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RESUMEN

Trametes (Cerrena) maxima CU1 es un basidiomiceto nativo con alta capacidad de
degradar colorantes sintéticos modelo en cultivos sélidos y sumergidos; asociada a la
produccién de lacasas extracelulares. En el presente trabajo se llevé a cabo la
purificacién y caracterizacion de las lacasas producidas por una cepa nativa de T.
maxima. Asi como la evaluacion de su capacidad para decolorar colorantes textiles. Para
ello, las enzimas se purificaron a partir de cultivos inducidos de T. maxima, utilizando
columnas DEAE-Sepharose y Sephadex G-200. El analisis de componentes se realizo
por SDS-PAGE y Western blot. La secuenciacion parcial se llevo a cabo por LC-
MS/MS. La caracterizacion bioquimica (K, Vmax Y Keat, €specificidad de sustratos e
inhibidores, talla molecular, grado de glicosilacion y pl) y operativa (actividad y
estabilidad a pH, temperatura) de la Lacasa se realiz6 por métodos convencionales
(espectrofotometria, cromatografia y electroforesis). La capacidad de degradar
colorantes textiles se evaludé por espectrofotometria. Finalmente, se obtuvo una
preparacion con dos bandas de actividad lacasa, de 71 y 62 kDa que solo son separadas
por electroforesis. El tratamiento con endoglicosidasa F produjo una sola banda de
61kDa sugiriendo que se trata de dos glicoformas. Estas dan reaccion positiva con
anticuerpos Anti-Lac62, en Western Blot y el analisis por LC-MS/MS revel6 los mismos
péptidos en ambas fracciones de lacasa. Las proteinas muestran niveles altos de
homologia en el extremo amino con lacasas de T. versicolor (100%), T. trogii y Cerrena
maxima (91%), mientras que algunas secuencias internas corresponden a la lacasa de T.
hirsuta, acorde con la cercania filogenética de los grupos. En general, las enzimas tienen
propiedades bioquimicas y operativas similares a las reportadas para otras lacasas de
basidiomicetos. La capacidad de degradacion de los colorantes, es variable y limitada
por la solubilidad. Sin embargo la mezcla (450 ppm) de nueve colorantes textiles de
amplia aplicacion es eficientemente degradada (67%) con 10 unidades de lacasa.



ABSTRACT

T maxima is a native basidiomycete with a great ability to degrade model synthetic dyes
in plate and submerged cultures associated to the production of extracellular laccases. In
this work we report the partial purification and characterization of the laccases produced
by a northeast Mexico native strain of T. maxima and the results of the evaluation of its
capability to degrade textile dyes. The enzymes were purified from cultures of T.
maxima grown in the presence of inductors using DEAE- Sepharose and Sephadex G-
200 columns. The component analysis was accomplished by SDS-PAGE and Western
blot and the partial sequence by LC-MS/MS. The biochemical (Km, Vmax and K,
substrate specificity, behavior with inhibitors, molecular mass, degree of glycosilation
and pl) and operative (pH and temperature optima and stability) characterization of
laccase were obtained by conventional methods (spectrophotometry, chromatography
and electrophoresis) and the ability to degrade textile dyes was evaluated by
spectrophotometry. At the end we obtained a concentrate which showed two bands of
laccase activity with masses of 71 and 62 kDa in SDS-PAGE and a single band of 62
kDa after a treatment with F-endoglycosidase. This indicates they are two different
glycoforms. These glycoforms gave a positive reaction with Anti-Lac62 antibodies in
Western blot and their analysis by LC-MS/MS revealed the same peptide sequence. The
amino terminal end of the proteins is very similar to that of T. versicolor (100%), T.
trogii and Cerrena maxima (both 91%) while some internal sequences are homologous
to T. hirsuta laccase according to the filogenetic closeness of groups. In general, the
enzymes have biochemical and operative properties similar to those reported for other
basidiomycete laccases. The capacity to degrade textile dyes varied individually and was
limited by their solubility, however a mixture of nine of the most commonly used in this
industry, at a concentration of 450 ppm, was efficiently degraded (67%) in 24 h with 10
Ul of laccase.



1. INTRODUCCION.

Los hongos causantes de la pudricion blanca son los Gnicos organismos reconocidos
como degradadores de lignina, gracias a su sistema extracelular de Lacasa, Lignina y
Manganeso Peroxidasas. Inicialmente, se asociaba esta capacidad a las actividades de las
peroxidasas debido a su potencial Redox mas alto que les permite actuar sobre los
enlaces no fenodlicos de la lignina; dejando la participacion de la lacasa en un plano
secundario. Sin embargo en afios recientes, se ha observado que la lacasa es la mas
ubicua y que algunos hongos producen lacasas de alto potencial Redox, ademas se ha
descrito un sistema de medidores de bajo peso molecular que amplia el rango de
compuestos susceptibles a la degradacion de lacasa. Gracias ha esto, ha aumentado la
prospeccién en busca de nuevas lacasas con diferentes propiedades a las ya reportadas,
que se puedan aplicar a diferentes procesos de importancia econémica y remediacion. En
general, las lacasas se describen como glicoproteinas muy activas en el rango acido de
pH y termotolerantes. En el presente trabajo, se purificaron y caracterizaron
parcialmente las glicoformas de lacasas de una cepa nativa de Trametes (Cerrena)
maxima CU1. La purificacion se llevo a cabo por cromatografia de intercambio iénico y
exclusion molecular. El andlisis de componentes se realizé mediante SDS-PAGE, donde
se revelaron dos bandas de actividad lacasa denominadas Lac 71 y Lac 62 por su peso
molecular relativo, que al ser tratada con endoglicosidasa F migran como una sola banda
de 60.7 KDa sugiriendo que se tratan de glicoformas. En Western Blot con Anti-Lac 62
ambas bandas dieron reaccion positiva, mientras que el andlisis por LC-MS/MS
confirmd que las dos fracciones corresponden a la misma cadena peptidica, reiterando la
presencia de glicoformas. La secuencia del extremo amino terminal fue 100% homéloga
a la de T. versicolor y 91% a la de T. trogii y Cerrena maxima, en tanto que las
secuencias de los péptidos internos son 100% homélogas a la de C. maxima. Como parte
de su caracterizacién bioguimica, se estimo su talla molecular por medio de Biogel P-
100 (51.7 kDa) y Sephacryl S-200 (63.2 kDa), asi como su pl (4.38) ya que migran
como una sola fraccion cromatogréfica. EI grado de glicosilacion para Lac 70K es
14.6% y 1.7% para Lac 60K. Su espectro de absorcion es el tipico de las lacasas azules,

con un pico de absorcion alrededor de 610 y un hombro a 330 nm, correspondientes a



los centros de cobre tipo | y 11, respectivamente. Tiene un valor de K, de 20 y 74 uM
para siringaldazina y DMP, mientras que el Ky para cada uno es de 55 y 31 s™,
respectivamente. Como se ha reportado para otras lacasas, es totalmente inhibida por la
azida de sodio (0.1 mM) y el fluoruro de sodio (5m M). Con respecto a la
caracterizacion de sus propiedades operativas, se determind el pH sobre algunos
sustratos tipicos como son el ABTS (3.5), DMP (3.5) y la siringaldazina (4.5), asi como
un par reportado especifico de peroxidasas, MBTH+DMAH (4.5). Conservd el 100% de
su actividad a pH 6.0 por 24 h. La temperatura optima es 50°C, a la cual es estable por 5
horas, conservando el 82% de su actividad. Por otro lado, la capacidad de degradacion
de los colorantes, fue variable y limitada por la solubilidad. Sin embargo la mezcla (450
ppm) de nueve colorantes textiles de alta demanda es eficientemente degradada (67%)
con 10 unidades de lacasa en 24 h.



2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA, JUSTIFICACION E
IMPORTANCIA DE LA INVESTIGACION

Los colorantes sintéticos son compuestos muy demandados a nivel industrial,
consecuentemente son generados grandes volimenes de efluentes impactados con color,
los cuales ademas de afectar los cuerpos de aguas, resultan tdxicos para los organismos
presentes en éstos. Sin embargo nuestro pais ain no cuenta con normas que regulen la

presencia de color.

Trametes (Cerrena) maxima CUL es un basidiomiceto capaz de degradar colorantes
sintéticos modelo en medios sélidos y sumergidos. Esta capacidad se asocid con la
produccion de lacasas al medio de cultivo. La purificacion y caracterizacion de estas

sentaran las bases para su aplicacion en la degradacion de colorantes textiles.



3. HIPOTESIS.

La purificacion y caracterizacion bioquimica y funcional de las lacasas de Trametes
maxima CU1 cimentaran las bases para su aplicacion en la degradacion de colorantes

textiles.



4. OBJETIVO

4.1 Objetivo General

Llevar a cabo la purificacion de las lacasas producidas por T. maxima, asi como la

caracterizacion bioquimica y funcional que sustenten su aplicacion

4.2 Objetivos Especificos

1. Analizar el efecto de algunos inductores sobre la produccion de lacasas de T.
maxima.

2. Purificar y caracterizar bioquimicamente las lacasas.

3. ldentificar y catalogar las enzimas por analisis comparativo de las secuencias
animo terminal.

4. Evaluar la capacidad de degradacion de las enzimas sobre colorantes textiles in

vitro.



5. ANTECEDENTES

A través de la historia, el hombre ha aprovechado los recursos naturales para el
desarrollo de diversos procesos industriales que satisfagan alguna necesidad. De igual
forma han utilizados los microorganismos en la industria alimentaria como en la

quimica. Un ejemplo de ello es la produccion de antibidticos por hongos y bacterias.

La industria textil no es la excepcion, ya que para el tratamiento de los efluentes que
genera, los métodos fisicoquimicos que utiliza son complementados con procesos
bioldgicos. En el caso de la degradacion de los colorantes sintéticos, como una
alternativa eficiente y barata ha sido explorado el uso de los hongos de la pudricién

blanca de la madera.

El uso de los basidiomicetos de la pudricion en la degradacion de colorantes sintéticos es
atribuido a su sistema extracelular de enzimas oxidativas. Una de ellas es la lacasa, la
cual se encuentra ampliamente distribuida en estos hongos y en algunos casos se reporta

como la Unica enzima ligninolitica (Eggert et al., 1996).

La lacasa es una de las enzimas mas estudiadas y mejor conocidas en cuanto a sus
caracteristicas operativas y cataliticas, aun cuando su participacion en la degradacion de
la lignina no es del todo clara. En las siguientes secciones se expondrd a detalle la
informacidn concerniente a su estructura, sus genes, induccion, mecanismo de reaccion,

importancia biologica y su aplicacion en la degradacidn de colorantes sintéticos.
Capitulo I. Lacasa

5.1. Generalidades

La lacasa (benzenediol:oxigeno oxidoreductasa E.C. 1.10.3.2) es un miembro de la

pequefia familia de las multicupro oxidasas. Fue descubierta en 1883 (Yoshida H) en el

arbol japonés de la laca, Rhus vernicifera, lo que la hace una de las enzimas mas viejas



descritas. A la fecha es una de las enzimas mejor caracterizadas operativa y
fisicoquimicamente. En la naturaleza, se encuentra ampliamente distribuida, ya que se
ha detectado en plantas superiores (Dean & Ericksson, 1994; Gregory & Bendall, 1966,
Hutterman et al., 2001), en hongos de la pudricion blanca de la madera (Schmidt, 2006),
en algunos ascomicetos (Froehrev et al., 1974) y en algunas bacterias como Azospirillum
lipoferum (Givaudan et al., 1993) o Streptomyces spp.

Forma parte del sistema extracelular de los basidiomicetos causantes de la pudricion
blanca, implicado en la degradacion de la madera. Aun cuando no esta claro su actividad
en la ligninolisis, se ha aprovechado su inespecificidad de sustrato en la oxidacion y
degradacion de compuestos xenobidticos. Dentro de estos se encuentran los
hidrocarburos aromaticos policiclicos, herbicidas (atrazina), pesticidas (DDT), y
colorantes sintéticos, entre otros. Encontrando ademas multiples aplicaciones
biotecnoldgicas y que incluyen, estabilizacion del vino, conversion enzimatica de
intermediarios quimicos y en el desarrollo de analisis para la cuantificacion de fenoles
(Duran & Esposito, 2000; Minussi et al., 2002; Gomes & Rebelo, 2003), entre otros.

Los hongos méas estudiados en este sentido son Trametes versicolor y Pleurotus
ostreatus, sin embargo a nivel mundial se ha retomado el interés por encontrar nuevas
lacasas que tengan cualidades cataliticas y operativas que les permitan ser utilizadas en

diversos procesos biotecnoldgicos.

A la fecha esta bien establecido que las tipicas lacasas fungicas son glicoproteinas, con
tres centros de cobre, con tallas moleculares que van de 45 a 110 KDa dependiendo del
hongo y del grado de glicosidacion. Llevan a cabo la reduccion de dos moléculas de

oxigeno a una de agua, tienen pH éptimos acidos y son termotolerantes.

