarrollo

de 3.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 4.5.
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En la Figura 17 y 18, se muestran los zimogramas con bandas con actividad de lacasa
intracelular de la fermentacion de pH inicial de 3.5 de desarrollo incubado en solucién buffer
a pH 6.5, donde se observan cuando menos dos isoenzimas (65 y 29 kDa), que se
mantienen constantes durante todo el tiempo de la fermentacion.
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Figura 17. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién a pH inicial de desarrollo

de 3.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 6.5.
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Figura 18. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién a pH inicial de desarrollo

de 3.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 6.5.
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En las Figuras 19 y 20 se observan los zimogramas con bandas con actividad de lacasa

obtenidas de la fermentacién de pH inicial de desarrollo de 3.5, incubadas en solucion buffer
a pH 8.5. El PM aproximado es de 65 y 29 kDa.

PM kDa_

Figura 19. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion

de 3.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 8.5.
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Figura 20. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo
de 3.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 8.5.
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7.2.Fermentacién sumergida a pH inicial de desarrollod e 4.5

7.2.1. Biomasa

La produccion de X durante la fermentacion se muestra en la Figura 21. Se observo que la
fase de adaptacidn en estas condiciones de crecimiento son cortas de aproximadamente 100
h, después de este tiempo inicié la fase exponencial que terminé aproximadamente a las 336
h. Después de este tiempo inicié la fase estacionaria. La biomasa maxima fue de 5.3 g/L y se

observo alas 408 h. La p fue de 0.014 h™,

7

Biomass {g/L)

0 100 200 300 400 500 600 700

Fermentation time (h)

Figura 21. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus en fermentacién sumergida a pH

inicial de desarrollo de 4.5.

7.2.2. Actividad de lacasa extracelular de la ferme ntacién sumergida de pH inicial de

desarrollo de 4.5

La actividad de lacasa se muestra en la Figura 22. En las primeras horas de fermentacion se
observé una baja actividad enzimatica, sin embargo, al entrar a la fase de crecimiento

exponencial y estacionaria, aproximadamente a las 400 h, se observa un incremento en la
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actividad enzimatica, siendo el valor maximo aproximadamente de 70,320 U/L alas 480 h y
un valor méximo de 77,550 U/L a las 408 h, cuando se evalud la actividad en solucion buffer
de pH 3.5 y 4.5 respectivamente. A pH de 6.5 la actividad maxima de lacasa fue de 6,195

U/L y cuando se evalu6 a pH de 8.5 se alcanz6 una actividad maxima de 16,310 U/L.
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80000
70000
60000
50000
40000

30000
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10000
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0 100 200 300 100 500 600
Tiempo de fermentacién (h)

Figura 22. Actividad de lacasas extracelular de Pleurotus ostreatus obtenidas por
fermentacién a pH inicial de desarrollo de 4.5, incubada en solucion buffer a pH de 3.5 (),
4.5 (m), 6.5(A)y8.5 (o).

7.2.3. Actividad de lacasa intracelular de la ferme  ntacion sumergida de pH inicial de

desarrollo de 4.5

La actividad intracelular se muestra en la Figura 23. Se observd un patrén similar en las
actividades cuando se incubd en solucién buffer a pH 3.5, 4.5 y 6.5, obteniendo valores
maximos de actividad de 4,445, 4,800 y 2,446 U/g de biomasa seca respectivamente. La
actividad menor fue observada cuando se incubé a pH 8.5 con un valor maximo de actividad

de 837 U/g de biomasa seca.
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Figura 23. Actividad intracelular de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenidas por
fermentacién a pH de 4.5 inicial de desarrollo, evaluada a pH de 3.5 (#), 4.5 (), 6.5 (A) y 8.5

(w).
7.2.4. Perfil de pH de la fermentacion sumergidaa  pH inicial de 4.5 de desarrollo.

La figura 24 muestra el perfil de pH a través del tiempo de la fermentacion de Pleurotus
ostreatus a pH 4.5 inicial de desarrollo, se observé un incremento paulatino de este valor

conforme avanzo la fermentacion, llegando a valores alrededor de 7.
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Figura 24. Perfil de pH de la fermentacion sumergida de Pleurotus ostreatus a pH inicial de

desarrollo de 4.5

7.2.5. Isoenzimas de lacasas extracelulares de  Pleurotus ostreatus obtenidas por
fermentacién sumergida a pH inicial de desarrollo d ed5

En la Figura 25 se muestra el zimograma de la fermentacién sumergida con pH inicial de
desarrollo de 4.5, incubado en solucion buffer a pH 3.5, se observaron dos bandas con
pesos moleculares aproximados de 65 y 29 kDa durante la fase estacionaria de crecimiento,
observando la mayor intensidad de banda en la de menor peso molecular. Por otro lado,
durante los primeros tiempos de la fermentacién no se logré observar la banda de mayor

peso molecular.
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Figura 25. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion de Pleurotus ostreatus a
pH inicial de desarrollo de 4.5. Incubado en solucién buffer a pH 3.5.

La Figura 26 muestra el zimograma de la fermentacion sumergida con pH inicial de
desarrollo de 4.5 incubado en soluciéon buffer de pH 4.5, observando durante la fase
estacionaria, cuando menos tres bandas con actividad de lacasa, con pesos moleculares
aproximados de 65, 47 y 29 kDa. En los tiempos iniciales de la fermentacién sélo se observé

la isoenzima de 29 kDa.
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Figura 26. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo

de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 4.5.

La Figura 27 muestra el zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion de pH
inicial de desarrollo de 4.5 incubado en solucion buffer a pH 6.5. Durante la fase de
crecimiento estacionaria del hongo, cuando menos tres isoenzimas con actividad de lacasa
fueron observadas, con pesos moleculares aproximados de 65, 47 y 29 kDa. Mientras que
durante los primeros tiempos de la fermentacion sélo se observd la banda de menor peso
molecular.
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Figura 27. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo

de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 6.5.

La Figura 28 muestra el zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion sumergida
a pH inicial de desarrollo de 4.5 incubado en solucion buffer a pH de 8.5. Se observé una

sola isoenzima en la fase estacionaria con peso molecular aproximado de 29 kDa.
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Figura 28. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo

de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 8.5.

