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RELe OTCN ENTRE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS | "ASAS ? LA MADURACICN

DE Pleurotus ostreatus y Pleirotus pulmonartius

RS TMEN

Las lacasas (bencendiol: oxigeno oxidoreductasa "C 1.103.2), son cupro-enzimas presentes en
plar.tas, microorganismos v en diversos hongos ligninoliticos. Usan el oxigeno comoe ur: aceptor
de electrones para oxidar grupos hidroxi fendlicos v sustratos no fandlices en presencia d=
siediadores como el acido 2,2 azinobis{(3- -ctilbencenotiazolina-G mnforuco) (ABTS),
hidroxitanzotriazol (HBT) 1a siringaldazina y otros mds. Se ha visio su influencie ea estudios
sbre a degradacion de lignina de los suswatos donde crecen los honges: pajas, rastiojos v
bagazos. LIl hengo comestible Phurotus (seta) produce isoenzimas de lacasa de origen
citoplasmatico o extracelular para-la degradacion de las fibras linoceiuloliticas y para la
formacién de pigmentos. Aqui, se pretende averiguar si el patrén de produccion de lacasas esta
relzcionado con la productividad de las cepas v el g grado de madurez del micelic Se emplearon
tas cepas: Plenrotus ostreatns (UATPoT), de alta productvidad, y Pleurorus pulmonaris (HKPPI2T)
ce baja productividad; crecidas en cajas de Petri de 14 cm de didmetro que conteniar discos de
Cipuma de poliurctano (PUF), con un grosor de (.5 cm, impregnados con 20 ml de medio
"quide extracto de malta (33.6 ¢/1), inductor de lacasa CuSQO4 (5mM) v dcide tinico (1mM). Se
iferenciaron, per tincion con azul de toluidina (0.170) en H3BOs las hifas ovenes v las maduras
curante un periodo de 21 dias T.as curvas de crecimiento mostraron una velocidad especifica ()
0.013 v 0,011 bl v N (/g PUE) de 1.5 v 0.8, para las cepas UATPo7 v HIKPPI2T,
espectivamente. Se relaciond el mejor crecimiento de UNTPoT con una mayor cantidad de
ifas maduras, en relazion con la otra cepa. Se natd un efecto sobre el nivel de lacasas pero no
cobre ¢l crecimiento de las dos cepas. Las lacasas se precipitaron con acetona al 85% ¢ se
cnconttd que la K para UATPo7 y HKPPIZ7 fue de G.O01imM y 5.009 g,tmo’y"r:‘in
cespectivamente, usando sitingaldazina disuelta en meranol. Por otro lado los valores de 3

v
determinados fueron de 0.016mM y 0. ()17umo/mm para las cepas UATPo7 v HKPPI2T,
respectivamente. UATPo7 presentd una actividad lacasa mavor a pH 5 (0.1860 UI/mlL),
mientras que en la cepa HKPPI27 lo tuvo a pH 55 (0.2264 Ul/mlL). Los andlisis por
clectroforesis en PAGIS al 10% (no desnaturalizante) mostraron que UNTPo7 produce 3 tpos
de enzimas, mientras que HKPPI27. Se mostearon actividades considerables para las cepas
UATPo7 v HKPPI27 en un rango de valores de pH de 7.4 2 3.5 v 7.0 a 4.8 en el electro
entoque, rcspccri\'nmcmc. os resultados muesiran gue a una tremperatura de 45°C se alcanza la
mixima actividad con 0.042 y 0.11 Ul/ml., con una constante de activacién de 52 y 28.2
Keal/mol; v de dcmcn\ acion de 168 v 49 Keal/mol para las cepas UATPo7 y HKPPI27,
ademas de una estabilidad hasta de 12.5 horas, comparadas con la lacasa de AL fermophila a
condiciones dptimas hasta de 21 horas y que una de las bandas de UNTPo7 no es termoestable.
Los resultados confirmaron que: la cepa mas productiva (P. ostreatus) crecid mas rapido y por lo
tanto, produjo mas enzima lacasa puesto que el nivel de lacasa no estuvo asociada al crecimiento
pero si a la cantidad final de la biomasa. En la cepa més productiva, se observaron mas bandas
de isoenzimas dc lacasa que en la menos productiva y el nimero de bandas aumenté conforme

avanzo el grado de madurez del micelio. Por lo tanto, se verificaron las hipétesis planteadas al
principio de la tesis.
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INTRODUCCION

_a i.2yotia de lcs ~ontaminantes fendlicos en el ambiente son producidos por el proczse de =laborarié:

del sazel, asi ccmo el blanqueo del mismo; inclusive el tratamiento textil con cclorantes de ests iy

{(Fa:rer y Col, 1991). Convencionalmente los métados de tratamiento como las lagunas de zereacion y
‘as ¢lentac Ce lodos activades son inefectivas en li remocidn de colorantes o son méicdo:
exiremadamente caros (Ferrer v Col, 1991). Estos componentes fenolicos tienen varios grades de

tcicdad y esto repeicute en el medio ambiente. Sin embargo muchos de estos compuestos son

Biodegradables por tratamicntos enzimaticos (Stirt J. G. v Crawford R L., 1985).

Za e que concierne a la accion enzimatica se han descubterro infintdad de enzimas potencialmeni:
dispenibles en la naturaleza que ejerzan esta accion, como lo son las polifenoloxidasas. Recieniernente
s uso se ha extendido hacia la remocién de desperdicios toxicos y también a nivel laboratorio paca
“mover eficientemente aminas aromaticas que pueden ser carcinogenicas, 2 partir de efiussiies

mdustriales (Klhibanov A. M. y Albert1 B., 1981) y compuestos coloridos de bajo peso molecular (Paic-

M.y Jurasek I.., 1984).

Usnz de las peroxidasas aplicables es la lacasa; miembro de la familia oxidoreductasa, tamb.n sofarics
como azuloxidasa, producida en plantas (Reinhammar B., 1970}, pero las principales fuentes enzimaneas
son los bongos. la lacasa ¢s abundante en los hongos de la pudricion blanca, por su habindad para lx
degradacion de la lignina de la madera en la naturaleza y que es clave en la descomposicion. Esta
actividad enzimatica sc ha encontrado en cerca de 500 especies de hongos donde se han aislade
(Briksson K., 1993), entre ellas Agaricus bisporns (Matcham, S, E. v Wood, D. A, 1992), v diversas
especies de Plenrotus (Palmiceri v Col., 1997). Por otra parte Martinez-Carrera (1993) ha senalado que €]
cultvo  comercial de  Plwmotus tiene un gran potencial en Mcéxico para convertir los residuos
lignocelulésicos en alimento. A este producto en Iéxico se le conoce comercialmente como “Seta”, en
la cual la lacasa se encuentra en multiples isoformas (Musioz C. v Guillen ., 1997), para la degradacion
de estos residuos. Por otra parte, en Agaruy bisporns se han pianteado varios modelos matematicos que
describen la miciacion de su crecimiento (Matcham, S. £y Wood, D. A.; 1992), en el cual se asume que

la iniciacion de los cuerpos fructiferos ocurre cuando la invasion micelial del sustrato ha alcanzado clerta

densidad hifal.

RELACION FENTRE LA ACTIVIDAD DE LAS ENFIMAS LACASAS Y LA MADURACION 5



En este trabsjo se us6 la espuma de poliuretane como soporte inerte que ha sido empleado para el
cuttive 7egetativo de diversos hongos {Romero-T sinez Sy Col, 2000; Arora DL S. y Gill P. K., 2001)
y adiztoraade medios autrivos compuestos de munerales, extracto de malta (33.6 g/ L) como medic
basico y CuS?Q, v acido tanico como inductores de lu sinrests de las lacasas (Palmier1 5. y Col., 2000). Se
eraplearon para esta Investigacion dos cepas: Pievorur udvicnaris (MKPPI2T) y otra de Pleuretns ostreats:
CJATTOT) para medir la produccidn de la biomasa por gravimetida, su invasién del soporte pos
observacion directa, la edad del micelic por tincion ~on c-toluidina (Sanchez C. y Mecre D, 1999) v i
actividad lacasa por la oxidacion de siringaldazina (Leonowicz A, v Grzywnowicz K., 1981). Las
actividades fueron caracterizadas por zimografia v por la estabilidad frente a cambios de pH v
temperatura de fracciones parcialmente purificadas. Tarabién se estudiaron los patrones de separacién

o L
~,
NN \ iy

por electioenfoque y calcularon los valores de V

Por otro parte ¢l uso de sistemas modelo de cultivo de micelios ha facilitado mucho los estadios
broquimicos de la Pl()dLle‘l()ﬂ de cenzimas fungicas (Raimbault v Col., Zhu y Col., Marade y Coi,
Romero y Col., Agutar y Col,, Dias v Col.), porque al usarse de soporte inerte, como el poliuretano, se

pueden medir con facilidad los componentes solubles (sustravos v productos) separables de 1a biomasa v
del soporte no biodegradable v de esta forma es posible extracrlas del medic, con an minime de
componentes por analizar, ya que se pueden formular los caldos de cultivo de maneta compleamente

arbitraria y deftiuda y el crecimiento no se asocia a la degradacion del sopcrie artificial.

Sin eibargo poco se sabe de la relacion de estas diferencias tintoreales con los patrones de produceiin
de enzimas, como las lacasas, que se consideran fundamentales para ¢l crecimiento de los hongos sobre
las fibras lignoceluldsicas v que quizd desempenien un papel fisiologico en la maduracion del micelio por
la oxidacion de compuestos aromaticos endogenos (Rogalski ., 1996). Martinez, Giardina v
colaboradores (1996 v 1999), han demostrado que los cultivos de Pleurotus, producen al menos 6
isoformas distintas de lacasas, con estructuras primarias diferentes v que las lacasas excretadas al medio
son disuntas de las fiyadas a la biomasa (Young H. 1. y Col, 1989). La identificacidn de diferentes
lacasas, hace posible estudiar algunas propiedades cinéticas v de termoestabilidad, siendo esta Gltima una

caracteristica muy atractiva para la industria biotecnologica.

RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD DI LAS ENZIMAS LACABAS Y LA MADL RACION . 6



MARCO TEORICO

MARCO TEGRICO

Los hongos han estado ligados al hombre desde dempoes imnemoriales Los estudios reaiizades sobre
stos organistnos sefialan su amplia distribucion 2n diversos nichos ecoldgicos y su papel es relevante en
relacion con ios habitos aliienticios del hombre y sus propiecades toxicoldgicas. A través de los anos,
el conceirmenro de los hongos se incrementa de tal forma, que actealnente es motive de estudic per
numerosos especialistas. Han surgido asi, nuevos conoccimientos jue incluyen aspectos taxonomicos,

ccoldgicos, nutricionales y mas recientemente los ternas farmacologicos y bioquimicos.

Si bien, desde el punto morfologico v taxondmico los hongos macroscopicos contindan siendo objeto
de atencion de los especialistas v atn se regstran ruevas especies v ovarledades, los desarrolios
tiotecnolégicos modernos senalan la importancia del culitvo de los hengos, debido a su extraordinan
actividad metabolica, que ha permitido su desarrollc en condiciones optimas para mejorar la produccidn

de biomasa.

la utlizacidn de materiales organicos industriales para el culuvo de los hongos comestibies refleja su
exitaordinana actividad metabolica. El cultivo de hoagos ha evolucionado con el tiempo y actualmente
es uno de los campos econdmicamente importanie, en especial sobze la produccion de especies de

,

saricus, Pleurotns, Lentinula v otros, v que da la posibilidad abierta e que varies ma

o

pudicran ser

empleados con iguales fines.

De una manera muy importante, los basidiomicetos se han usado como fuente para la produccion
transgénica de las enzimas lacasas (Fen Nu, 1998), porque son los basidiomicetes los organismos que
contribuyen a la biomasa vegetal, para la pudricion de la madera y en general los residuos
lignocelulosicos. Por ejemplo la empresa Novo, ya produce la enzima lacasa termotolerante, proveniente
de Miceligphiora termophila (Fen Xu, 1996, Yaver D. v Col, 1999) v expresada 2 nivel industrial en
Aspergillus oryzea, la cual es producida en una preparacion comercial llamada Denilite I S, usada para

decolorar al indigo, dertvado del lavado de la mezclilla.

En la UAM-I se ha iniciado estudios de largo plazo para identificar y aprovechar las lacasas, con fines
ambientales, para oxidar compuestos aromaticos contaminantes y una parte importante de este estudio

es la busqueda, caracterizacion y clonacién de nuevos genes de las lacasas de origen tropical.

RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD DL LAS INZIMAR LACASAS Y LA MADHURACION | 7



MARCO TEORICO

£ su vez en la Universidad Autdnoma de Tlaxenia (&

™), se ko Aesirrollado un laboratorio de
sstudics fsioldgicos y bioquimicos de Plrrofus, para auxiliar ¢l desarrollo local de su produccion
zomercial. Ahi se estudian nuevas técnicas de caracterizacion morfoldgica v bioquimica de las cepas

comerciales de este tpo de hongos, para correlacionarios con su potencizcl productive Por lo tante se

e

(U18

hz visto necesario el desarrollo de nuimerosos métodes de sstudio de 'a producaién de laczsas de

hasidiomicetos usando las técnicas aqui descritas.
Perspectiva historica del estudio

Los hongos son organismos comunes en la naturaleza, puesic que viven practicainente en la mayoria de
Ios habiiat, entre ellos, las especies comestibles gezan de especial impottancia desde tiempss remotos.
En México el cultivo de hongos comestibles se micio desde mediados de 1930, sin embargo, la actual
industiia en el pais data apenas de 40 anos, con el cultivo del champindn (Agaricns bisporns), utnbzandc
técnicas y cepas extranjeras, pero a partr de 1974, se empezé a cultivar las llamadas “setas”, también
llamadas “orejas blancas” u “orejas de cazahuate” (Plenrsins ostreatis) que cada vez tienien mds aceptacion

comercial (Martinez-Carrera y Col., 1991).

Las sztas han llamado la atencion de los cuitivadores, porque crecen sobre una gran canudad de
residuos agricolas, y dado que en México se producen millenes de toneladas anuales de este upo de
materizles, esto actualmente es una alternativa con gran potencial para el cultivo de hongos sobre esos

sustratos como ¢l bagazo de cania o pulpa de café, entre otros (Mata y Martinez-Carrera D., 1988).

in un futuro no muy lejano todos los paises se veran obligados a la sustitucion progresiva del petroleo
por los residuos vegetales, como materta prima para producir la gran variedad de compuestos de la
industria gquimica v la fuente principal de los compuestos aromaticos sera la lignina de los residuos
vegetales. Por eso hay un interés mundial en estudiar, clonar los genes v producir las enzimas como las

lacasas, que se pueden usar para la oxidacion controlada de la lignina.

México es una de las zonas de mayor biodiversidad del mundo, pero poco se aprovecha para obtener
nuevos genes de interés industrial a partir de los hongos caracteristicos de sus muldples nichos

ecologtcos.

RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS LACASAS ¥ LA MADURACION 8



MARCO TEORICO

Por eso se ha considerado de gran importancia ¢l dhir Uie Ze un proy -..o cooperativo entre distintas
instittzicres como son: la UAM-I, lTa UATY, el Institute Tecnoidgice de Mérida y el Centro
Investigaciones Bioldgicas de Madrid, para investigar los mérodes, que peimiten estudiar y aprovechar
la biodiversidad nacional, para el aprovechamiento de los bastdiomicetos come fuente de nuevos genes
de las lacasas. En este marco amplio de cooperacion, csee trabsjo tretzide contribuir ai desatrolio de

nuevos métodos para la caracterizacion de las lacasa de Plesroins.
Morfologia, taxonomia y biologia de los hongos

Los hongos se habian clasificado tradicionalmente dentro del reino vegetal, 2 pesar de que no ticnen
clorofila, tejidos especializados, ni flores. Pero hace unos 30 anos, se empez6 2 aceptar la idea de que los
hongos son organismos independientes de las plantas y que aungue quimicamente estan muy
relacionados con los animales, ferman un grupo a pacte, el lamado Reino Fungi como ha senalado
Whittaker (1969) y Herrera y Ulloa (1990). La pared celular de los hongos generalmente esta compuesta

de quitina como la de los animales v no de kgnina v celulosa como la de los vegetales. Ademas los

hongos almacenan glucogeno en vez de almidon.

La clasificacion de los hongos en un reino diferente, se basa en que tienen catactesisticas propias v a su
vez una mezcla curiosa de las del vegetal y animal. La palabra fungi o fungus, aplicada por Tournefort
en el siglo XVII, significa florecimiento o excrecion de la tierra. Su nutricion es por absorcion de
nutrientes, ademas de que los procesos de reproduccion sexual de los hongos son diferentes a los de los

vegetales y animales.

Los hongos viven en la materia organica, va sea viva o muerta, a la cual degradan para alimentarse de
ella. Las especies que se desarrollan sobre materia viva son las parasitas y las simbidticas y las otras son
las saprobias. Los hongos pardsitos son los que sc desarrollan dentro de las células de vegetales o
animales (incluyendo el hombre). Las especies simbidticas son las que viven en equilibrio biologico con el
organismo, asociacion en la que ambos obtienen mutuo beneficio, como es el caso de las micorrizas.

Los hongos saprobios, que crecen en el suelo, troncos o sobre desechos agricolas, degradan para su
& > g

crecimiento, dicha materia organica.

RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD DE LAS ENZIMAS LACASAS ¥ LA MADURACION 9



MARCO TEORICO

La ventajz de que los hongos puedan degradar en forma natural Ia mayoria de la matetia organica, ha

Looporctonaic una manera de codme pueden inveshg

ros.-Hsto ha sido retomado por
Oz fny colaboradoses en el Instituto de Ecologica de Nalapa en Veracruz, los cuales han efectuado
un oin namero de investigaciones sobre hongos de diferentes especices, entre los cuales se 2ncuentra la
espetic Pleuroins. Dichas investigaciones sobre los hongos en general, han sido retomados de una
revicidn exiensa sobre el Cultivo de Hengos Comestibies zn Meéxico v se mencionan 2 continuacion

(Guzman G. y Col,, 1993)

Lin 4 naturaleza, los hongos invaden materia que contenga lignina v celulosa v generalmente requieren
pocos nutrientes para su desarrollo, pues los sustratos que consumen son fuentes de carbono,
nitrbgeno, minerales v factores de crecimiento. Un sustrate muy duro tendrd pocos espac o:
incercelulares y por tanto presentard problemas en la awzacion tan indispensables en los hongos y un
sw.sirato muy blando con exceso de agua, presentara el musmo problema para el intercambio de oxigern::
(“uria Koy Col, 1992), por lo tanto la porosidad de los sustratos es una propicdad importante para <!
cu'ttvo de los hongos. Fl pH del mismo también es importante para el adecuado desarrollo del hongo
pues, en general los hongos requieren sustratos ligeramente acidos o neutros.

Ter oire iado, existe una clasificacion sencilla de los hoigos que los agrapa en wissoscdpicos v mecrosedpic:s
{micremicetos v macromicetos respectivamente), la cual se busa en la presencia o no de cuerpos fructiferos
grandes, es dectr macroscopicos, que los definan a simple vista. Los hongos microscopicos no tienen
fructficaciones macroscopicas. Técnicamente ¢l verdadero hongo, ¢s una masa algodonosa
generalmente blanca, a la que se le lama mzicelio y el cual crece sobre ¢l sustrato en donde se desarrolla el
cuerpo fructifero. La unidad microscopica fundamental del hongo es la hifa, ¢l cual es un filamento
generalmente tabicado, aunque también se observan hifas no tabicadas, por ejemplo: el de algunos

mohas o micromicetos.

El micelio es lo que se cultiva en ¢l laboratorio para obtener la cepa v ¢s a lo que se le denomina
aislamiento vegetativo, aunque la cepa también puede aislarse por medio de esporas, ticne crecimiento
radial y por ello forma una masa discoidal sobre la superficie donde crece. Técnicamente, a estas cepas
se les llama colonias, aunque ¢l término mal aplicado debe evitarse, ya que la colonia seria un conjunto
de vartos individuos y una cepa es un solo organismo, aunque con muchas hifas y cclulas. El micelio
crece radialmente y cuando fructifica lo hace generalmente en las partes maduras, bajo condiciones

favorables de fructificacidn.
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Sin embargo, en el micelio de una caja de Petri, debido a que no hay uniformidad de las condiciones, los
primordios solo se forman sobre las hifas maduras en cualquier tipo de desarrollo micelial. A esto se
debe que podamos encontrar en el bosque o jardines las fructificaciones formadas en circulo a las cuales

se les conoce como corros o anillos de brujas, relacionadas con la practicas magicas en la Edad Media.

(Guzman y Col., 1992).

El micelio es en general laxo y blanco, pero en ciertas circunstancias adversas o cuando estan en etapas
de maduracién plena se pueden endurecer, apelotonar v oscurecer formando lo que se conoce como
esclerocivs, que son masas globosas generalmente de tamano pequenio o grande (1 6 20 cm), que se
desarrollan sobre la superficie del micelio. Ejemplos de grandes esclerocios enterrados en el suelo, se
encuentran en los hongos comestibles Plenrotus tuber-regium, Polyporus tuberaster y Porza cocos (en este Glumo,
solamente es comestible el esclerocio). Estos esclerocios funcionan como formas de tesistencia del

hongo (Guzman y Col,, 1993).

Las fructificaciones de los hongos constituyen los cuerpos fructiferos de los mismos, en donde se
producen miles y millones de esporas, que es la forma de dispersion del hongo, asegurando su
perpetuidad. Las esporas pueden ser blancas como la de Plwrotus ostreatus, negro violiceo como las de
P » ieg

Agaricns bisporus, cafés o negras, entre otros colores (Guzman, 1977).

Las partes fundamentales del cuerpo fructifero del hongo son, ¢l sombrero o pileo, que protege a las
laminas o himenio, este dltimo es la parte fértl del hongo v en donde se producen las esporas. El
sombrero es sostenido por el pié o estipite, en el cual existen a veces el anillo v la volva. El anillo es el
resto de un velo que envuelve a las lJaminas en el estado juvenil del hongo vy la volva también es el resto
de una envoltura que cubria toda la fructificacion cuando estaba inmadura, etapa que es conocida como

la fase de huevo (figura 1).