En general, han sido objeto de estudios de purificacion, caracterizacién, prospeccion y

aplicacion como se detalla en las siguientes secciones.



5.2. Estudios de purificacién

La purificacion de una proteina es fundamental para su caracterizacion, por tal razon se
han desarrollado diversos métodos de separacion en base a las propiedades de peso

molecular, carga, punto isoeléctrico, entre otras.

Para la caracterizacion bioquimica y molecular de la lacasa, se ha recurrido ha métodos
y protocolos para la purificacion de la enzima como se ha reportado en diversos trabajos.
En la gran mayoria de estos, los métodos més utilizados han sido el intercambio iénico y
la exclusion molecular (Tabla 1). En algunos de estos trabajos se ha reportado la
presencia de un pigmento que interfiere con la cuantificacion de las unidades presentes

en los extractos crudos y su dificultad para ser removido.

Por otro lado, aun cuando se han reportado comportamientos atipicos en las separaciones
de glicoproteinas (Sviridov et al., 2006), en ninguno de los trabajos referidos se hace una
mencion acerca de esto. Lo que sugiere que las consideraciones mas importantes para la
purificacién de las lacasa es la remocion del color. Para el intercambio iénico, el
intercambiador mas utilizado es DEAE, no hay una solucion amortiguadora o un
gradiente especifico para la separacion de la lacasa. De igual manera, para la filtracién
en gel, se utilizan diversos materiales y el tamafio de exclusion incluye 75, 100 y 200
kDa.

De forma general, en la mayor parte de las lacasas que han sido purificadas, s6lo
recurren a dos pasos cromatograficos, alternados con métodos de ultrafiltracion para su
concentracion. Comunmente, la actividad es seguida con cursos temporales utilizando

como sustratos ABTS y DMP. Una vez pura la Lacasa se prosigue a su caracterizacion.



Tabla . Métodos convencionales en la purificacion de lacasas.

Métodos de Purificacion

Hongo Referencia
Intercambio Filtracion
s Otro
I6nico en Gel
Rigidoporus lignosus DE-52 Sephadex G-75 HA Cellulose Geiger et al., 1986
Phellinus noxius DE-52 Sephadex G-75 HA Cellulose Geiger et al., 1986
Pycnoporus coccineus DEAE-Cellulose HA Oda etal., 1991
PM1 (CECT 2971) Mono Q Sphe“y' Coll etal., 1993
uperose
L . Acel A. E Phenyl Fukoshima et al.,
Ceriporiopsis subvermispora Superose
Mono Q . 1995
|IEF preparativo
Phanerochaete flavido-alba QMA Superdex 75 HR Pérez et al., 1996
Mono Q A. E. v
Pycnoporus cinnabarinus DEAD-M Sephacryl S-100 Butyl- Eggert et al., 1996
Toyopearl v

Trametes villosa

Pleurotus ostreatus
(lacasa blanca)

Dichomitus squalens

Panaeolus sphinctrinus

Panaeolus papilionaceus

Coprinus friesii

Chaetomium thermophilium
Coriolus zonatus

Marasmius puercophulus

P. cynnabarius ss3

Ganoderma lucidum

Phellinus ribis

Marasmius quercophilus

Cerrena unicolor

Basidiomicete C30

Q-sepharose
DEAE-Sepharose
Mono S
Mono Q

DEAE-Sepharose
Mono Q

Q-Sepharose
Bio scaleQ2

Q-Sepharose
DEAE-Sepharose

Q-Sepharose
DEAE-Sepharose

DEAE-Sephacel
DEAE-Toyopearl

Q-Sepharose

Mono Q
v

Resource Q
Mono Q

DEAE-Sephacel
CM- Sepharose

DEAE-Sepharose

Superdex 75 HR

Sephadex G25

Sephacryl S-200

Sephacryl S-100

Sephacry HR 100

Concanavalina
A

Chelatin
Sephacel

PAGE
preparativa
Phenyl
Sepharose

Yaver etal., 1996

Palmieri et al., 1997

Périé etal., 1998

Heinzkill et al., 1998

Heinzkill et al., 1998

Heinzkill et al., 1998

Chefetz etal., 1998

Koroljova etal.,
1999

Dedeyan et al., 2000

Otterbein et al., 2000
Ku et al., 20001

Min etal., 2001

Farnet et al., 2002

Kim et al., 2002

Klonowska et al.,
2002




Trametes sp. AH28-2

Volvariella volvacea

DEAE-Sepharose
Mono Q

DEAE-Sepharose

DEAE-Sepharose

Superdex 200

Sephacryl S-100

Xiao et al., 003

Chen etal., 2004

Daedalea quercina Mono Q Superdex 75 HR Baldrian 2005
Basidiomiceto no identificado Super Q Jordan et al., 2004

. Phenyl
Trametes versicolor DEAE-Sepharose Superdex G-200 Han et al., 2005

Sepharose

. Hitrap Q Zouari-Mechichi et

Trametes trogii Mono Q Superdex 75 al., 2006
- Michniewicz etal.,
Cerrena unicolor 137 Mono Q 2006
Pleurotus ostreatus DEAE-Cellulose
(cuerpo fructifero) Q-Sepharose Superdex 75 Wang et al., 2006
P CM- Cellulose

Perennipora tephropora v v Younes etal., 2006

Cerrena maxima

DEAE-Cellulose
DEAE-toyopearl

Superdex 200
(HPLC)

Lyashen et al., 2006

v No especifican la matriz de la cromatografia

5.3. Estructura

La gran mayoria de las lacasas fungicas son glicoproteinas monoméricas, cuyas tallas
moleculares oscilan entre 45 y 100 kDa, la cual entre el 10 y 45% corresponden a la
porcion de carbohidratos. El contenido de residuos de aminoacidos es alrededor de 500 y
dependiendo del hongo, se pueden presentar isoformas (Yaropolov et al., 1994).
Generalmente, los aminoacidos se distribuyen en tres dominios barriles . La estructura
es estabilizada por dos puentes disulfuros, el primero se forma entre la Cys 85y Cys 487
(o 488 dependiendo del organismo) asegurando el dominio 1 y 3. El segundo puente es
formado por la Cys 117 y Cys 205 y estabiliza el dominio 1 y 2 (Piontek et al., 2002,
Hakulinen et al., 2002; Ferraroni et al., 2005, Ferraroni et al., 2007).



Con respecto a la composicion de aminoacidos, en la tabla Il se presenta el contenido de
aminoéacidos de Coriolus hirsuta, el cual es uno de los degradadores mas eficientes de
madera. Su secuencia amino terminal mostré6 reemplazos conservados reportados

también para otras lacasas (Koroljova-Skorobogat ko et al., 1998).

Tabla 11. Composicion de aminoacidos de la lacasa de Coriolus hirsuta

aminodeido e Aminaacido NC

Asx 46 lle 22
Thr 30 Leu 26
Ser 31 Tyr 15
Glx 31 Phe 28
Gly 23 Lys 11
Ala 35 His 18
Cys 14 Arg 17
Val 28 Pro 7
Met S

Como se mencioné previamente, las tipicas lacasas azules tienen cuatro atomos de cobre
distribuidos en tres centros con caracteristicas espectroméricas especificas. Ademas,
forman parte del sitio catalitico y son responsables de llevar a cabo la transferencia de

electrones.

El centro de cobre tipo | se caracteriza por una fuerte absorcion en la zona de 600 nm y
es el responsable del tipico color azul de la lacasa. Se une a la region peptidica a través
de una cisteina y dos histidinas. Esta involucrado en la captura y transferencia de

electrones (Reinhammar & Malmstron, 1981).

El centro de cobre tipo 11 solo exhibe su pico de absorcion en la region visible, por lo

que es invisible para el andlisis por resonancia paraméagneta de electron. Es facilmente



removido en condiciones anaerobias y en presencia de un agente reductor. Ademas de
estar implicado en la captura y transferencia de electrones, interviene en la unién del

oxigeno al sitio activo.

El cobre tipo 111 es un centro binario que absorbe alrededor de 330 nm. Al igual que el
centro tipo Il, participa en la union del oxigeno. Este centro junto al centro tipo Il
forman un grupo trinuclear (T2/T3) incrustado entre los dominios 1 y 3, los cuales
proveen sus aminoacidos para su estabilizacion (Thurston, 1994; Piontek et al., 2002.).

En la figura 1 se muestra el arreglo de los centros de cobre.

Met
419
N

/E\ I N H%
N

N II \\ /
N ’ \\ 15
/\\\\/ II OH \\ / \_
N 7
N TTTTTrmm e =N "Hie
~ @ N
N/ N
HOH

Figura 1. Esquema de los Centros de Cobre. La figura muestra los sitios de cobre de
la lacasa CotA de Bacillus subtilis. Adaptada de Enguita et al., 2003.



Por otro lado, gracias a los estudios de cristalografia de la lacasa, se conocen los sitios
de glicosilaciones, los cuales varian tanto en posiciones como en el contenido de
carbohidratos, dependiendo del organismo productor. Para T. versicolor se reportan
cinco sitios distintos de N-glicosilaciones (Piontek et al., 2002), para Lentinus tigrinus,

se reportan tres sitios (Ferraroni et al., 2007), por mencionar algunos ejemplos.

Dentro de los azUcares que pueden estar presentes, se encuentra la glucosa, manosa,
galactosa, mucosa, arabinosa, xilosa y hexosaminas, los cuales se unen a la cadena
peptidica mediante N-enlaces. Son responsables de la microheterogeneidad en la lacasa,
la cual es responsable de variaciones en las glicosilaciones de la enzima, produciendo
glicoformas. Se ha propuesto que su rol estructural es conferirle a la lacasa proteccion a

la degradacion proteolitica (Yaropolov et al., 1994, Marbach & Mayer 1984).

En la figura 2 se presenta el alineamiento de la secuencia peptidica de algunas lacasas,

los sitios de unién de los atomos de cobre y los sitios de glicosilacion.



L edodes LaclA LLAAFL-VCLVYG-AEVI-RDTTTYGQTVSE-NLFIVNKQLAPDGFQRSTVLAGL~~~T-PS-~TGSFPGPLIS
L. edodes LaclB MLPFVELLAAEL-VCLVYG-AEVI-RDTTTYGQTVSE-NLFIVNRQLAPDGFQRSTVLAGL~—--T-BS--TGSFPGPLIS
T. versicolor Lac2 MGKFHSFV--NV-VAL-SLSL-SG-RVFGAIG-PV-T-DLTISNADVTPDGI TRAAVLAG=—————————— GVFPGPLIT

1
1
1
CECT Lacl 1  MSRFHSLL--TFIVA--SL-A-S-S-ALASIG-PV-A-DMTISNAEVSPDGFARQAVVVN-—————————— GVTPGPLVK
1
1

P. ostreatus Lac2 MFPGARIL-ATLTLAL-HL-L-HG--AHAAIG-P--AGNMY IVNEDVSPDGFARSAVVARSVPATDPTPATASIPGVLVQ

P.cinnabarinus Lccd MSRFQSLL-~SF~V-LVSL—-AAV-~—ANAATG-PV—-A-DLTLTNAAVSPDGF SREAVVVN-—-——————m GITPAPLIA
M F LL VL L IG PV I N V PDGF R AV G PGPL

L. edodes Lacl A 71  GNKGVRFNLNVTDQLTDPSMVRSTTV. ADGVAFVSQCPIAANHSFLYDFQVPDQAG

L edodes LaclB 71  GNKGVRFNLNVIDQLTDPSMVRSTTV- KTTNYADGVAFVSQCPTAANHSFLYDFQVPDOAGTEW

T. versicolor Lac2 61 GNKGDEFQINVIDNLTNETMLKSTT- GTNWADGAAFVNQCPTATGNSFLYDFTVPDQAGTEY

CECT Lacl 59 GNMGDRFQLNVIDNLTNHTMLKST-S GTNWADGPAFVNQCPVSAGHSFLYDFQVPGQAGTH

P. ostreatus Lac2 72 GNKGDNFQLNVVNQLSDTTMLK-TTS GSSWADGPAFVTQCPVASGDSFLYNFNVEDOAGTEWY

P.cinnabarinus Lcc3 59  GQKGDRFQLNVIDNLTNHTMLE-TTS GTNWADGVSFVNQCPIASGHSFLYDFQVEDQAGTEWY

GQKGD FQLNV DQLT TMLK TT IHWHG FQ GTNWADG FVNQCP A G SFLYDF VPDQAGTFWYHSHLSTQY

L. edodes LaclA 150 CDGLRGPLVIYDPQDPQAYLYDVDDETTVLTIADWTELIAAAVAP--—-ADATLINGKGR-Y--LGGPAVPLAVINVOQ
L. edodes LaclB 150 CDGLRGPLVIYDPQDPQAYLYDVDDETTVLTIADWTELIAAAVAP---{5-ADATLINGKGR-Y--LGGPAVPLAVINVQQ
T. versicolor Lac2 140  CDGLRGPLVVYDPDDPNASLYDVDDDTTVITLADW-YHTAAKLGPAFPAGPDSVLINGLGRFSGDGGGATN-LTVITVTQ
CECT Lacl 138 CDGLRGPLVVYDPHDPHKSRYDVDNDDTVITLADW-YHVAARRRSAFPLGADATLINGLGR-S—--PTTPSADLAVINVTQ
P. ostreatus Lac2 151 CDGLRGPFVVYDPSDPHLSLYDIDNADTVITLEDW-YHIVAPONAATPT-PDSTLINGKGR-Y--AGGPTSPLAIINVES
P.cinnabarinus Lee3 138 CDGLRGPFVVYDPNDPQASLYDIDNDDTVITLADW-YHVAAKLGPRFPLGADATLINGLGR-S--PGTTTADLAVIKVTQ
. CDGLRGP VVYDP DP SLYD DD TVITL DW YH AA P D TLING GR G LAVI V Q