7.2.6. Isoenzimas de lacasas intracelulares de Pleurotus ostreatus obtenidas por

fermentacién sumergida a pH inicial de desarrollo d edb

En la Figura 29 se muestra el zimograma con bandas con actividad de lacasas intracelular
de la fermentacion sumergida a pH inicial de desarrollo de 4.5 de Pleurotus ostreatus
incubado en solucién buffer a pH 3.5. Durante los primeros tiempos de la fermentacién se
observé una banda con peso molecular aproximado de 65 kDa. Posteriormente (Figura 30)
en la fase de crecimiento exponencial y estacionario, se observaron cuando menos dos

bandas de PM aproximado de 65 y 29 kDa.
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Figura 29. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo
de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 3.5.

 432h  456h - 480h
Figura 30. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo

de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 3.5.

El zimograma de lacasas intracelulares de Pleurotus ostreatus incubado en solucion buffer a
pH de 4.5 se muestra en la Figura 31, se observan bandas con pesos moleculares de 65 y
29 kDa aproximadamente, siendo mayor la actividad en la fase de crecimiento exponencial y
estacionaria. (Figura 32).
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Figura 31. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo

de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 4.5.
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Figura 32. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo

de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 4.5.
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En la Figura 33 se observan el zimograma de lacasas intracelulares, cuando se incubé en
solucion buffer de pH 6.5, se observaron pesos aproximados de 65 y 29 kDa. En el caso de

las bandas con peso aproximado de 65 kDa se hacen mas evidentes a partir de las 288 h.
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Figura 33. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién a pH inicial de desarrollo
de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 6.5.

A partir de las 336 h de fermentacion, se observan las bandas de isoenzimas de lacasas

intracelulares, siendo mayor la actividad en la fase estacionaria. Figura 34.
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Figura 34. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién a pH inicial de desarrollo

de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 6.5.

En la Figura 35 se muestra el zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién
sumergida de pH inicial de desarrollo de 4.5, incubado en solucién buffer de pH 8.5. Las
bandas tienen aproximadamente 65 y 29 kDa, mismas isoenzimas se observaron en las

fases exponencial y estacionaria (Figura 36).
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Figura 35. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién a pH inicial de desarrollo

de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 8.5.
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Figura 36. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién a pH inicial de desarrollo

de 4.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 8.5.

7.3. Fermentacion a pH de desarrollo de 6.5

7.3.1. Biomasa

La produccion de X durante la fermentacion se muestra en la Figura 37. Se observo que la
fase de adaptacion durd aproximadamente 200 h, después de este tiempo inicié la fase

exponencial que terminé aproximadamente a las 430 h. Después de este tiempo inicié la

fase estacionaria. La Xpmax fue de 9.64 g/L y la p de 0.018 h™.
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Figura 37. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus en fermentacién a pH inicial de

desarrollo de 6.5.

7.3.2. Actividad de lacasa extracelular

En la Figura 38 se muestra la actividad de lacasas extracelular de Pleurotus ostreatus,
obtenida por fermentacién a pH inicial de desarrollo de 6.5 e incubada en solucion buffer a
pH 3.5, 4.5, 6.5 y 8.5. Se observé una maxima actividad de lacasas de aproximadamente
25,000 U/L cuando se incubé en solucion buffer de pH 3.5, 4.5 y 6.5. Por otro lado la
actividad maxima observada cuando se incubé en solucién buffer a pH de 8.5 fue de 5,075

U/L.
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Figura 38. Actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenidas por fermentacion a pH de
6.5 inicial de desarrollo, evaluada a pH de 3.5 (e), 4.5 (A), 6.5 (¢) y 8.5 (m).

7.3.3. Actividad de lacasa intracelular

En la Figura 39 se muestra la actividad intracelular. Se observan actividades bajas durante la
fermentacién, teniendo actividad maxima cuando se incub6 a pH de 6.5, alcanzando valores
de 1,741 U/g de biomasa seca; en el caso de la actividad incubada en solucion buffer a pH
3.5 se alcanz6 un maximo de 207 U/g de biomasa seca; por otro lado cuando se incub6 a pH
4.5 la actividad maxima fue de 810 U/g de biomasa seca y de 506 U/g de biomasa seca para

el caso de la actividad cuando fue incubado en solucién buffer a pH 8.5.
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Figura 39. Actividad intracelular de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenidas por

fermentacién a pH de 6.5 inicial de desarrollo, evaluada a pH de 3.5 (¢), 4.5 (), 6.5 (A) y 8.5
(w).

7.3.4. Perfil de pH de la fermentacion sumergidaa  pH inicial de 6.5 de desarrollo.

La figura 40 muestra el perfil de pH a través del tiempo de la fermentacion de Pleurotus
ostreatus a pH 6.5 inicial de desarrollo, se observd durante la fase de crecimiento de
adaptacion y exponencial hasta cierta forma constante, para finalmente en la fase
estacionaria de crecimiento el pH aumenté a valores alrededor de 7.
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Figura 40. Perfil de pH de la fermentacion sumergida de Pleurotus ostreatus a pH inicial de

desarrollo de 6.5

7.3.5. Determinacion de numero de isoenzimas de lac asas extracelulares de la
fermentacién sumergida de Pleurotus ostreatus desarrollado a pH inicial de 6.5

En la Figura 41 se muestra el zimograma de la fermentacion sumergida a pH inicial de 6.5,
incubado en solucion buffer a pH 3.5. Se observé la presencia de tres isoenzimas con
actividad de lacasa con un PM aproximado de 65, 47 y 29 kDa durante la fase estacionaria

de crecimiento del hongo.
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Figura 41. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo

de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 3.5.

La Figura 42 muestra el zimograma de la fermentacién a pH inicial de desarrollo de 6.5
incubado en solucion buffer a pH de 4.5. Se observaron tres isoenzimas de lacasa durante la
fase de crecimiento estacionario del hongo de 65, 47 y 29 kDa.
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Figura 42. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo

de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubada en solucién buffer a pH 4.5.
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En la Figura 43 se muestra el zimograma de la fermentacién sumergida a pH inicial de
desarrollo de 6.5 incubado en solucion buffer a pH de 6.5, se observé cuando menos cuatro

isoenzimas de lacasa con peso molecular aproximado de 65, 47, 38 y 29 kDa.
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Figura 43. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentaciéon a pH inicial de desarrollo

de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH de 6.5.

En la Figura 44 se muestra el zimograma de la fermentacion de pH 6.5 inicial de desarrollo,
incubado en solucién buffer a pH 8.5, se observé una sola isoenzima con baja actividad de

aproximadamente 29 kDa.
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Figura 44. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion a pH inicial de desarrollo
de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH de 8.5.