La clasificacion de los organismos que integran el Reino IFungi, ha motivado a una discrepancia vy
discusion entre los especialistas (Herrera T. y Ulloa M., 1990), debido a la complejidad y heterogencidad
del grupo, pero ha sido sintetizado y simplificado en dos grandes grupos o divisiones: Los Myxomycota

y los Eucomycota (Singer R. y Harris B., 1987)
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sombrero o pileo

aivel del suelo
¢ substrato

Figura. 1. (A) El esquema general del hongo donde se puede observar que la fructificacion, emerge de una
muasa algodonosa llamada micelio. {B) Se esquematiza su origen a partir de las esporas {1 y 2), las cuales al
germinar dan el micelio primario (3), que al fusionarse con otro (5) originan el micelio secundario (6), que
forman la fructificacidén. La unidn de dos micelios se llama plasmogamia y la de dos nucleos se liama

cariogamia (Guzmdan G. y Col., 1993)

El primero se refiere a ciertos hongos gelatinosos (myxos=gelatina y mycota=hongo). Los Zumycota
que son los hongos verdaderos y de ahi su nombre (cu=veradero), se dividen en cuatro grandes grupos
o subdivisiones: Phycomycotina, Deuteromycotina, Ascomycotina y Basidiomycotina v que se describen

en la tabla 1.

RELACION ENTRE LAACTIVIDATI DI 0 8% § S 08 4 150 asn Y LA MADURAC I 12



MARCO TEORICO

Tabla 1. Taxonomia de hongos (énfasis en la especie Pleurotus).

Myxoycota

Phycomycotina | Mohos

Ascomycotina Levaduras

_ Basidiomycounas | Auriculariales
Fungi (Hongos)
Eumycota Aphyllophorales
Agaricales *

Gasteromycetos

Deuteromyveotina | Mohos

*QOrden perteneciente de la especie Pleurotus (Guzmdn G. y Col., 1993)

Los hongos macroscdpicos o macromicetos tienen la misma forma de crecimiento vegetativo, que los
hongos microscopicos, sin embargo tienen la particularidad de formar un cuerpo fructifero visible aérec
llamado carpoforo, que es lo que la gente identifica como hongo. A el hongo Plurotus, modernamente

se le adscribe en los basidiomicetes, del grupo de los partales, en la familia Lentinaceae (Hawksworth y

Col., 1995)

Caracteristicas morfologicas en el genero Pleurotus

Las setas como comercialmente se le conoce a ¢ste hongo comestible, pertenece al grupo de
basidiomicetes lamado Pleurotus sp. En nuestro pais, al Plurotus se le conoce como hongo de Izote,
hongo de maguey, oreja de cazahuate, ctc. Existen diferentes especies de este género, pero las que se
estudiaron en esta investigacion son Pleurotus ostreatus (UNTPOT) y Plewrotus pulmonarius (HKPPI27). La
morfologia y las diferencias fisiologicas son pocas v por lo regular es dificil disunguir una especie de la
otra en la naturaleza y asi como en condiciones de cultivo. Basado en estudios hechos por Bresmsky y

colaboradores (1987), 1. ostreatus y P. Pulmonarius se distinguen morfoldgicamente en la siguiente forma:
) ¥ g g g

Pleurotus pulmonarius tiene en el pileo una extension lateral menor de 10 (~13 cm), la supetficie es lisa, el
pileo puede crecer en forma solitaria o en racimo, de color blanco, blanquecino u ocre a palido, o casi
violiceo; el estipite mas excéntrico que lateral; fructifica en épocas veraniegas, ocasionalmente después

de la primavera o en etapas tempranas al otono.
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Estructuras como la lamélula (pequefia lamina que no se extiende a todo lo largo desde el margen del
pileo hasta el estipite), el contexto (tejido fibroso que constituye la carne o cuerpo del pileo y del estipite
del basidiocarpo) y alunas veces la superficie del pileo, desarrolla manchas amarillentas cuando el hongo
esta seco. El hongo tiene un olor parecido al anis. El tamano promedio de las esporas es de 9.15 (+0.6)

x 3.8 (x0.2)um.

Por su patte Plenrotus ostreatus tiene el sombrero en forma de ménsula semicircular aplastada y concava;
gris o castano; de laminas blancas, y posteriormente color crema. El pie es excéntrico o lateral, con la
base adelgazada; blanco pero grisaceo y en la parte mas proxima al sombrero algo abultado. Su carne es
compacta en el sombrero, fibrosa y blanca en el pie. De olor farinacco, con esporas color rosa o
cenicientas, oblongadas a cilindricas, de 8-11 x 3-4.5 p de tamano. Pleurotus normalmente crece en forma

silvestre y fructifica de marzo a septiembre, crece sobre troncos de varias latifolias y raramente en las

coniferas (Bresinsky A. vy Col,, 1992).

El culuvo de hongo comestible Pleurolus ostreatus es una alternativa importante en la produccion de

alimentos, asi como una fuente de ingresos y bienestar por su industrializacién y los rendimientos que se

han obtenido de éL

La materia prima que se utiliza como sustrato para el cultivo de Pleurotus, son desechos agricolas,
principalmente bagazos, pulpas y rastrojos. El micelio es inoculado sobre un sustrato lignoceluldsico,
que es tratado con calor, como método de pasteurizado, esto con la finalidad de adquirir la humedad
necesaria y otro de reducir la poblacion microbiana presente en el sustrato y favorecer la condiciones de
crecimiento para el hongo. Ll desarrollo micelial se lleva acabo en oscuridad a una temperatura de 27 +1

°C; para el proceso fructificacion, es necesaria la misma temperatura, luz y humedad entre el 80-90% y

circulacion de aire (Guzman y Col, 1992).

Para la degradacion del sustrato, donde este basidiomicete crece en forma natural o aplicando
tecnologias para la produccion, se necesitan de la produccion de enzimas llamadas ligninoliticas, que les
permitan adquirir nutrientes, para llevar a cabo sus funciones. La transformaciéon de celulosa o
hemicelulosa a monosacaridos, es llevada acabo por hongos ligninoliticos entre ellos Plenrotus, que usan

un amplio rango de hidrolasas para la degradacién de la madera (Leonowicz A., 1999).
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Degradacion de la lignina =

La lignina es un complejo estructuralmente rigido que le confiere estabilidad a muchas fibras vegetales,
debido a que esta formado por unidades fenolicas. Ll resto de las fibras vegetales esta compuesto de
celulosa y hemicelulosa, que a su vez estan formados de polisacaridos, que estan densamente empacadas
en capas de lignina, ésta la protege contra la actividad de enzimas hidroliticas u otros factores externos, y
tiene la funcion de estabilizar la estructura. El término de lignina deriva de la palabra latina “lignum” que
significa madera, término que fue introducido por Auselme (Payen A., 1838), para representar sustancias
incrustadas en la celulosa en plantas con pared celular lignificada. Iiste esquema de la lignina (figura 2)
comprende 16 unidades de fenilpropano unidas C-O o C-C (Adler E., 1977). Se han hecho muchos
intentos para determinar la estructura secundatia de la lignina por medio de uniones hidrégeno (Brauns
F. E., 1962). Freudenberg (1965) publico un modelo de lignina basado en 18 unidades de C, como parte
entera de la molécula. Forss v colaboradores (1966) hicieron modificaciones en la teoria de la
degradacion de lignina, proponiendo fragmentos de lignina que contenian 16 guayacilpropanos y dos
hidroxifenilpropanos en cada unidad para carbohidratos. Por su parte Nimz (1974), propuso un modelo
para la lignina de Angilospermas v Glasser para Coniferas; introduciendo dos modelos basados en sus
estudios de resonancia magnética nuclear. Finalmente Sakakibara (1983), publicé su esquema de la

estructura de la lignina, basado en estudios realizados en Japon.

JLa lignina es ¢l segundo polimero estructural mas abundante en la naturaleza (después de la celulosa) y
cl material aromatico mas abundante, responsable del almacenamiento de alrededor del 40% de la

energia solar captada por las plantas (I.conowicz A, 1999).

Este dato es de gran importancia para considerarse como la principal fuente renovable de compuestos
aromaticos. Lamentablemente, debido a su funcion estructural como agente protector de las fibras, es
también un polimero dificil de romper en forma suave y ordenada, pues los procesos industriales para

deslignificar las fibras y producir celulosa y hemicelulosa, son muy drasticos.

Esto da lugar a la formacion de muchos compuestos oxidados de poco aprovechamiento quimico, que
ademas contaminan. Por cso desde hace cerca de 30 anos, se han desarrollado muchos estudios para
aprovechar los procesos biologicos en la degradacion especifica de la lignina, y han sido descritos por

Leonowicz y colaboradores continuacién (Leonowicz A. y Col., 1999).
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Figura. 2. Modelo estructural de la lignina en la madera {Leonowicz A, 1999)
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Enzimas ligninoliticas y la lacasa

La biodegradaciéon de la lignina representa una etapa clave en el reciclamiento de la fuente de carbono
de la Tierra, porque los ecosistemas forestales conticnen alrededor de 150,000 millones de toneladas de
madera. Esto es confirmado por Leonowics y colaboradores (1999). También afirman, que aunque los
principales constituyentes de la madera, por ejemplo la celulosa, pueda ser utilizados por varios
organismos, su hidrolisis iz sitw por muchos de estos, esta limitado por la degradacion del polimero de

lignina recalcitrante, el cual esta formado por la polimerizacion de p-hidroxicinamil alcoholes (figura 2).

Sin embargo, los hongos de la clase de los basidiomicetes, han desarrollado una remarcable capacidad
para la despolimerizacion oxidativa y subsiguiente mineralizacion de la lignina, que permite la utilizacion
de la celulosa por otros microorganismos. En anos recientes muchos estudios de la biodegradacién de la
lignina han sido llevados a cabo en el hongo Phanerochaete chrysosporium. Las primeras evidencias de las

peroxidasas involucradas se remontan a la inhibicion de la degradacion de lignina por catalasa

(Shuttleworth K., 1986).

Asi dos de las peroxidasas involucradas en la degradacion de la lignina, son la ligninoperoxidasa (LiP) y

la enzima manganeso peroxidasa o peroxidasa dependiente de manganeso (MnP).

La hgninoperoxidasa es caracterizada por poscer un potencial redox de oxidacién alto y por la
degradacion de compuestos aromaticos no fenolicos, tales como alcohol veratrilico y bencenos
metoxilados (Staszczak M. v Col. 19906). La manganeso peroxidasa de P. chrysosporium, requicre
estrictamente de Mn®' para completar el ciclo catalitico y quelar el Mn'" formado, el cual puede actuar

como un oxidante eficiente de fenoles y otros compuestos (Han Young-Hoon, 1996).

A causa de que muchas estructuras que constituyen al complejo de la lignina son no fenolicas, 1a enzima
LiP, fue considerada la principal responsable de la despolimerizacion de la lignina (Ander P. y Marzullo
L., 1997). Esta 1dea es aceptada generalmente, aunque las evidencias sugieren que la biodegradacion de
la lignina puede proceder siempre y cuando exista un ataque del Mn®*" quelado, como fuerte oxidante

quimico generado por la MnP (Szklarz G., 1989).
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El hongo Pleurotus eryngii, dene la capacidad de remover selectivamente la lignina cuando crece en los
sustratos naturales y de ahi que sea considerado como un organismo modelo para estudios de la

biodegradacion de la lignina en plantas de ciclo anual y relacionadas con aplicactones biotecnologicas

(Klibanov A. M. y Alberti B., 1981; Ferrer I. y Col,, 1991; Heinfling A., 1998).

Las peroxidasas y las lacasas han sido observadas en cultivos liquidos crecidos con Plurmius y como
responsables de la generacidon de H,O, junto de lacasas. Se ha medido la degradacion ligninoceluldsica y
la tasa de despolimerizacion por especies de Pleurotus, por medio de la utilizacion de paja y por la
deteccién de enzimas ligninoliticas (tabla 2). Ademas de las enzimas LiP, MnP y lacasas la especie
Pleurotus posee otra enzima que es la Aril Alcohol Oxidasa (AAQO), encargada de la ruptura de las

unidades fendlicas y oxidacion de alcoholes bencilicos v que es dependiente de H,O,.

Tabla 2. Actividad enzimatica extracelular y la descomposicion ligninocelulosica de la paja por

varias especies de hongos.
fue detectada actividad no peroxidasa sobre el alcohol veratrilico (LiP) v de lacasas, AAQO v MnP que se muestran como

Unidades/100 g de paja Inicial
MnP AAO Lacasa Polisacirido/

Lignina*

P. ostreatus
P. chrysosporism 70 0 0 22
Trametes versicolor 20 0 12 25
Paja control 0 0 0 2.0

* Hasta el final del periodo de incubacion {Caramelo L.y Col., 1999}

Las lacasas (p-difenol-dioxigeno reductasa; EC 1.10.3.2) han sido muy estudiadas. Se les ha llamado
enzima cuproproteicas o enzimas con cobre. Este grupo de enzimas utiliza oxigeno como un aceptor de
clectrones para remover hidrogenos de los grupos hidroxilo fendlicos, reaccion que conduce a la
formacion de radicales libres, como los obtenidos con compuestos parecidos a las unidades fenodlicas de
la lignina. Las cuproproteinas pueden despolimerizar a la lignina por: el rompimiento de los enlaces
alquil-arilicos, la oxidacién de alcoholes bencilicos y el rompimiento de las cadenas laterales v los anillos

aromaticos (Solomon L., 1990).

La lacasa puede también oxidar sustratos no fenolicos en presencia de mediadores redox apropiados.

Estas enzimas tienen una amplia especificidad por los sustratos asi como de mediadores redox

(Johannes C., 2000).
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La especificidad de las lacasas por ciertos sustratos puede ser explicado por sus funciones fisiologicas.
Estas son esencialmente tres que han sido designadas para las lacasas de hongos en general: formacion

de pigmentos, degradacion de lignina y eliminacion de compuestos toxicos (Temp U. y Eggert C., 1999).

El papel de las lacasas en la degradacion de la lignina ha sido el punto central de un gran nimero de
estudios biotecnoldgicos. La capacidad de las enzimas lacasas de catalizar la oxidoreduccién dependiente
de oxigeno por mecanismos de mediadores libres, se ha tomado con mucha atencion en areas de la

cinética y también de sus propiedades electro-cataliticas (Wong K. y Col., 1999).

‘También se ha considerado el uso de las lacasas para el desarrollo de inmunoensayos enzimaticos, como
biosensores y para el desarrollo de sistemas de transformacién energética (D’Souza T., 1996). Todas
estas investigaciones requieren grandes cantidades de enzima. El uso de los hongos es prometedor por

su generacion simple y rapida, especialmente si se usan hongos saprobios de rapido crecimiento.

Las lacasas han sido detectadas y purificadas de muchas especies de hongos, asi mismo muchas de estas
especies producen multples isoenzimas (Munoz C. y Guillen F., 1997; Palmient G. y Col., 1997, Palmieri
G. y Col., 2000). Un gran nimero son extracelulates v estan asociadas al crecimiento, esto ha impulsado
estudios donde se han establecido las condiciones de crecimiento de muchas especies de hongos;

posteriormente estas investigaciones se han encaminado a promover la produccién de enzimas.

Un método simple para fomentar la sintesis de enzimas de interés es la utilizacion de inductores. Estos
son usualmente sustratos de la enzima, es decir sustancias que pueden ser estructuralmente similares a
los sustratos, o analogos de los sustratos de crecimiento natural utiizados por muchas espectes de
hongos que crecen en forma silvestre, que sirven de senal para que las células fungicas produzean alguna

enzima especifica.

Se han hecho varios intentos para encontrar ¢l inductor adecuado de la sintesis de lacasas para
diferentes hongos. Por ejemplo, en cultivos del hongo Plenrotus ostreatus, se ha notado un incremento en
la produccion de lacasas en cultivos cuando se les adicionan sustratos fendlicos. (Koroljova-
Skorobogatko O. y Col., 1998). Después de la busqueda en una coleccion de basidiomicetes, se

encontrd que Cordolus birsutns (Wulf. : Fr.) Queél, produce lacasas extracelulares con una alta actividad

especifica.
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También se ha demostrado, que la adicién de CuSO, a medios de cultivo liquido donde se efectiia el
crecimiento de la especie C. hirsutis, promueve una mayor produccion de lacasas. Una lista parcial de
diversos inductores se indican en la tabla 3, donde destaca a la Siringaldazina como potente inductor
para promover la sintesis de la lacasa y por ello se considera como un sustrato modelo para determinar
la actividad de este tipo de enzimas. Pero vale la pena tener en cuenta que los estudios con C. Azrsutus,
sugieten a las enzimas lacasas, como un complejo enzimatico con especificidad muy laxa y que también
posee un tipo de actividad inductiva, promovida por una gama muy amplia de compuestos aromaticos.
Estos estudios fueron retomados en esta investigacion para promover la produccidon de lacasas en

Pleurotus ostreatus'y P. pulmonarius con la utilizaciéon de CuSO,,

Tabla 3. Efecto de diferentes inductores sobre la produccion de lacasas en el hongo C. hirsutus

en medio liquido.

Inductor UE/mL % Respecto al control
Control (CuSO3) 5.0 100
3,4 Xilidina (0.25 mM) 7.5 150
Acido Humico (0.1g /100 mlL.) 9.0 180
Acido Caféico (0.2 mM) 10.5 210
Guayacol (0.26mM) 13 260
Acido sinapinico (0.2mM) 145 290
o-Toluidina 18.0 360
Compuestos quelantes de la lignina (0.03 g/ 100ml.) 225 450
Sirtngaldazina (0.11 pM) 50 1000

{Koroljova-Skorobogat'ko O. V. y Col., 1998}

La funcion de la lacasa: el papel que desempena durante la degradacion de la lignina

Las enzimas lacasas en las plantas, han sido constantemente estudiadas y en los hongos basidiomicetos
forman parte relevante de la maquinaria enzimatca, que se encarga de la mineralizacidon de la lignina, va
que es el unico grupo de organismos capaz de cfectuar esta funcion. Al respecto, la completa
mineralizaciéon #n vifro, no se ha alcanzado, los mejores estudios sobre la deslignificaciéon se han
efectuado con el hongo Phanerochaete chrysosporium, el cual contiene las dos peroxidasas mencionadas
antertormente (LiP y MnP), que son capaces de romper enlaces fundamentales en la estructura de la

lignina, ademas de un amplio rango de compuestos formados por anillos (Farell y Col., 1989).
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Algunas especies de hongos, son buenas degradadoras de la lignina, pero desafortunadamente no
expresan a la lacasa. La funcion de esta enzima se efecta por fuera de las fibras de la madera, en

conjunto con las peroxidasas (Galliano H. y Col,, 1991).

Por otro lado, algunas investigaciones concuerdan con la asociacién de la actividad de la lacasa con la
lignindlisis. La lacasa del hongo Fomes annosus puede ser mhibida por adicion de dcido tioglicélico
(secuestrador de cobre), al medio nutritivo donde este crece, ademas de que influye en un crecimiento
menor del micelio. Este efecto también fue observado en el proceso de blanqueamiento de la pulpa para
la manufactura del papel (Haars A. y Huttermann A., 1980). La lacasa puede romper porciones de las
estructuras fendlicas que componen a la lignina, directa o indirectamente. El factor de que la lacasa
tienda a polimerizar los sustratos fendlicos en condiciones 7z »tro, no elimina la posibilidad de que esta
enzima contribuya al rompimiento de la lignina y en vez de ella, las enzimas peroxidasas polimericen

algunos sustratos en condiciones 7 pifro.

De Jong y colaboradores (1992), confirmaron que la combinacién de la lacasa v la enzima LiP es
necesaria, para complementar a otras enzimas que se encargan de la degradacion de la lignina para la
formacion de compuestos altamente reactivos o toxicos, que le confieren proteccion al micelio en
crecimiento. Otra funcion de esos compuestos, es el ataque para la despolimerizacién quimica de la
lignina y con ello una invasion mayor de la madera por los hongos. En especies de hongos no
productoras de las lacasas, como en P. chrysosporium, este efecto de proteccion para el micelio se lleva a
cabo por la secrecién de glucanos (Bes B. v Col,, 1987). Existen otras funciones de esta enzima que

requieren de mas investigacion, v algunas de ellas trataran en la siguiente sceccion.
La funcion de la lacasa en la morfogénesis

En algunos hongos, la lacasa tienc una funcion bien conocida que esta relacionada con la lignindlisis. Sin
embargo en otras especices, la enzima puede tener otras funciones diferentes, por ejemplo en el hongo
Aspergillus nidulans, en el cual se han caracterizado dos lacasas con actividades diferentes. El producto del
gen yA esta nvolucrado en la formacion del color verde de los conidios (Clutterbuck A., 1972). La
segunda lacasa esta localizada en los primordios y esta involucrado en la pigmentacion del hongo
(Hermann y Col.,, 1983). En hongos como Daldinia concentrica y Lentinula edodes, la funcién de la enzima

lacasa esta asociada a la pigmentacion de estructuras mas rigidas como un agregado miceliar.
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En la formacion de cuerpos fructiferos puede estar involucrada la generacién de pigmentos, catalizados

por la lacasa, fenémeno que esta acoplado a la despolimerizacién oxidativa de los componentes de la

pared celular en la madera, como lo son las uniones adhesivas entre célula y célula (Leatham G. y

Stahmann M. A, 1981).

La formacién de rizomorfos (red miceliar formada por un gran numero de hifas estrechamente
asociadas y que forman parte final del estipite), es un cambio diferente en el desarrollo de los hongos
que esta asociado con la sintesis de la lacasa en Armillaria mellea (Worrell |. y Col.,, 1986). Es posible que
también, la accion de la lacasa este encaminada a la formacion de una goma polifendlica que une a las
hifas, unas con otras. Iin medios de cultivos con Amuillaria mellea, la lacasa se acumuld en el medio, al
cual se le cambio cl pH. Esto provocé un cambio en la acuvidad de la lacasa que tuvo un efecto

significativo sobre la densidad de la masa miceliar del nizomorfo formado (Rehman A. y Thurston C.,

1992).

En la forma dicaridtica del hongo Schigophyllum commine, los cuerpos fructiferos pueden excretar
cantidades considerables de lacasas, que en las especies monocarioticas no se realiza. Curiosamente, las
condiciones maximas dc sintesis de lacasas en estos cultvos en oscuridad se dan a 30°C, en
comparacion con la etapa de formacion de los cuerpos fructiferos, y que es en presencia de luz, donde la
mayor produccion de la enzima se da a 25°C. La actividad de la lacasa en el medio se da en periodos de
maximo consumo de glucosa, después del cual la enzima se inactiva (sintesis y actividad de la enzima

son controlados) (IDe Vries O. y Col., 1980).