L. edodes LaclA 223  GKRYRFRMISTACDANHNFSIDGHRLTVIEVDGENHEPATVDNIQIFPGQRYS: TQPVDNYWVRALSSSGVRISGF
L edodes LaclB 223  GKRYRFRMISIACDAMHNFSIDGHRLTVIEVDGENHEPATVDNIQIFPGQRYS! TOPVDNYWVRALSSSGVASGF
T. versicolor Lac2 218 GKRYRFRLVSISCDPNFTFSIDGHNMTIIEVDGVNHEALDVDSIQIFAGQRYSFILNANQSIDNYWIRA--IPNTGTTDT
CECT Lacl 214 GKRYRFRLVSLSCDPNHTFSIDGHNMTIIEVDSVNSQPLVVDSIQIFAAQRYSFVLNANQAVDNYWVRA--NPSFGNVGF
P. ostreatus Lac2 226 NRRYRFRLVSMSCDPNFTFSIDGHSLLVIEADAVNIVPITVDSIQIFAGQRYSFVLTANQAVDNYWIRA--NPNLGSTGF
P.cinnabarinus Leed 214 GRRYRFRLVSLSCDPNHTFSIDGHTMTVIEADSVNTQPLEVDS IQTFAAQRY SFVLDASQPVDNYWIRA--NPAFGNVGF
GRKRYRFRLVS SCDPN TFSIDGH T IE D VN PL VDSIQIFA QRYSF L A Q DNYW RA G GF

L edodes LaclA 303 WGGLNSGILRYQGAPDADPTTTNSTGVV-LTESMLHPLENPGA-PGLPFPGGADEVLNLTLGFNLPATFF~~MNDTQYIP
L edodes LaclB 303 BIGGLNSGILRYQGAPDADPTTTNSTGVV-LTESMLHPLENPGA-PGLPFPGGADEVLNLTLGFNLPATFF--MNDTQYIP
T. versicolor Lac2 296 TGGVNSAILRYDTAEDIEPTTNATTSVIPLTETDLVPLDNPAA-PGDPQVGGVDLAMSLDFSF-NGSNFF-—TINNETFVE
CECT Lacl 292  SGGINSAILRYAGAPATEPTTNQTTSVIPLNEVNLHPL-APTPVPGKAVAGGVDTP INMAFSF-NGTNFF--INGASFVE
P. ostreatus Lac2 304 VGGINSAILRYAGATEDDPTTTSSTST-PLLETNLVPLENPGA-PGPPVPGGADININLAMAF-DFTTFELTINGVPFLP

P.cinnabarinus Lcc3 292  AGGINSAILRYDGAPEVEPTTTQTTSTKPLNEADLHPL-TPMPVPGRPEAGGVDKPLNMVFNF-NGTNFF-- INNHSFVE
GG NS ILRY A PTTT TS PLE LPL P PGP GGD 5 F TFF 1IN FP

L. edodes LaclA 379  PTVPVLLQILSGAQS-PQDLLPPGSVYTLPINKTIEINFF—-GN GHS

L edodes Lac1B 379  PTVPVLLQILSGAQS-PQDLLPPGSVYTLPINKTIEINFF- GHSFDVVRSADNTT,

T. versicolor Lac2 372  PTVPVLLQILSGAQD-AASLLPNGSVYTLPSNS-IEISFPIT GHTFSVVRSAGSSTFNYANP
CECT Lacl 368 PTVPVLLQILSGAQS-AQDLLPSGSVYVLPSNASIEISFP——AT-—A-

P. ostreatus Lac2 381 PTAPVLIQILSGA-STAASLLPSGSIYELEANKVVEISMP-. ~AL-AVGG]

P.cinnabarinus Lee3 368 pSVPVLIQILSGAQA-AQDLVPDGSVYVLPSNSSIEISFP——AT——A-
PTVPVLLQILSGAQ A LLP GSVY LP N IEIS P A PG PHPFHLHGHTF VVRSA S NY NP

L. edodes LaclA 452  VSCTYVVHP-KQ--T---TIRFVTDNPGP LGLAVVMAEAPSLVK-ATDVTTAAWDELCPTYDSLTPAQ

L. edodes LaclB 452  VSCTYVVHP-KQ--T---TIRFVTDNPGP W I LGLAVVMAEAPSLVK-ATDVTTAAWDELCPIYDSLTPAQ
T versicolor Lac2 450 -VRRDTVSTGNS--GDNVTIRFTTDNPGPWFLHCHIDFEL.DAGFATVFAEDTADTASA-NPVPTAWSDLCPTYDALDSSD

CECT Lacl 442 _IFRDVVSTGTPAAGDNVTIRFQTNNP HCHID AGFAVVMAEDTPDVK-AVNPVPQSWSDLCPIYDALDASD

P. ostreatus Lac2 453 -ARRDVVNTGT-GANDNVTIRFVTDNPGPWFLHCHIDWHLEGLAVVFAEDVTSI-SA-~P-PAAWDDLCPTYNALSDND

P.cinnabarinus Lee3 442 - IFRDVVSTGQP--GDNVTIRFQTNNPGP AGFAVVLAEDTPDTA-AVNPVPQSWSDLCPIYDALDPSD
RDVV TG N TIRF TDNPGPWFLHCHID HLE G AVV AED A PP WDLCPIYDAL D

L edodes LaclA 525 Le——-P-

L edodes LaclB 525

T. versicolor Lac2 526 T~————

CECT Lacl 520 Q——eme

P. ostreatus Lac2 527 KGGIVPS

P.cinnabarinus Leed 518 [

Figura 2. Comparacion de Secuencias de Algunas Lacasas. Alineamiento de las lacasas
de Lentinula edodes LaclA, L. edodes LaclB, T. versicolor Lac2, CECT Lacl, P. ostreatus
Lac2, Pycnoporus cinabarinus Lcc3. Las zonas en gris corresponden a los sitios de unién de los
atomos de cobre. Los posibles sitios de glicosilacion son subrayados, mientras los gaps son
representados con guiones (Zhao & Kwan, 1999).

5.4. Estructura de la lacasa Cerrena maxima



Gracias a los estudios de cristalografia se ha esclarecido la estructura de algunas lacasas,
los cuales han reiterado su gran homologia. Un claro ejemplo de ello es la lacasa de C.
maxima, que al igual que la mayoria de las lacasas es un monomero de 499 aminoacidos
distribuidos en tres dominios: | (del Aa 1-113), Il (del Aa 132-309) y Il (del Aa 310-
499). El dominio | esta formado por 11 tiras  y una hélice, el dominio Il tiene 11 tiras
y tres hélices, el dominio Il consta de seis tiras  y seis hélices. La proteina es
estabilizada por dos puentes disulfuros situados entre las cisteinas 85y 488, y la 117 y
205. El centro de cobre de tipo | esta coordinado por los residuos Cys 453, Hys 395 e
Hys 458. El grupo trinuclear de cobre esta estabilizado por ocho histidinas entre los
dominios | y 1l (cuatro de cada uno). Las asparaginas 54, 217 y 436 son los sitios de
glicosilaciéon (Lyashenko et al., 2005). En la figura 3 se presenta la estructura de la

lacasa de C. maxima.

Canal de
entrada

Figura 3. Estructura Terciaria de la Lacasa de C. maxima. Adaptada de Lyashenko
et al., 2005.



5. 5. Caracterizacién molecular

En este sentido se conocen varios genes responsables de la sintesis de lacasa en algunos
hongos, como es el caso de Pleurotus ostreatus. Su gen pox1 que consiste de 2592 pb,
interrumpido por 19 intrones, codifica una proteina de 529 aa con cinco posibles sitios
de glicosilacion (Giardina et al., 1995). Otro gen productor de lacasa en P. ostreatus es
poxalb el cual consiste de 1599 pb, es interrumpido por 15 intrones y codifica una
isoforma de 62 kDa con cinco sitios de glicosilacién (Giardina et al., 1999). En una cepa
nativa se ha reportado el gen IccK que consiste de 2929 pb, con 19 intrones y marco de
lectura de 1599 pb que codifican una proteina de 533 aa (Okamoto et al., 2003).

Para el asilado CETC20197 se reportaron tres diferentes genes (lccl, lcc2 y Icc3) que
codifican para tres fenoloxidasas. EI gen Iccl esta formado por 2401 pb, nueve intrones
y codifica una de proteina de 519 aa con ocho sitios de glicosilacion. EI gen lcc2 cuenta
2351 pb, es interrumpida por nueve intrones, codifica una proteina de 520 aa con nueve
sitios de glicosilacion. El gen Icc3 comprende 2401 pb, presenta diez intrones, codifica
una proteina de 524 aa con cinco sitios de glicosilacion. Gracias al analisis de
comparacion de secuencias, se catalogd este aislado como un miembro del género
Trametes ya que las secuencias de las tres enzimas son altamente homologas a las

lacasas de éste (Mansur et al., 1997).

Asi mismo, la lacasa de Lentinula edodes se ha caracterizado, clonado y estudiado su
expresion diferenciada tanto en distintos medios de cultivos como en diferentes etapas
del desarrollo. El gen lacl codifica un péptido de 526 aa interrumpido por 13 intrones.
El gen lac2 mostrd las mismas caracteristicas, sin embargo difieren en 95 nucleétidos lo
cual es reflejado en nueve aminoacidos que son diferentes entre las dos isoformas de
lacasa. En lo referente al efecto del medio en la produccion de lacasa, solo el extracto de
papa al 1% mostré un incremento de 2.8 veces con respecto al medio, en contraste con la
concentracion de RNA de lacl y lac2 que si se ve afectada por las condiciones de
cultivo. En las diferentes etapas del desarrollo del cuerpo fructifero, el mayor titulo de
actividad lacasa se da en el sombrero (1.113 U/g que representa 34 veces méas que en el



pie y 13 veces mas que en el primodio), a pesar de esto, en todas ellas el RNA

predominante correspondio a lacl (Zhao & Kwan, 1999).

En el caso de Trametes villosa, una de las especies productoras de lacasa mas
estudiadas, se ha identificado una familia de cinco genes. (Yaver et al., 1996). Para otro
miembro del género de los Trametes, T. sanguinea también se identificé un grupo de

cinco genes responsables de la produccion de cinco enzimas (Hoshida et al., 2002).

En concusidn, la gran mayoria de los estudios de caracterizacién molecular, reportan que
las lacasas son producidas por mas de un gen y son interrumpidos de entre 8 hasta 19
intrones dependiendo del hongo. Para Pleurotus sajor-caju se describe una familia de
cinco genes (Soden & Dobson, 2001), para Coprinopsis cinerea (Coprinus cinereus) se
reporta una familia de ocho genes (Hoegger et al., 2004), por mencionar algunos

ejemplos.

Gracias a estos estudios de caracterizacion molecular, se ha observado que la lacasa
presenta multiples regiones conservadas, como sus sitios de union al cobre lo que ha
sido de gran ayuda en los estudios de filogenia y en la identificacion de algunos aislados
como se describidé anteriormente. También han sido de gran ayuda para llevar a cabo la
produccidn heterdloga de la enzima en modelos de expresion como Pichia pastoris (Liu

et al., 2003) y Aspegillus oryzae (Yaver et al., 1996)

5.6. Lacasas constitutivas e inducidas

La induccion de las enzimas extracelulares de los hongos de la pudricién blanca es muy
importante para su actividad metabolica y crecimiento, los cuales dependen de las
condiciones ambientales. A nivel de cultivo, se han observado diferencias en la
produccién de lacasa dependiendo de la composicién del medio. Esta diferencia ademas
de presentarse en cuanto a las unidades de lacasa, también se da en cuanto al nimero de

isoformas presentes. Leonowicz et al., (1978) encontraron que las formas inducibles



generalmente son mas activas que las constitutivas y propone que esta alta actividad es

necesaria para la detoxificacion de ambientes contaminados con sustancias fendlicas.