7.3.6. Determinacion de nUumero de isoenzimas intrac elulares de lacasas de la

fermentacion sumergida a pH inicial de desarrollod e 6.5

Las Figuras 45 y 46 muestran los zimogramas de lacasas intracelulares de la fermentacién
sumergida a pH inicial de desarrollo de 6.5, incubado en soluciéon buffer a pH 3.5. Se
observaron cuando menos dos bandas de pesos moleculares de aproximadamente 65 y 47
kDa, de las cuales la de mayor peso molecular presenta mayor actividad. Este patron de
produccién se mantiene durante todo el tiempo de fermentacion.

80



PM kDa

250 mm—
1500 : ' -
100 g

37 * i
25
o

15

10 - 120h  144h  168h 192 h 216 h 240 h 264 h 288 h 312h
Figura 45. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién a pH inicial de desarrollo
de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 3.5.
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Figura 46. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién a pH inicial de desarrollo
de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 3.5.
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Las Figuras 47 y 48 muestran los zimogramas de lacasas observadas en la fermentacién
sumergida a pH inicial de desarrollo de 6.5, incubados en solucion buffer a pH 4.5,
mostrando cuando menos tres isoenzimas durante toda la fermentacion de 65, 47 y 29 kDa
aproximadamente.
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Figura 47. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién de pH inicial de

desarrollo de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 4.5.
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Figura 48. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion de pH inicial de
desarrollo de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 4.5.

En las Figuras 49 y 50 se observan los zimogramas de lacasas intracelulares de la
fermentacion de pH inicial de desarrollo de 6.5, incubados en solucion buffer a pH de 6.5,
mostrando pesos moleculares de 70 y 47 kDa aproximadamente.

M kDa

Figura 49. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion de pH inicial de
desarrollo de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 6.5.
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Figura 50. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion de pH inicial de
desarrollo de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 6.5.

La Figura 51 muestra el zimograma de lacasas de la fermentacion sumergida de Pleurotus
ostreatus a pH inicial de desarrollo de 6.5, incubado en solucion buffer a pH 8.5. No se

observaron bandas en este pH de incubacion en ningun tiempo de la fermentacion.

Figura 51. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion de pH inicial de
desarrollo de 6.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 8.5.



7.4. Fermentacion a pH de desarrollo de 8.5

7.4.1. Biomasa

La produccion de X durante la fermentacion se muestra en la Figura 52. Se observo que la
fase de adaptacion durd aproximadamente 200 h, después de este tiempo inicié la fase
exponencial que terminé aproximadamente a las 430 h. Después de este tiempo inicié la

fase estacionaria. La Xnax fue de 8.3 g/L y la p de 0.02 h™.
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Figura 52. Cinética de crecimiento de Pleurotus ostreatus en fermentacién a pH inicial de

desarrollo de 8.5.

7.4.2. Actividad de lacasa extracelular

La Figura 53 muestra la actividad de lacasas extracelular de Pleurotus ostreatus, obtenida
por fermentacién a pH inicial de desarrollo de 8.5 incubada a pH 3.5, 4.5, 6.5 y 8.5. Se
observaron actividades de lacasa bajas durante la fase de adaptacion, habiendo un
incremento de actividad durante la fase exponencial de crecimiento y alcanzando los valores

maximos de actividad en la fase estacionaria; de 16,660 U/L aproximadamente cuando se
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incub6 en solucion buffer de pH 3.5 y 4.5. Para los pH de incubacién de 6.5 y 8.5, la
actividad maxima fue de 2,420y 3,715 U/L respectivamente.

20000
18000

16000

8000

6000

Actividad de lacasas (U/L)
[EEY
o
=
o
o

4000

2000

0 100 200 300 400 500 600

Tiempo de fermentacién (h)

Figura 53. Actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenidas por fermentacion a pH de
8.5 inicial de desarrollo, evaluada a pH de 3.5 (e), 4.5 (A), 6.5 (¢) y 8.5 (m).

7.4.3. Actividad de lacasa intracelular

En la Figura 54 se muestra la actividad intracelular de la fermentacion sumergida a pH inicial
de desarrollo de 8.5. Se observaron actividades bajas, teniendo valores de actividad maxima
cuando se incub6 a pH de 3.5, alcanzando un maximo de actividad de 532 U/g de biomasa
seca; por otro lado cuando se incub6 a pH 4.5 se obtuvo un méaximo de actividad de 291 U/g
de biomasa seca, cuando se incub6 a pH de 6.5 la actividad maxima fue de 120 U/g de
biomasa seca y de 125 U/g de biomasa seca para el caso de la actividad cuando se incub6 a
pH 8.5.
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Figura 54. Actividad intracelular de lacasas de Pleurotus ostreatus obtenidas por

fermentacién a pH de 8.5 inicial de desarrollo, evaluada a pH de 3.5 (#), 4.5 (o), 6.5 (A) y 8.5
(w).

7.4.4. Perfil de pH de la fermentacién sumergidaa  pH inicial de 8.5 de desarrollo.

La figura 55 muestra el perfil de pH a través del tiempo de la fermentacion de Pleurotus
ostreatus a pH 8.5 inicial de desarrollo, se observé una disminucion alrededor de una unidad

de pH a valores cercanos a 7.
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Figura 55 . Perfil de pH de la fermentacién sumergida de Pleurotus ostreatus a pH inicial de

desarrollo de 8.5

7.4.5. Determinacién de nUmero de isoenzimas de lac asas extracelulares de la
fermentacién sumergida de  Pleurotus ostreatus desarrollado a pH inicial de 8.5

En la Figura 56 se muestra el zimograma de lacasas obtenidas de la fermentacién sumergida
de Pleurotus ostreatus desarrollado a pH inicial de 8.5, incubado en solucién buffer a pH 3.5.
Se observd la presencia de dos isoenzimas con actividad de lacasa con un PM aproximado

de 47 y 29 kDa durante la fase estacionaria de crecimiento del hongo.
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Figura 56. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion de pH inicial de

desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 3.5.

La Figura 57 muestra el zimograma fermentacién sumergida a pH inicial de 8.5, incubado en

solucion buffer a pH 4.5. Se observo la presencia de tres isoenzimas con actividad de lacasa
con un PM aproximado de 65, 47 y 29 kDa.
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Figura 57. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion de pH inicial de

desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 4.5.
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En la Figura 58 se muestra el zimograma de lacasas obtenidas de la fermentacién sumergida
de Pleurotus ostreatus desarrollado a pH inicial de 8.5, incubado en solucién buffer a pH 6.5.
Se observaron las mismas tres isoenzimas con actividad de lacasa observados cuando se

incubd en solucion buffer a pH 4.5, con un PM aproximado de 65, 47 y 29 kDa.
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Figura 58. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacién de pH inicial de

desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 6.5.