Este comportamiento también se ha observado en cultivos de Agaricns bisporus, donde la produccion de
la lacasa tene un comportamiento en paralelo con el crecimiento vegetativo y produccion de masa
miceliar (Wood, 1980). Liste ciclo de acumulacion-inactivacion se repite cuando se producen mas
cuerpos fructiferos, por cjemplo durante la produccion comercial del hongo. También se ha observado
una interaccion entre la enzima lacasa y la tirosinasa, que desempenan un papel muy importante en la

colonizacion del sustrato por algunos basidiomicetes (Ainsworth A. y Rayner A., 1991).

Otras mvestigaciones se han enfocado al estudio de otro tipo de basidiomicetes, en el proceso de
formacion de pigmentos, se ha encontrado que el hongo es un buen degradador de la lignina por medio
de sus fenoloxidasas, pero también produce una lacasa, que media la formacion de pigmentos, por

ejemplo el acido cinabarinico (AC), el cual le proporciona un color rozado a los cuerpos fructiferos y

REDACION PO 0BT L% A T 8000 130 1 A% NZTAIAS LACUASAS Y LA MAL A H N 22



MARCO TEORICO

sirve también como agente antimicrobiano (Temp U. y Eggert C., 1999). A este respecto, Temp y
Eggert (1999) encontraron que existe una interaccién entre la enzima lacasa y la celobiosa

deshidrogenasa, para la sintesis de un precursor del compuesto AC, el acido 3-hidroxi antranilico.

Por otro lado, recientemente Iakovlev y Stenlid (2000), investigaron los patrones de variacion de la
actividad de las lacasas, en interaccion del micelio con la madera en descomposicidn, efectuada por
algunos basidiomicetes, ademas de los vinculos con otros hongos. Ellos observaron que dependiendo
de las condiciones de cultivo, la actividad de las enzimas fenoloxidasas v peroxidasas se incrementa o
desciende durante las interacciones con otros hongos o bacterias. La actividad de la lacasa esta
implicada, en una variedad de hongos, en la produccion de melaninas y también en la de sintesis de

compuestos toxICOoS para orros hongos.

Esto sugiere que el micelio en los basidiomicetes posee un sistema indeterminado, energétucamente
cficiente v no lineal de regulacion. Tales sistemas estan regulados por mecanismos de retroalimentacion
y tienen una dinamica compleja que afecta la sintesis de metabolitos hidrofobicos, su liberacion al
exterior de la hifa y su conversion hacia la formacion de radicales libres y polimeros, en presencia de las

enzimas lacasa v fenoloxidasas.

Otros estudios sobre las lacasas en hongos, ha permitdo descubrir que éstas, estan asociadas con la
lignificacion v procesos biologicos como la esporulacion y produccion de pigmentos durante el
desarrollo del cuerpo fructifero. Esta actividad parece estar muy regulada en los hongos .Agaricus bisporus

(Smith J. I. v Claydon N., 1989) y Lentinula edodes (Leatham G. y Stahmann M. A., 1981).

La exposicion a la luz, de los cuerpos fructiferos de Plewrofus, influve en cambios de la produccion de las
enzimas, ya que se¢ ha reportado una pigmentacion de color amarillo en estos hongos, dependiendo de la

intensidad de la luz a las que se someten los cultivos (Delgado G v Col., 1992).

La produccion de exopolisacaridos es otro mecanismo, que esta asociado a la produccion de lacasas y
celulasas. Burns y colaboradores (1994), estudiaron su intervencion en especies de Pleurotus, que son los
que producen mas exopolisacaridos, por la capacidad para conferirle adherencia al micelio con su

sustrato, prevenir la deshidratacion y almacenamiento de nutrientes.
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La funcién de la lacasa en el micelio de los hongos es bastante compleja y se necesitaran mas
investigaciones, para descubrir como las lacasas intervienen en el crecimiento y maduraciéon de los
hongos, en cualesquiera de las etapas (miceliar o de fructificacion). Por lo tanto lo presentado en esta

investigacién proporcionara otra evidencia mas, de como la lacasa esta vinculada en el sistema de

desarrollo de los hongos.
La importancia de la lacasa en la patogénesis telacionada con las plantas

El hongo Bofrytis cnerea causa infecciones en la raiz de muchas plantas, que estan destinadas a la
horticultura (zanahoria y pepino), asi como en las raices de algunos vinedos. Este hongo produce lacasas
extracelulares que estan involucradas en el proceso patogénico, porque las curcubitacinas, tetraciclinas,
triterpenoides producidas por el pepino, protegen a la planta de algunas infecciones (Bar-Nun N. y
Maver A., 1990) v esta proteccion esta vinculada con la represion especifica de la sintesis de la lacasa por
los hongos (Viterbo A. v Col, 1993). Lil sistema de induccion es complejo e involucra accién concertada
de sustancias fenodlicas y pécticas, que promucven la formacion de multiples formas de lacasas en

diferentes medios y esas tsoformas tienen diferentes especificidades hacia los sustratos (Marbach 1. v

Col., 1985).

La evidencia mas tangible del papel que desempena la enzima lacasa en la patogénesis se ha observado
en la roya castana provocada por ¢l hongo Cryphonectria parasitica, que es una especie hipovirulenta, en el
cual la disminucion de la virulencia, esta asociada con la presencia de una doble hebra de RNA de onigen

viral. Ista especie reprime la sintesis de la lacasa por acumulacion de RNAm (Rigling D. y Van Alfen

N., 1991).
La lacasa y sus genes

Durante varios anos las secuencias de genes o ¢cDN.\ para la expresion de la enzima lacasa, han sido
descritas de varias fuentes, de las cuales, las primeras fueron reportadas para el hongo de la especie
Neurospora crassa (Germann y Col,, 1988). Posteriormente, se han publicado las secuencias de la enzima
lacasa en otros hongos de la familia de los Deuteromicetes, como Aspergillus nidulans (Aramayo R. y
Timberlake W., 1990) y de tres basidiomicetos como Coriolus hirsutus (Kojima Y. y Col., 1990), Phlebia
radiata (Saloheimo M. y Col., 1991) y Agaricus bisporns (Perry C. y Col., 1993).
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Esas secuencias muestran un patrén comin, en las que se codifican polipéptidos de aproximadamente

520-550 residuos de aminoacidos, incluyendo el péptido amino terminal de secrecion.

Ademas, las enzimas poseen una cisteina y diez residuos de histidina en el sitio de unién formado por
cuatro atomos de cobre, que estan conservados. Otro grupo pequenio de secuencias, es conservado y se
encuentran alrededor de cuatro regiones en las cuales los atomos de cobre estan agrupados, incluyendo

el carbono amino terminal.

En general, la distribucion de la cadena polipeptidica y los componentes estructurales antes
mencionados, son similares a la enzima ascorbato oxidasa, inclusive tiene una significativa homologia

con la proteina plasmatica ceruloplasmina (Saloheimo M. v Col., 1991).

Todas las enzimas descubiertas en los hongos, se han clasificado en varios grupos. Algunos de esos
grupos comprenden enzimas que atacan directamente a los constituyentes de la madera; incluyendo
enzimas que actuan sobre los componentes de carbohidratos (celulosa, hemicelulosa) y los que actian
sobre la lignina (Solomon E., 19906). Todas estas enzimas actuan separadamente o en cooperaciéon una
con la otra. La maduracion en hongos, puede estar acompanada por la participacion simultanea de

enzimas proteoliticas (Larraya L. y Col., 2000).

Algunas de estas enzimas y sus isoenzimas han sido investigadas y caracterizadas genéucamente. Por
ejemplo en Phanerochacte chrysosporinm, se han detectado al menos 10 genes en el grupo de las enzimas
llamadas lignino peroxidasas (LiP), en una familia multigénica que también codifica para enzimas de la
clase manganeso peroxidasa (MnP). En el caso de las enzimas lacasas se han reconocido al menos 15
genes, no solo en hongos ligninoliticos, también en hongos filamentosos como Newrospora crassa,
Cryphonectria parasitica y Aspergillus nidulans. Cuatro genes han sido reconocidos en hongos patogénicos de

plantas como Rbisoctonia solan (Larraya L. y Col., 2000).

Una cantidad considerable de genes de las lacasas, también se han caracterizado en hongos ligninoliticos
como Plenrotus ostreatns, Trameles versicolor, Trametes villosa y Picnaporns cinnabarinns, con un medio inducido
con Nihdina (2-amino-1,4-dimetlbenzol). La mayoria de estas enzimas degradadoras de lignina y de la
celulosa, son descritas por Eriksson y algunos otros (Leonowicz A. y Grzywnowicz K., 1981; Eriksson
K, 1993; Gold M. H. y Alice M., 1993; Broda P. y Col., 1994; Thurs‘ton C., 1994; Cullen P. y Col., 1997;
Sarikaya A. y Ladish M., 1997; Ander P. y Marzullo L., 1997).
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Aspectos importantes en la genética de las lacasas en hongos

Fen Xu y colaboradores (1998), han observado que las lacasas de Coprinus cinereus, son activadas a pH
alcalino, una propiedad potencial para las aplicaciones en la bio'tecnologia. Para demostrar la diversidad
enzimatica en hongos, obtuvieron la secuencia y clonaron 3 genes de las lacasas de este hongo (lccl,
lcc2 y lec3). El gen de la proteina lccl contiene 7 intrones, comparado con los genes de lacasas lec2 y
lcc3 que contienen 13 intrones. La secuencia de aminoacidos de las lacasas que codifican los genes lccl
y lcc3 son 58 y 80 en aminoacidos respectivamente. La proteina que es codificada por el gen lcc2
contiene 23 aminodcidos en el extremo C-terminal, una extensién rica en atrginina y lisina. Se ha
purificado y expresado el gen que codifica a la proteina lccl en Aspergi/lus orysae, mostrando una masa
molecular aparente de 66 KDa en un gel SDS-PAGE y una absorcién maxima a 278 v 614 nm por

resonancia magnética paranuclear.

Basado en el extremo N-termunal de las lacasas, fueron procesados 4 residuos polipeptidicos durante la
maduracion de la enzima. Algunas propiedades cataliticas de estas enzimas, muestra un K aparente de
22 #2uM y la constante catalitica (k) de 200 min”, para O, con ABTS como sustrato reductor a pH
5.5. La lacasa codificada por el gen lccl de A. oryzue puede ser producido industrialmente (Fen Xu,
1998). Munioz v Guillen (1997), compararon las secuencias N-terminal de las lacasas de Plexrotus, con las
obtenidas en otros hongos, mostrando que existe una homologia considerable, presentando algunas
diferencias principalmente en los aminoacidos treonina, serina e isoleucina, esto sugiere que son

verdaderas isoenzimas codificadas por diferentes genes (figura 3).

[M}\' KK Li-[D F H I T N H! Pleurotus eryngh jaccase |

AT K K‘_}_Li D HIIHN Plaurolies sryngii taccase It
VTI_F_ZT. ¥ F_Q_‘J O L VIN|T Agaricus Bisporus laccase | (41)
DlT Ki- T FNF VINGT Aguricus bisporus laccase Il (41)
AL G P T ADL 1S NlA Cevioius Rirsulus laccase (31)

lj—il GPTGDIK ‘r’ IIVINI|E Pleurotus ostreatus 1accase | {18)
AL GPAGNMYIIIVINIE Pleutotus ostrestus laccase 1 {17)
SIGPVADLTH SJIJG Basidiomyeele PM1 laccase {10}
E]I GPVTIDWLE I'T DA Cetiporiopsis subvermispore laccase (16)
SIGPVT 3 I;VINJA  Phebia radvata 1accase [45)

AT GPVASLVYAN'A  Trametas varsicolor laccase | ]
GIGPYV A]D LT ITlMA Trametes versicolor laccass 1 (7}
GIarPvVvaD|L T‘_I_T N A Trametas villosa laccase | (58)

@I GPVASLYVAINA Trametos viilosa taccase )l (38)
AITIGPVYADLTLTY LNJA Pycnoporus cinnatarinus taccase {134

Figura 3. Comparacion del N- terminal de las lacasas de algunas de especie de Pleurotus y otros hongos
{Munoz C.y Col., 1997)
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Por lo tanto las lacasas de los basidiomicetos tienen un origen muitigénico, aunque su estructura
primatia tenga una elevada porcién de homologia. Estas diferencias genéticas y estructurales permiten
considerar que estos microorganismos puedan producir distintas isoformas de lacasas, bajo condiciones
fisiologicas cambiantes y ello, justifica el estudio de esas isoformas durante distintas fases de crecimiento

de un basidiomiceto que es objetivo importante de esta tesis.
Mediadores de bajo peso molecular

De acuerdo con varias teorias, las enzimas ligninoceldsicas no penetran en la estructura rigida de la
madera debido su elevada masa molecular (Evans C. S. y Col., 1994). Por ello, las células de los hongos
que invaden la madera, posecen un potencial redox suficientemente alto, para producir compuestos
oxidantes de bajo peso molecular de origen interno u externo. Eistos migran hacia las enzimas que los

oxidan y luego penetran las fibras para oxidar la lignina.

Los precursores de los mediadores internos son producidos como resultado del metabolismo de la
maduracion del hongo, con la participacion de enzimas que degradan la lignina. Muchos compuestos de
masa molecular baja y radicales libres, se han sugerido como los factores méviles, que difunden en la

madera ¢ mician su descomposicion.

Algunos de estos mediadores naturales son: el veratrol, el oxalato, ¢l malato, el fumarato y el acido 3-
hidroxt antranilico. Se producen como resultado del metabolismo de hongos y su produccion causa una
colonizacion v degradacion mas efectiva por los hongos en la madera. Fue reportada la sintesis de
vetatrol en Phauerochaete chrysosporium por Lundquist y Kirk (1978). Por su parte Traquair (1987).
encontré que el oxalato era producido en Leucostoma cincla y L. Personii. Ahos después Eggert v
colaboradores (1996) identificaron el acido 3-hidroxi antranilico, como componente extracelular en

Pyenoporus cinnabarins.
El veratrol v el oxalato son metabolitos secundarios uttizados por Phanerochaete chrysosporium v a su vez

sirven como sustrato para otros hongos, que producen las enzimas lignino peroxidasa (LiP) y la

peroxidasa dependicnte de manganeso (MnP), que oxida el Mn™ a Mn** (Solomon E., 1996).
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La reaccion de las lignino peroxidasas con el veratrol, da como resultado la produccion de un radical
catidénico, que es transformado en veratraldehido o en otras quinonas. Si la accidn de las enzimas se
efecta por la degradacion directa de lignina, del derivado del radical catiénico formado por la oxidacién
de un fenol, probablemente actuara como mediador redox en reacciones donde se efectue una
transformacion de la lignina. A pesar de que la vida media de este radical cationico es extremadamente.

corta, sus funciones como mediador de difusidn, son altamente dudosas.

En el sistema de la peroxidasa dependiente del manganeso, los mediadores se encuentran como un
oxalato unido al Mn'" u otros radicales dicarboxilicos complejos, los cuales son capaces de oxidar una
variedad de sustratos relacionados con la lignina. Los oxalatos quelantes de cationes como Ca™", Fe*' y
NH* dan como resultado en ensanchamiento del tamaio del poro de la pared celular, lo cual permite
acceder a las moléculas de enzimas dentro de las fibras, también estos oxalatos regulan la concentracion
"de los iones hierro por medio de la reaccion de Fenton. lista reaccion abastece el ambiente de la
degradacién de la lignina en la madera con iones hidronio altamente reacuvos (H;O7) v radicales

hidroxilo (HO" y HO), los cuales inician la despolimerizacion de la lignina.

Aparte de la lignindlisis llevada a cabo por el 3-hidroxi antranilato producido por Pyengporus cinnabarinus,
que es el mejor mediador conocido en la lacasa, se ha encontrado que la deslignificaci6n de la pulpa de
papel por la lacasa, puede ser estimulada por la adicion al mismo tiempo de un colorante de bajo peso
molecular u otros donadores aromaticos de hidrogenos, que actian como mediadotes, por ejemplo el
acido 2,2 azinobis (3-ctilbencenotiazolina-6-sulfonico) (AB1S) (Bourbonais R., 1999) o el 1-

hidroxibenzotriazol (HB'T) (Call H. ., 1994), que son mediadores artificiales.

El descubrimiento del HB'T introdujo una nueva clase de mediadores que tienen grupos funcionales N-
OH, y son productores de radicales NO, pues estos grupos quimicos estabilizan la estructura de los
propios mediadores y por cllo son scleccionados en diversos estudios para la oxidacion de la lignina.

Otros eficientes mediadores incluyven el acido violurico v la N-Hidroxiacetanilida (Amman M., 1997).
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Cooperacion de enzimas en la degradacion de lignina y celulosa

Hasta hace poco tiempo la enzima lacasa no habia sido considerada como un agente oxidante de la
lignina, porque su accién catalitica produce un cambio mis pequeno del potencial rédox, comparado
con el catalizado por las enzimas peroxidasas. Pero gracias a los estudios del grupo de Bourbonais

(1999) y de Ericksson (1993), ahora se reconoce que la enzima lacasa también puede oxidar la lignina.

En una revisidon hecha por Leonowickz y colaboradores (1999), se postula la interdependencia tipo
retroalimentacion del proceso de deshignificacion y degradacion de celulosa. Esta hipotesis es valida, asi
como el reporte por Gottlieb v colaboradores (1950), de que el crecimiento del micelio sobre la madera
y degradacion de lignina esta relacionado con la accién cooperativa de varias enzimas. Por ejemplo: la
celobiosa quinona oxidoreductasa, que coopera con la lacasa y la celulasa en la despolimerizacion de los

componentes del complejo ligninocelulésico.

Ademas la lacasa puede funcionar como parte de la via biosintética, generando compuestos que se
destinan a la cadena del transporte de electrones. Liste modelo de degradacion, ha sido modificado para
incluir enzimas que recientemente se han descubierto v radicales que son activos en la transformacion
del complejo hgninocelulésico. En este sistema, las enzimas son secretadas por la hifa del hongo al
ambiente en la cual la citada accion cooperativa, junto con la de intervencion de los mediadores, citada

en la seccidn anterior.

Un aspecto importante, es la produccion de agentes quelantes v de radicales, llamados “mediadores” y
que son exportados dentro de la madera, actuando como moléculas clave en la degradacion de las fibras.
El sistema de oxidasas-lacasa, oxida radicales de la lignina hasta convertirlas en quinonas, que sirven

como fuente de oxigeno para la glucosa oxidasa (GOD) v/o la oxidasa de veratrol (VAO).

Las enzimas que actuan posteriormente, producen perdxidos y previenen polimerizacion provocada por
la lacasa, con la formacion de H,O,, ¢l cual sirve como co-sustrato de la actividad ligninolitica de las
enzimas LiP y MnP. La GOD v la (VAQ) previenen la polimerizacion y despolimerizacion acelerada de
la lignina ocasionada por lacasa (Szklarz G. y Leonowicz A, 1986). La GOD posee dos funciones
necesarias para la aceleracion del rompimiento: la oxidacion de glucosa y produccion de H,O, necesaria

para la actividad peroxidasa.
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Esto también reduce los radicales fenoxi y quinoides, producidos por la lacasa durante la oxidacién de

lignina. Cuando él oxigeno es consumido en la segunda etapa de la reaccion glucosa-GOD se producen

radicales o quinonas.

Por otro lado, el mismo exceso de las quinonas producidas por la lacasa inhibe a esta enzima. De
acuerdo a este mecanismo, la GOD coopera con la degradacién de lignina y la enzima MnP produce en
esta reaccion al H,O,, que junto con la lacasa, reducen las quinonas producidas por esta enzima, lo cual

facilita 1a formacion de fenoles adecuados.

La glucosa es producida como resultado de la hidrolisis de celulosa, con lo cual se origina el sustrato
para la GOD. El oxigeno necesario para la GOD puede ser reemplazado por quinonas producidas por

la lacasa, a partir de oligémeros de lignina.

Como resultado de la oxidacién de la glucosa, se forma D-Glucosa-9-lactona, la cual mediante ciertas
transformaciones apoya el metabolismo de hongos en el ciclo pentosa fosfato y glucdlisis. Por otro lado

las lacasas desmetilan oligobmeros que son producidos por las peroxidasas y las degrada a fragmentos de

bajo peso.

Los fenoles son el sustrato de la protocatecuate-3,4-dioxigenasa o de otras dioxigenasas como la 1,2,4-
trihidroxibenceno —1,2 dioxigenasa o la catecol-1,2-dioxigenasa, presente en hongos (Rogalski |. y Col.,
1996), que por su parte interviene en diversas reacciones de rompimicnto de los anillos aromaticos,

formando cetoacidos que rapidamente entran en el ciclo de Krebs.

Estos mecanismos cooperativos pueden ocurrir en hongos que poseen todas las enzimas aqui presentes
como Phanerochaete chrysosporium, Phlebia radiata, Trametes versicolor y algunas cspecies de Pleurotus. Sin
embargo la existencia de otro tipo de mecanismos y sistemas de cooperacion y con retroalimentacion

del proceso de degradacion de lignina y celulosa puede ser posible.

La figura 4 y 5, muestran ¢l mecanismo de accion de las diferentes enzimas, resaltando la accién de las

lacasas en la reduccion de oxigeno y oxidacion de derivados metoxifenilicos.
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Figura 4. La relevancia ﬁsiolé_gico de las reacciones catalizadas por las lacasas de plantas y hongos. (A)

Intervencién de la lacasa del arbol de o laca (Rnhus vernicifera), que interviene en la formacion de radicales

libres, por medio de la oxidacion de compuestos fendlicos, que posteriormente polimerizaran, para la

formacién de la ligning, parte importante de la pared celular de la planta (Solomon E.,

1996). (B} Reaccidén

tipica de despolimerizacién de la enzima lacasa perteneciente a los hongos: la enzima oxida los grupos

hidroxilo de las subunidades fendlicas de la lignina, en cooperacién con las polifencloxidasas, formando un

radical o semiquinona, que posteriormente ataca otras subunidades {Solomon E., 1996).
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Figura 5. Oxidacién de la siringaldazina por lacasas de hongos. lzquierda: una reaccion tipica donde un
difenol pierde un electron por la oxidacidon para formar un radical libre, .que puede convertirse en una
quinona, catalizada por la enzima o por reacomodo espontdneo (Thurston C., 1994). Derecha: La reaccion
tipica con la siringaldazina, donde el primer producto de la reaccién es un radical libre y la formacién de la

quinona puede ser enzimdatica o por reacomodo de elecirones (Thurston C., 1994).