5.7. Efecto de la composicion del medio de cultivo sobre la produccion de lacasa

Otro aspecto a considerar en el medio de cultivo para la produccion de lacasa es la
concentracion de glucosa y de nitrogeno. Se ha reportado que altas concentraciones de
glucosa causan un efecto inhibitorio en la produccion de lacasa, en tanto que altos
niveles de nitrogeno la estimulan (Levin et al., 2002). Esto se ha combinado con el uso
de diversos inductores para obtener altos titulos de actividad en los sobrenadates de los

cultivos.

5.8. Inductores

Las lacasas son parte del metabolismo constitutivo y son producidas en pequefias
cantidades, sin embargo su produccion puede ser inducida considerablemente por una
gran cantidad compuestos aromaticos y fenolicos, iones metalicos, alcohol y detergentes

(Leonowicz et al., 2001), algunos de ellos se muestran en la tabla IlI.

Tabla 111. Compuestos probados en la produccion de lacasa como inductores

Inductor Concentracién Inductor Concentracién
2,5-Xilidina 1mM Guayacol 0.1 mM
Alcohol veratrilico 1mM 3,5-Dihidroxitolueno 0.1 mM
Acido veratraldehido 1 mM Acido Ferdlico 0.1mM
Acido homoveratrico 1mM Acido siringico 0.1 mM
Acido vainillico 1mM Vainillina 0.1 mM
Acido p-anisico 1mM 3,3-Dimetoxibenzidina 0.1 mM
Alcalignina* Img/mli 2,4-Diaminotolueno 0.1 mM
CuSO4 0.15-1 mM Etanol 3%
Siringaldazina 0.11 uM DMSO 1%
o-Toluidina 0.1 mM

* Lignina obtenida en la digestion alcalina de la madera.



En muchas especies de hongos la presencia de lacasas constitutivas e inducibles,
presentan isoformas con diferentes propiedades (Bollag & Leonowicz, 1984). Por lo cual
se ha indagado acerca del efecto de los inductores reportados sobre diferentes especies
de hongos. Muestra de ello es el trabajo realizado por Mufioz y colaboradores (1997),
que prueban el efecto de siete inductores en cultivos de Pleurotus eryngii, encontrando
que la lignina de la cascarilla del trigo incrementa la actividad lacasa seis veces con
respecto al control. Aun cuando el resto de los inductores no mostraron el mismo
incremento en la actividad, en zimogramas revelados con ABTS, se observo la presencia

de dos isoformas a diferencia del control que solo mostré una.

Un efecto similar fue encontrado para la cepa Trametes sp AH28-2. En este estudio, se
probaron nueve inductores, los cuales incrementaron los titulos de actividad lacasa. AUn
mas, la composicion de isoenzimas de lacasa fue variable dependiendo del inductor. La
LacA fue inducida en mayor proporcién en presencia de o-toluidina. Con 3,5-
dihidroxitolueno se produce principalmente la isoforma LacB, mientras que con
guayacol se presentan las dos formas en la misma proporcion. También mostraron

diferencias entre sus constantes cinéticas (Xiao et al., 2004).

En los estudios del efecto del cobre en la produccion de lacasa se ha estudiado en
diversos hongos, entre los cuales se encuentra Trametes trogii que se incrementan los
titulos de lacasa aproximadamente 18 veces a una concentracion 1 mM de sulfato de
cobre, sin afectar el patron de isoenzimas de lacasa (Levin et al., 2002). En Coriolopsis
rigida, la presencia de cobre en el medio de cultivo, incrementd la produccion de lacasa

500 veces (Saparrat et al., 2002), por mencionar algunos ejemplos.

En P. ostreatus, el uso del cobre en los cultivos incrementa sustancialmente la
produccion de lacasa, asi como la presencia de las tres isoformas conocidas de este
hongo, POXAlb, POXA2 y POXC (Palmieri et al., 2000). A nivel molecular, se
identificaron regiones puntuales de respuesta a metales (MRE) presentes en los
promotores de los genes poxc y poxlb de P. ostreatus, cuya transcripcion es inducida
por la presencia de cobre (Faraco et al., 2003). Para Trametes pubescens se identificaron



dos de estos elemetos MRE cercanos al promotor del gen lap2 que codifica para una de
las isoformas de lacasas de este hongo (Galhaup et al., 2002). En general, los méas
fuertes promotores tipicos de hongos son grandes regiones ricas en pirimidinas y cerca

de ellas se encuentran estos elementos MRE (Thiele, 1992).

5.9. Propiedades cataliticas y operativas
5.9.1. Mecanismo de reaccion.

La lacasa lleva a cabo la reduccién del oxigeno (O;) a agua, acompafiada de la oxidacion
de un sustrato fenolico (Thurston, 1994). La oxidacion del compuesto fendlico genera
radicales cationicos, ya que del sustrato solo se remueve un electron (Figura 3). La
reactividad de estos intermediarios depende de la naturaleza de los grupos quimicos de
los sustratos y de las condiciones del medio. En presencia de compuestos aromaticos, la
oxidacion generalmente se presenta en los enlaces carbén- carbon y carbon-oxigeno,
generando productos de un mayor peso molecular que el compuesto original a causa de
la polimerizacién de los radicales (Gierer & Opara, 1973). En el ambiente natural de los
hongos de la pudricion blanca, predominan los compuestos monofenoles son radicales
metoxi (Mufioz et al., 1997).
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Figura 4. Ciclo catalitico de la lacasa. A) Oxidacion de una subunidad aromaética de
lignina. B) Mecanismo de reduccion y oxidacion de los centros de cobre. Adaptada de
Kunamneni et al., 2007




Con respecto a su potencial Redox, éste ha servido para dividirlas en dos grupos, las de
alto potencial (0.73V) y las de bajo potencial (0.56V) (Klonowska et al., 2002). El
incremento de dicho potencial se ha atribuido a la estabilizacion del centro de cobre tipo
I (Taniguchi et al., 1982). En el caso del potencial Redox de los grupos prostéticos de
Coriolus (Trametes) versicolor, se han reportado en 785y 782 mV para los centros 1y
3. Estos valores se ven disminuidos en presencia de inhibidores como el fluoruro, que
disminuye el potencial del cobre tipo 2 mas de 210mV que interactta fuertemente con el

ion fluoruro (Yaropolov et al., 1994).

Por otro lado, se ha reportado que las lacasas de alto potencial Redox son capaces de
oxidar el par DMAB y MBTH, el cual es considerado un sustrato especifico de

manganeso peroxidasa (Jordaan & Leukes, 2003)

5.9.2. Rango de sustratos

Dentro de los compuestos susceptibles a la accion oxidativa de la lacasa se encuentran
o,p-difenoles, aminofenoles, polifenoles, acidos metoxifenoles, iones organicos,
diaminas, aril diaminas y aminas aromaticas. Su oxidacion se realiza mediante un

mecanismo de transferencia de un electron (Thurston, 1994; Yaropolov et al., 1994).

5.9.3. Constantes cataliticas

A pesar de que la lacasa es capaz de actuar sobre un amplio rango de sustratos, las
propiedades cataliticas solo se han caracterizado para un numero reducido, entre los
cuales se encuentran el ABTS un compuesto sintéetico, ademas del DMP, guayacol y la
siringaldazina, los cuales son fenolicos. Los rangos de K, oscilan entre 10 s/uM para la
siringaldazina y el ABTS, y 100 s/uM para el DMP y guayacol. El rango de los valores
Kcat €S muy amplio y de diferentes drdenes de magnitud entre los diferentes sustratos y

usualmente es caracteristico de cada proteina. De forma general, las lacasas combinan la



alta afinidad y un namero de recambio grande sobre el ABTS y la siringaldazina,
mientras que para el guayacol y el DMP las constantes de afinidad y recambio son bajas.
Por otro lado, valores bajos de Km son tipicos para el acido sinépico, hidroquinona y
acido siringico, en tanto que valores superiores se han encontrado para fenoles para-
sustituidos, acido vainillico o su aldehido. En algunos hongos productores de isoformas,
se ha visto que estas poseen valores similares de Km y Kcat (Baldrian, 2005).

5.9.4. Efecto del pH y temperatura

Las lacasas fangicas son enzimas que presentan pH éptimo en la zona 4cida, entre 3y 4
dependiendo del sustrato y del amortiguador utilizado. A pH alcalino, la actividad
enzimatica se ve disminuida por la union del ion hidréxido en el centro de cobre T2/T3
de la lacasa que interrumpe la transferencia interna de electrones de T1 a T2/T3 (Mufioz
et al.,, 1997). ElI pH no solo afecta la velocidad de la reaccién, sino también los
productos de la reaccién (Xu, 1997). La estabilidad de las lacasas, generalmente es

mayor a pH acidos, con algunas excepciones (Leonowics et al., 1984; Baldrian, 2004)

Los perfiles de temperatura de la actividad lacasa, usualmente no difieren del de otros de
enzimas ligninoliticas extracelulares, con temperaturas Optimas entre 50 y 70°C. La
termoestabilidad varia considerablemente de un organismo a otro, la vida media a 50°C
puede ser de algunos minutos (Slomczynski et al., 1995), de 2-3 horas (D"Annibale et
al., 1996) y en algunas especies de Trametes puede ser de 50-70 horas (Smirnov et al.,
2001).

5.10. Importancia Bioldgica

Las lacasas son el componente mas importante del sistema ligninolitico de los hongos de

la pudricion blanca de la madera, ain cuando no se conoce a detalle este proceso. Por

otro lado, no es esta la Unica actividad bioldgica de la cual es responsable la lacasa, ya



que también se ha reportado como un factor de virulencia en infecciones por hongos, asi
como en los procesos de diferenciacion y pigmentacion de estos organismos. A

continuacion se describe su participacion en estos procesos.

5.10.1. Como enzima ligninolitica

La lacasa es la enzima ligninolitica mas distribuida en los hongos de la pudricion blanca,
a pesar del menor potencial Redox con respecto al de las peroxidasas. Se ha implicado
tanto en la polimerizacién de la lignina en las plantas superiores, asi como en la

degradacion de ésta por los basidiomicetos.

En las plantas se han detectado en el tejido del xilema, donde se ha reportado la
presencia de entre una (Gregory & Bendall, 1966), cinco (Ranocha et al., 1999) y ocho
(Sato et al., 2001) isoformas diferentes de lacasa. En la polimerizacién de la lignina, la
lacasa lleva a cabo la formacion de radicales fenoxilo, los cuales a través de una serie de

reacciones la polimerizan (Schmidt, 2006).

En el caso de los hongos de la pudricion blanca, es excretada como parte del sistema
extracelular degradador de lignina, es ampliamente distribuida entre estos organismos,
aun mas que la LiP o MnP. Por otro lado, al no ser capaz de actuar sobre los enlaces no
fendlicos de la lignina, no se considera como un componente significativo del sistema
degradador de lignina (Ferraroni et al., 2005). Sin embargo en algunos casos, como el
Pycnoporus cinnabarinus, el cual es un eficiente degradador, s6lo se detecta a la lacasa
como la Unica actividad ligninolitica. En este sistema se ha reportado la presencia de
pequefias moléculas que son oxidadas por la lacasa, que forman radicales libres que
actuan sobre los enlaces no fenolicos de la lignina (Eggert et al., 1996).

Gracias el amplio rango de sustratos sobre el cual puede actuar y alin mas a la presencia

de mediadores que le permiten actuar sobre compuestos de alto potencial, la lacasa ha



retomado el interés de muchos investigadores para su aplicacion en nuevos procesos

biotecnoldgicos.

5.10.2. Su funcidn en la morfogénesis de hongos

Generalmente los basidiomicetos secretan lacasa a partir del micelio vegetativo, se
incrementa su sintesis durante la fructificacion y disminuye con la maduracion del
cuerpo fructifero. En el caso L. edodes, participa en la sintesis de melanina de las

lamelas (Nagai et al., 2003).

En la formacion de cuerpos fructiferos, ademas de estar involucrada en la formacién de
pigmentos, participa en la polimerizacion oxidativa de componentes de la pared celular
relacionados con la adhesién célula-célula (Bu'Lock, 1967; Leathman & Stahmann,
1981; Thurston, 1994); ademas en Armillaria mellea se le ha asociado en el desarrollo
de rizomorfos (Worrell et al., 1986).

5.10.3. Como factor de virulencia

La lacasa también es considerada un factor de virulencia en muchas infecciones de

hongos, tanto de plantas como en humanos.