En la Figura 59 se muestra el zimograma de lacasas obtenidas de la fermentacion sumergida
de Pleurotus ostreatus desarrollado a pH inicial de 8.5, incubado en solucién buffer a pH 8.5.

Se observé Unicamente una isoenzima de aproximadamente 29 kDa con baja actividad.
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Figura 59. Zimograma de lacasas extracelulares de la fermentacion de pH inicial de

desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 8.5.

7.4.6. Determinacién de numero de isoenzimas intrac elulares de lacasas de la

fermentacién sumergida a pH inicial de desarrollo d e 8.5

Las Figuras 60 y 61 muestran los zimogramas de lacasas intracelulares de la fermentacién
sumergida a pH inicial de desarrollo de 8.5, incubado en solucion buffer a pH 3.5. Se
observaron cuando menos dos bandas de pesos moleculares de aproximadamente 75 y 29
kDa durante los primeros tiempos de la fermentacion hasta cuando empieza la fase
exponencial de crecimiento; posteriormente aparecié otra isoenzima de PM aproximado de

47 kDa con baja actividad de lacasa.
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PM kDa

Figura 60. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion de pH inicial de
desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 3.5.

PM kDa

Figura 61. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion de pH inicial de

desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 3.5.
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La Figura 62 muestra el zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién sumergida a
pH inicial de desarrollo de 8.5, incubado en solucion buffer a pH 4.5. Se observaron hasta
tres bandas con actividad de lacasa de pesos moleculares de aproximadamente 75, 65y 29
kDa.
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Figura 62. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacién de pH inicial de

desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucién buffer a pH 4.5.

Las Figuras 63 y 64 muestran los zimogramas de lacasas intracelulares obtenidas de la
fermentacién sumergida de Pleurotus ostreatus a pH inicial de desarrollo de 8.5, incubados
en solucion buffer de pH 6.5. Se observé a partir de la fase exponencial y hasta el final de la
fermentacién, se observé una sola banda de PM aproximado de 29 kDa. Finalmente se

observé una isoenzima de PM aproximado de 75 kDa con baja actividad.
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PM kDa

Figura 63. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion de pH inicial de
desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 6.5.

PM kDa

Figura 64. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion de pH inicial de
desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 6.5.
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La Figura 65 muestra el zimograma de lacasas obtenidas de la fermentacion sumergida a pH
inicial de desarrollo de 8.5, cuando se incub6 a pH de 8.5; Gnicamente se observo durante la

fase estacionaria de crecimiento la isoenzima de 29 kDa con actividad muy baja.

PM kDa

Figura 65. Zimograma de lacasas intracelulares de la fermentacion de pH inicial de
desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus. Incubado en solucion buffer a pH 8.5.

7.5. Perfiles de expresion de genes de lacasas
7.5.1 Disefio de cebadores

En la tabla 4 se muestran los cebadores utilizados para la evaluacién de la expresiéon de
cinco genes de lacasa de Pleurotus ostreatus los cuales fueron disefiados en base a las
secuencias de ARNm reportadas y tomando en consideracion el tamafio diferencial del
amplicén entre el producto de ADN o ARN. Como gen constitutivo se utilizé gpd

(gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa).
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Tabla 4. Cebadores de genes de lacasas de Pleurotus ostreatus.

Secuencia Amplicén Amplicon
No. acceso Gen (mRNA) (5 -3) (pb) RNA (pb)DNA
FM202673 loce Fw ATGGACCAATCCCTACTCCC 252 c37
FM202670.1 RV GGCATTGGGTGCTAAGATG
Fw TGCGCCTGTACTCTCATTTG
FM202672 laccd RV GGTAGAGACCGTGCCAATGT 265 371
AJ005018 Fw CGCTTGTTTCACTCGCATTA
AJ005017.2 lacce Rv ATAGTGTCGAGTCGGGATGG >48 1001
734847 Fw GTCTCTCCTGACGGCTTCAC
722591.1 laccs Rv ATACTGGGTGGAAAGATGCG 332 603
Fw ACGAGCTGGAGGCTAACAAA
234848 lacc10 Rv TCACGAAGCGAATAGTGACG 203 314
GU062704.1 gpd Fw TCTGCGGTGTTAACCTTGAGTCGT 149 203
AB690874.1 Rv TGGTAGCGTGGATGGTGCTCATTA

7.5.2 Perfil de expresion la lacasas de Pleurotus o

fermentacién sumergida a pH inicial de 3.5, 4.5, 6.

streatus desarrollado en
5y85

La tabla 5 muestra la concentracion de RNA obtenido para cada fermentacion y por cada
tiempo de esta investigacion, una vez que se realizé la retrotranscripcion, todas las muestras
se ajustaron a una concentraciéon de 250 ng/uL de cDNA para correr los ensayos de PCR.

Tabla 5. Concentracion de RNA obtenido del micelio de Pleurotus ostreatus de cada
fermentacion

Tiempo (h) [ ] RNA pg/mL de cada fermentacion

pHde35 | pHde4.5 | pHde 6.5 | pH de 85
144 5400 10180 800 600
168 5100 8360 100 400
264 6400 8180 10900 700
312 7100 10000 3700 700
408 5300 8080 19300 1100
504 6500 4700 200 500
528 4800 3860 8200 1400

En la Figura 66 se observan el RNA y los productos de RT-PCR correspondientes a los
tiempos seleccionados de la fermentacion a pH de 3.5. Se observd que todos los genes

hibridan, excepto lacc9, sin embargo la intensidad de las bandas es diferente. Para este caso
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particular, laccl, lacc6 y laccl0O tienen mayor intensidad de banda con respecto a lacc4;
sugiriendo que la intensidad de la banda corresponde a una mayor expresion de ese gen en

ese momento.

RNA

laccl
lacc4
lacc6
lacc9

lacc10

gpd

144h 168h 264h 312h 408h 504 h 528 h

Figura 66. Perfil de expresién de genes de lacasa y gpd durante la fermentacion sumergida

de pH inicial de desarrollo de 3.5 de Pleurotus ostreatus.

La Figura 67 muestra el RNA y los productos de RT-PCR obtenidos de la fermentacion
sumergida de Pleurotus ostreatus a pH inicial de desarrollo de 4.5. Se detecté expresiéon de
todos los genes de lacasa a diferentes tiempos y niveles. La expresion del gen lacc6 parece

ser la predominante durante toda la fermentaciéon y con mayor nivel.
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Figura 67. Perfil de expresion de genes de lacasa y gpd de la fermentacion sumergida de pH

inicial de desarrollo de 4.5 de Pleurotus ostreatus.