Estructura de la lacasa

En las plantas el sistema de la lacasa es un componente de la sintesis de lignina, pero en las lacasas de
los hongos csta funcion no se realiza, puesto que no estan constituidos de lignina, aunque si requiere
degradarla, para obtener los nutrientes mediante la oxidacion de las unidades fendlicas. Los primeros
estudios para elucidar la estructura de las lacasas de hongos fueron en Phanerochaete chrysosporium. Se ha
observado que.al purificarse tiene una considerable homogeneidad. Estas enzimas son clasificadas
dentro de la familia de las oxidasas multicobre. Poseen en su sitio activo 4 cobres clasificados de la manera
sigutente: 1 tipo I, 1 tipo I, v un par acoplado binuclear tipo 11I. Las caracteristicas hasta este momento
indican que el sitio tipo 1 (o cobre azul), es en donde existe la transferencia de carga del metal que

involucra un azufre de una cisteina y el Cu tipo II el cual absorbe la luz a 605nm.
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El Cu upo 11 exhibe una baja absorbancia y el sitio III involucra un acoplamiento de dos centros de
cobre, involucrados en la absorbancia a 330nm. Todos los cobres estan involucrados en el mecanismo
catalitico para la transferencia de electrones, durante el mecanismo enzimatico de oxidacién de

compuestos fenolicos para la formacton de quinonas.

En la figura 6 se observa el acoplamiento de dichos atomos de cobre y las distancias en Angstrom, asi
como su intervencidén en la oxidacion de compuestos fenolicos. Hasta estos momentos, en el
basidiomicete Plezrotus ostreatus se han observado isoenzimas con dos atomos de zinc, un atomo de
hierro, y solo un atomo de cobre por molécula enzimatica. Aunque otras isoenzimas que se han extraido

de diversos hongos ticnen caracteristicas diversas.

Figura 6. Istructura del sitio activo de las oxidasas multicobre y formacién del puente peroxido

Sitio T2 rotado

; dz
Tipolll - o L1polll

Sitio de acoplamiento trinuclear. Los sitios tipo Il y Il fueron
obtenidos por cdlculos en los campos de unidn superimpuestos,
incluyendo el orbital p Del puente hidroxido oxigeno. El tipo |l
estarotado 90° para su claridad {Solomon E., 1996)

Dos posibles modelos para el puente peroxido. Al
acoplamiento trinuclear: (A} Puente entre el Cu tipo

2 y tipo 3 {B) Puente entre los tres Cu (Solomon E.,
1994}
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Estas consideraciones son utiles para explicar porque es crucial para las enzimas lacasas, tener un
suministro adecuado de cobre en el medio de cultivo y porque este tipo de metal podria ser inductor de
las enzimas. Ademas en diversas investigaciones efectuadas extrayendo las enzimas lacasas de diversos

hongos, se han descubierto caracteristicas cada vez mas distintas, que seran mencionadas en la siguiente

seccion.
Propiedades de las lacasas de hongos

En la tabla 4 se muestran las propiedades de las lacasas que han sido investigadas hasta 1999
comparando entre las diferentes lacasas de hongos, asi como algunas propiedades (Thurston C. y Col,,
1994; Szklarz G. y Col, 1989; Bockle B. y Col., 1999; Das N. v Col,, 1997; Ardén O. v Col., 1998;

Leonowicz A, 1999), resaltando las 5 lacasas tanto en Plenrotus pulmonarius como en Pleurotus ostreatus.

Tabla 4: Comparacion entre las caracteristicas de las lacasas en hongos

Cobre
Organismo
‘ (atomos/mol)
Polyporus versicolor
Podospora anserina 3 70, 80y 390 25,23y22 3
Neurospora crassa 1 65 11 3
Agaricus bisporus 2 100 v 65 15 2
Aspergillus nidulans (conidial) 1 110 12
Botiiliy cinerea 2 72 80
Schezophyllum commune 1 62
Phelvia radiata 1 O+
Pycnoporus coccinns 1 70
Lentinus edodes 1 66
Armillaria mellea 2 59vr
Monocillinm: indicum 1 100y 72
Plenrotus pulmonarins 5 55 40
Plenrotus ostreatus 5 62-70 45
Lycoperdon sp. 1 78 .40 2
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La similitud con la enzima ascorbato oxidasa es muy significativa. Esta proteina ha sido cristalizada y

analizada por difracciéon de rayos X (Messerschmidt A. y Huber R., 1990), y se compardé con la

estructura tridimensional de la lacasa obtenida del hongo Nexurospora crassa.

Los estudios se encaminaron a investigar la estructura del sitio activo comparando a la lacasa con la
ascorbato oxidasa. Estas enzimas contienen tres tipos de cobres que se distinguen por sus caractetisticas
espectroscopicas, antes mencionadas. El analisis de la secuencia de aminoactdos de la enzima lacasa
perteneciente al hongo Newrospora crassa y la de la especie Plkebia radiata, muestran una estructura en

forma de P-rizo parecida a la descrita a la perteneciente a la enzima ascorbato oxidasa (Saloheimo y Col,,

1991).

Otras evidencias muestras una similitud del 50% en los aminoacidos de las lacasas en micromicetos

como Aspergillus nidulans y Neurospora crassa con las de basidiomicetes como Plurotus (Leonowicz A,

1999).

Se conoce que muchos basidiomicetes producen multiples formas electroforéticas de lacasas, tanto intra
y extracelulares como lo demostraron en gel de poliacrilamida (PAGE) -zimograma o electroenfoque
(Wood, 1980; De Vries y Col.,, 1986; Chot y Col.,, 1987). Blaich v Esser (1975), encontraron que las
multiples 1soformas de la enzima lacasa, en basidiomicetes que degradan la madera, fueron parecidas en
grupos taxonomicos del mismo nivel, pero no en grupos de hongos de un orden superior. Prillinger y
Militorts (1979), observaron diferencias en las electroformas de las enzimas lacasas, entre poblaciones
alelopaticas en el hongo Pleurotus ostreatus. Kerrigan y Ross (1988) corroboraron estos estudios en
Agarrcus bisporus, observaron similitudes aparentes entre las lacasas de esta especie, afirmando que se
puede aplicar esta técnica en hongos de diferente grupo taxonomico. Este método puede aplicarse para
la identificacion de cepas productoras de lacasas y también para la diferenciacion entre especies de

Plenrotus, que son motivo de esta tesis.
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Mecanismos de desactivacion de peroxidasas en cultivo liquido

La degradacion de lignina por basidiomicetes, como Plenrotus, es la mejor estudiada, por su potencial
industrial y como degradadores de lignina de las pajas. Estudios hechos por el grupo de Bockle y
Martinez (1999), etiquetando con C,,, algunos compuestos parecidos a la lignina, demostraron que la
oxidacién del Mn™ en Pleurotus pulmonarius, estimula la mineralizacion de la lignina cuando el hongo

crecia en fermentacion solida (SSF).

El Mn’" esta involucrado, y puede ser generado por la oxidacién de Mn* por peroxidasas, que son
secretadas por el hongo. En presencia de quelantes secretados por el hongo, el Mn*" formado, puede ser
el responsable del ataque a la lignina a larga distancia por el micelio del hongo. Se han purificado siete
MnP de cultivos liquidos v SSIF de P. eryngi y P. pulmonarins (Martinez M. }., Ruiz-Duenas F. ]. y Col,,
1996). Dos peroxidasas se han obtenido de cultivos liquidos de Plenrotus ostreatus. Seis de ellas, las de
Pleurotus pulmonarins tienen actividad sobre sustratos aromaticos fendlicos y no fenolicos v colorantes, el

pH 6ptimo de estas enzimas es de tres.

La caracterizacion de nuevas peroxidasas atsladas del hongo Pleurotus eryngii se han investigado a partir de
los aminoacidos v de la arquitectura molecular de esas enzimas, que son parecidas a las de P.

chrysosporium. Estas tienen sitios de union a Mn’', que poseen la habilidad de oxidar Mn®™ (Martinez M.

J., Béckle B. y Col., 1996).

Estudios hechos en P. pulmonarins, por los mismos autores, demostraron que es un hongo higninolitico,
que ha mostrado una gran mincralizacion de la lignina. Se han descrito grandes niveles de peroxidasas
en medios que contienen peptona donde crece P. pulmonarins. 1.a produccion eficiente y purificacion de
estas enzimas en culuvos liquidos muestra un muy rapido declive en la acuvidad peroxidasa. Pleurotus
. . .o . o4 . . .o
pulmonarius secreta peroxidasas versatiles que oxidan Mn™", asi como diferentes compuestos aromaticos
fenodlicos v no fendlicos. Durante el culavo, la produccidén de enzima mostrd un pico tan alto como
J b
1000U/1, que fue medido por la formacion de Tartrato-Mn™ jeste pico fue muy efimero, debido a la

estabilidad de la enzima (arriba del 80% de la actividad se perdio a las 15 h).

En filtrados obtenidos de estos cultivos, la desactivacion fue mas rapida, por la accion de proteasas
P p p y
pot un aumento de H,O,, que perdié la actividad en pocas horas. Por otro lado el anisol es un sustrato

natural de la Aril Alcohol oxidasa, otra enzima que es importante en la degradacion de lignina y es la
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principal fuente de H,O, en cultivos de Plurosus, se ha visto que la adiciéon de anisol a filtrados
conteniendo enzima estable de peroxidasa, dio como resultado la desactivacion rapida. El descenso en el
pH también puede afectar dramaticamente la estabilidad de la peroxidasa de Pleurotus pulmonarius, ya que
se ha observado que en un intervalo de pH de 3.2-6, hay un incremento del nivel de desactivacion por

peroxido de 5 a 80% después de una hora (figura 7) (Munoz C. y Guillen F., 1997).

Enzyme activities (U1}

o
o H

Time (days)

Fig. 7. Actividad de las diferentes enzimas durante 13 dias de crecimiento de Pleurotus pulmonarius
en Medio Liquido lacasa £ Aril Alcohol Oxidasa 1 proteasa 7, peroxidasa O y pH(....)

Sin embargo, la estabilidad de la enzima se observo después de la adicion con catalasa y Mn*". Se ha
visto que entonces la produccion de H,O, pot el hongo durante la oxidacion de metabolitos aromaticos,
es responsable de la desactvacion de la peroxidasa vy que la enzima puede protegerse en parte en
presencia de otros azucares reductores. Iin estudios sobre la estimacion de peroxidasa, se ha observado

que existe una secrecion enzimatica diferente para cultivos liquidos (Bockle B. y Col., 1999).

Como se ha visto en esta seccion, la accion de las peroxidasas es importante para la deslignificacion v en
la oxidacién de compuestos fendlicos importantes, ¢n accion concertada con la enzima lacasa. T.a
presencia de pequenas cantidades de perdxido, provoca una accién catalizada por las peroxidasas en el

medio donde crecen los hongos vy esto también a su vez inactiva la oxidacion enzimatica de la enzima

lacasa (Munoz C. y Guillen F. 1997).
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Bockle, Martinez y colaboradores (1997), hacen evidente una forma de inactivar a las enzimas MnP y
LiP, por medio de la adicién de 100 UE/mL de catalasa a los extractos obtenidos de hongos. Esto es
importante para los fines que persigue esta tesis, ya que al cuantificarse las lacasas en extractos totales, la

presencia de las peroxidasas influye en la estimacion efectiva de la actividad de la enzima lacasa en las

cepas de Pleurotus.

Otro aspecto importante, es que los sustratos utilizados para la determinacion de la actividad enzimatica
de la lacasa, como son el ABTS y la Siringaldazina, no son tan especificos para la determinacién de
lacasas. Esto hace énfasis en inactivar a las enzimas peroxidasas en los extractos obtenidos del micelio

de Pleurotus.

Por otto lado, se han descubierto algunas 1soenzimas de las lacasas con propiedades interesantes, que
podrian ser utiles con fines aplicativos, como es la bisqueda de enzimas con caracteristicas especiales:
termotolcrantes, resistentes a las condiciones drasticas de pH o a catalizar reacciones en fase no acuosa,

degradacion de colorantes, etc. Este aspecto se tocara en la siguiente seccion.
Isoenzimas de lacasa en otros hongos
Otros hongos como Pleurotus eryngii, generan una gran variedad de lacasas, con propiedades distintas

(isoenzimas). La importancia de su actividad y el probar distintos sustratos, las ha llevado a purificar, por

diversas técnicas, con un rendimiento vatiable (figura 8 y tabla 5).

s

A
o L] 18 15

Cultare time (days)
Figura 8. Registro de la actividad de ias lacasas y AAQ, proteina y azdcares reductores en cultivos de Pleurotus

eryngii

Laccase ¢ and AAQ 2 (mU/ml)
)
3
Reducing sugar -o (mM) and Proteln -0 (ug/mb)
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Tabla 5. Purificacién de isoenzimas de lacasas de P. eryngis

LEtapa Actividad  Proteina Rendimiento Actividad Factor de
L) (mg) (*) Especifica Pureza
(UE/mg)
Cultivo Liquido 250 19 100 12.8 1.0
Ultrafiltracion 2375 5.02 95.0 473 3.7
Shephadex G- 228.4 1.55 91.3 147.4 11.5
100
Mono-Q (1%
Lacasal 128.3 0.26 51.3 4923 38.5
Lacasa II 82.4 0.25 328 329.6 25.7
Mono-Q (2°%)
Lacasa | 85.5 0.17 34.2 502.9 39.3
Lacasa I1 65.7 0.12 26.3 547.5 42.8
Superosa
(Lacasa 1) 75.0 0.14 300 535.7 41.9

Las lacasas fueron purificadas a partir de 3 litros de cultive. La actividad fue calculada con 0.05 mM de

siringaldazina como sustrato (Munoz y Col., 1997)

Las lacasas 1 v Il de este hongo son gluco-proteinas monoméricas con 7% v 1% de contenido de
carbohidratos, masa molecular (por PAGE-SDS) de 65 y 61 KDa, v con pl de 4.1 y 4.2,
respectivamente. Ambas isoenzimas son estables a pH altos, reteniendo el 60 a 70% de actividad
después de 24h hasta pH 8 a 12. La composicion de aminoacidos v secuencias N-terminal fueron
determinadas, difiriendo altamente de las lacasas de otros basidiomicetes. La aplicaciéon de anticuerpos
contra la lacasa I han sido probadas con la lacasa I, asi como con las lacasas de P. ostreatus, P. pulmonarius

y P. florsndanns (Munoz C. y Guillen F..;1997).

La oxidacién de diferentes fenoles hidroxi y metoxi sustituidos y aminas aromaticas, por las dos
isoenzimas de lacasas de P. eryngii ha sido variable, debido a la naturaleza, numero y disposicién de
grupos funcionales en los anillos aromaticos sobre las constantes cinéticas (tabla 6). Ambas presentan
afinidades simulares, la tasa maxima de reaccion catalizada por la lacasa 1 fue mas alta que para la Lacasa
II. En reacciones con hidroquinona y semiquinonas producidas por isoenzimas de lacasa, fueron

producidas quinonas via enzimatica y en segundo término por un reacomodo de electrones.
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Tabla 6. Constantes cinéticas de las lacasas de P. eryngi

£ (M-cmr

Compuesto A(nm) Keat Keat Kea
D) Vmax(U/mg) | Vimax/ Kear Vinax(U/mg)
(M) (M) (M)
p-amifenol 15627 08 5.0 6.2 1.0 0.8 0.8
p-anisidina 542 1173 3.1 20.6 6.6 33 17.9 54
p—MetOXifenol 253 4990 0.8 10.8 135 0.9 0.8 0.9
Guayacol 465 12100 7.6 5.9 0.8 8.0 1.3 0.2
Catecol 392 1456 2.2 321 14.6 4.1 154 38
QH, 247 21028 4.0 21.2 4.6 2.5 2.6 1.0
Me QH, 250 21112 21 122.2 58.2 1.6 8.4 5.2
2,6-
468 27500 1.4 54.2 38.7 0.4 33 8.2
Dimetoxifenol

Reacciones de las lacasas | y If con diferentes compuestos, en condiciones de amortiguador de acetatos 100
mM a pH 4y 5.3 respectivamente. La A y & fueron usados por estimacion espectrofotométrica de los productos

de reaccién formados (Munoz y Col., 1997)

En la especie Plerrotus se han aislado varias isoenzimas de la lacasa con caracteristicas especiales, como
ya se observd. Fste aspecto es importante ya que s¢ necesitan integrar enzimas que puedan ser de
aplicacion industrial. Esto es importante, para los fines que esta investigacion pretende aportar en el

descubrimiento de enzimas que tengan vinculo con ¢l crecimiento miceliar de los basidiomicetes.
Utilizacion y busqueda de mediadores de la lacasa

Las técnicas de blanqueamiento de la pulpa de papel con cloro o quimicos con cloro como base,
generan compuestos que son toxicos en el ambiente. Los métodos de blanqueado enzimatico han
tomado mucha atencidn, puesto que las empresas necesitan reducir las cantidades de clorofenoles. Junto
con la xilanasa, la lacasa se ha incluido en estos métodos por su versatilidad. A expensas de mediadores
redox, la lacasa puede ser implementada en el blanqueamiento de la pulpa. La lacasa tiene importantes
aplicaciones ya que también participa en la biosintesis de la lignina, degradacion de la pared celular de
plantas, esclerotizacion en insectos, formacién de melanina en bactetias y virulencia relacionada con la

melanina en humanos.
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Por otro lado el potencial redox de la enzima es crucial para la degradacién, al natural o con compuestos
fendlicos y no fenolicos, ya que las subunidades no fenodlicas, son las mas predominantes de las
estructuras de la lignina en la madera, tienen altos potenciales redox.

Q27429
Por ello se habia estudiado, qﬁe la peroxidasa es capaz de oxidar compuestos aromaticos no fendlicos

con muy altos potenciales de ionizacién como el 1,2 dimetoxinbenceno (E Y2 =1500mV) y el alcohol

veratrilico (Feng Xu., 1996).

Se creia que esta enzima era importante porque la lacasa no podia oxidar el alcohol veratrilico. Aunque
se ha demostrado que la lacasa es capaz de oxidar algunos compuestos (mediadores redox) con un
potencial redox alto, pero no se han demostrado los mecanismos de como se efectia. Se han hecho
muchos esfuerzos por buscar mediadores redox mas efectivos para la lacasa, con el fin de degradacion u

oxidacién de compuestos.

Feng Xu (1996) ha observado, que la lacasa puede degradar compuestos, ya que se han determinado los
parametros de lacasas puras, mediante a oxidaciéon de dimeros B-O-4, que son las mas predominantes
subestructuras de la lignina y el rojo de fenol, usando mediadores. Las estructuras de los mediadores
redox, que se probaron con las lacasas para este estudio fueron de cuatro fuentes: Pyengporus cinnabarinis,
Trametes villosa, Myceliophtora termaophila y Botrytis cnerea. Un efectivo sistema mediador de la lacasa para la
degradacion de la lignina, puede tener las siguientes caracteristicas: una alta K

para un mediador

caf

efectivo de lacasa, alto potencial redox y que sea resistente a la desactivacion por radicales libres del

mediador de la lacasa.

Los descubrimientos concernientes al papel que juegan las lacasas y en particular los mediadores tanto
sintéticos y naturales en la biodegradacion de la lignina, estan apoyadas en varios fundamentos y
estudios, sin embargo es posible que existan mecanismos que puedan ser descubiertos, para el
funcionamiento de la lacasa y de otras enzimas cooperativas, apoyando las transformaciones del proceso

ligninoceluldsico e investigaciones referentes a la estructura en particular de las lacasas.
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La fermentacion en medio solido

La fermentacion en medio sélido es un proceso microbiano que ocurre principalmente sobre la
superficie de materales solidos, que tienen la propiedad de absorber o contener agua con o sin
nutrientes solubles y materiales que pueden ser o no biodegradables. Algunas caracteristicas que
determinan y controlan la fermentacién en estado son: la humedad y aire necesarios en el soporte, para
el crecimiento y cultivo de los microorganismos u hongos, el intercambio de gases (oxigeno y CO,) a
través de los poros del soporte, la salida de metabolitos secundarios y productos que posiblemente sean

toxicos para el crecimiento y control de la temperatura por medio de la circulacidn de los gases (Zadrazil

F., 1992).

La variedad de productos que han sido obtenidos y las caracteristicas de este proceso han sido
extensivamente revisadas por Aura y colaboradores (1992). En fermentacion en estado sélido, son
usados generalmente los subproductos de la agricultura, en el cual el crecimiento ocurre dentro o en la
superficie de este. A causa de que el crecimiento esta intimamente ligado al soporte, es muy dificil el
medir la biomasa directamente. Uno de los métodos mas usados para estimar el crecimiento, es por
medio del consumo de O, y/o producciéon de CO,. La estructura del fermentador cambia dependiendo

del tipo de microorganismo cultivado y composicion quimica del soporte.

Por otro lado los microorganismos invaden los poros disponibles y cambian la composicion quimica del
soporte, ya que el crecimiento cubre la superficie del soporte. La modificaciéon del soporte por

consecuencia del crecimiento cambia el coeficiente de transferencia del gas en este medio.

la fermentacion en estado solido, también se lleva a cabo en soportes inertes, como una alternativa a la

fermentacion en cultivo sumergido v en sustrato biodegradable.
En afos recientes se ha reconocido las ventajas de la fermentacién en medio sélido, sobre la

fermentacion en medio liquido, sobre todo en la produccién de metabolitos fingicos y en la produccién

de enzimas (Romero-Gémez y Col., 2000).
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MARCO TEORICO

En fermentacién en estado sélido, no existe un método universal para la determinacién de la biomasa.
El mismo problema existe en la fermentacién sumergida. En muchos de los casos la estimacién es
esencial, para lo cuil, existen métodos directos e indirectos. El escoger el camino por el cual se va
estimar, depende del proceso y su escala (laboratorio o industrial), el objetivo, la necesidad de que sea un
método simple y riapido. La fermentacion en medio sélido, también se utiliza para los alimentos,

produccion de enzimas y acidos organicos.

El mismo problema se tiene en la estimacton del crecimiento, es decir calcular la velocidad especifica de

crecimiento (L), que es caracteristica para cada especte de hongos, ya sean micromicetes, en este caso

hongos filamentosos y/o macromicetes, como lo es Pleurotus.