En el caso de algunos hongos patégenos de plantas como Botrytis cinerea, es capaz de
actuar sobre cucurbitacinas (triterpenoides tetraciclicos), los cuales son agentes de
proteccion de las plantas del pepino contra infecciones. De forma general, la lacasa le
confiere proteccion a los hongos contra la toxicidad de fitoalexinas y taninos en el

medio.

Un ejemplo de su participacion en infecciones de hongos en humanos, es la causada por

Cryptococcus neoformans. Este patdgeno, el cual afecta principalmente a pacientes



inmunocomprometidos donde la lacasa es responsable de la sintesis de melanina que le
confiere proteccion antioxidante o contra efectores de la inmunidad celular (Lui et al.,
1999).

5.11. Importancia Industrial

Como se ha venido mencionando, la lacasa es una enzima poseedora de cualidades de
gran interés en el &mbito industrial, ya que puede ser utilizada en el &rea de la
biorremediacion, en la sintesis quimica, disefio de nuevos biosensores, en la industria
alimentaria, textil, entre otras. Esto gracias a su amplio rango de sustratos, su
termoestabilidad y al hecho de que no requiere de la presencia de cosustratos como es el

caso de las peroxidasas.

Industria papelera

La industria papelera, genera una gran cantidad de aguas de descarga con un alto
contenido de compuestos ligninoliticos que le confieren un color café que resultan
toxicos para los organismos acudticos. Por tal razén se han empleado las enzimas
ligninoliticas como una alternativa al tratamiento de sus descargas mencionadas. En este
sentido, la lacasa tiene como ventaja sobre las peroxidasas que no requiere la adicion de

cofactores.

Ademas de ser utilizada en el blanqueamiento del papel, se ha ensayado su efecto en la
modificacion de fibras de madera, para la manufactura de materiales como el cartdn, sin
adhesivos sintéticos toxicos (Felby et al., 1997). Otra aplicacion en este ambito es la
modificacion de las fibras lignocelulosicas, para conferirle nuevas propiedades quimicas
o fisicas a los productos derivados de éstas (Lund & Ragauskas, 2001; Chandra &
Ragauskas, 2002), o en el desarrollo de nuevos materiales propiedades de

hidrofobicidad o carga generados por la actividad lacasa.



Industria alimentaria
En este sector, al enzima ha sido utilizada en la eliminacion de compuestos fendlicos

responsables de la turbidez en vinos, cervezay jugos (Servili et al., 2000).

Biorremediacion

Gracias a la gran versatilidad de sustratos de la lacasa, se ha evaluado su accion en la
degradacion de compuestos xenobioticos ciclicos presentes en suelos y descargas de
aguas industriales. Dentro de estos compuestos se encuentran los hidrocarburos
aromaticos policiclicos, aminas aromaéticas, pesticidas como el DTT o atracina, fenoles
clorados, bifenilos policlorinados, anilinas cloradas, nitrotolueno, dioxinas y colorantes
sintéticos (Field et al., 1993)

5.12. Estudios de prospeccion

Aungue en un principio, la gran mayoria de los estudios de caracterizacion y de
aplicacion de lacasa se enfocaron en algunas cepas como T. versicolor o P. ostreatus, en
afios recientes ha crecido el interés por encontrar lacasas con nuevas cualidades en su
potencial Redox, mayor capacidad ligninolitica, y termoestabilidad, méxima actividad a

pH extremos, mayor rango de sustratos, entre otras.

Un ejemplo de lo anterior es el estudio realizado por Kiiskinen y colaboradores (2004),
en el cual realizan una prospeccion en medio sélido suplementado con RBBR, Poly R-
478, guayacol o acido tanico en busaca de lacasas con potencial ligninolitico y habilidad
decolorante. De 26 cepas probadas, 16 fueron capaces de actuar sobre alguno de los
colorantes y ocho de estas también mostraron actividad sobre el guayacol. Al identificar
a sus mejores aislados se encontraron con géneros como Pholiota sp, Mucor spp,
Trichoderma spp. Peniophora sp, Sporotrichum pruinosum, Crysosporium
geenslandicum. Este sistema de seleccidén en medio sélido les permitié obtener una cepa

de Pholiota sp que mostro gran estabilidad a 60°C.



En Tanez se realizd un escrutinio del potencial ligninolitico de algunos de sus hongos
autoctonos (Dhouib et al., 2005). En el cual se analizaron 315, de los cuales 18 fueron
capaces de decolorar el Poly R-478 en medio sélido. En medio liquido, el mejor
productor de lacasa fue una cepa de Trametes trogii. Posteriormente se purifico y
caracterizd la lacasa de este aislado y fue aplicada en la decoloracion de seis colorantes
textiles (Zouari-Mechichi et al., 2006).

En nuestro laboratorio, previamente hemos realizado un estudio de prospeccion de
basidiomicetos de la pudricién blanca de la madera en las serranias aledafias al area
metropolitana de Monterrey (Gutiérrez-Soto, 2004, Hernandez-Luna et al., 2008), y
evaluamos su potencial ligninolitico y su capacidad de degradar colorantes sintéticos
empleando un sistema en medio s6lido de indicadores cromogeénicos, de oxidasas y
peroxidasas, asi como de un colorante polimérico (Poly R-478) para detectar la
capacidad lignolitica y tres colorantes monoméricos para determinar la capacidad de
decoloracion (AR 44, CV y RBBR). De 91 aislados nativos seleccionamos dos (CS 5y
CUL1), que fueron los que mostraron mejores resultados de decoloracion en medio sélido
y en medios liquidos. Ademas, la capacidad de decoloracion coincidié con la presencia e
incremento de la actividad lacasa, por lo que se caracteriz6 la capacidad de decoloracion
de los extractos crudos y algunas de las caracteristicas fisicoquimicas de la actividad. Se
determinaron el pH y temperatura 6ptimos, 3.5 y 55°C respectivamente; asi como se
demostrd la termoestabilidad a 55°C por 1 h, para ambos aislados. Ademas se detectaron
al menos dos bandas de actividad lacasa, alrededor de los 60 y 110 kDa en los
zimogramas realizados. La actividad lacasa de estos dos aislados, fue capaz de actuar
sobre pares de sustratos reportados como indicativos de actividad peroxidasa, como la 4-
AAP-2,4-DCP para LiP, y MBTH-DMAB para MnP, sugiriendo un alto potencial
Redox para la lacasa.

La estabilizacién genética de los aislados, se realizd mediante cultivos de puntas de
hifas, a partir de estos, su identificacion se llevo a cabo en el “Centralalbureau voor

Schimelcultures” Instituto de la Real Academia de Artes y Ciencias de Holanda

(KNAW) y su confirmacion en IPICYT de San Luis Potosi. El aislado CS5 fue



identificado con un 99% homologia con Trametes hirsuta, mientras que CU1 presentd
una homologia del 99% con Trametes (Cerrena) maxima.

Capitulo Il. Problemética asociada a los colorantes textiles

Los colorantes sintéticos son compuestos ampliamente utilizados en la industria en
diversos procesos y en grandes cantidades. Aunado a su uso existe una problematica de
tipo ambiental, debido a las caracteristicas quimicas que presentan para resistir los
diferentes procesos a los que son sometidos. La gran mayoria de ellos son dificiles de
degradar por los métodos fisicoquimicos convencionales que incluyen floculacién
combinada con flotacién, electroflotacion, filtracion con membranas, coagulacion,
destruccion electroquimica, irradiacion, intercambio idnico, precipitacion, ozonacion, y
tratamiento Katox, sin embargo, estas tecnologias son ineficientes en la remocién de
color, costosas y no se pueden adaptar a un amplio rango de colorantes (Robinson et al.,
2001; Fu, 2001).

Los colorantes resultan toxicos debido a la estructura quimica que presenta el
cromoforo, que generalmente corresponde a una estructura ciclica de uno o mas anillos.
Su caréacter recalcitrante se incrementa debido al tipo y nimero de radicales cromdgenos.
Aln mas, estos compuestos son disefiados para resistir los procesos y tratamientos

industriales a los que son sometidos.

Basados en la estructura de los grupos cromdforos, los colorantes se pueden clasificar
como azos, antraquindnicos, triarilmetano y ftalocianinas, todos estos conocidos como
colorantes reactivos (Zollinger, 1991). Por otra parte, son reconocidos veinte diferentes
cromogenos de colorantes, por lo cual también se han clasificado como colorantes
acidos, basicos, directos, dispersos, mordentes, reactivos, sulfurosos, azoicos y a la tina
(Hao et al., 2000).



En la actualidad, se busca desarrollar procesos mas efectivos para la remocion del color
presente en los efluentes industriales. No obstante, esto resulta complicado ya que los
colorantes sintéticos poseen estructuras complejas y variadas. Dentro de los métodos
convencionales para su tratamiento se encuentran los procesos fisicoquimicos y
electroquimicos que generan una gran cantidad de sedimentos, y presentan notables
diferencias en la cantidad del color removido, volumen de capacidad, duracion de la
operacion y costo. Para la remocion de grandes volimenes de color en las descargas de
agua, se ha utilizado eficientemente la remocion con membranas y los tratamientos de

0zono, sin embargo su costo es elevado.

Dentro de las alternativas bioldgicas para el tratamiento de descargas de la industria
textil se encuentra el uso de bacterias tanto en condiciones anaerobias como aerobias.
Por otro lado, estos organismos han mostrado una capacidad inferior de decoloracion
sobre los colorantes triarilmetano que sobre los de tipo azo. Ademas debido a que se
tratan de bacterias que actian sobre un colorante en particular, no pueden ser aplicadas

en mezclas de estos.

También se han utilizado algunas cepas de actinomicetos en decoloracion de colorantes
reactivos, azos, antraquinénicos y ftalocianinas mediante la bioabsorcion de estos

compuestos.

Otros organismos que se han utilizado para la degradacion de colorantes azos son las
algas. Algunas especies de los géneros de Chlorella y Oscillatoria son capaces de
degradar los colorantes de tipo azo a aminas aromaticas y eventualmente lo transforman
a CoO,.

En el caso de los hongos, especialmente aquellos relacionados con la descomposicion de
la madera, se ha demostrado que son capaces de degradar varias clases de colorantes
(Banat et al., 1996). Por lo anterior se han realizado varios estudios de prospeccion de
cepas basidiomicetos de la pudricion blanca con la capacidad de degradar colorantes
sintéticos (Swamy & Ramsay, 1999; Jarosz-Wilkolazka et al., 2002; Asgher et al., 2006)



5.13. Monterrey: Sector productor y consumidor de colorantes industriales

Monterrey es una de las principales ciudades a nivel nacional en donde se concentran la
industria del acero, vidrio, cervecera, autopartes, cemento, ceramica, alimentaria y textil.
PYOSA (Pigmentos y Oxidos, S. A.) es una de las empresas mas importantes a nivel
nacional e internacional que ofrece pigmentos, colorantes y preparaciones de la més alta
calidad para la fabricacién de pinturas, tintas, plasticos, textiles, derivados de petroleo,
etc. Cuenta con una amplia gama de colorantes de calidad reconocida a nivel
internacional, ofreciendo una linea completa de colorantes para textiles de fibra natural o
sintética, asi como las diferentes lineas de colorantes para cuero, papel y uso industrial.
Distribuyen sus productos a fabricantes de pinturas, tintas, plasticos, textiles, derivados
del petroleo, baterias automotrices, cinescopios, fragancias, medicamentos y detergentes,

entre otros (www.pyosa.com.).
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6. Estrategia Experimental

Para la realizacion del presente trabajo se siguio la estrategia descrita a continuacion.
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Una vez definidas las condiciones mas optimas para la produccion de lacasa, se realizo
la purificacién de la lacasa mediantes cromatografia de intercambio idnico y exclusion
molecular. Una vez pura la actividad lacasas de T. maxima CUL, se llevé a cabo la
caracterizacion bioquimica y funcional de la misma.



7. Metodologia

7.1. Material y Métodos

Todos los compuestos quimicos utilizados fueron de grado reactivo. Los ingredientes
para preparar los medios de cultivo de la marca Difco y los demas quimicos, incluyendo
colorantes, de la casa Sigma o CTR Scientific. Los reactivos utilizados en los ensayos de
electroforesis, Acrilamida, bis-N,N’-metilen-bis-acrilamida, Lauril Sulfato de Sodio
(SDS), Persulfato de Amonio, N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED), 2-
mercaptoetanol, Trizma-base y Glicina fueron de las marcas comerciales Sigma, Fluka o
Aldrich y obtenidos a partir de Sigma-Aldrich de México, S. A. de C. V. Las soluciones

fueron preparadas con agua bidestilada de laboratorios Monterrey, S.A.

Matrices: DEAE-Sephacel y Sephadex G-200 de Pharmacia; DEAE-Sepharose, Q-
Sepharose, Sephacryl S-200 HR, Concanavalina A 4B y Buffer lon Exchanger de
Sigma; DE-52 de Whatman; Biogel P-60, Biogel P-100 y Biogel HPT de Bio-Rad.