En la Figura 68 se muestran el RNA y los perfiles de expresion obtenidos por RT-PCR de la
fermentacién sumergida a pH inicial de desarrollo de 6.5. Cabe destacar que se detectd
expresion de todos los genes excepto de lacc9 a niveles similares y en todos los tiempos de

la fermentacion.
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Figura 68. Perfil de expresion de genes de lacasa y gpd de la fermentacion sumergida de pH

inicial de desarrollo de 6.5 de Pleurotus ostreatus.

La Figura 69 muestra el RNA y los perfiles de expresion obtenidos por RT-PCR de la
fermentacién sumergida a pH inicial de desarrollo de 8.5. Se observé que laccl, lacc4 y
lacc6é fueron los genes que tuvieron mayor expresion durante todo el curso de la
fermentacién, destacando la expresion del gen lacc6 y la no deteccion de expresién para el

gen lacc9.
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Figura 69. Perfil de expresién de genes de lacasa y gpd de la fermentacién sumergida de pH

inicial de desarrollo de 8.5 de Pleurotus ostreatus.

7.6. Parértetros cinéticos de crecimiento y produccién de

ostreatus

lacasas de Pleurotus

En la Tabla 6 se muestran los parametros cinéticos de crecimiento y produccion de lacasas

de Pleurotus ostreatus obtenidos de todas las fermentaciones evaluadas. En las Tablas 6y 7

se muestran el nimero y peso molecular de las isoenzimas observadas en cada

fermentacion.

Tabla 6. Comparativo de datos cinéticos de las fermentaciones a diferente pH inicial de

desarrollo de Pleurotus ostreatus.

Parametro pH inicial de desarrollo del hongo

3.5 4.5 6.5 8.5

Xmax (9 L) 5.2 5.3 9.6 8.3
Enax (UL | 29,490 | 77,550 | 25,000 | 16,660
u(h™) 0.006 | 0.014 | 0.018 | 0.020

Yys (9XgS?) | 0.43 0.44 0.8 0.69
Yex (UgX?) | 5671 | 14,632 | 2,604 | 2,007
Pro (UL'h™) | 55.85 | 146.87 | 47.34 | 3155
g (UhtgX?") | 34.02 | 204.84 | 46.87 | 40.14
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Tabla 7. Comparativo de isoenzimas extracelulares de lacasa obtenidas por fermentacion
sumergida de Pleurotus ostreatus.

Peso molecular (kDa) de isoenzimas extracelulares de lacasas
pH de desarrollo ) ) o L, .
obtenidas por zimografia incubado en solucion buffer a diferente pH
del hongo
3.5 4.5 6.5 8.5
3.5 29y 65 29y 65 29y 65 29
4.5 29y 65 29,47y 65 29,47y 65 29
6.5 29,47y65 | 29,47y65 29, 38,47y 65 29
8.5 29y 47 29,47y 65 29,47y 65 29

Tabla 8. Comparativo de isoenzimas intracelulares de lacasa obtenidas por fermentacion
sumergida de Pleurotus ostreatus.

Peso molecular (kDa) de isoenzimas intracelulares de lacasas
pH de desarrollo . . _ . .
obtenidas por zimografia incubado en solucion buffer a diferente pH
del hongo

35 4.5 6.5 8.5
35 29y 65 29y 65 29y 65 29y 65
4.5 29y 65 29y 65 29y 65 29y 65
6.5 47y 65 29,47y 65 47y 70 --
8.5 29,47y 75 29,65y 75 29y 75 29
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8. DISCUSION

En esta investigacion se utilizé el modelo matematico de la ecuacién logistica para obtener
los parametros cinéticos de crecimiento de Pleurotus ostreatus a diferentes valores de pH de
desarrollo, observando en todos los casos una R?> 0.98, lo cual indica que es un buen
modelo para describir el comportamiento de este hongo bajo las condiciones de

fermentacion evaluadas.

Tlecuitl-Beristain y col., (2008) Con el mismo hongo pero con un medio de cultivo
suplementado con sulfato de amonio y pH inicial de 6.0, obtuvieron valores de p de 0.02 h''y
de Xax de 7.8 g/L, en otro estudio realizado en fermentacion liquida y sélida con un medio de
cultivo suplementado con extracto de levadura a pH 6.5 y el mismo hongo observaron
valores de p de 0.022 y 0.033 h™, la X,y fue de 5.5 y 4.5 g/L para la fermentacion liquida y

sélida respectivamente (Téllez-Téllez y col., 2008).

Los parametros obtenidos en este estudio en fermentacién liquida a pH de 6.5 y 8.5
muestran la p (0.018 y 0.02 h™) cercana a los valores anteriormente reportados para este
hongo y una X,.x de 9.64 y 8.39 g/L en los pH de 6.5 y 8.5 respectivamente, sin embargo, a
pH de 4.5 se observé un valor de 0.014 h™, menor al reportado por Téllez-Téllez y col.,
(2008), mientras que a pH de 3.5, se redujo el valor hasta 0.006 h™. Si el objetivo de la
investigacion fuese la produccion de biomasa, las éptimas serian las fermentaciones de 6.5y
8.5 por haber alcanzado los valores mas altos, sin embargo los valores maximos de actividad
enzimatica de lacasa corresponden a las fermentaciones de pH de 4.5y 3.5.

Dado que el modelo logistico de crecimiento considera los tiempos de la fase de adaptacion
y estacionaria, el valor de p refleja de manera integral los tiempos de retardo y del
crecimiento exponencial, por lo que se podria mencionar que el pH de 8.5 reporté mejores
resultados en el caso de produccion de X en tiempos mas cortos. Si bien el pH interno de las
células es neutro, los microorganismos poseen mecanismos de control de entrada y salida
de protones y cationes a nivel de la membrana y pueden desarrollarse en amplios rangos de

concentracion hidrogeniénica.
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En el caso de los hongos que como grupo son neutréfilos, se favorece su crecimiento en
medios éacidos por falta de competencia con bacterias (Frioni, 1999). Este hongo ha
mostrado respuestas fisioldgicas en condiciones diferentes a las ideales de crecimiento no
esperadas, ya que parece ser que las condiciones que se consideran Optimas de un
organismo mesofilo, heterétrofo y adaptado a crecer sobre madera no son las mejores en
cultivo liquido; por otro lado los perfiles de pH a través del tiempo en cada una de las
fermentaciones, se observd una clara tendencia hacia valores cercanos a la neutralidad, si
bien es cierto que el pH inicial de desarrollo fue diferente de 7, también en cierto que en la
etapa final de la fase exponencial y en toda la estacionaria, el pH del medio tiende a la
neutralidad, probablemente por la produccién de diferentes metabolitos que secreta el hongo

para equilibrar sus procesos metabdlicos.