A este respecto, Viniegra-Gonzalez v colaboradores (1993) sugieren que los datos morfométricos, junto
con un apropiado modelo cinético, es una manera de estimar la velocidad de crecimiento (), de los
hongos crecidos en sustrato sélido. La validacion de este sistema modelo, puede ayudar a mejorar la

medicion de diferentes especies de hongos y formulacion de medios de cultivo a escala de laboratorio.
La aplicacion prictica de este tipo de fermentacion y su relacidén con el modelo matematico, esta
relacionada al posible uso.de Aspergillus niger para la produccion de acido citrico por medio de

fermentacion solida (Gutiérrez-Rojas y Col., 1995) como se indica a continuacion:

ul.n2

l‘lc;\ltz
AL, Bln(.,/2D,)
integra-Gonzalez G. y Col., 1997
g 3

Estos modelos y otros ya propuestos relacionan las caracteristicas morfologicas de los hongos, como
son el diametto promedio de las hifas (D, [um]), velocidad de extension radial (u[um/h)),
longitud promedio de la hifa en el cultivo (L,,) y constantes que son especificas para cada especie
de hongo (A y B). Este mismo modeclo es utilizado para estimar la velocidad especifica de crecimiento

experimental en Plenrotns, modelo que va fue aplicado en Aspergillus niger (Larralde-Corona P. y Col,,

1997). -
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MARCO TEORICO

Prosser y Trinci (1979), en este campo de estudio, han propuesto un modelo de crecimiento hifal y de
ramificacién, que relaciona los eventos citologicos dentro de la hifa junto con la cinética de crecimiento
miceliar. El modelo es capaz de predecir los cambios en la longitud hifal y el nimero y posicion de las

ramificaciones y septos. Este modelo se basa en los cambios en la concentracién de vesiculas y nicleos.

Prosser (1990), afirma que son tres los mecanismos que contribuyen a la formacidon del micelio.
Primero: que el crecimiento se comporta en forma polarizada, es decir, un crecimiento en los extremos
de las hifas, ademas de que las hifas se extienden en sus puntas. Esta caracteristica permite que las hifas
alcancen una velocidad de extension elevada. Del mismo modo la longitud de las hifas (¢l crecimiento
en la zona periférica), contribuye al crecimiento en pequenas zonas hacia sus puntas(extension radial).
Segundo: que la frecuencia de iniciacién de las ramificaciones esta cuidadosamente regulada. Por dltimo,

que los mecanismos, como el autotropismo, regulan la distribucidn espacial de la hifa dentro del micelio.

Esto suglere que la iniciacion de la ramificacion pucde estar regulada por un sistema, involucra la
produccion, absorcién y distribucion de vesiculas dentro del micelio. Las vesiculas iniciaran el
engrosamiento de la pared celular de la hifa ayudando a la extension de la misma (Prosser J. 1. y Trinci
A. P.J. y 1979), pero también tendran la funcion de transporte, tanto de metabolitos importantes para
los hongos, como de enzimas que permiten la degradacion, y posteriormente estas vesiculas se

encargaran del transporte interno para asimilacton de nutrientes.

La produccién enzimatica por fermentacion solida, aplicada a los hongos es una alternativa viable. Se
han comparado la produccion de enzimas por fermentacion solida y liquida, sugiriendo que la
fermentacion en medio sélido es mas productiva que la fermentacion en medio liquido. Las principales
ventajas de la fermentacion solida es la menor represion catabolica para la produccion de enzimas. Se

han utilizado como soportes, desechos agricolas como bagazo de cana.

Sin embargo una de las desventajas de la fermentacion solida es el uso de materales biodegradables,
debido a la dificultad para medir la biomasa producida, que nos proporciona la velocidad de crecimiento
de los microorganismos (Zhu Y. y Col., 1996). Para solucionar este problema, fue utilizada la espuma de

poliuretano (PUF), para la produccién de enzimas de hongos (Zhu Y. y Col., 1996).
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La espuma de poliuretano ha sido utilizada como soporte sélido en la produccién de 4cido citrico por
Aspergillus niger (Young H. y Col,, 1989; Romero-Gémez y Col., 2000)., 4icido fumarico por Rhbigopus
arrbigus y en la producciéon de enzimas (Zhu Y. y Col, 1996). En la fermentacién sélida utilizando
espuma de poliuretano, se utiliza un exceso de agua y la pureza que ofrece durante la extraccién de
enzimas o cuantificacién de biomasa es formidable, y su principal ventaja es que es un soporte inerte, no

degradable. Los resultados son reproducibles al utilizarlo para el crecimiento (Zhu'Y. y Col., 1996).

En el caso del micelio de macromicetes, como Plexrotns, nunca se ha utilizado este tipo de soporte inerte,
esto abre un campo importante para su utiizacién con fines en la estimacién de la velocidad de
crecimiento e inclusive de la formacion de cuerpos fructiferos para estimar la eficiencia bioldgica, que

tanta variabilidad produce en la estimacion estadistica.

En este estudio se ha propuesto la utilizacion de la espuma de poliuretano para el crecimiento de
Pleurotus, como un soporte inerte, que permite una adecuada estimacion de la biomasa, ademas de
facilitar una extraccion de las enzimas y una cuantificacion adecuada de la actividad de la lacasa en

extractos provenientes del micelio, dependiendo de la etapa de crecimiento de los basidiomicetes,

aplicandose los modelos antes mencionados.
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OBJETIVOS

Objetivo General

Contribuir la estudio del papel de las enzimas lacasas en la morfogénesis de las especies del género
Plenrotus mediante la caracterizacién de las enzimas lacasas del micelio en estadio joven v maduro de
Plenrotus pulmonarins ( HKPPI2T) v Pleurotus ostreatus (UATP07).
Objetivos Particulares:
& Aplicar métodos histoquimicos y bioquimicos, para determinar la temporalidad y localizacion y
caracteristicas de las enzimas lacasas del miceho maduro y joven de Plurotns, crecido sobre

poliuretano (PUF).

® Desarrollar un modelo cinético espacial de la produccion de lacasas durante el desarrollo del

micelio de Plewrotus sobre PUF.

& Comparar las propiedades de las enzimas lacasas producidas por Plewrotus.

& Caracterizar la distribucion temporal v espacial de la actividad enzimatica de la lacasa, durante ¢l

desarrollo de dos especies de Pleurotus v determinar sus posibles diferencias moleculares.
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PHPOTHESES

HIPOTESIS

o La produccién de lacasas que oxidan fenoles en las cepas de Plewrotus ostreatns (Po7) y Pleurotus
pulmonarius (Pp127) puede cambiar durante el proceso de crecimiento micelial, desde la etapa joven a

la madura y depende del tipo de cepa utilizada.

® Se supone que las enzimas lacasas, juegan un papel importante en la morfogénesis de Pleurotus vy
que su actividad enzimatica esta asociada primariamente, con la emergencta de hifas maduras y que

después se difunden hacia el resto del micelio.

¢ Se supone que esta actividad enzimatica se expresa al final del crecimiento micelial del hongo

e Se supone que las distintas especies de Plewrotuy, pueden producir diversas 1soformas de la lacasa con

distintas propiedades fisicoquimicas.
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JUSTIFICACION

Algunas especies de genero Pleurotns, han tenido repercusiones comerciales y de investigacién actual
profundas. En el campo de la investigacion se ha tratado de verificar como se efectiia la degradacion
natural de los hongos en general y la cooperacion de las diferentes enzimas, pero los mecanismos aun

son poco conocidos tanto en esta area, como en la de efectos fisiologicos in vivo.

Por otro lado, las enzimas de algunos hongos han tenido un auge pleno industrialmente, por ser
versatiles en propiedades bioquimicas v por su produccion fisioldgica abundante. Una de estas enzimas

es la lacasa, que en los anos recientes ha sobresalido por poscer todas estas virtudes.

Las lacasas se han tratado de purificar, pero los métodos aplicados para ello son bastante largos, para
finalmente obtener una pureza enzimatica adecuada. Se ha buscado una manera segura de cuantificacion
de la actividad en extractos enzimaticos mediante la desactivacion de otro tipo de enzimas que puedan
participar en los extractos enzimaticos, como las peroxidasas. Se ha investigado que las enzimas
Ligninoperoxidasa (LiP) y Manganeso peroxidasa (MnP) estan ausentes en la especie Pleurotus ostreatus,
pero que esta especie posee dos oxidasas descubiertas por Young-Hoon Han y colaboradores (1996), la
D-glucosa oxidasa y la peroxidasa extracelular (PoP) como generadoras de H,O,. En la especie Plnrotus
pulmonarius se han detectado peroxidasas (Bockle B. y Col,, 1999). Una forma de desactivacion de estas
peroxidasas es la utilizacién de catalasa que es dependiente de peroxido con el fin de que estas enzimas

sean desactivadas.

Se han hecho estudios sobre los sustratos mas adecuados para medicion de la actividad de las lacasas,
aunque la gran mayoria son inespecificos, va que también pueden ser oxidados por las peroxidasas.
Entre los mas utilizados esta el ABTS (Bourbonais R., 1999) y la siringaldazina, que es el mas especifico

para las lacasas (Leonowicz A. v Grzywnowicz A., 1980).

Por otro lado, se han efectuado los estudios sobre el crecimiento de algunas especies de hongos
micromicetes, en espuma de poliuretano (PUF) (Romero-Goémez S. J. y Col.,, 2000), con la finalidad de
sintesis y secrecion de enzimas de interés, ya que es una manera limpia y facil para su obtencion. Este
tipo de soporte no biodegradable, no se ha aplicado en particular sobre especies de basidiomicetes como

Plenrotus, hasta anos recientes (Dombrovskaia I, N. y Col., 1997).
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Lo anterior hace mis atractivo el aislamiento y el estudio de las lacasas del género Pleurotus, que por lo

general se ha cultivado sobre desechos agroindustriales (Mata G. y Martinez-Carrera D., 1988), y que no

permiten una extraccién enzimatica adecuada.

Se sabe que los hongos ligninoliticos son productores considerables de lacasas en forma natural, pero en
cultivo solido o liquido, en algunas especie de Pleurotus, la produccion se ve disminuida por los
fenémenos de represion catabolica. Las investigaciones hechas para una mayor produccion de lacasas
(Koroljova-Skorobogat’ko y Col.,1998; Das N y Col., 1997; Palmieri G. y Col., 2000), permiten que se
obtengan en cantidades considerables durante el cultivo de Plsurotus, por medio de la utilizacion de

inductores de estas enzimas.

Las investigaciones con las especies Pleurotus, han mostrado que pueden producir una cantidad
considerable de lacasas con respecto al tiempo de crecimiénto y que posiblemente esta enzima tiene
vinculos con el crecimiento micelial, ademas del desarrollo de carpoforos (Das N. v Col, 1997). El
seguimiento de los patrones enzimaticos de Plenrolns, ayudara en la mejoria de las condiciones de
produccion v calidad de las cepas utlizadas, pudiéndose plantear como una forma mas de seleccion de
cepas con alta capacidad ligninolitica, ademas de la posibilidad de identificar nuevas lacasas con

propiedades interesantes.
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Obtencion de las cepas inicial

A partir de cepas Pleurotus pulmonarins (HKPPI2T) y Pleurotus ostreatns (UATPoT) (proporcionadas por el
laboratorio de Biotecnologia del Centro de Investigaciones en Ciencias Bioldgicas de la Universidad
Auténoma de Tlaxcala) se inocularon cajas de Petti con agar extracto de malta (33.6 g/L), e incubaron

durante un periodo de 12 dias de crecimiento, a una temperatura de 25°C.

Obtencion de la cepa maestra

Se 1inocularon cepas del hongo Pleurotus ostreatus (UATPOT) 'y Pleurotus  pulmonarius (HKPPI27)
provenientes de cajas con agar extracto de malta (33.6 g/L) en condiciones de esterilidad, en matraces
Erlenmeyer conteniendo 2 g de cubos de poliuretano de 0.25 cm por lado, impregnados con 20 mL de
extracto de malta liquido (33.6 g/L, Bioxon). Los matraces fueron incubados de 12 a 14 dias 2 28° C y
en condiciones de oscutidad para la invasion micelial. Se incubaron matraces Erlenmeyer con un medio
minimo para verificar si existia la degradacion del soporte (0.50 g MgSO,, 0.46 KH,PO,, 1.0 g K,PO,,
20.0 g dextrosa) (Martinez C. y Cruz F., 1982), con una proporcién de 20 mL de liquido por dos gramos

de soporte.

Inoculacién en cajas de Petni con discos de poliuretano (PUF)

Se prepararon cajas de Petri conteniendo discos de poliuretano de 7 em de diametro, para inoculacion
en condiciones estériles, a partir de inéculos con micelio provenientes de los matraces con las cepas
UATPo7 y HKPPI27. Los discos fueron impregnados con 20 ml. de medio de cultivo extracto de malta
(33.6 g/L, Bioxon) conteniendo 4cido tanico (0.001M, Sigma) y CuSO4 (0.0015M, Sigma) como
inductores de lacasas. Las cajas fueron incubadas en oscuridad durante periodos de 3, 5,7, 9, 12, 15, 18,

21 dias de crecimiento a temperatura entre 27-29° C.
Determinacion de la Masa Micelial

Las determinaciones de masa micelial se efectuaron a los 3, 5, 7, 9, 13, 15 y 21 dias de crecimiento por
triplicado. Se determiné la extensién radial total de la colonia. El disco se tomd, con unas pinzas de
diseccién y fue colocado en un embudo de talle largo, para su posteri.or lavado, evitando atrastrar el
micelio y secado en una estufa a 40° C, durante 10-12 h y se calculd el crecimiento por diferencia de
peso.
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Se determind la velocidad especifica de crecimiento, por medio de la siguiente relacion.

dx/dt =p x
dx
— = pu[1-x/K]x
dt

integrando entre x, y x en un tiempo 0 a ty t =00 a x—k (ecuacion 1)

N

X

cale

1+ (K-x,)/K)*e *t

Donde:

1 es la velocidad especifica de crecimiento

K es la capacidad maxima de carga o de densidad de la poblacion de hifas en el sustrato, que esta

limitada por los nutrientes o por el espacio fisico
x es la cantidad de micelio producido en un tiempo t

x, ¢s ¢l inoculo con el cual se 1nicia el cultivo

Iista ecuacion csta justificada cuando la concentracion del sustrato limitante en el cultivo, es mucho

menor que el K, porque segun Monod (1942).

Hn‘lﬂx S
}’l:
K +S
Iicuacion de NMonod

SISSSKiypu~ .

Donde:

S= concentracion de sustrato

p= velocidad especifica de crecimiento
K= constante de disociacion del complejo
enzimatico

RETACION ENTHE LA ACTIVIDAD DE LAS DNZIMAS LACASAS Y LA MADURACION 51



R o

Para estimar en buena medida el crecimiento de las cepas de Pleurotus, fue usada la ecuacién propuesta
por Larralde-Corona, Viniegra-Gonzalez y colaboradores (1997) (ecuacion 2).

ul.n2

ucalcz

AL, BLn(,/2D,)
Se calcularon los parametros fisiologicos A y B, caracteristicos de cada cepa de Plenrotus, basandose en la

velocidad de crecimiento calculado por la ecuacion 1.
Tincién convencional y selectiva de hifas de Pleurotus

A las colonias de Pleurotus desarrolladas sobre PUF, se le adicioné 10 mL de azul de toluidina 1% (Hycel
de México) en acido boérico (J. T. Baker) al 1%, dejando tenir durante un periodo de 10 minutos. Se
eliminé el colorante por decantacion y se adicionaron 20 mL de agua destilada agitando por 1 minuto
para eliminar el exceso de colorante. El micelio central es tenido, pero no el de los alrededores. La
técnica se confirma por microscopia y densitometria, para evaluar con una mayor certeza el arca de

tinc16n de hifas jovenes y maduras (Sanchez C. y Moore D., 1999).
Extraccion enzimatica de la lacasa de Pleurotus

Las determinaciones se efectuaron a los 3, 5, 7, 9, 13, 15 v 21 dias de crecimiento en discos de
poliuretano, con crecimiento micchial diferenciado en zonas maduras v jovenes, determinando la
intensidad de color, por medio de un analizador de imagenes acoplado a un microscopio (Zeiss). Cada
zona fue aislada por medio de un bisturi v tomadas con pinzas de diseccion v colocadas en un embudo
de talle largo. Postertormente se efectuaron lavados con agua destilada, evitando arrastrar el micelio y se
colectaron las aguas de filtraciéon. Se colocd en un mortero la zona diferenciada de poliuretano invadida
de la colonia, adicionando con precaucion nitrogeno liquido v se molié hasta obtener un polvo fino. Se
adicionaron 10 ml de buffer de acetatos pH 5 para la cepa P ostreatus y 5.5 para la cepa P. pulmonarius, a

concentracton 0.1M.

Se filtr6 al vacio el extracto primeramente por medio de un papel Whatman No 42 y posteriormente
con un papel Millipor No 2y se recolectd el filtrado en un tubo de centrifuga. Se adicionaron 30 mL de
acetona incubada en frio (hiclo, acetona y sal), a los tubos con extracto proveniente del micelio y de las

aguas de filtracion y se centrifugé a 10,000 rpm a — 4°C durante 15 minutos.
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Eliminado el sobrenadante se conservé el precipitado. Se secaron los restos de acetona por medio de
aire para evaporar totalmente. Se afiadieron 0.3 mL (300 pL) de amortiguador de acetatos con un pH 3,
4, 5y 6; y de fosfatos a pH 7 u 8 a una concentracién 1M, conteniendo una mezcla de inhibidor de
proteasas (50 pL de inhibidor de proteasa por 1g de hongos o levaduras, Sigma) v 100 U/mL de catalasa

(catalasa, Sigma) (1999), y se adicionaron 2.7 ml. de agua desionizada. Se efectué una prueba de

medicidn de proteina para determinar la cantudad extraida (Bockle B. y Col., 1999).

Determinacion de los patrones de actividad enzimatica para las cepas de Pleurotus crecidas en
PUF

Se mocularon cepas de Plearotus, como se indico en la seccién de inoculacion en cajas de Petri con
PUF, incluyendo los inductores enzimaticos CuSO, y acido tanico a la misma concentracién y ademas
se afadié al medio de cultivo extracto malta (33.6 g/ L), una cantidad de ABTS en una concentracién
5mM, que actué como patrén de seguimiento de la actividad lacasa. Las cajas fueron incubadas durante
21 dias y se fotografiaron durante este periodo. La prueba tiene como finalidad verificar, de una forma

facil, s1 las enzimas generadas estan asociadas al crecimiento o son extracelulares.
Determinacion de proteina total (proteina unida a colorante) Bradford

Se determiné la cantidad de proteina total proveniente de los extractos del micelio en estadio joven y
maduro de las cepas UATPo7 y HKPPI27, para los distintos dias de crecimiento (3, 5,7, 9, 12, 15, 18 y
21 dias) en caja de Petr1 con poliuretano. Se tomaron 800 pL de extracto en buffer de acetatos 0.1M a
pH 5y 5.5, anadiendo 200 pl. de reactivo de Bradford (Sigma). La reaccion se efectud por 5 minutos y
postetiormente se leyé espectrofotométricamente, en celdas de acrilico a 595nm. Se calculd la cantidad
de proteina, tomando como base una curva patrén de seroalbumina bovina en solucién de NaCl 0.15M

a concentraciones de 1.25,2.5,5,8.3,12.5 y 25 pg/ml..

Se efectud una curva de la cantidad de proteina extraida contra el tiempo de invasion del soporte para
los dos estadios de crecimiento. Para cada una de las determinaciones posteriores, la cantidad proteica se

determind por este método de Bradford (Bradford M., 1970).
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Estimacion de los parametros cinéticos K, y V,,,, de la lacasa con siringaldazina

Se colocaron y etiquetaron 9 tubos de ensaye limpios y secos en una gradilla. Se les adicionaron las
siguientes cantidades para el ensayo siringaldazina 0.5 mM en metanol grado HPLC, para medir la

actividad de las lacasas extraidas del micelio total, con amortiguador de acetatos 1M, para las cepas

UATPo7 a pH 5 y HKPPI27 a pH 5.5 (tabla 8).

Tabla 8. Ensayo para la determinacion de K| y V. de las lacasas de la especie Pleurotus
~ Amortiguador ' I .
H.Od Extracto Siringaldazina Concent.
Tubo No. de acetatos 1M
(rL) (uL) 0.5 mM (pL) {(mM)

pH 5 65.5 (uL)

Se efectud la lectura de la absorbancia a una longitud de onda de 530 nm para el ensayo con
Siringaldazina, determinando la actividad lacasa por lapsos de 15 segundos durante 2 minutos, en
espectrofotometro (Beckman). Una unidad de actividad enzimatica, se definié como el incremento de
una unidad de absorbancia/min en un mililitro, la actividad especifica se definié como unidades de

enzima/mg de proteina.

Determinacion del efecto del pH sobre la actividad de la lacasa

Se distribuyeron en tubos de ensaye, diferentes cantidades del extracto proveniente del micelio total de
Pleurotus, con el fin de determinar el pH optimo de actividad de la lacasa con siringaldazina (tabla 9).
Los amortiguadores correspondientes al pH de 3, 4, 5 y 6 son de acetatos, los amortiguadores a pH 6 y
7 son de fosfatos a una concentracién 1M. Cabe resaltar que los amortiguadores utilizados contienen

50uL de inhibidor de proteasas y catalasa en una concentracién de 100 U/mL (Sigma).
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Tabla 9. Ensayo del efecto del pH sobre la actividad de las lacasas de Pleurotus

Amortiguador 1 . . .
H,0d Extracto Siringaldazina Concent.

Tubo No. M
(L)

(nl) (L) (L5 mM (uL) (m\])

Pl B

pH3

pHHB

phi4
PG B

plis
plle B
pH6

pH7 B
pli7

pH8 B
plL8

Se determind la actividad espectrofotométricamente a 530 nm para siringaldazina, por lapsos de 15

segundos durante 2 minutos cn un espectrofotometro Beckman.

Determinacion de la actividad zimografica de la lacasa de Pleurotus

Se prepard la solucién de mondmero por combinacion de todos los reactivos elaborados para la
electroforesis mencionados en la tabla 12, excepto el persulfato de amonio (APS) (Biorad) y N,N,N’ N’-
tetrametil ctilen diamina (TEMLD) (Biorad) que se adicionaron al final de la mezcla con el fin de que
polimerizara, de acuerdo a las siguientes cantdades para un gel al 10% (tabla 10).

Tabla 10. Preparacion del gel de separacion

Reactivo 12% 7.5% 10%
Agua Destilada 335mL | 485 mL | 3.95 ml.
1.5 M Tus-FHCI<8.8 25 mL 25mL 25 ml
SDS al 10% (w/v) 100uL 100pL 100uL
Acrilamida/bis (30%) 4.0 mL 25mL | 333 mlL
APS 10% (Fresco) 50uL 50ul 75uL
TEMED SuL 5uL 7.5uL
Mondmero Total 10 mL 10 mL. 10mL

Para hacer el APS al 10% (disuelva 100 mg de APS en 1 mL de agua desionizada)
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Se adicionaron 3.5 mL de esta solucién en el aparato de moldeado para polimerizar el gel
(aproximadamente 45 minutos), evitando que existan fugas en el sistema. Posteriormente se prepar6 el

gel de apilamiento por medio de la adicién de los siguientes componentes mencionados en la tabla 11y

se colocé el peine.