Estandares de peso molecular: Para la estimacion del peso molecular en SDS-PAGE, se
emple6 el marcado pretefiido Kaleidoscope de Bio-Rad: Miosina 192.9 kDa; f-
Galactosidasa 111.4 kDa; Albdamina sérica de bovino 57.4 kDa, Anhidrasa carbonica
30.3 kDa; Inhibidor de tripsina de soya 25.2 kDa; Lisozima 12.9 kDa; Aprotinina 6.5
kDa.

En algunos casos se utilizO un marcador de rango bajo: Fosforilasa b 97.4 kDa;
Albumina sérica 66.2 kDa; Ovoalbumina 45 kDa; Anhidrasa carbonica 31 kDa;
Lisozima 14.4 kDa; Aprotinina 6.5 kDa.

Para la calibracion de las columnas de exclusion molecular se utilizd el juego de
estandares de peso molecular en el rango de 200 a 12 kDa: 3-Amilasa 200 kDa; Alcohol
deshidrogenasa 150 kDa; Albimina 66 kDa; Anhidrasa Carbdnica 29 kDa; Citocromo ¢
12.4 kDa.



Sustratos: 2,6-Dimetoxifenol (Metoxifenol), Guayacol, Acido 2,2°—azino-bis (3-
etilbenzotiazolin-6-sulfonico)-sal de diamonio (ABTS), Siringaldazina (3,5-dimetoxi-4-
hidroxibenzaldeidazina), Acido  3-dimetilaminobenzdico (DMAB),  3-metil-2-

benzotiazolina hidrazona (MBTH). Todos adquiridos en Sigma.

Colorantes industriales: Fueron amablemente proporcionados por la Empresa Pigmentos
y Oxidos, S.A. (PYOSA): Negro Reactivo 5, Azul Reactivo 19, Negro Directo 22, Azul
Disperso 79, Rojo Disperso 60, Naranja Disperso 29, Negro Acido 194, Azul Acido 25,
Negro Acido 210. En la tabla IV se presentan el grupo quimico al que pertenecen, uso y
longitud de onda utilizada en los estudios de decoloracion.

Tabla IV. Colorantes Textiles.

Colorante Grupo Uso A

Negro reactivo 5 (RB5) Diazo Algodon. 597
Azul reactivo 19 (RB19) Antraquindnico Algodon. 592
Negro directo 22 (DB22) Tetrakiazo Algodén. 474
Azul disperso 79 (DB79) Monoazo Poliéster. 580
Rojo disperso 60 (DR60) Antraquinoénico Poliéster. 592
Naranja disperso 29 (D0O29) Diazo Poliéster. 454
Negro acido 194 (AB194) Monoazo Nylon 597
Azul &cido 25 (AB25) Antraquindnico Nylon 417

Negro acido 210 (AB210) Triazo Cuero 461




7.2. Material bioldgico
Microorganismo: En el presente trabajo se utilizo la cepa nativa Trametes maxima CU1,
la cual se conservo en medio YMGA en refrigeracion a 4°C. La conservacion se realizo

por resiembras cada dos o tres meses.

Conejos: Se utilizaron dos conejos de raza Nueva Zelanda para la obtencion de

anticuerpos para los Western Blot, un macho de 2.8 Kg y una hembra de 2.5 Kg.

7.3. Medios de cultivo
YMGA: glucosa 4 g I, extracto de malta 10 g I"*, extracto de levadura 4 g I y agar 15 g
I"* (Hernandez-Luna et al., 2008).

Medio Bran Flakes: se prepar6 en una solucion amortiguadora de fosfato de potasio 60
mM, ajustando el pH a 6.0 con hidréxido de potasio 1M y agregando el cereal All Bran
Flakes® al 2% (Pickard et al., 1999).

Medio Dhouib modificado (DM): glucosal0 g I, extracto de levadura 1 g 1™, peptona 5
g I, tartrato de amonio 2 g I, KH,PO, 1 g I, MgS0O, 0.5 g I, KCI10.5¢g I, y 1 ml de
la solucién de elementos traza 100X. Para preparar 100 ml de la solucién de elementos
traza 100X se pesaron 0.5 g EDTA, 0.2 g FeSO,4, 0.01 g ZnSO,4, 0.003 g MnCl;, 0.03 g
H3BO,, 0.02 g CoCl,, 0.001 g CuCl,, y 0.003 g NaMoO, (Dhouib et al., 2005; Zouari-
Mechichi et al., 2006).

El medio de cultivo para la produccién de la lacasa fue esterilizado en autoclave a 121°C

por 15 minutos.



7.4. Protocolos de trabajo

Determinacion de la Actividad Lacasa

El método para determinar la actividad de la lacasa esta basado en la oxidacion del
sustrato cromogénico del 2,6-Dimetoxifenol (DMP) por accion de la enzima, generando
un color anaranjado, el cual es detectado a una longitud de onda de 468 nm. Para la
mezcla de reaccion se utilizaron 2.8 ml de amortiguador de acetato de sodio 200 mM de
pH 4.5, 0.1 ml de DMOP 60 mM y 10 ul del extracto enzimético, dando un volumen
total de 3 ml. La reaccion se inici6 con la adicion del extracto enzimatico (o preparacion
enzimatica) y se siguid a través del cambio en la densidad dptica a 468 nm por un
minuto. Las unidades de lacasa se expresan como la cantidad de enzima que cataliza la
transformacion de 1 umol de sustrato por minuto, tomando como valor de coeficiente de
extincion molar ()=49 600 M cm™ (Abadula et al., 2000). Las determinaciones se

realizaron en un espectro Shimadzu UV-VIS mini 1240.

Cuantificacion de Proteina
Se utilizd el método de Bradford para la cuantificacion de proteina, utilizando el kit
“Protein Assay Bradford” de BioRad. Como estandar se utilizo la albumina de suero

bovina.

Electroforesis

Para el andlisis de componentes se utiliz6 el método descrito por Garfin (1990):

Gel de concentracion de Acrilamida al 4%: Agua bidestilada, 3.050 ml; Tris-HCI 0.5 M
pH 6.8, 1.250 ml; SDS 10%, 0.050 ml; Acrilamida/Bis (30%/2.7%), 0.650 ml; APS
10%,25 pl y TEMED 5 pl

Gel Separador de Poliacrilamida al 12%: Agua bidestilada, 5.025 ml; Tris-HCI 1.5 M
pH 8.8, 3.75 ml; SDS 10%, 0.050 ml; Acrilamida/Bis (30%/2.7%), 6.0 ml; APS 10%,
100 pwl'y TEMED 10 pl.



El amortiguador para las muestras consistio en Tris-HCI 0.5 M pH 6.8, conteniendo
glicerol a 10 % y azul de bromofenol a 0.025%, y 50 ul de 2-mercaptoetanol a cada 0.95
ml del amortiguador (para muestras desnaturalizadas); y el amortiguador del electrodo
en Tris 0.025 M, Glicina 0.192 M, SDS 0.1% (p/v) a pH 8.3.

Para los geles nativos, en su elaboracion solo se omitira el SDS, la presencia de 2-
mercaptoetanol en el amortiguador de la muestra y el tratamiento térmico en las
muestras. Los carriles se cargaron con 25 pg de proteina en cada uno de los pasos de
purificacion, los primeros carriles con muestras desnaturalizadas a 95°C por 4 minutos
en presencia de 2-mercaptoetanol y los siguientes con muestras nativas sin él para el

zimograma. La electroforesis se corrié a 100 V.

Condiciones de cultivo para la produccion enzimatica
La produccion de lacasa se llevo a cabo en dos medios de cultivos diferentes, uno
lignoceluldsico a base de Bran Flakes® y otro definido a base de sales, Dhouib

modificado.

Se utilizaron matraces Erlenmeyer de 500 ml conteniendo 200 ml del respectivo medio.
Los medios se esterilizaron a 121°C a 15 libras de presion por 20 minutos. Para inocular
los medios se agregaron tres piezas de 0.5 cm de didmetro del micelio crecido en
YMGA por cada 100 ml del medio de cultivo. Se incubaron a 28°C a 150 rpm por
aproximadamente 20 dias. Se tomaron alicuotas de 50 uL cada dos dias para la

determinacion de la actividad lacasa como ya se describid.

Efecto de inductores sobre la produccién de lacasa

Una vez definido el medio méas conveniente para la produccion, se probaron dos de los
inductores comunmente utilizados, el sulfato de cobre y el etanol (Chefetz et al., 1998;
Heinzkill et al., 1998; Koroljova et al., 1999; Xiao et al., 2003), para incrementar las

unidades volumétricas de la actividad en los sobrenadantes.



Ya que no todos los organismos responden igual a los inductores se realizaron ensayos
por duplicado en medio DM para encontrar las concentraciones dptimas para este hongo.
En el caso de sulfato de cobre se agregd al medio a las concentraciones de 75, 150 y 350
uM antes de ser esterilizado, mientras el etanol se agregé al 1, 2 y 3%, al tercer dia de

crecimiento.

También se probaron otros compuestos que se han reportado como inductores, tales
como la siringaldazina (Farnet et al., 2002), acidos humicos (Koroljova-Skorobogatko
et al., 1998) y DMSO (Shah et al., 2006). Solo los himicos fueron agregados al inicio

del cultivo, los demas a los tres dias de crecimiento.

Al igual que en la seleccion del medio de cultivo, se titulo la actividad lacasa cada tercer

dia para construir la curva de produccion para cada condicion.

Obtencion de extractos crudos

Establecidas las condiciones Optimas para la produccién, se prepararon tres litros en
matraces de 500 ml con 200 ml del medio. Una vez crecidos los cultivos y con el mayor
titulo de actividad lacasa, se separd la biomasa del sobrenadante utilizando un cedazo de
algoddn-poliéster (50:50%). Para retirar los polisacaridos solubles en agua, se congel? el
sobrenadante a -20°C por 24 horas. Posteriormente se descongel6 el sobrenadante y se

filtro a través de papel filtro (Whatman #1).

Para concentrar el sobrenadante se emple6 un cartucho de ultrafiltracion (Millipore
prep/scale TFF de 10kDa) hasta aproximadamente 200 ml y finalmente a 5 ml con el
sistema de ultrafiltracion AMICON con una membrana de corte YM10, a una presion 40
psi. Finalmente la muestra se equilibré con tres volimenes del amortiguador fosfato

potasio 20 mM, ajustado a pH 6.0. Todo el proceso se realizo en bafio de hielo.

Purificacion
Ya que el concentrado contiene gran cantidad de pigmento, es necesario que se remueva

del extracto, ya que este interfiere en la determinacion de proteina y con la estimacion de



la actividad lacasa. Por ello, como primer paso de purificacion se utilizé una columna
DEAE-Sepharose (2.5x17cm) equilibrada con el amortiguador de fosfato de potasio 20
mM, pH 6.0 (amortiguador A) para removerlo. Una vez aplicada la muestra en la
columna, se pasaron 160 ml del amortiguador A, para remover todas las proteinas que
no se unieron a la matriz. Para la separacion de la muestra, se utiliz un gradiente lineal
de fosfato de 20 a 150 mM de 400 ml, y utilizando un amortiguador de fosfato de
potasio 150 mM, pH 6.0 (buffer B). Como paso final, se pasaron 160 ml del
amortiguador B. Se colectaron fracciones de 7 ml. Una vez terminado el programa, se
identificaron las fracciones con actividad lacasa, se colectaron, se concentraron y

finalmente se equilibro la fraccion con amortiguador A en la celda AMICON.

El siguiente paso de purificacion consistié en una filtracién en gel, empleando una
columna Sephadex G-200 (2x90cm), equilibrada y eluida con amortiguador de fosfato
de potasio 100 mM, pH 6.0, se colectaron fracciones de 6 ml. Las fracciones con
actividad se colectaron y concentraron. En cada uno de los pasos se tomaron alicuotas

para la determinacion de proteina y actividad lacasa.

Todas las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo en el sistema FPLC, Biologic
LP de Biorad. Por otro lado se realizaron separaciones en las matrices De-52, Biogel
HPT, Biogel P-60, Biogel P-100.

La evaluacion de la eficiencia de los pasos de purificacion se realizé a través de SDS-

PAGE con el protocolo arriba descrito.

Para tincién se emple6 Azul de Coomasie al 0.1% en solucién fijadora 10% acético,

40% metanol toda la noche. Para el destefiido se utilizo la solucidn fijadora.

La actividad se reveld colocando los geles en acetato de sodio 200 mM, pH 45 y
agregando el DMP. Una vez visualizadas las bandas de actividad, se detuvo la reaccién

con solucion fijadora.



Produccién de anticuerpos y Western Blot
En el analisis de componentes se observaron bandas de menor tamafio que la lacasa, para
comprobar si se trataba de fragmentos de degradacion de la misma o de otras proteinas

contaminantes, se levantaron anticuerpos en conejos, contra la lacasa de 61 758 Da.