Los valores de actividad de lacasas observados en las fermentaciones realizadas en esta
investigacion, fueron también relacionados con el pH inicial de desarrollo del hongo. Existen
reportes de actividad de lacasas obtenida por fermentacion liquida producida por el mismo
hongo usado en este estudio, reportando 13,000 U/L en un medio de cultivo suplementado
con extracto de levadura (Téllez-Téllez y col., 2008) y 12,200 U/L en un medio de cultivo con
sulfato de amonio (Tlecuitl-Beristain y col., 2008), mientras que en este estudio se obtuvieron
77,550 U/L en la fermentacion a pH inicial de desarrollo de 4.5, incubado en solucion buffer a
pH de 4.5, de 29,490 U/L a pH de 3.5 incubado en solucion buffer de pH de 4.5, de 25,000
U/L en la fermentacion de pH de 6.5, y para el caso de la fermentacion de 8.5 la actividad
maxima fue de 16,660 U/L.

Por su parte Diaz y col., (2011a) reportd los parametros cinéticos de crecimiento y el patron
zimografico de cinco cepas diferentes de Pleurotus ostreatus desarrolladas en fermentacion
sumergida utilizando diferente concentracion de cobre en el medio de cultivo, siendo de
hasta 37,490 U/L para la cepa ATCC 32783, misma cepa que se utilizd en esta investigacion,
gue fue cuando menos dos veces mas actividad; asimismo Diaz y col., (2011b) evalud el
namero de isoenzimas y actividad de lacasas de Pleurotus ostreatus desarrollado en un
medio de cultivo amortiguado y no amortiguado a pH de 3.5, encontrando diferencia
significativa entre estas dos fermentaciones siendo hasta siete veces mas alta la
fermentacién utilizando un medio de cultivo amortiguado con respecto al no amortiguado,
3,200 U/L y 450 U/L respectivamente; comparado con lo obtenido en esta investigacion al
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mismo pH de desarrollo se obtuvieron hasta nueve veces mas actividad cuando se incubd el
EE en solucion buffer a pH 4.5.

Estos resultados sugieren que a pH de 3.5 y 4.5 inicial de desarrollo, se obtienen valores
mas altos de actividad, los cuales no corresponden con el pH de mayor produccién de X que
corresponden a pH de 6.5 y 8.6. Los valores de actividad de lacasas obtenidos en este
estudio en la fermentacién a pH de 4.5 se consideran elevados en comparacion con otros
reportes, ademas porque en tiempos menores a 60 s, las enzimas han mostrado capacidad
de oxidar por completo y polimerizar el sustrato utilizado hasta precipitarlo.

Con respecto a los valores de Ygx, se observé el valor mas bajo en la fermentacion a pH
inicial de 8.5 (2,007 U/gX) con respecto a las otras fermentaciones realizadas en este
trabajo; los valores mas altos fueron en la fermentaciones a pH de 3.5y 4.5 (5,671 y 14,632
U/gX respectivamente), mientras que en la fermentacion a pH inicial de 6.5 el valor fue de
2,604 U/gX.

La Pro €s un parametro importante que muestra la eficiencia del sistema de produccién de
enzimas, pues relaciona la actividad de lacasas con respecto al tiempo en que se producen,
siendo en este estudio las fermentaciones a pH inicial de 3.5 y 4.5 las que presentaron los
valores mayores (55.85 y 146.87 U/Lh), mientras que a pH inicial de 6.5 y 8.5 el valor fue de
46.87 y 40.14 U/Lh respectivamente.

Mouso y col., (2003), reportaron que para el hongo de pudricién blanca Stereum hirsutum, la
regulacion del pH inicial del medio es muy importante no sélo por el factor per se sino por
posibles interacciones con otros compuestos. Estos autores encontraron que la produccion
de lacasas bajo las condiciones estudiadas, fue maxima a un pH de cultivo alrededor de 5.5
y que a valores de pH mas alcalinos la produccién de lacasa se ve afectada negativamente.
Lo cual coincide con lo reportado en esta investigacion.

En diferentes familias de hongos, las lacasas se producen en isoenzimas que son
codificadas por familias de genes. Los zimogramas son una herramienta de gran utilidad,
esta técnica permite identificar el nUmero de isoenzimas presentes en cada uno de los EE
obtenidos en las fermentaciones a diferente pH de desarrollo del hongo. Existen diferentes
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reportes sobre factores que afectan la produccién de lacasas, entre ellos, la composicion del
medio de cultivo, el pH, la temperatura, entre otros.

En los patrones zimograficos se observan diferentes perfiles, encontrandose hasta 6
isoenzimas diferentes (4 extracelulares y 2 intracelulares; 29, 38, 47, 65 y 70, 75
respectivamente) en las diferentes fermentaciones, de las 11 que se han reportado para
Pleurotus ostreatus (Pezzella y col., 2012), sin embargo, el mayor nidmero de isoenzimas
reportadas en un mismo sistema ha sido de tres y posiblemente de cuatro (Téllez-Téllez y
col., 2008). En esta investigacion se encontraron hasta 4 isoenzimas en una misma
fermentacién (pH 6.5) de 29, 38, 47 y 65 kDa. Rigling y Van Alfen, (1993) reportaron que en
Cryphonectria parasitica encontraron dos isoenzimas de lacasa extracelular y que una de
estas isoenzimas coincide con una banda intracelular en la movilidad sobre el gel del mismo
organismo, por lo que sugieren que probablemente una de estas lacasas extracelulares es
sintetizada y posteriormente secretada al medio de cultivo por un rompimiento de una
secuencia especifica.

En esta investigacion se encontré informacion que no ha sido reportada en ningin estudio
relacionado a la produccion de lacasas por hongos del género Pleurotus, ya que el hongo
utilizado en este estudio logré crecer a valores de pH extremos como son 3.5 y 8.5 pero
ademas en éste Ultimo valor de pH mostré valores de Xmax Y U igual a lo reportado por otros
autores (Tlecuitl-Beristain y col., 2008 y Téllez-Téllez y col., 2005).