Tabla 11. Preiaraci()n del Eel de aiilamiento al 4%, 0.125M Tris pH 6.8.

Agua Destilada 6 mL
1.5 M Tris-HCI<6.8 25 mL
SDS al 10% (w/v) 100uL
Acrilamida/bis (30% 1.33 mL
APS 10% (Fresco) 50uL
TEMED 10pL.
Mondmero Total 10 mL.

Se adicion6 amortiguador 1X de corrimiento (dilucion de 60 mL del stock 5X, pH 8.3 con 240 mL de
agua desionizada), en almacén intermedio de amortiguador hasta un nivel mayor al de los pocillos
formados. Se prepararon las muestras en una diucion 1:4 con el buffer de muestra sin agente

desnaturalizante y a la misma concentracién, en un tubo Ephendorf de 500 pL e incubd en frio hasta la

carga.

Se efectuaron replicas con agente desnaturalizante, mercaptoetanol y dodecil sulfato de sodio (SDS) en
el buffer de muestra, e incubd a 95°C durante 4 minutos. Se adicionaron con precaucion a cada pocillo
15 pL de esta muestra, ncluyéndose en cada gel un patrén de proteinas de bajo peso molecular
(Biorad). Se corrieron geles de electroforesis programando la fuente de poder a 180 V durante 45
minutos y 400 mA. Una vez realizado el corrimiento, se desmonté el aparato v con mucho cuidado se

retiraron las placas para separar el gel. Se procedio a lavarlo con agua desionizada y a tenirlo con azul de

Coomassie para efectuar la zimografia (Laemmli U., K., 1970).
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Tabla 12. Reactivos para la preparacién de geles de poliacrilamida (PAGE)

Solucion Reactivo Cantidad/ 50mL
Acrilamida/bis (30% T, 2.67% C) 146 ¢

N, N-bis-metilenacrilamida O04g
Almacenar a 4°C on oscuridad 30 dias maximo
YCEIET DH .5 B

b T'ris-Basc 1815 ¢
By Agua destonizada ~80 ml.
Ajustar el pH 8.8 con HCI 6N, hacer hasta 100 mL almacenar a 4°C
0.5M Tris- HC), pH 6. o i e R :

Trs Base 6g
H,Od

; Ajustar ¢l pH 6.8 con H
10% de Dodecil Sulfato de Sodio
SDS
[1,0d

i Agitar levemense 'y ;

Buffer de Muestra

5ml.
0.5 M t'ris-[Cl pt1 6.8

19 ml.
120 destonizada

4 ml.
Glicerol

8 ml.
*10% w/v SDS

2 ml.
*2 Mcrcaptoctanol

2ml.

1% Azul de Bromofenol (0.1g/10mL)

ir o muestra 14 v calentar 2 95°C $ain

Buffer de Corrida 5X p 8.3 o

T'ris —Basc 75¢
Glicina 36¢g
SDS

odos los reactivos v agitar levemente
temperatura ambiente S
S Solucién de Rcvclado Gel .
\zul de Coomassic 0.1% 0.5 g/500 ml.
1 Mctanol 40% 200 ml./500 ml.
| Acido Acético Glacial 50 ml./ 500 ml.

ar 0o se él;if:iéan;(’?)’ .

Cantidad/ 100mL
29.5¢
0.8

18.15

"8 mL Total
1 ml,
3.8 ml,
0.8 ml.
1.6 ml.
0.4 ml.
0.4 ml.

15 ¢/1.
72 ¢/1.
5¢/l.

0.1 g/100 ml.
40 ml./ 100 ml.
10 ml./ 100 ml.

olucion de Destenido de Gel

Mctanol 40% 200 mL/500 ml.
Acido Acético Glacial 50 ml./ 500 ml.

40 ml./ 100 mL
10 mL/ 100 ml.

(Laemmli U., K., 1970)
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Actividad zimografica de la lacasa

Se suspendié el gel de electroforesis sin agentes desnaturalizantes (mercaptoetanol y SDS, sin
calentamiento a 95°C) y cotrido en frio, en 15 mL de siringaldazina por 5 a 10 minutos, para situar las

bandas con actividad lacasa (tabla 13).

Tabla 13. Solucién de actividad zimografica para gel PAGE

Reactivo Cantidad
Amortiguador de Acetatos pIS 1N 1.5 mL
Agua Desionizada 12 ml.
Siringaldazina 0.5mM] 1.5 ml.,

Una vez mostrada la actividad, el gel se f1)6 en papel celofan y éstos, se suspendieron en una solucién de
glicerol al 10% e i1sopropanol al 20% y se colocaron en un cuadro extensor de acrilico. Se procedi6 a
secatlo por medio de un ventilador de aire caliente por 20 minutos, se enfri6 a temperatura ambiente y

se recorto.
Determinacion del punto isoeléctrico (pI)

Se precipité por medio de acetona al 75% en fri6, 1g de proteina proveniente del micelio de las cepas
UATPo7 y HKPPI27. La proteina fue disuelta en una disolucion de 2ml. de rotolitos de amplio rango
(pH 3-10) (Biorad) en 48 ml. de agua desionizada ¢ invectada en un aparato rotoford (Biorad),
efectuando el corrimiento por un periodo de 4 horas hasta alcanzar un voltaje estable y a una
temperatura de 4°C. Las fracciones fueron colectadas al vacio en tubos de ensaye, se verificé el pH de
cada fraccion y se midi6 la actividad con siringaldazina por periodos de 15 segundos durante 2 minutos.
Las fracciones que presentaron actividad fueron corridas en el gel de zimografia para determinar la

cantidad de enzimas (Dhugga y Col., 1991).
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Estimacion de la temperatura 6ptima de actividad y estabilidad medida por zimografia

A partir de la proteina precipitada de los extractos enzimaticos del micelio de las cepas evaluadas,
crecidas a los 21 dias, se efectud la incubacién a temperaturas de 10, 20, 30, 40, 45 50, 55 y 60°C, en

amortiguador de acetatos 0.1M con catalasa (100 U/mL).

La proteina obtenida de la cepa UATPo7 se suspendié en amortiguador de acetatos 0.1M pH 5 y para la
cepa HKPPI27 en amortiguador a pH 5.5. La determinacidon espectrofotométrica de la actividad se
efectué a 530 nm con siringaldazina, en un espectrofotometro UV-160A SHIMADZU, estimandose

cada 15 segundos hasta un periodo de 2 minutos.

Se determuné la velocidad de reaccion a las temperaturas indicadas y se estimo la constante de activacion

y desactivacion por medio de la ecuacion de Arrhentus, asi como la temperatura 6ptima de actividad.

La temperatura afecta el crecimiento de manera notable, principalmente porque los microorganismos de
una especie solo pueden crecer en un intervalo restringido de temperatura. La ecuacidon de Arrhenius es
en teoria, la mas frecuentemente empleada, para relacionar la dependencia de la temperatura sobre la

velocidad de reaccion en el campo de las enzimas (1889). A medida que aumenta la temperatura ocurten

dos reacclones simultaneas:

1. Lavelocidad de reaccion aumenta como sucede en la mayoria de las reacciones quimicas.

2. La estabilidad de la enzima disminuye por inactivacion térmica.

Las constantes de reaccién aumentan con la temperatura, de acuerdo con la ecuacion de Arrhenius. Esta

relacién se expresa matematicamente como sigue:

k=A exp -Ea/RT

o en su forma lineal:
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La forma integrada de la ecuacién de Arrhenius es:

k, E, (I T)

k, 23R T,T,

k, y k,= son las constantes especificas de reaccion (activacién o desactivacion (min™') a las temperaturas
T,yT,

A= factor de frecuencia (min™)

E,= energia de activacion o desactivacién (Kcal/mol)

R= constante universal de los gases (Kcal/mol °K)

—
H

temperatura de incubacion (°K)

Por otra parte se incubd la proteina extraida por 20 minutos, a las diferentes temperaturas y fueron
corridas a la misma concentracién en un gel de zimografia, sin agentes desnaturalizantes para determinar
el efecto de la temperatura sobre la actividad enzimatica con siringaldazina 0.5mM en etanol como

sustrato.
Determinacion de la estabilidad térmica de 1a lacasa de Pleurotus

Se incubaron los extractos proteicos de las cepas UATPo7 y HKPPI27, 5°C por artiba de la temperatura
optima, determinandose la actividad lacasa por periodos de 30 minutos, hasta obtener una minima
actividad. La determinacion espectrofotométrica de la actividad para cada periodo, fue obtenida por
lapsos de 15 segundos hasta un tiempo de dos minutos, a una longitud de onda de 530 nm, con

siringaldazina 0.5 mM en etanol como sustrato.
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El disefio experimental de este trabajo, sobre las lacasa de las cepas de Plenrotus pulmonarius (HKPPI27) y

Pleurotus ostreatus (UATPo7), se muestra en el siguiente esquema. En los apartados siguientes se

desarrollaran cada uno de estos.

Cultivo en caja
con poliuretano

Y

Ensayo de

l

Hifas maduras

Determinacion
de proteina

tincion de hifas

227428

i

Extraccion
enzimatica

l

Hifas jovenes

Actividad ABTS
y siringaldazina
(catalasa)

> Ensayo de
masa micelial

Estabilidad pH

Determinacion
zimograficay
pI

«
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Obtencion de cepas de Pleurotus

Cepas de Pleurotus ostreatus (UATPoT) y Pleurotus pulmonarius (HKPPI27) se hicieron crecet en matraces de
500 mL con tubos de poliuretano (PUF) de 0.125 cm’, impregnados de extracto de malta liquido,
incubados durante un periodo de 21 dias a 27-28° C. Los cubos inyadidos de micelio, sitvieron para la
inoculacidén en cajas de Petri con discos de poluretano. Dichas cepas se inocularon en un medio
minimo basado en sales (ver materiales y métodos) (Martinez C. y Cruz F., 1982) y se observé que las
cepas no tuvieron crecimiento en dicho soporte, lo cual indicé que el poliuretano no fue una fuente
principal para el hongo y que no fue capaz de degradarlo. Pero el crecimiento micelial en dicho soporte
con medio de extracto de malta fue abundante durante el periodo de incubacién, v mejor en la cepa

UATPo7; esto permite su utilizacion en determinaciones de la biomasa producida (figura 10).

Figura 10. Crecimiento de cépas de Pleurotus en matraces con PUF, matraz derecho cepa UATPo7, matraz
izquierdo cepa HKPPI27, incubados por 21 dias 27-28°C.

Crecimiento micelial sobre poliuretano

Durante el proceso de incubacion de las cajas con discos de poliuretano, se efectuaron mediciones de la
biomasa generada a los 3, 5, 9, 12, 15, 18 y 21 dias de crecimiento, en presencia y ausencia de acido
tanico y CuSO, como inductores de lacasas. Las determinaciones se hicteron por el método de peso

seco, efectuandose estas en el micelio total generado y por el método de radio de crecimiento.

Los resultados sobre estas determinaciones, mostraron que no existia influencia de los inductores sobre
la biomasa generada. La velocidad especifica de crecimiento y la biomasa maxima generada para las

cepas UATPo7 y HKPPI27 se muestran en la tabla 14.
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Tabla 14. Parimetros de crecimiento de las cepas de Pleurotus crecidas en PUF

X, (g /g PUF) p(ht) X (g/g PUF)

P. ostreatus 0.07 0.13 1.51 0.70
P. pulmonarius 0.03 0.11 0.8 0.98

*Los qjustes con las curvas de la figura 11, se realizaron por minimizacién de la curva de los residuos
cuadrados. Se determind la biomasa inicial {Xo) y la biomasa mdaxima producidao {Xmax), la velocidad

especifica de crecimiento (u) y el valor del gjuste de los datos experimentales (R?).

Los resultados confirman que la cepa UATPo7 tiene, tanto una velocidad de crecimiento como una
invasién mayor del poliuretano comparada con la cepa de P. pulmonarins. Los resultados sobre el

crecimiento de las dos cepas se observan en la figura 11.
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Figura 11. Crecimiento de cepas de Pleurotfus con CuSO4 (0.0015M) y dcido Tanico (0.001M). Se muestran los

datos experimentales (O y O) y el gjuste logistico por método de aproximacion “Solver” (linea punteada).

Estos resultados se apoyan en la estimacién de los parametros calculados en la ecuacién 2 (ver

Materiales y Métodos), para el cultivo de las cepas de Pleuroins, en caja de Petri con PUF, en donde se
retomd el valor de la velocidad radial de crecimiento (u [pim/h]) para cada cepa (figura 14), ademas de

que se calculd el valor promedio del diametro de las hifas (D, [um]), la longitud promedio de la hifa en

el cultvo (L,) por método de microscopia electrénica de barrido, constantes que son especificas para

cada especie (A y B).
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Los resultados del analisis para calcular la velocidad de crecimiento especifica (M), 2 través de la

expresion logistica y los pardimetros morfométricos para cada cepa, se muestran en la tabla 15.

Tabla 15. Parametros morfométricos de ajuste para cultivos de Pleurotus crecido sobre PUF

Heae (1] 013 0.11
u, [m/h] 2323 1872
L, [um] 360 220
Dy, [um] 24 15

A 185 092
B 23 116

Ecuacién logistica de ajuste para estimar la velocidad especifica de crecimiento, considerando los

parametros morfologicos:

ul.n2

}'lcnlcz

AL, BLa(,/2D,)

La relacion de las caracteristicas morfologicas microscopicas y las obtenidas en el soporte por métodos
gravimétricos de ajuste, confirman que la cepa de P. ostreatus (UATPo7) crece mas rapido, comparado
con la de P. pulmonarius (HKPPI27), ya que su velocidad radial de crecimiento es mayor y aun mas, los
parametros morfoémetricos A y B, indican que la densidad de invasion micelial en el soporte se
comporta en igual manera. Los parametros morfométricos A y B, relacionan la velocidad de aparicion
de ramificaciones en cada hifa. Las cepas UATPo7 y HKPPI27, tiene una velocidad promedio de 430
pm/h para la aparicion de una ramificacion, comprobando que el cultivo de este tipo de basidiomicetes
es bastante prolongado. El ciclo de vida de estos macromicetes, no es equiparable con el obtenido para
las especies de micromicetes, que por lo regular son crecidos en tiempos de incubacién cortos, por
ejemplo Aspergiljus niger, en el cual la velocidad especifica y radial de crecimiento es mayor (= 0.20 h' y
614 pm/h, respectivamente) y su velocidad de aparicion de ramificaciones en las hifas es

aproximadamente 1 pm/h (Larralde-Corona P y col., 1997), lo cual los hace cultivos bastante densos en

areas superficiales de crecimiento pequefias, comparados con las especies de Pleurotus, donde la-invasién

micelial se da en zonas de crecimiento mais extensas.
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Diferenciacién de hifas maduras y jovenes

Se diferenciaron las zonas de hifas jévenes y maduras, por el método de tincidn con o-toluidina en
H,BO,. Las determinaciones se efectuaron durante un periodo de incubacién de 21 dias. Las muestras

una vez tenidas fueron observadas al microscopio, diferenciando cada zona con el analizador de

imagenes.

Se distinguieron dos zonas definidas y el criterio se baso en la metodologia propuesta por Sanchez C. y
Moore D. (1999). El micelio de la zona joven fue teriido en menor cantidad que el maduro. Se

determind la biomasa generada para las dos cepas para estas zonas.

Debido al mayor crecimiento de la cepa UATPo7 y en abundancia, la cantidad de hifas jovenes y
maduras, tanto en biomasa como en radio de crecimiento, fue mayor coniparado con la cepa HKPPI27,

que gener6 mas hifas j6venes durante el periodo de incubacion (figura 12)

1.40 Pleurotus ostreatus (UATPo7) Pleurotus pulmonarius (HKPpl{27)
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Figura 12. Cinética de crecimiento de Pleurotus: La biomasa producida por la zona de hifas jévenes (Hj) (O)

e Hifas Maduras(Hwm) | '}, de las cepas crecidas en poliuretano (PUF) durante 21 dias.

Los resultados muestran que la cepa UATPo7, genera una mayor cantidad de hifas maduras v que las
hifas jovenes que se desarrollan, van disminuyendo rapido debido a la maduracion (figura 14). Ll
desarrollo micelial de la cepa HKPPI27, tiene un comportamiento paralelo en lo que respecta a las zonas

en desarrollo y maduracién (figura 13).
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Figura. 13. Diferenciacion de hifas maduras (Hw) e hifas jovenes (Hj) con o-toluidina (1%) en H3BOs (1%). Las

zonas oscuras pertenecen a la zona de Hm y las zonas mas claras a las Hi. Cajas: a) cepa UATPo7 y b) cepa
HKPPI27 sin tratamiento y cajas ¢} cepa UATPo? y d) cepa HKPPI27 teRidas.

Se efectuaron observaciones por microscopia electronica de barrido, para la zona de hifas jovenes y
maduras, con el fin de determinar la invasion en el soporte de poliuretano (figura 15). Las micrografias
muestran una invasion total a través de las trabéculas del poliuretano y de la superficie. La invasion fue
abundante y se midieron hifas (tabla 15). Se hicieron muestreos en diferentes zonas, tanto de hifas
jovenes y maduras en las dos cepas, patrones tintoreales efectuados con o-toluidina. Esto nos indica que
el micelio maduro, se tifie en una proporcidon mayor comparado con el micelio joven, indicandonos que
la etapa de maduracion se da desde el centro de la caja a la periferia. Los resultados sobre los patrones
tintoriales de las zonas jévenes y maduras en el micelio de Plewrotus, se presentan en las figuras 12, 13 y
14. Estos resultados comprueban que la velocidad de maduracién es mayor en Pleurotus ostreatus y que

ademas, la biomasa producida por esta zona es mayor, debido a la mayor velocidad de crecimiento.

Determinacion de la velocidad radial (u,) de crecimiento
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Se diferenciaron zonas radiales en ambas cepas, con la finalidad de calcular la velocidad de radial de
crecimiento (u,) y mostrar el comportamiento de la diferencia radial de las hifas maduras, tespecto a las

de las hifas jovenes. Los resultados sobte los analisis en dichas zonas son mostradas en la figura 14.
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Figuta 14 incremenio radial de las hifas maduras (R) y del radio externo total {Re), para las cepas de

Pleurotus crecidas en caja de Petri sobre PUF.

Tabla 16. Parametros cinéticos que determinan la velocidad de crecimiento de Plewrotus

Cepa U, (um/h) ug; (rm/h) Ug./ Uy

UATPo7
HKPPI27 187 64 0.34

La figura 14 y tabla 16, muestra el aumento radial, tanto interno como externo, en el micelio
diferenciado por toluidina en acido bérnico. El parametro R, representa la magnitud radial de la zona
madura (H,).y el parametro R, la magnitud radial total en la caja. El cambio en el estadio de
crecimiento, es decir zona de cambio morfologico joven-maduro, que es la magnitﬁd diferencial radial
en la zona joven (Fl) con respecto a la zona madura (H,) muestran, que la cepa HKPPI27 tene una
magnitud radial menor con respecto a la cepa UATPo7, esto se refleja en una menor produccién
micelial, velocidad de crecimiento especifico menor (i) y una velocidad radial (u) baja.

‘En otras palabras, el cambio morfologico del estadié joven al maduro, es mas lento en Plurotus
pulmonarius, es decir existe una zona de cambio morfolégico micelial joven-maduro, mas amplia que en

UATPo7. Esto concuerda con el comportamiento que muestran las dos cepas, en la produccion
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enzimatica (figuras 11, 14 y 18), donde la mayor produccién de biomasa, viene acompafiada con un

aumento en la actividad enzimatica.

Por otro lado, se observé la presencia de micelio secundario y el desarrollo de fibulas o nodulaciones,
indicindose en la figura 15 C, por la unién de hifas en las zonas maduras, con una mayor presencia en

el centro de la caja, e indica que el desarrollo del micelio se lleva a cabo en el espacio intertrabecular.

(figura 15).

1LY XF H00 T Sum 11 3B SET

Figura 15. Microscopia electrdnica de barido de muestras en la zona micelial correspondiente a las hifas

jovenes y maduras: a} zona de hifas jovenes de la cepa HKPPI27 {aumento 90 x), b) hifas jévenes de la cepa
UATPo7 {aumento 120x) y c) Hifas maduras de la cepa UATPo7 {aumento 3500 x}. La flecha indica la presencia
de fibulas.

Extraccion enzimatica de la lacasa de Pleurotus

Para las determinaciones de la extraccion enzimatica de la lacasa, se diferenciaron las zonas de
crecimiento de hifas jovenes y maduras en las cepas UATPo7 y HKPPI27 hasta los 21 dias,
obteniéndose el extracto como es descrito en la metodologia, tanto del micelio generado en estas zonas,
como de un extracto de las lacasas que se encontraban en el medio de cultivo, es decir con actividad
lacasa extracelular. Al mismo tiempo se efectuaron determinaciones de la cantidad de proteina obtenida
al final del proceso por la técnica de Bradford. la actividad lacasa fue determinada con 0.5 mM de
Siringaldazina en metanol. La enzima fue suspendida en 2ml. de amortiguador de acetatos 1M de pH 5
para la cepa UATPo7 y pH 5.5 para la cepa HKPPI27, incluyéndose catalasa para la desactivacion de
peroxidasas en el extracto en esta determinacién (100 U/ml) (Béckle B. y col., 1999).
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Los resultados sobre la determinacién de las lacasas de hifas jovenes y maduras en las dos cepas,
muestran que la actividad lacasa en la cepa UATPo7 es mayor, al igual que la actividad en las hifas
maduras, comparado con la de las hifas jovenes para ambas cepas de Plwurotus. Los resultados indican
que el mayor desarrollo predetermina una mayor movilizacién de nﬁttientes, asi como los mecanismos
de desarrollo morfologico en la fase madura, que permitiran a los hongos la formacion de estructuras

superiores como los basidiocarpos 6 primordios (figura 16).

Una mayor actividad enzimatica predispone una adaptacion mejor al soporte, asi como un mecanismo
de competencia natural con especies alternas. En lo que respecta a la actividad de la lacasa extracelular
las mayores actividades se encuentran en la cepa UATPo7, indicando una mejor adaptacién con una
velocidad especifica de crecimiento mayor. El efecto de una actividad mayor en la cepa HKPPI27 fue

analizado por zimografia, para corroborar la presencia de diferentes isoenzimas, lo cual se tratara mas

adelante.
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Figura 16. Actividad de las lacasas de Pleurotus con respecto a la biomasa producida por la zona de Hifas

Jovenes [Hj) e Hifas Maduras(Hwm) de las cepas de Pleurotus crecidas en poliuretano {PUF) en un periodo de 21

dias. Se mididé la actividad de la lacasa extracelular producida.