La lacasa utilizada para inmunizar los conejos, fue purificada a partir de un gel SDS-
PAGE con muestras no tratadas. Se les aplicd cuatro dosis de 300ug de la proteina, y a
la quinta semana se les aplico una dosis de refuerzo. A la sexta semana, se les extrajo 10
ml de sangre por puncién cardiaca. Para la obtencion del suero, se coagulo y centrifugd
la sangre (3000rpm por 15 min). El suero se mantuvo en refrigeracion hasta su

utilizacion.

Para el analisis Western Blot de las fracciones se corrio la electroforesis con geles SDS-
PAGE con muestras tratadas y no tratadas. Se realizo la transferencia de los geles a
membranas de celulosa (300 volts por 1.5 horas). La membrana es tefiida con rojo
Ponceau S para asegurar la transferencia de las proteinas. Registrada la trasferencia se
retira el color con lavados de agua destilada, luego de ello, las membranas se bloguearon
con Tween 20 (0.5%) en TB (Tris Buffer 1M) por dos horas. Se realizaron dos lavados
de 5 minutos con TB, posteriormente se agrego el anti-lacasa (20 puL de una dilucion
1:1000 en 20 ml de TB) y se incub6 por 1.5 horas. Nuevamente se realiz6 un lavado con
Tween 20 y dos lavados con TB de 5 minutos, se agregé el conjugado Peroxidasa anti-
conejo (20 pL de una diluciéon 1:1000 en 20 ml de TB) y se incubo por 1 hora.

Finalmente con TMB, se gener6 un precipitado azul (Xu et al., 2007).

Determinacion del Peso Molecular

Para la estimacion del peso molecular se utilizaron las columna Sephacryl S-200 HR y
Biogel P-100 (1.5x70), calibrada con el juego de estandares de peso molecular X. Tanto
para los estandares como para las muestras, la separacion se efectué con amortiguador
de fosfato de potasio 50mM, pH 6.0. Los estandares, fueron resuspendidos en 1 ml del

amortiguador



También se estimo el peso molecular a traveés de SDS-PAGE, utilizando los estdndares
pretefiidos Kaleidoscope de Bio-Rad y por LC-SM/LC (realizado en el Instituto de
Biotecnologia de la UNAM.).

Deglicosilacion de la Lacasa
Para la estimacion del grado de glicosilacion, la muestra fue tratada con una glicosidasa:
PNGase F de Sigma.

Para lo cual se prepard una mezcla de reaccion con 200 ng de lacasa en un volumen de
35 ul de agua. Se le agreg6 10 ul de fosfato de potasio 250 mM, ajustado a 7.5; 2.5 ul de
SDS 2% adicionado con 2-mercaptoetanol 1 M. La mezcla se incub6 a 100°C por 5
minutos. Se dejé enfriar y se agregan 2.5 pl de Triton X-100 al 15%, se afiadid la

PNGase F y se incub6 la mezcla de reaccion por 3 horas a 37°C.

Estimacién del pl

Para el calculd del pl se emple6 una columna empacada con una matriz Poly Buffer
Exchanger 94 Sigma, equilibrada con Imidazol 25 mM ajustado a pH 7.0. Para la elusién
de las muestras se utilizé una solucién de anfolitos (Poly buffer 74 sigma) ajustado a pH
3.0 con HCI 1N. A las fracciones obtenidas se les midié el pH con un potenciémetro
Corning pH meter 430, también se midio la absorbancia a 280 nm, para la evaluacion de

la pureza de la fraccion.

Espectro de absorcion
Como parte de la caracterizacion de las propiedades fisicoquimicas de la lacasa, se le
realizd el espectro de absorcion de 200 a 800 nm en el espectro UV-VIS Shimadzu. El

ensayo se realizo con 150uM de la proteina en 1 ml de agua.

Analisis bio-informético
Las secuencias N-terminal se identificaron por LC-MS/MS en el Instituto de

Biotecnologia de la UNAM. El andlisis comparativo entre las secuencias obtenidas y las



ya reportadas se realizé utilizando el programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool).

Efectos del pH
Para la determinacion del pH dptimo, se emple6 un amortiguador de citrato-fosfato de
potasio 100:50 mM en un rango de pH de 2.0 a 6.0. Para la determinacion de la

actividad se utilizo el método del DPM como ya se describio.

Para evaluar la estabilidad al pH, se incubacion la enzima en 2 ml del amortiguador
citrato-fosfato. Se tomaron alicuotas de 10 pul para medir la actividad a los tiempos 0, 1,
2, 3,4y 24 horas utilizando la mezcla de reaccion con 2,6-DMPO en el acetato de sodio
50 mM, ajustado al pH 6ptimo.

Efecto de la temperatura

La temperatura al igual que el pH, es uno de los parametros que intervienen en el
funcionamiento Optimo de las enzimas. Por lo tanto, para determinar la temperatura
Optima, se emplearon mezclas de reaccion con DMOP incubadas en un rango de 15 a 70

oC. Las reacciones se iniciaron con la adicion de la enzima.

Para los ensayos de termoestabilidad, se incubé la enzima en agua bidestilada a 50, 60 y
70°C, horas sobre 2,6-DMOP en amortiguador acetato de sodio a pH 3.0.
Determinacion de los Parametros Cinéticos

Los parametros cinéticos fueron estimados empleando los graficos de Linewaver-Burk,
realizando cursos temporales sobre los sustratos: Siringaldazina y 2,6-DMOP, a
diferentes concentraciones (0.05, 0.1, 0.5, 1.0, 5.0, 10.0 mM). Las mezclas de reaccién
se llevaron a cabo en amortiguador de acetato de sodio 50 mM ajustado a pH 3.0. La
longitud de onda para la siringaldazina (e= 65 000) es 530 nm, para el 2,6-DMPO
(e=49 600 M cm™) es 468 nm. Las mediciones en el cambio de la desviacién éptica se

realizaron por un minuto y por triplicado.

Efecto de inhibidores



Una vez determinados los pardmetros cinéticos, se evalud el efecto de algunos
inhibidores sobre la actividad enzimatica. Ensayandose sobre mezclas de reaccion con
2,6-DMPO (como ya se describi0), en presencia de concentraciones de 0.1, 0.5, 1.0, 5.0
10, y 25 mM de azida de sodio, fluoruro de sodio, SDS, EDTA, é&cido tioglicolico y

dimetil sulféxido.

Decoloracion enzimética

Para evaluar la participacion de la lacasa en la decoloracion de los colorantes
industriales, se realizaron ensayos con lacasa pura de T. maxima CU1L. La mezcla de
reaccion se llevo a cabo en amortiguador fosfato-citrato a pH 3.0 y 5.0, conteniendo 50
ppm del colorante y 10 U de actividad lacasa a un volumen final de 2 ml. La incubacion
se realiz6 a 50°C. Otra condicion probada fue a pH neutro (mezcla en agua bidestilada) y
a temperatura ambiente. Se realizaron lecturas en el rango de 200 a 800 nm cada 1, 2, 3
y 24 horas. Se estimé el porcentaje de decoloracion en base a la disminucion de la

absorbancia en el pico maximo para cada colorante (ver tabla I).

Ensayos con efluentes simulados

Los efluentes industriales son complejas mezclas. Por tal razon, para tener un panorama
méas claro del comportamiento de la enzima bajo estas condiciones, se simuld un
efluente con 50 ppm de cada uno los nueve colorantes industriales. Los ensayos se
realizaron en las mismas condiciones descritas en la decoloracion enzimética. Para
calcular el porcentaje de decoloracion, se tom6 el pico méaximo de absorcién del

espectro de la mezcla sin enzima como el 100% para cada condicion.



8. Resultados

Previamente, seleccionamos la cepa de Trametes maxima CUl que fue eficiente
degradadora de nueve colorantes sintéticos de cinco diferentes grupos quimicos. Por lo
anterior, en el presente trabajo se llevo a cabo la purificacion de la lacasa producida por
T. maxima CU1, necesaria para su caracterizacion bioquimica y su aplicacion in vitro en

la decoloracion de colorantes textiles y la mezcla de estos.

8.1. Seleccién del las Condiciones de Cultivo

8.1.1 Seleccién del medio de crecimiento

Para la produccion de lacasa se probaron dos medios, uno a base de Cereal Bran Flakes
® y otro a base de sales (Dhouib modificado), ya que las condiciones de cultivo son de
suma importancia para una buena produccién y a que se han presentado diferencias en
cuanto a los niveles de produccion y la presencia de isoformas de un mismo organismo

al variar las condiciones de crecimiento (Chen et al., 2003).

Los niveles mas altos de actividad lacasa se presentaron en medio Bran Flakes®
(2U/ml), en tanto que en el medio Dhouib modificado no se detectd actividad. Sin
embargo en el medio Bran Flakes® se produce una gran cantidad de carbohidratos y un
pigmento de color café que interfiere con la cuantificacion de proteina y de la actividad
lacasa, por lo que se decidio probar el medio Dhouib modificado en presencia de dos de
los inductores de mayor uso a concentraciones estdndar: sulfato de cobre 0.35mM vy
etanol 3% (Figura 5).
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Figura 5. Produccion de Lacasa en Medio Bran Flakes® y Dhouib modificado. La
determinacion de la actividad se realizd en acetato de sodio 200mM, pH 4.5, utilizando
el DMP como sustrato. Los ensayos se realizaron por triplicado.

8.1.2. Efecto de algunos inductores

Al observar que el hongo respondid favorablemente a la presencia de los inductores, se
procedié a evaluar el efecto la siringaldazina, los &cidos himicos, DMSO, etanol y el
sulfato de cobre, asi como determinar la concentracién Optima para incrementar la

actividad lacasa en el medio.

A pesar de que se ha reportado que la siringaldazina es un buen inductor de la actividad
lacasa (Farnet et al., 2002), en T. maxima CUL no se observo tal efecto. De igual
manera, el DMSO y los acidos humicos no mostraron incremento significativo en la
actividad lacasa. Los titulos mas altos de lacasa se obtuvieron con el medio DM
suplementado con sulfato de cobre 0.35 mM y etanol 3%. En este medio y con el sulfato
de cobre a la misma concentracion, se titularon 3.5 U/ml al sexto dia de crecimiento,
mientras que el etanol por si solo no mostrd efecto inductor (Figura 2). El efecto
sinérgico entre el cobre y el etanol se ha reportado para una cepa de Trametes trogii
(Dhouib et al., 2006).



Por otra parte, el pobre efecto de los demas inductores reitera que, no todos los

inductores reportados muestran en mismo efecto en diversos organismos y que

condiciones de cultivo deben ser ajustadas para cada cepa.
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Figura 6. Efecto de algunos inductores. A) Acidos himicos. B) Siringaldazina. C)

Sulfato de cobre. D) DMSO.

Los ensayos se llevaron a cabo en el medio DM

suplementado con diferentes concentraciones de los inductores probados. Los cultivos se



prepararon por triplicado, de igual forma se realizaron las determinaciones, en todos los
casos la desviacion estandar fue menor al 5%.
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Figura 7. Condiciones Optimas de cultivo. Las determinaciones fueron hechas por
triplicado, en todos los casos la desviacion estandar fue menor al 5%.

8.1.3. Obtencién del extracto crudo

Una vez definidas las condiciones de cultivo, se prepar6 un lote de produccién de tres
litros, hasta que se detectaron aproximadamente 6 U/ml. Posteriormente se separo6 la
biomasa del sobrenadante, se concentrd y se diafiltré la muestra para equilibrarla y ser
aplicada a una columna de intercambio i6nico. Finalmente se cuantificd la actividad
lacasa inicial y la concentracion de proteina total del lote (6418 unidades totales y
266.1mg). La preparacion final, de 12 ml, presentd un color verde olivaceo la cual se

mantuvo en congelacion hasta su uso.



8.2. Purificacion

8.2.1 Estudios previos de purificacion

Inicialmente para la purificacion de la lacasa de T. maxima CUL, utilizamos como
primer paso una columna DEAE-Sephacel, seguida de una filtracion en gel utilizando
una columna de Biogel P-100. Sin embargo en el analisis de componentes en SDS-
PAGE se observaba la presencia de dos bandas de proteinas con actividad lacasa en la
zona de 70 y 60 kDa, acompariadas de bandas menores en la zona de 40-25 kDa y una
mayor en la zona alrededor de 100 kDa. Por lo que se probaron modificaciones en el
intercambio i6nico como fue el cambiar la matriz por una DE-52 con un gradientes de
fosfato de 20 a 250 mM, que posteriormente se redujo de 20 a 150 incrementando los
volimenes de elucion de 5 a 10, sin embargo no se lograba la separacién de estas
aparentes isoformas. Por lo que se prob6 pasar la fraccion obtenida del intercambio
ionico DEAE por una Q-sepharose (una amina cuaternaria reportada para la separacion
de isoformas de lacasa por Farnet et al., 2002), con un gradiente con NaCl de 0 a 500

mM; sin embargo no se logré separar estas isoformas.