Los pesos moleculares para las diversas isoenzimas purificadas son muy variables (por
SDS-PAGE). Podemos encontrar desde las isoenzimas mas pesadas como la de
Gaeumannomyces graminis de 190 kDa (Edens y col., 1999) hasta isoenzimas mas ligeras
como las de Coriolus hirsutus de 55 kDa (Koroljova-Skorbogat'’ko y col., 1998) y una
isoenzima (Lac |) de Coriolopsis rigida del mismo valor (Saparrat y col., 2002). Una
isoenzima de Pleurotus ostreatus purificada presenté un peso molecular menor de 43.7 kDa
(Tlecuitl-Beristain y col., 2008). Saloheimo y col., (1991) reportaron una isoenzima de lacasa
de Phlebia radiata con un peso molecular aparente de 64 kDa (estimado por SDS/PAGE).
Heinzkill y col., (1998) reportaron lacasas en la familia Coprinaceae la de Polyborus pinsitus
presentd un peso molecular de 66 kDa, el peso molecular de las lacasas de Panaeolus

sphinctrinus, P. papilionaceus y Coprinus friesii fue de 60 kDa. Fukushima y Kirk, (1995)
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encontraron dos isofomas de lacasa en Ceriporiopsis subvermispora, con pesos moleculares
de 71 y 68 kDa, respectivamente. Trametes pubescens secreta varias isoenzimas de
lacasas, pero Galhaup y col., (2002) sélo caracterizaron una, la cual presenté un peso
molecular de 65 kDa. Chefetz y col.,, (1998) reportaron una lacasa en Chaetomium
thermophilium que presenté un peso molecular de 77 kDa. También se han reportado
isoenzimas de alto peso molecular, como el caso de las lacasas producidas por Monocillium
indicum (100 kDa), Aspergillus nidulans (110 kDa) y Agaricus bisporus (100 kDa) (Thurston,
1994).

Actualmente se estan realizando varios trabajos de este tipo con hongos comestibles, debido
a que sus enzimas son mas seguras para ser utilizadas por los humanos. Este es el caso de
Lentinula edodes (shiitake, segundo hongo comestible mas importante a nivel mundial)
(Sanchez, 2004). Kofujita y col., (1991) reportaron una lacasa de este hongo con un peso
molecular de 66 kDa. Posteriormente, en 2002 Nagai y col., aislaron una lacasa con un peso
molecular de 72.2 kDa del hongo Lentinula edodes. Palmieri y col., (1997) reportaron dos
isoenzimas de lacasas de Pleurotus ostreatus: poxal presentd un peso molecular de 61 kDa,
una alta estabilidad a diferentes valores de pH y temperatura y contuvo un atomo de cobre,
dos de zinc y uno de hierro por molécula. El peso molecular de poxa2 fue de 67 kDa, esta
isoenzima mostré baja estabilidad a la temperatura (25-35 °C) y presentd cuatro atomos de
cobre por molécula. Giardina y col., (1999) purificaron otra isoenzima de lacasa de Pleurotus
ostreatus, en un cultivo suplementado con sulfato de cobre, denominada lacc6, con un peso
molecular de 62 kDa, ademas mostré un alta estabilidad al pH alcalino. Hublik y Schinner,
(2000) purificaron otra isoenzima de Pleurotus ostreatus (cepa RK 36) en un cultivo en
presencia de acido ferdlico; esta isoenzima present6 un peso molecular de 67 kDa. Palmieri
y col., (2003) encontraron otras dos isoenzimas de lacasa en un cultivo suplementado con
cobre, denominadas poxa3a y poxa3b. Ambas isoenzimas estan constituidas por una
subunidad grande de 67 kDa y una subunidad pequefia de 18 6 16 kDa. La presencia de
diferentes isoenzimas en Pleurotus ostreatus y en otros organismos se debe a la existencia

de multiples genes que codifican para diferentes isoenzimas de lacasas.

Con respecto a la regulacién de la expresién de los genes de lacasa, Palmieri y col., (2000)
estudiaron el efecto del cobre como inductor, encontrando que en un medio suplementado
con cobre la produccién de isoenzimas de lacasas se ve incrementada sustancialmente. Por
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otra parte, mediante estudios de northern blot lograron definir que la regulacién de la
expresion de estos genes es a nivel transcripcional.

Castanera y col., (2012), realizaron estudios sobre el perfil de expresién de diferentes cepas
y en diferentes condiciones de cultivo (medio sélido y liquido), utilizando paja de trigo como
inductor. Utilizaron técnicas de RT-PCR cuantitativo. Los genes de lacc2 y laccl0, sugiere
Castanera, son la principal fuente de actividad de la actividad de lacasas en la fermentacion
liquida; sin embargo en la fermentacién sélida no se ha podido caracterizar especificamente
gue lacasas son responsables de la actividad que complementa a lacc2 y lacc10. Asimismo
sugiere que la actividad enzimatica y el perfil de expresién varian con respecto a la cepa
utilizada para su determinacion, lo que puede ser objeto de estudio para mejorar la
produccién enzimatica bajo la fermentacion liquida. En esta investigacion también se usaron
técnicas de RT-PCR para evaluar la expresion de diferentes genes de lacasas.

Palmieri y col. (2000) realizaron estudios sobre la induccién de enzimas lacasas con un
medio de cultivo rico en cobre, observando la produccién de isoenzimas tales como laccé,
poxa2, y laccl0. Siendo que durante la transcripcion, el mRNA de Lacc6 fue el que
mayormente fue inducido durante el crecimiento del hongo. En esta investigacion también se
utilizé un medio de cultivo (Téllez-Téllez y col. 2008) que contenia cobre para la induccion de
lacasas y se modifico el pH inicial de desarrollo del hongo, encontrando que para la
fermentacién sumergida de pH inicial de desarrollo de 3.5, la expresion de los genes
evaluados fue intermitente durante la fermentacién, especialmente durante el cambio de fase
de crecimiento de adaptacion a exponencial (264 y 312 h), ya que los genes laccl, 4, 6 y 10
no se expresaron durante esos tiempos. Aparentemente durante esos tiempos de desarrollo,
estos genes no estan involucrados en el cambio de fase, pero si en la expresion de las
isoenzimas responsables de la actividad maxima de lacasa al final de la fermentacion, las
isoenzimas extracelulares e intracelulares son del mismo peso molecular (29 y 65 kDa).

Asimismo para la fermentacion sumergida con pH inicial de desarrollo de 4.5, la expresion de
los genes es diferente con respecto a la fermentacion de pH inicial de desarrollo de 3.5, ya
que laccl solo se observo en la fase de adaptacion del hongo y en las fases exponencial y
estacionaria este gen tiene bajo nivel de expresion, por su parte lacc4 mostré baja expresion

durante la fase de adaptacién, pero mayor durante la fase exponencial y estacionaria, laccé
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fue el gen que mostrd la mayor expresion y durante todo el tiempo de la fermentacion. lacc9
no presentd expresion en ningun tiempo de la fermentacion y finalmente laccl0, solo se
expreso6 durante la fase estacionaria del crecimiento del hongo. Esto sugiere que el rol que

tiene cada lacasa es especifico dependiendo la etapa de desarrollo del organismo.