Las velocidades radiales de micelio vegetativo en las cepas UATPo7 y HKPPI27, son mayores que la
velocidad de extension radial de la zona de maduracién, indicando que los dos procesos tienen una
cinética distinta y que la maduracién de todo el micelio, ocurre cuando el micelio ha invadido todo el

espacio disponible. Ademis de que la produccién maxima enzimatica, se da cuando el micelio ha

entrado en la etapa de madurez.
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Efecto del inductor sobre la actividad lacasa proveniente del micelio total

En lo que respecta al efecto de la induccidn, los resultados muestran aumento en la actividad de las
lacasas en ambas cepas, ademas de que no hay efecto del inductor sobre la biomasa total de Pleurotus,

mostrandose en el rendimiento de la extraccidn sobre la actividad (figura 17 y tabla 17).
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Figura 17. Extraccion enzimdtica de las lacasas de Pleurotus y efecto del inductor {CuSO4 0.0015M y acido

tanico 0.001M) sobre la actividad en el micelio fotal. A: cepa Pieurotus ostreatus UATPo7, B: Cepa Pleurotus
pulmonarius HKPPI27, incubadas durante un periodo de 21 dias a 25-28°C.

En la figura 17, se muestra el berﬁl de actividades con y sin inductor (acido tanico, 0.001M y CuSO,,

0.0015M). En ambas cepas se encontrd que la adicion del inductor solo tiene efecto cuando el nivel de
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la biomasa habia sobrepasado la mitad del nivel miximo de la biomasa (X, (tabla 17 y figura 11), lo
cual indica que la induccién de las lacasas es un proceso tardio, asociado con la segunda mitad del ciclo
de crecimiento de los micelios de Plxrotus y que es en esta etapa del ciclo, cuando se nota el efecto

positivo del inductor, especialmente en el caso de P. ostreatus.

Tabla 17. Produccion y efecto del inductor sobre la actividad de las lacasas por las cepas de Pleurotus

Cepa UATPo7 Inductor Y gyx (UI/gX) S/inductor Y g/x (U1/gX)

Cepa HKPPL2?

‘ Siﬁn]dazna

Los resultados sobre la produccion de enzima con respecto a la biomasa, es decir la eficiencia en la
produccion enzimatica micelial (Y ), fueron ajustados por el modelo de Luedeking y Piret. La forma

de estas curvas de produccién enzimatica corresponde a un modelo no asociado al crecimiento (figura

18)
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Figura 18. Produccion enzimdtica de las cepas de Pleurotus crecidas en PUF. Se muestran los datos

experimentales (A) y los ajustados con el modelo logistico (- - - -}.

Cuando aumenta la produccién micelial, la actividad enzimatica tiene el mismo comportamiento. La
cepa UATPo7 tiene un comportamiento mayor en la produccién tanto de biomasa, como de actividad.

Los parimetros calculados en este ajuste se muestran en la tabla 18 y en la ecuacion.
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Tabla 18. Parimetros de ajuste de la produccidn de enzima y su asociacién con el micelio de Pleurvtus

Cepa Y ex (Ul/gX) Ye/x p (U*hi/gX) k (UI h!/gPUF)

UATPo7
HKPPI27 0.08 0.009 0.01

Ecuacién de ajuste para un modelo no asociado al crecimiento (Ludeking y Piret):

k Xm;\x (Xmax' Xu)
E: E() + YH/X (X—XO) + - Ln
u (anx_x)

Los parimetros de ajuste, muestran que UATPo7 produce una cantidad mayor de enzima, comparados
con los de la cepa HKPPI27. El parametro k, indica que la produccion enzimatica asociada al
crecimiento, mostrando son del mismo orden para cada cepa. Como k>0 y pY,  es bajo, esto
demuestra que las lacasas efectivamente son necesarias en la etapa de maduracion, ya que se observa en

la figura 18, un aumento en la produccién de enzima, con respecto a la biomasa generada.
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Patrones de actividad enzimdtica en caja con poliuretano

Para verificar el patrén de asociacion de las lacasas al micelio de Plewrotus, fueron inoculadas las cepas
sobre poliuretano, adicionando al medio de cultivo los inductores ya mencionados, ademas del sustrato

enzimatico ABTS (Acido 2,2’ Azino-bis (3-etilbenzotiazolina-G-sulfonico)) (figura 19).

Figuta 19. Actividad enzimatica del micelio de Pleurotus crecido en PUF a diferentes dias de crecimiento.

cepa HKPPI27: A (1 dia), B (3 dias) y € (11, 15y 16 d); cepa UATPO7: D {1 dia), E (3 dias) yF (3,5, 7, 11, 15y 16
dias).

En la figura 19, se observa que existe un patréon desordenado de secrecidon de las lacasas (zonas
oscuras). Esto se debe a que existen zonas de alta humedad, puesto que el PUF es una red desordenada
de trabéculas, por donde difunden los nutrientes, asi también el sustrato enzimatico, se encuentra en una
manera aleatoria. A medida que se da el crecimiento micelial, se presenta una cantidad importante de
actividad oxidativa y es mayor en la cepa UATPo7. Los resultados comprueban que las enzimas
producidas son extracelulares v que tienen una asociacién importante con el micelio a los 12 dias de
crecimiento, ya que es en ésta, en la cual se produce la mayor cantidad de enzima (figura 12 y figura
17). La coloracién asociada a la oxidacién de ABTS, parece estar asociada a la actividad en el centro de
la caja (figura 19B), para después difundirse hacia la periferia. Es de notarse que al final del cultivo, la
coloraciéon del ABTS oxidado (figuras 19C y F), no aparece como en el micelio central. Lo cual
indicaria que la lacasa solo se produce en una etapa intermedia de la maduracién, pero como después se
excreta al medio en forma abundante, se observa como producto final en toda la caja, indicando que

también se produce al final del crecimiento (figura 18).
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Determinacion de los parimetros cinéticos K,y V, . 22 7420

Se determinaron los parametros cinéticos de K y V. de las cepas de Pleurotus, midiendo la actividad

con siringaldazina. En la tabla 18 se muestran los resultados de los analisis cinéticos.

Tabla 18. Datos cinétcos en las cepas de Pleurotus

K. (uM) Vimas(nmol/min) R?

P. ostreatus

P pulmonarins 16 11 0.88

Los datos experimentales fueron ajustados por el método Lineweaver-Burck para calcular el K y V

max 57

cotroborados por el método de aproximacién Solver (figura 20).

Estos resultados cinéticos indican que las enzimas lacasas de estos extractos, tienen alta afinidad por la
siringaldazina, pero es tan baja la cantidad, pues la k_, de cstas enzimas es del orden de 10° molP/mL E
min" y su peso molecular es cercano a 80 kDa. Por lo tanto la concentracion de estas enzimas es del
orden de 0.09 y 0.08 UE/gX vy de 0.7 y 0.67 ULi/g PUI" para las cepas UATPo7 y HKPPI27,

respectivamente en un volumen de muestra de 1 mL.
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Figura 20. Cinética de oxidacién de la siringaldazina para las lacasas de las cepas de Pleurotus y la

determinacion de Km ¥ Vmax. Datos experimentales {Circulos), gjustados por el modelo de Lineweaver- Burk

(linea punteadal), ajuste logistico por el método de gjuste “solver” {linea sélida).
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Determinacion proteica de los extractos

Las determinaciones proteicas de los extractos fueron estimadas por el método de unién de colorante
ligado a la proteina (Bradforfd) al final del proceso de extraccién. Los cilculos se basaron en la curva

patron de 10 pg/mlL de seroalbimina bovina en disolucién de 0.15M de NaCl (r= 0.99) (figura 21 y
tabla 19).

Figura 21. Curva Patrén de Seroalbumina Bovina
Curva Patron
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La curva fue defermihcdc por el método de Bradford

Tabla 19. Curva estandar de seroalbumina bovina

1.25 0.0067
25 0.0379
5.0 0.1323
8.3 0.2205
125 0.3141
25.0 0.6347

Para cada una de los determinaciones efectuadas, se estimo la cantidad de proteina obtenida, basandose
en la curva patrén de seroaibumina bovina {595nm).

Se determind la cantidad de proteina de los extractos provenientes del micelio total de las cepas de
Pleurotus, mostrando que debido un mejor crecimiento de la cepa UATPo7, la cantidad de proteina es

mayor con respecto al tiempo, ademds de que esta vinculada con el ciclo de crecimiento de las cepas
(figura 22).
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Figura 22. Cuantificacion de los extractos proteicos provenientes del micelio total de las cepas de Pleurotus.

Se observa que al nivel maximo de la biomasa (X, ), la canudad de proteina total producida por las dos
cepas de Pleurotus es considerable a los 13 dias de crecimiento, demostrando que a medida que la
cantidad de proteina aumenta, también lo hace la cantidad de enzima (figura 17 y 19). Listo demuestra
otra evidencia que la cantidad de enzima, parece estar vinculada con la maduracién de los hongos, va
que se puede ver en la figura 12, que al comportarse en forma ascendente la cantidad de hifas maduras,

lo hace también la proporcion proteica.
Determinacion del pH 6ptimo para la actividad de las lacasas de Pleurotus

Se efectio la determinacién de la actividad de la lacasa del micelio total de las cepas UATPo7 v
HKPpl27 a diferentes valores de pH (3, 4, 5, 5.5, 6, 7, 8), con la finalidad de encontrar la maxima
actividad de los extractos. Los resultados sobre la actividad de la lacasa de las cepas de Plewrotus (figura
23), mostrando que a pH de 5 se obtiene la mayor actividad para UATPo7 y a pH 5.5 para la cepa
HKPpl27, coincidiendo con lo obtenido por Koroljova-Skorobogat’k y colaboradores (1998), donde se

estipula que la mayoria de las lacasas producidos por los basidiomicetes tienen su mayor actividad en un

intervalo de pH de 3a 7.
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Figura 23. Estabilidad de los lacasas de Pleurotus a diferentes valores de pH. Lo actividad fue determinada

con siringaldazina como sustrato.

La estabilidad de las lacasas en las dos cepas de Plewrofus se encuentra entre un intervalo de pH de 5-5.5,
con actividad maxima de 022 y 0.18 U/mg prot*ml para las cepas HKPpI27 y UATPo7

respectivamente.
Zimografia de lacasas del micelio total de Pleurotus

Se efectuaron zimografias por medio de geles de poliacrilamida no desnaturalizante (sin mercaptoetanol
ni SDS). Se obtuvieron extractos del micelo diferenciado de las cepas UATPo7 y HKPpl27, a los
diferentes dias de crecimiento (3, 5, 7, 9, 12, 15, 18 v 21 dias) v s¢ determiné la concentracion proteica

total, asi como la actividad con siringaldazina (figura 25).

Una vez terminado el corrimiento, los geles fueron suspendidos en una solucién de siringaldazina
0.1mM en amortiguador de acetatos pH 5 para la determinacion de las bandas de actividad. Debido a la
inestabilidad de los productos de reaccidon con siringaldazina, en este caso la produccion de

siringaldehido que se degradada, se tomaron imagenes de las preparaciones frescas, para no perder las

. bandas producidas.
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Las tomas se efectuaron con una analizador de iméagenes. Pot otro lado se efectu6 un gel en condiciones
desnaturalizantes con el fin de determinar las bandas proteicas, con una concentracion del 10% para
corroborar el peso molecular de las lacasas de las especies de Plewrvfus con su cotrespondiente

zimograma (figura 24).

Figura 24. Gel de SDS-PAGE al 10% (A} y zimografia (B) de las lacasas de Pleurotus. {A) Carril 1: é‘sfc’mdares
{miosina 207KDa, B- galactosidasa 120KDa, seroalbumina 78KDa, ovoalbumina 47 kDa), Carril 2; Lacasa de
Miceliophtora termophila, Carril 3: extracto proteico de la cepa UATPo7, Carril 4: extracto proteico de la cepa
HKPpI27. (B} Carril 1: exiracto proteico de la cepa HKPpl27, Carrif 2: extracto pro’feic‘o de la cepa UATPo7, Carril

3: Lacasa de Miceliophtora termophila.
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Comparacidn zimografica de los extractos de hifas jovenes y maduras de Pleurotus

Se efectuaron zimografias de los extractos obtenidos de las hifas j6venes y maduras, para las cepas
UATPo7 y HKPpl27, incubadas durante un periodo de 21 dias de crecimiento a temperatura de 25-
28°C y de la proteina obtenida de lavados efectuados en el poliuretano (proteina extracelular) (figura
25: A, B, C, Dy E). En la tabla 21 se marca el contenido de cada carril, asi como los dias en los cuales

las muestras fueron extraidas.

]

s

s

13

z
o3
&
w5y
)
o

e S PO e

Zimografia de lacasas de Pleurotus: (A) Dia 3: carriles 1 al 4, Dia 5: carril 5; (B Dia 5 Carril: 6, Dia 7 Carrites: 7 al

11, Dia @ Carriles: 12 al 13.

Zimografia de lacasas de Pleurotus: (C) Dia 13: carriles 14 ol 17, Dia 15: carrit 18 y 19; (D) Dia 15 Carril: 20 y 21
Dia 18 Carriles: 22 ai 25.
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Zimografia de lacasas de Pleurotus: (D) Dia 18 Carriles: 26 y 27, Dia 21 Carriles 28 al 33
Figura 25. Zimografias de las lacasa extraidas de hifas jovenes y maduras en cepas de Pleurotus incubadas
durante 2ldias (A) a la (D). Los geles fueron hechos a una concentracion del 10% e incubados con

siringaldazina.

Tabla 21. Asignacion en las zimografia

Jovenes (H) : X ok kAR | D@krkk
Plenrotus ostreatus Maduras (Hy) 8 1 134+ | 15t 18%* 23wy 29*
Extracelular 2* 9* 12* 24> 307
Jovenes (H)) 3* 6" | 107 16* 20 26" 31
Plenrotus pulmonarius Maduras (Hyy) 17¢ 25% 32¢
Extracelular 47 11 216 | 27+ 33+

Se describe cada asignacion efectuada los carriles de la figura 25 (A-D) indicando el dia y de la cepa de
Pleurotus de la que fue exiraida. Los (*) indican el nimero de bandas enconfradas en cada zimograma

efectuado.

Se corrieron muestras de hifas jovenes y maduras, ademas de extractos con actividad extracelular, por
PAGE, mostrando la actividad con siringaldazina a los diferentes tiempos de incubacién de las cepas.
Los resultados muestran que existen diferencias entre las lacasas expresadas entre cada cepa, asi como
de las expresadas contra el tiempo. La cepa HKPpl27 solo presentd una banda por carril, mientras qué
la cepa UATPo7 dos o mas bandas. Los resultados muestran que UATPo7, produce mis bandas cuando
el tempo fue mayor de los 12 dias. Aparentemente la mayor velocidad de maduraciéon y de produccion
de bandas de lacasas, estd asociada también con la mayor oxidaciéon de ABTS (figura 19) y en forma

mas ampliamente distribuida en la colonia.
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La cepa UATPo7 presento hasta tres bandas de actividad a los 15 dias. La produccién de lacasas en las
hifas jévenes, mostrd una cantidad de lacasas mayor que las hifas maduras para esta cepa, contrario a la

cepa de P. pulmonarins, que solo tiene una banda de actividad. La banda de expresion de las lacasas

intracelulares respecto a las exportadas es diferente en peso.

Tanto la lacasa en hifas jévenes y maduras de las dos cepas fueron mas pesadas que la expresada
extracelularmente o extraida de los lavados del poliuretano. Los resultados indican que una expresion
mayor de lacasas es determinante durante el periodo de invasién del micelio. Se ha estipulado que la
produccion de lacasa es importante para una mayor degradacion del sustrato, produccion de pigmentos
antioxidantes y que es un factor determinante en la produccién de cuerpos fructiferos en las especies de
Pleurotus (Das N. y Col., 1997). Las diferencias en el nimero de bandas de isoenzimas, no son raras en
Pleurotus. Martinez v Gonzalez (1992), indicaron una regulaciéon compleja de diversas enzimas, la cual

varia de una cepa a otra y cuyo significado fisioldgico atin no ha sido esclarecido.

Electroenfoque de lacasas de Pleurotus

Una proteina con carga neta positiva, en una regién en particular del gradiente de pH tiende a migrar
hacia el catodo donde se agrupan los protones. Este mismo efecto se produce para las proteinas con
cargas negativas hacia el anodo. Para el caso de una proteina con carga neutra la migracién dentro del
gradiente electroquimico es nula. Una vez efectuado el corrimiento, se colectaron las fracciones en
tubos de ensaye, versificandose el gradiente de pH para cada fraccion asi como la cantidad de proteina
colectada en cada tubo por el método de Bradford, obteniéndose hasta un 60% de recuperacion de la

proteina total en los experimentos.

La actividad lacasa fue determinada con siringaldazina v las fracciones con actividad fueron
corroboradas por zimografia, en PAGE al 10%. Se mostraron actividades considerables para la cepa
UATPo7 en un intervalo de valores de pH de 7.4 a 3.5, con un maximo pH de 6 y para la cepa
HKPpl27, en un intervalo de pH de7.0 a 4.8 con maximo pH de 6.3 (figura 26). Cuatro de las
fracciones a la misma concentracién proteica y con la mas alta actividad para cada una de las cepas, se

muestran en el gel de electroforesis (figura 27).
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Figura 26. Electroenfoque de las lacasas extraidas del micelio total de las cepas Pleurotus. Se presenta el
intervalo de valores de pH en los cuales se mostrd actividad en ias fracciones colectadas. (A) Actividad de las
lacasa de la cepa Pleurotus ostreatus (UATPoO7) en un intervalo de valores de pH de 7.4-3.5; {B) Actividad de

las lacasas de la cepa de Pleurotus pulmonarius (HKPpI27) en un rango de valores de pH de 7.9-4.8.

Figura 27. Zimografia de las fracciones con actividad lacasa colectadas por electroenfoque para cepas de

Pleurotus. Se colocaron 4 de las fracciones con la mds alta actividad. Cepa UATPo7: Carrit 1 (pH 6.4), Carril 2
{pH 6.0), Carrit 3 [pH 5.6), Carril 4 [pH 4.6); Cepa HKPpI27: Carril 8 {pH 7.1}, Carril 7 (pH 6.8}, Carril é [pH 6.3),
Carril 5 (pH 6).

Las fracciones muestran la presencia de solo una banda de actividad, indicando que en estas solo habia

una lacasa (figura 27).
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Efecto de la temperatura y termoestabilidad de la lacasa de Pleurotus

Se incubaron muestras de proteina del micelio total de las cepas de UATPo7 y HKPpl27, con una

concentracion de 600 y 500ug/ml. respectivamente, a temperaturas desd= 10 hasta 60°C, con el fin de

determinar la temperatura optima de actividad para las lacasas de Plewrotus.

La proteina fue disuelta en amortiguador de acetatos 0.1M a un valor de pH de 5 para la cepa UATPo7
y a pH 5.5 para la cepa HKPp-iZ7 y fue incubada. Los resultados del efecto de la temperatura sobre la
actividad de la lacasa se ajustaron por medio de la ecuacidn de Arrehnius, para determinar las constantes

de activacién y desactivacién para cada una las cepas (figura 28).
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Figura 28. Determinacién de la estabilidad térmica y constante de Arrehnius para las lacasas obtenidas del
extracto micelial total de las cepas de Pleurotus. (A) Pleurotus ostreatus, (B) Pleurotus pulmonarius. El Ln Vo+8,

es el In de la velocidad de reaccién de las lacasas, solo sumado con 8 unidades por conveniencia de obtener

numeros positivos.

Los resultados muestran que a una temperatura de 45°C se alcanza la maxima actividad para la cepa
UATPo7 con 0.042 Ul/ml mg Proteina, con una constante de activacién de 52000 cal/mol y de
desactivacién de 168000 cal/mol. Por lo tanto si E, es grande, el efecto de la temperatura es pequeno, ya

que en la figura 28, la temperatura aparece como inverso.

Se tomaron muestras incubadas a las temperaturas ya indicadas por 20 minutos y fueron cargadas en

electroforesis, para efectuar el zimograma.
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Figura 29. Efecto de la temperatura sobre la actividad de las lacasas de Pleurotus. Zimografia de lacasas en

PAGE al 10% de los extractos del micelio total de las hifas de Pleurotus, tratadas a las temperaturas de 20
hasta 55°C. (A} Pleurotus osfreatus y (B) Pleurotus pulmonarius.

Los zimogramas muestran la desaparicion total de una de las bandas de 50 a 55°C, para la cepa de

Pleurotus ostreatns (UATPo7) asi como la disminucion de la actividad de las bandas para las dos cepas por

el aumento de la temperatura.

Las muestras fueron incubadas a 55°C para determinar la termoestabilidad de la lacasa hasta obtener la
minima actividad, con muestrcos cada 30 minutos, determinando la actividad con siringaldazina. En
paralelo se incubo a 70°C una muestra de la lacasa termoestable de Miceliophtora termophila. Las lacasas de
las cepas UATPo7 y HKPpl27 presentaron actividad durante 2.5 y 3.5 h a 55°C respectivamente,

mientras que la lacasa de M. fermophila tuvo actividad hasta de 12 h a 70°C (figura 30).

Esto demuestra que las lacasas de la especic Pleurotus tenc una resistencia desde 21 hasta el 30% de la
actividad con respecto a la especie del hongo terméfilo. Se efectud el calculo de la constante cinética de
nactivacion térmica (tabla 22), por medio de la ecuacion de Arrehnius, escalando los cilculos a partix

de una temperatura de 55°C hacia 45°C.

Con ello se-dctermind que a temperatura Optima, las lacasas de las cepas de Plurotus, tienen una

estabilidad hasta de 12.5 horas, comparadas con la lacasa de M. termopbila en condiciones optimas hasta

de 21 horas.

RELACION ENTRE LA ACTIVIDAD DE LAS LACASAS Y LA MADURACION 84



RESULTADOS

Curva de Inactivacion de las lacasas
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Figura 30. Termoestabilidad de las lacasas extraidas del micelio de Pleurotfus. Actividad en exiractos del

micelio total incubados a una temperatura de 55°C para la cepa UATPo7 y HKPpi27; y actividad de la lacasa
de M. termophila a una temperatura de 70°C (Simbolos: datos experimentales, Linea punteada: qjuste por

regresion lineal).

Los resultados sobre la inactivacion térmica enzimatica, muestran que P. ostreatus y M. termophila, tienen
la misma velocidad especifica de inactivaciéon a 45°C, en cambio P. pulmonarius tiene lacasas que se
inactivan al doble de la velocidad, a esta temperatura. Estos datos concuerdan con lo presentado en la
figura 29, c¢n la cual una de las bandas tiene una termoestabilidad considerable en la cepa UATPo7.
Posiblemente el efecto de una menor velocidad especifica de inactivacion, sea debido a esta banda. Por

lo cual la estabilidad es debida a la cooperacion entre las diferentes 1soenzimas encontradas.

Tabla 22. Constantes cinéticas de inactivacion para las lacasas de Plewrotus y Miceliophtora termophila

E, (U/L) k (min) (45°C)

P. gstreatuy 127.10 0.010
P. pulmonarins 100.40 0.005
M. thermophila 187.60 0.005

Columna 2: Constantes de velocidad especifica de inactivacion para las lacasas de las cepas de P. ostreatus
{UATPO7) y P. pulmonarius {HKPpl27) a de 55°C y para ia lacasa de M. termophila a 70° C. Columna 3:
constantes de velocidad especifica de inactivacion de las lacasas calculadas por medio de la ecuacidon de
Arrhenius a temperatura éptima de 45°C para las cepas de Pleurotus osfreatus y Pleurotus pulmonarius y parg

la lacasa de M. termophila a 60°C.
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Lo anterior confirma que P. ostreatus y P. pulmonarius tienen diferencias fisiolégicas importantes, respecto
a la produccion de las enzimas lacasas. Estas diferencias se hacen mas evidentes, durante las etapas de
maduracion, ya que se demostrd por zimografia (figura 25), que existe un aumento en la cantidad de las
bandas. Es decir que a medida que el estado morfologico en el micelio pasa del joven al maduro, existen
sefiales “regulatorias”, que promueven la formacion de pigmentos, asi como estructuras superiores,
como lo es el basidiocarpo. Los resultados confirman que existe un vinculo estrecho entte el estadio de
crecimiento micelial con la expresion y numero de lacasas formadas. Esto hace presuponer, que existe
un mecanismo complejo de regulacion morfologica. Aunque se ha estudiado en varias ocasiones, que
dependiendo de las condiciones de crecimiento en varias especies de hongos, los mecanismos de

expresion enzimatica cambian (Das N. y col.,, 1997).

Por otro lado las caracteristicas de estas isoenzimas cambian con trespecto a la etapa de crecimiento
micelial y que tienen propiedades sobresalientes, como lo es la estabilidad térmica. Algo bastante

novedoso es la desaparicion de una las bandas cuando se incuban a diferentes temperaturas.

Los cambios morfoldgicos en el micelio son bastante complejos y se requeriran herramientas de
investigacion sofisticada, para tratar de elucidar estos mecanismos. Esta investigacion traté de aportar
datos y técnicas sencillas que permiten, seguir los patrones enzimaticos y morfologicos, en una manera
facil, ello permitira abrir campos de investigacion tanto en el campo morfoldgico y cinético, para tratar
de descubrir nuevas enzimas con caracteristicas novedosas, asi como especies de hongos con una

actividad ligninolitica mayor.
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DISCUSION Y CONCLUSIONES

A continuacién se discuten los resultados sobre la produccién de lacasas de dos especies de Plurotus.

Pleurotus ostreatus y Plenrotus pulmonarins y algunos aspectos sobte la influencia durante el desarrollo

micelial.

La metodologia empleada sobre el cultivo de macromicetes como Pleurotus, sobre espuma de poliuretano
(PUF), permitié una forma facil de medicién de la biomasa producida, ya que por largos afios se han
implantado técnicas de medicion, cuando se efectia por fermentacion en sustrato sélido (FSS), ademis
de que estas especies nunca se habian cultivado en un soporte inerte. En anos recientes la produccion
de micclio sobre PUF se ha desarrollado en micromicetes, como Aspergillus niger (Romero-Goémez S.J. y
Col,, 1999). Esta propuesta de cultivo en PUF, de diferentes especies de hongos y microorganismos

abrira un campo 1mportante en el apoyo de las técnicas analiticas para la determinacién de la biomasa.

Las especies Pleurotus ostreatus (UANTPT) y Pleurotus pulponarins (HKPpl27), presentaron buena invasion
en el soporte de PUF impregnado de extracto de malta. La cepa UATPo7 mostrd caracteristicas de

invasion mayor a 25°C; en cambio en la cepa HKPpl27, debido a que la temperatura de incubacion es

mayor (£ 28°C) hubo variacién en la humedad y esta se observé que debe de mantenerse al 70%.

Se demostr6 que las cepas son incapaces de degradar el PUF, ya que no hubo ecrecimiento en las cajas
cuando se hicieron crecen en un medio minimo (basandose en sales, sin fuente adicional de carbono).
La pt y la biomasa méaxima alcanzada para la cepa UATPo7 de 0.13 h' y 1.5 de micelio/g soporte,

mientras que para la cepa HKPpl27 se obtuvieron valores de 0.11 h' y 0.8 g de micelio/ g sopotte,

durante 21 dias de incubacion.

Aunque no se probaron variaciones en ¢l medio de cultuvo propuesto, se han hecho varios estudios
sobre el crecimiento de Plenrofns en medios solidos comerciales como papa dextrosa agar (PDA),
extracto de malta agar (EMA) y Dextrosa Sabouraud agar (IDSA) con buenos crecimientos (Martinez C.
y Cruz F., 1982). En medios liquidos se ha propuesto que la variacién de la fuente de carbono es un
factor que influye en la cantidad de biomasa producida en Pleurotus florida (Das N. y Col.,, 1997). Esto
podria probarse para el cultivo de otros hongos donde se requiera un mejor crecimiento y por ende una

mayor cantidad de biomasa.
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Como se ha mencionado, el crecimiento y desarrollo fisiolégico de los hongos en forma natural
depende de la capacidad de crecimiento y el factor de una buena degradacién de la lignina y para ello se
necesita de un eficiente sistema enzimatico de degradacion (Leonowicz A., 1999). La lacasa es patte de
este sisterna de deslignificacién que se encarga de la oxido-reduccién de compuestos fendlicos, aminas

aromaticas y formacion de radicales libres.

Su extraccién es facil, pero los sistemas de purificacion requieren de sistemas de cromatografia en
columna avanzados donde se utilicen resinas de intercambio i6nico como el sephadex, sephacryl o
columna Mono-Q (Munoz C. y Guillen F., 1997; Martinez T. y Col., 1999), que requieren de tiempo

para llegar a obtener una muestra con una pureza aceptable.

Aunque se han propuesto diversas metodologias para la extraccion de las lacasas en especies de Pleurotus
(Kim Yeon-Ran, 1996; Palmieri G. y Col., 1997 y Bockle B. y Col.,, 1999), muchas de ellas no permiten
una adecuada mediciéon de la lacasa de hongos, por la presencia de otras enzimas como la

ligninoperoxidasa y manganeso peroxidasa (Thurston C., 1994 y Solomon E., 1996).

Los métodos mas eficaces para la desactivacién de las peroxidasas de la especie Pleurotus, se han
propuesto, por medio de la utilizacién de catalasa (100.U/mL) (Bockle B. y Col,, 1999), mismos que se
utilizaron en esta investigacion para una mejor medicion de la lacasa en los extractos, ya que si tuvo

influencia sobre la actividad medida.

Asi también, se han investigado diversos sustratos para la medicidon enzimatica de la lacasa de Pleurotus,
desde sustratos fendlicos simples hasta sustratos que son parecidos a las unidades de la lignina
(Caramelo L., 1999). Los mas especificos son el ABTS y la siringaldazina (Leonowicz A. y Grzywnowicz

K., 1981; Bourbonais R., 1999).

La extraccién y medicion de la actividad de las lacasas, por medio del cultivo de Plewrotus en PUF y la
utilizaciéon de catalasa, son herramientas analiticas de utilizacion poderosas, por la manera limpia, facil y

segura en la que se efectian (Romero-Gomez S.J. y Col., 2000).
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Los hongos son fuente de lacasas en forma considerable, aunque en medio de cultivo la cantidad
enzimatica obtenida es menor, se requieren condiciones en las cuales a los hongos se les pueda inducir
una produccién enzimatica mayor. De aqui que primero sea optimizar las condiciones de crecimiento y

segundo promover la produccion de enzimas con la utilizacion de inductores.

Las investigaciones han sugerido que los inductores que se pueden utilizar son de tres tipos: sustratos de
la enzima, sustancias estructuralmente similares a los sustratos u analogos de sustratos de crecimiento
natural de razas silvestres (Koroljova-Skorobogat’ko O.V.y Col., 1998). La utilizacién de sales metalicas
se han sugerido (Palmieri G. y col.,, 2000), por ejemplo el CuSO,, promueve también la induccién de la

lacasa en Pleurotus, ya que no tiene repercusiones en la biomasa generada.

Los resultados apoyan esta evidencia, ademas que se observd una produccién mayor de lacasa
comparada con el control. La velocidad especifica de crecimiento no varid en presencia y en ausencia
del inductor. Esto indica que la cantidad de cobre en el medio de cultvo permite una asimilacién dentro
del micelio de Plenrotus, y que es necesario para la formacion de los centros cobre en el sitio catalitico.
Una cantidad extremadamente pequena de cobre permite la incorporacion de este al sitio catalitico de la

enzima, ya que el micelio del hongo secreta lacasa aun sin el inductor.

El método de tincién de hifas jovenes y maduras propuesto Sanchez y Moore (1999), demuestra que la
cantidad de proteoglicanos que componen la pared celular del micelio de los hongos, es clave en la
determinacién del estadio de crecimiento. Los resultados obtenidos en esta investigacion se basan en los
criterios encontrados por Sanchez y Moore (1999). Una mayor canudad de proteoglicanos implica una
tonalidad en tincién mayor, es decir el estadio maduro producira una mayor tincion, mientras que en el

estadio joven sera menor.

Los resultados sobre la diferenciacion de hifas jovenes y maduras muestran que la velocidad de
crecimientos y generacion de biomasa es determinante en la generacion de hifas jovenes vy

posteriormente en la maduracion.

La cantidad de hifas maduras se gener6 en una cantidad mayor en la cepa UATPo7, debido a una mayor
velocidad de crecimiento del micelio en caja con poluretano. Las micrografias por microscopia de
barrido de las zonas maduras de la cepa UATPo7, muestran la presencia de fibulas, que son

caracteristicas del micelio secundario y de estadio maduro.
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Para las dos cepas la invasién en los espacios que conforman al PUF es total formando una red micelial

interna, que es favorable en la medicién de la biomasa.

En lo que respecta a la velocidad de conversion del sustrato, los parametros cinéticos de las lacasas
obtenidas de las cepas UATPo7 y HKPpl27, se encuentran en el intervalo de velocidad de conversion
para la siringaldazina en esta especie de hongo, reportados en la literatura de 0.0172 mM (Leonowicz A.

y Grzywnowicz K., 1981; Palmieri G. y Col., 1997).

Los resultados muestran un valor Km y Vmax para la cepa UATPo7 de 9 x 10°mmol/min y de
0.011mM, mientras que para la cepa HKPpl27 fue de 2 x10°mmol/min y de 0.016mM respectivamente.
La razén Km/Vmax fue parecida para las lacasas de UATPo7 y HKPpl27, indicandonos que la

especificidad sobre la oxidacion del sustrato es similar.

En lo que respecta al efecto del inductor, la cantidad de cobre es esencial como fuente de formacion de
cuproproteinas como lo es la lacasa. Palmieri v colaboradores (2000), investigaron que las sales de cobre
fueron excelentes inductores sobre la produccion de lacasa, obteniendo alrededor de un incremento de

50 veces con una concentracion de 100 uM en un pertodo de 6 dias.

Una vez diferenciadas las zonas fisiologicas de los diferentes estadios se comprobé que la cantidad de
lacasa aumento en toda la colonia, hasta en un 30 con respecto a la produccion del lacasa generada del
micelio crecido sin el inductor CuSO, v que la etapa fisiologica madura es determinante en la actividad
en dicha enzima, para cumplir con funciones preparativas a la formacion de basidiocarpos, en donde el
estrés oxidativo es mayot, siendo necesaria la formacion de pigmentos y asimilacion de nutrientes en
una cantidad mayor. Se obtuvo una cantidad de proteina total mayor con respecto al tiempo como

respuesta al aumento de la masa micelial y de la cantidad de lacasa producida.

Las lacasas obtenidas para las cepas de Plenrotns fueron estables a pH de 5 a 5.5. Una vez determinado el
pH 6ptimos para la actividad enzimatica, los ensavos experimentales fueron hechos en este pH. Las
lacasas medidas para la cepa HKPpI27 fucron mas estables a pH de 5.5, comparadas con la cepa
UATPo7 que lo hicieron a pHb5.: Estos resultados concuerdan con las investigaciones hechas por
Giardina y col en 1999, donde se hicieron estudios sobre la lacasa de Plurotus, encontrandose que la

estabilidad de ésta enzima esta entre 3-6 y que depende del sustrato empleado, siendo pH 6 para la

siringaldazina.
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Muchas de las lacasas reportadas en literatura tienen pesos moleculares entre 56 y 94 KDa, ademas de se
han descubierto hasta 5 isoenzimas para las especies de Pleurotus hasta el momento (Thurston C., 1994;
Solomon E., 1996; Palmieri G. v Col,, 1997; Martinez T. A. y Col,, 1999; Larraya L. y Col., 2000). En
esta Investigacion se encontraron para la cepa UATPo7 y HKPpl27, tres y dos enzimas lacasas oxidantes
de la siringaldazina respectivamente, mostradas mediante zimografia PAGE. Las zimografias mostraron
que existen diferencias marcadas en la cantidad de enzimas que se producen en el micelio en el estadio
maduro para la cepa UATPo7, hasta de 3 bandas de actividad en los 21 dias de crecimiento y que la

adaptacion del micelio en el soporte, es un factor que contribuye.

Se ha reportado que existen diferencias en el peso molecular de las enzimas extracelulares e
intracelulares y que una secuencia de 20 aminoacidos en la posicién N-terminal es la importante pata la
exportacion de enzimas lacasas en Pleurotis y que existe una homologia entre las variedades de esta
especie (Giardina P. y Col., 1999; Larraya L. v Col., 2000). Se observo que existe un peso diferente entre
las lacasas que son extracelulares por zimografia. Giardina P. y colaboradores (1999), concuerdan que
muchas especies de hongos estudiados producen mas de una fsoenzima lacasa y que se han obtenido
diferentes patrones de isoenzimas de acuerdo con las condiciones de crecimiento y que estas son
importantes para la eficiente colonizacién del sustrato (Das N. y Col., 1997), ademas de que algunas de

las enzimas lacasas estan asociadas al crecimiento.

Se especula en esta investigacion que las tres bandas que se encuentran para la cepa UATP07 y una para
HKPpI27, estan vinculadas a las etapas tempranas de maduracion de las hifas y que la presencia de la
ultima banda en la cepa UA'TP07 a los 15 dias, sc estaria expresando al final del proceso de maduracion.
Es interesante indicar que una de las bandas de P. ostreatus, que corrié con el marcador de 47 kDa fue
termolabil y en cambio las otras bandas de mavor peso molecular resultaron termo resistentes. Esto
indica que este hongo produce 1soenzimas con propiedades bioquimicas diferentes, que pudieran ser
parte de su capacidad de adaptacion a distintos ambientes. En cambio, P. pulnonarius, solamente produjo
una bada de lacasa termolabil (ca. 78 kDa). La variedad de 1soenzimas encontradas para las dos cepas se
refleja en los resultados que se obtuvieron por electroenfoque y que concuerdan con lo ya reportado
(Solomon E., 1996; Larraya L. y Col., 2000), encontrandose que la actividad se presenta en un rango de
pH de 7.4 a 3.5. Este hallazgo coincide con lo encontrado por el grupo del Dr. Aldo Gonzalez en el

Centro de Investigaciones Bioldgicas de Madrid, Espana (comunicacién personal).
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Ellos han demostrado que en los cultivos de Coriolopsis gallica se producen distintas 1soenzimas durante el
curso de su maduracion, segin lo han observado usando la técnica de PCR. Queda por estudiarse el

papel que desempefia cada tipo de isoenzimas en el proceso de maduracion de las hifas y en la capacidad

adaptativa de los hongos a distintos ambientes.

Las fracciones colectadas muestran que la separacién fue eficiente ya que solo hay una banda en la
zimografia PAGE. La mayor cantidad de isoenzimas en la cepa UATPo7 se refleja en un intervalo
amplio de mayor actividad, suponiéndose que tiene las mejores caracteristicas tanto de adaptacion como
de invasion en el soporte por una mejor movilizacién de nutrientes. En la naturaleza aunque el género
Pleurotus es un buen degradador de la lignina; en forma de produccién comercial no se ha llegado a una

degradacion maxima de los sustratos ligninocelulosicos.

La cepa HKPplI27, con invasion de PUF a 28°C, produce enzimas con un grado de tolerancia, y
actividad optima mayor que la cepa UATPo7. Ademas la tolerancia de las isoenzimas es variada en la
misma especie. Este efecto de determind en la zimografia por la desaparicion de una banda termolabil y
por la disminucién en la actividad de una de las bandas en la cepa Pleurotus osirealus. Por otro lado las
enzimas de las dos cepas son poco estables a la temperatura en funcién del tiempo, ya que solo tuvieron
actividad hasta 3.5 h a 55°C, es decir, 5°C por encima de su temperatura 6ptima que fue de 45°C, que

comparado con la lacasa de M. termophila que tiene una resistencia hasta de 19 horas a 70°C.

Las caracteristicas, tanto bioquimicas, como moleculares de las lacasas intra y extracelulares producidas
por el micelio de las cepas de Plenrotns, son diferentes. Las lacasas generadas en los diferentes estadios de
crecimiento dan indicios de la expresion de los genes que controlan el crecimiento de este hongo. Se
han hecho estudios a cerca de la estructura, expresion y mecanismos, por los cuales las lacasas en el
género Pleurofus son diferentes (Dan, 1997, Giardina, 1999; Larraya y col, 2000). Estos autores
concuerdan, en que los fenémenos de adaptacion conllevan a la generacion de lacasas con caracteristicas
diferentes, tanto estructural como bioquimicamente, v que ello tiene repercusiones fisiologicas en el
desarrollo del micelio y formaciéon de los cuerpos fructiferos, es decir en etapas tempranas de la

maduracion.
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Los resultados demuestran que la produccion de lacasas, esta asociada con principio del crecimiento
logistico, ademas que la oxidacion de ABTS, se inicia 2 los tres dias, en el centro de la placa, que tiene
hifas maduras y luego se difunde hacia el micelio joven, siguiendo el patrén de distribucion del agua. Lo
que indica que la enzima fue excretada al, medio de cultivo, después de los diez dias. Ademas que el
micelio maduro, deja de oxidar el ABTS, indicando que la actividad lacasa no parece.estar ligada al

proceso final de maduracién del micelio.

Con ello se apoyan aun mas el hecho de que la expresion y produccion de la lacasa tiene importancia en
el desarrollo y mas en la primera etapa de crecimiento como lo es el micelio de los basidiomicetes como
Pleurotus, ya que esta enzima es importante en el sistema enzimatico de la degradacion parcial de la
lignina, formacién de pigmentos que protegen al hongo del estrés oxidativo causado por la luz y en la

competencia con otros hongos por su proliferaciéon, ya que un sistema eficiente de degradacion

proporciona estas ventajas.

Las velocidades radiales del micelio vegetativo de P. ostreatus y P. pulmonarius son mayores que la
velocidad de extension de la zona de maduracion, indicando que esos dos procesos, tienen una cinética
distinta y que la maduracion de todo el micelio ocurre, cuando el micelio ha invadido todo el medio
disponible. Esto puede ser ttl, para la seleccion de cepas de rapida maduracién. Por lo tanto distintas
especies producen isoformas, que tienen distinto grado de tolerancia a la temperatura elevada. Esto
puede significar, un diverso grado de adaptacién evolutiva de las especies a distintos ambientes. Asi
también las isoformas de lacasa producida, variaran en termotolerancia st los hongos crecen a una

temperatura mayor.

Los resultados apoyan aun mas cl hecho de que la expresion y la produccion de la lacasa, tiene
importancia en el desarrollo y mas en la primera etapa de crecimiento como es el micelio de los
basidiomicetes como Plurotus, ya que esta enzima es importante en el sistema enzimatico de la
degradacién parcial de la lignina, formaciéon de pigmentos que protegen al hongo del estrés oxidativo
causado por la luz y en la competencia con otros hongos por su proliferacién, ya que un sistema

eficiente de degradacidon proporciona estas ventajas.
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Estos resultados confirman la hipétesis en este trabajo, a cerca de que la produccién de lacasas que
oxidan fenoles, pueden cambiar durante el proceso de crecimiento y que dependen de la especie
utilizada. Los estudios efectuados proporcionan grandes ventajas y abren un campo extenso,
primeramente sobre el cultivo Pleurotus y otras especies de hongos en poliuretano, ademas de innovacion
ya que nunca se ha cultivado en esta forma, segundo como una forma ficil de estimacién de parametros
dificiles de calcular como es la velocidad de crecimiento y como una manera limpia y rapida de la
extraccion de lacasas, ademas de una metodologia para la seleccion e identificacion de cepas con alta
capacidad de produccion de lacasas y permitiria la identificacion de lacasas nuevas para la insercién de
genes de Plenrotus u otros hongos térmofilos, en otras especies que no produzcan estas enzimas. Por
ultmo el aprovechamiento de la produccion de lacasas con propiedades cataliticas sobresalientes y
estables para la degradacién de compuestos dificiles de eliminar, y que por todo ello las lacasas de

Pleurotus, tengan cabida de tomarse en cuenta
RESUMEN DE LAS CONCLUSIONES .

Los resultados confirmaron que: la cepa mas productiva (P. estreatus) crecié mas rapido y por lo tanto,
produjo mas enzima lacasa puesto que el nivel de lacasa no estuvo asociada al crecimiento pero si a la
cantidad final de la biomasa, ya que se producian en mayor cantidad al final de la maduracién. En la
cepa mas productiva, se observaron mas bandas de isoenzimas de lacasa que en la menos productiva y el
numero de bandas aumento conforme avanzo ¢l grado de madurez del micelio. P. ostreatus produce mas
isoenzimas que P. pulmonarins y-su actividad es mas estable frente a cambios de pH y temperatura. Esto
indica que un ambiente de adaptacion mas general predetermina una expresion mayor de enzimas, en
comparacion con la cepa que crece mas restringido y con una adaptacion menor. Queda por estudiarse

el papel que desempena cada tipo de isoenzimas en el proceso de maduracion de las hifas.
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