Con respecto a la fermentacién sumergida a pH inicial de desarrollo de 6.5, aparentemente,
la expresion de genes fue igual en todos los tiempos de la fermentacion, excepto lacc9 que
no presenté expresién en ningun tiempo, lo que sugiere que todos los genes tienen
participacidon activa durante todas las etapas de desarrollo del hongo, para su desarrollo

metabdlico, fisiolégico y/o morfolégico.

Por otro lado la fermentacién sumergida a pH de 8.5 inicial de desarrollo, mostré un patrén
similar a lo observado en la fermentacion de pH inicial de desarrollo de 6.5, donde todos los
genes se observaron y Unicamente lacc9 no se expreso. laccé presentd mayor intensidad en
las bandas de expresion, probablemente sea la isoenzima responsable de la mayor parte de
la actividad enzimatica. Se ha reportado que los elementos XRE median la activacién
transcripcional por sustancias aromaticas en genes de eucariontes, por lo que se ha sugerido
que participan en la induccién de las lacasas de hongos por compuestos aromaticos (Soden
y Dobson, 2001). En el promotor de Trametes pubescens no hay presencia de elementos de
respuesta XRE, lo que se ha relacionado con el hecho de que en experimentos de induccién
de la produccion de lacasas mediante compuestos tales como 2,5 xilidina o catecol (los
cuales normalmente son compuestos inductores de lacasas) no se indujo la actividad de
dicha enzima (Galhaup y col., 2002). Se ha sugerido que el efecto estimulador del cobre y
otros iones metalicos no so6lo inhibe el crecimiento, como se ha sugerido para otros hongos
(Gianfreda y col., 1999), sino que el organismo presenta un mecanismo de proteccion
basado en la estimulacion de la sintesis de melanina, algo que se ha observado en T.
pubescens en presencia de altas concentraciones de cobre (Galhaup y Haltrich, 2001).

Galhaup y col. (2002) reportaron que se incrementd la sintesis de lacasas en T. pubescens
en respuesta a varios iones de metales pesados, lo que sugiere que la presencia de regiones
MRE en el promotor del gen de la lacasa lap2 tiene una gran significancia fisioldgica. Se han
reportado multiples posibles sitios MRE en otros promotores de genes de lacasas
(Karahanian y col., 1998; Mansur y col., 1998; Klonowska y col., 2001; Galhaup y col., 2002).
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Los promotores analizados para Pleurotus ostreatus muestran varios sitios de regulacion
MRE: el promotor de laccl solo presentd uno, pero laccl0 presentd cuatro y lacc4 presentd
cinco. Con respecto a los XRE, estos elementos s6lo estuvieron presentes en laccl0 y lacc2.
El sitio de union para el elemento de respuesta al estrés solo se present6 en lacc2. Al
parecer, los promotores de la familia de lacasas de Pleurotus ostreatus son poco

conservados (Pezzella y col., 2009).

Téllez-Téllez y col. (2012) reporta que Pleurotus ostreatus en la regién del promotor presenta
posibles elementos de respuesta, tales como MRE, XRE y de defensa, sugiriendo que
debido a esta respuesta al medio de desarrollo se expresan las diferentes isoenzimas de
lacasa, lo cual coincide con lo observado en esta investigacion donde se observa el efecto

del pH inicial de desarrollo sobre las lacasas de Pleurotus ostreatus.

Cary y col., 2006, reporté que existen elementos de regulacion génica para la biosintesis de
metabolitos secundarios en hongos como el factor de transcripcion global PacC que es

activado por cambios de pH alcalinos.

Por otro lado Drori y col., 2003 sugiere la presencia de nueve sitios probables de unién al
promotor en la region 5° del promotor PacC que incrementan sus funciones y que el pH es

un factor regulatorio para la secrecion y virulencia de Colletotrichum gloeosporioides.

Asimismo Rollins y col., (2001), reportaron que el factor transcripcional PacC se autorregula
a partir de los cambios de pH del medio ambiente en Sclerotinia sclerotiorum en la
produccién de acido oxalico durante la infeccion de plantas y que se ha implicado como un
factor determinante en la patogenicidad en este y otros hongos fitopatdgenos y que
probablemente ocurra de igual manera con Pleurotus ostreatus en la regulacion de los

factores de transcripcion de lacasas.

Se ha reportado que dichos factores transcripcionales condicionan los patrones de expresion
de enzimas (Rollins y col., 2001), por lo que se sugiere que el patron de expresion y
produccién de lacasas afectan directamente la actividad enzimatica y el namero de
isoenzimas observadas por zimografia, ya que hasta el momento no se tienen reportes del
efecto del pH inicial de desarrollo de Pleurotus ostreatus sobre la produccion y expresion de
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sus isoenzimas de lacasa y los valores de actividad maxima dependiente del pH de revelado
gue fue el objeto de estudio de este trabajo.

Aparentemente, cuatro isoenzimas extracelulares fueron observadas y cuatro genes (laccl,
lacc4, lacc6, y laccl0) fueron expresados, lacc9 no tuvo expresion. Estos resultados
sugieren que lacc6 y laccl0 son las isoenzimas de 65 y 47 kDa, respectivamente, y lacc4 y
laccl pueden ser las isoenzimas de pesos moleculares de 38 y 29 kDa.
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9. CONCLUSION

Se observo que el pH inicial de desarrollo es un factor importante que modifica los patrones
de expresion y de produccion de lacasas, lo cual se ve reflejado en los niveles de actividad,
ademas se observé que el pH inicial de crecimiento del hongo es diferente al pH de

produccién de lacasas, y estos son diferentes al pH de actividad.

La fermentacion de pH inicial de desarrollo de 4.5 mostré valores mas altos de actividad de
lacasa comparado con la que se ha considerado las condiciones ideales de desarrollo de

Pleurotus ostreatus (pH 6.5).

El pH inicial de desarrollo tiene un efecto del sobre los patrones de produccién y expresion
de lacasas de Pleurotus ostreatus crecido en fermentacion sumergida, probablemente por la

activacion del factor transcripcional PacC que es activado por cambios de pH en hongos.
El gen lacc9 no presenté expresion bajo ninguna condicion de las estudiadas en esta

investigacion, sin embargo laccl, lacc4, lacc6é y laccl0 presentaron diferente nivel de

expresion en cada fermentacion de esta investigacion.
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