Por lo anterior, se trato de remover las proteinas menores con una columna Biogel P-60.
Bajo estas condiciones se esperaria una fraccién principal en la zona de exclusion y otras
dos o tres en la zona entre 40 y 25 kDa, mas s6lo se obtuvo una fraccién en la zona de
exclusion que al ser analizada por SDS-PAGE permitié visualizar todas las bandas de
menor tamafo junto con las dos lacasas de 60 y 70 kDa. Otro estrategia para tratar de
separar las proteinas de diferentes tallas fue el utilizar una columna Sephadex G-200,
que incrementa el rango de resolucién de las proteinas de menor tamafio y también
remueve una gran cantidad de pigmentos. Este se utiliz6 como primer paso, seguido de
un intercambio i6nico en DEAE-Sepharose. La fraccion obtenida fue aplicada a una
columna de afinidad (Concanavalina A 4B), en esta Ultima, la lacasa se quedo unida a la
matriz. No pudo ser removida con altas concentraciones de glucosa (1 M), ni de manosa
(0.5 M), ademaés del Borato de sodio 100 mM, pH 6.5, no obstante que Coll et al. (1993)

con un protocolo similar habian logrado separar dos isoformas del basidiomiceto PM1.



En forma paralela se utilizo la hidroxiapatita (Oda et al., 1991), en la cual se obtuvieron
dos fracciones que al ser analizadas por electroforesis presentaron el mismo patron de

bandas para ambas fracciones.

Por otra parte, también se realizaron separaciones por filtracién en gel bajo condiciones
de alta fuerza i6nica (500 mM NaCl) para romper los enlaces débiles, en presencia de
detergentes en el eluente (SDS 0.1% y Triton 100X 0.1%), para tratar de romper
interacciones hidrofébicas entre las proteinas y la matriz, en presencia de urea 4 y 6 M,
asi como de 2-mercaptoetanol y Triton en combinacion. En lo referente al intercambio
ionico se probaron diferentes soluciones amortiguadoras (fosfato, Tris-HCI, fosfato-
citrato), en distintas proporciones y aplicados en pasos bajo diferentes esquemas de
gradiente (stendidos? o pronunciados), con diferentes matrices (intercambiadores fuertes
y débiles) y tipos de sales en los gradientes (NaCl, PO, KCI). Bajo todas las
condiciones solo se obtuvo un pico principal de proteina donde se detectaba la actividad
lacasa. Sugiriendo lo anterior que la principal proteina presente en los extractos curdos
correspondia a las isoformas de lacasa, las cuales solo podian separarse por
electroforesis. Algo similar ocurre con la isoforma L2 de Ceriporiopsis subvermispora,
la cual s6lo es posible purificar por isoelectroenfoque preparativo (Fukushima et al.,
1995).

Las matrices de exclusion molecular han sido disefiadas para separar proteinas simples y
cuya forma comunmente es esférica. La glicosilacion de las lacasas provoca una
desviacién de esta esfericidad ademas de que puede causar interacciones con la matriz,
lo cual explicaria la pobre resolucion de las bandas (Fig. 9 A carriles 2 y 3) y la
discrepancia en los pesos moleculares encontrados para la misma proteina en diferentes
cortes y matrices (Tabla VI resultados con Biogel P-100 y Sephacryl S-200) en funcién
de su peso. Revisando la literatura, encontramos variaciones similares reportadas para
glicoproteinas. En el estudio realizado por Sviridov y colaboradores (2006), observaron
que pueden coeluir glicoproteinas con otras proteinas de diferentes tallas y que no

pueden ser separadas aun con el uso de HPLC.



Ya que las isoformas solo pueden ser separadas por electroforesis, la actividad lacasa de
T. maxima CU1l fue caracterizada como una sola fraccion conteniendo diversas

glicoformas de la enzima.

Por todo lo anterior, se selecciond como protocolo de purificacion de la actividad lacasa
de T. maxima CUL el uso de DEAE-Sepharose y Sephadex G-200, el cual permitid

obtener una fraccién con un mayor rendimiento al final del proceso.

Ademaés de los co-migrados observados en la exclusion molecular, en los geles tanto
SDS-PAGE (cargados con muestras tratadas con mercaptoetanol y calor, y sin tratar),
como en geles nativos, los patrones de migracion son diferentes ya que en las
condiciones reductoras se aprecian bandas de menor tamafio a las isoformas principales,
gue no son visibles tanto en las condiciones nativas como en las muestras no tratadas,
mientras que la banda cercana a los 100 kDa se presento en las tres condiciones. Otra
variacion observada fue la migracién de la fraccion de 60 kDa antes de la de 70 kDa en
los geles nativos. Al igual que en la filtracion en gel, se han reportado previamente estas
desviaciones en separaciones de glicoproteinas en geles SDS-PAGE (Durchschlag et al.,
1991; Durchschlag & Jaenicke, 1997).

En las figuras 8 se muestran los perfiles de las separaciones tipicas de la lacasa de T.
maxima CU1 en intercambio idnico y exclusién molecular, asi como en la figura 9 la
separacion caracteristica en SDS-PAGE de las glicoformas de CUL en los diferentes

protocolos de purificacion.
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Figura 8. Perfiles cromatogréaficos caracteristicos de la purificacion de T. maxima

CUL. El panel A corresponde al perfil tipico de la separacion del extracto crudo de T.

maxima CU1. El panel B muestra el perfil caracteristico de las separaciones en exclusién

molecular.

Figura 9. Separacion tipica en SDDS-PAGE. En los diferentes carriles se muestran las
fracciones de lacasa obtenidas mediantes diferentes cromatografias. 1) Estandares de
PM, 2) Concentrado YM10, 3) DE-52 4) Biogel P-100, 5) DEAE-Sepharose, 6) Biogel
P-60, y 7) Biogel P-60. Todos cargados con 25ug de proteina y tefiidos con azul
Coomasie.



8.2.2 Protocolo final de purificacion

Como primer paso para la purificacion de la lacasa de T. maxima CU1, se empled una
columna DEAE-Sepharose. Este paso removid gran cantidad del pigmento presente en la
muestra, que enmascara la presencia de otras proteinas presentes, ademas de que es
eluido como una sola fraccion muy amplia. Por otro lado al ser removido, deja en
evidencia el caracteristico color azul de la lacasa. Se obtuvo un pico de proteina dentro
del cual se aprecian dos fracciones de actividad lacasa que se concentraron como una
sola fraccion, a la cual se le realizé una filtracion en gel, en donde la actividad lacasa se
fracciona nuevamente como un solo pico de proteina y actividad. En ambos pasos el
componente principal correspondio a la actividad lacasa y fueron removidos algunos de
los componentes proteicos contaminantes. En el anexo | se presentan los perfiles

cromatograficos de cada uno de los pasos.

El rendimiento final de la preparacion de lacasa obtenida fue 208%, un factor de
purificacion de 5 veces y un aumento en la actividad especifica alrededor de la misma
magnitud (121 U/mg vs 24 U/mg) con respecto al extracto crudo (Tabla V). El
incremento en las unidades puede atribuirse a la remocion del pigmento presente en el
extracto crudo, donde la presencia de compuestos fendlicos podria estar inhibiendo la
actividad lacasa y por ende se detectarian menos unidades de las que estan presentes
(Zouari-Mechici et al., 2006).

Tabla V. Purificacion de la Lacasas de T. maxima CUL.

Vol Proteina  Unidades Actividad Rendimiento Factor de

Paso (ml) Total Totales Especifica (%) Purificacién
(mg) (U/mg) (veces)
Concentrado 10K 12 266 6,418 24 100 1
DEAE-Sepharose 35 119 10,796 91 168 4

Sephadex G-200 35 110 13,337 121 208 5




8.3. Analisis de componentes

En el analisis de componentes en un gel SDS-PAGE (figura 8), se observé una banda
principal en la zona de 60 kDa aproximadamente y otros componentes menores, los
cuales no fueron removidos con los pasos cromatograficos aplicados. En estos mismos
geles, pero con muestras no reducidas con mercaptoetanol ni hervidas, se aprecian dos
bandas de actividad lacasa en zimogramas revelados con DMP, lo que sugiere la
presencia de dos isoformas de lacasa, una de alrededor de 70kDa y otra de 60 kDa sin
las bandas menores. Esta tltima mostrd ser mas activa y fue capaz de degradar el azul de
Coomasie mientras eran tefiidos los geles. En condiciones nativas, se observan solo las
dos bandas de actividad, sin embargo migran de forma inversa a los geles SDS-PAGE,
es decir la banda mas activa se retiene en la zona alrededor de 70 kDa, en tanto que la

menos activa migra a la zona de 60 kDa (figura 9).
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Figura 10. Analisis de componentes. Gel SDS-PAGE tefiido con Coomasie:
1) Marcador de peso molecular Low Range de Bio Rad., 2) concentrado 10KDa, 3)
DEAE-Sepharose, 4) Sephadex G-200. Todos los carriles fueron cargados con 25 g de
proteina

Lac60K
Lac70K

c70K
c60K

Figura 11. Electroforesis en geles SDS-PAGE y nativos. A) Gel SDS-PAGE donde
los carriles 1y 5 corresponden a el marcador de peso molecular pretefiido Kaleidoscope
de Bio Rad; 2 y 6 al extracto crudo, 3 y 7 a la fraccion de lacasa obtenida en la columna
Sephadex G-200, 4 y 8 a la fraccion del pigmento. Las fracciones de los carriles 2, 3y 4
refieren muestras tratadas con mercaptoetanol y calor, mientras que las muestras de los
carriles 6, 7 y 8 son muestras no tratadas. B) Gel Nativo. El carril 1 corresponde a los
marcadores de PM, 2 al extracto crudo, 3 a la fraccion de lacasa obtenida en la columna
Sephadex G-200, 4 a la fraccion del pigmento. Ambos geles fueron primeramente
revelados con DMP y posteriormente tefiidos con Coomasie, todos los carriles fueron
cargados con 25 pg de proteina.



Para descartar que las bandas de menor peso presentes bajo condiciones reductoras se
traten de fragmentos de degradacion, se estimuld la produccidon de anticuerpos en
conejos contra la lacasa Lac 60K. Para esto se purifico la lacasa a partir de geles de
SDS-PAGE, con muestras no tratadas ya que presentan un mejor patron de separacion
(Figura 10). Esto mismo fue aprovechado para obtener las dos lacasas y enviarlas al
Instituto de Biotecnologia de la UNAM para obtener la secuencia del extremo amino
terminal, necesaria para el andlisis de secuencias y Util para saber si las actividades

lacasa presentes en la fraccion corresponderian a isoformas o glicoformas.

Tincion de Coomasie

Lac70K
Lac60K

Figura 12. Purificacién por SDS-PAGE. Para la separacion se utilizé la fraccion
obtenida del Sephadex G200. Los carriles fueron cargados con 25 pg de proteina. La
fraccion Lac 60K es mas activa que la Lac 70K, ya que es capaz de actuar sobre el
colorante de Coomasie.

En el analisis por Western Blot se observé que la fraccion Lac 70K da reaccidn positiva
con los anticuerpos Lac 60K, sugiriendo que se trata de una glicoforma. Lo anterior se
confirmd al ser tratada la muestra con una glicosidasa, donde solo se detecta una sola
banda de aproximadamente 61 kDa (figura 11). Las deméas bandas presentes bajo
condiciones reductoras podrian corresponder a formas inactivas de lacasa ya que no son
reveladas con DMP pero si reaccionan con los anti-Lac 60K. Estas solo son separadas
por electroforesis bajo condiciones nativas, lo que implicaria que forman agregados con

las formas activas.
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Figura 13. Andlisis por Western Blot. El panel A corresponde al western blot de un gel
SDS-PAGE con muestras tratadas con mercaptoetanol y calor: 1) Marcadores, 2)
Concentrado, 3) DEAE-Sepharose, 4) Sephadex G-200, 5) Sephadex G-200 Tratada sin
glicosidasa 6) Sephadex G-200 Deglicosilada. El panel B muestra a las mismas muestras
no tratadas.

8.4. Andlisis de secuencias

8.4.1. Secuencias de Lac60 y Lac70

A partir de extractos crudos de T. maxima CU1 se purificaron dos lacasas, Lac60K y
Lac70K, las cuales fueron secuenciadas en el Instituto de Biotecnologia de la UNAM.
Los péptidos obtenidos de estas proteinas por el andlisis de LC-MS/MS fueron los
mismos para ambas fracciones. Esto sugiere esto que se trata de la misma cadena
proteica y que la discrepancia en la talla se debe a diferentes grados de glicosilacion, por
lo que las dos bandas de lacasa observadas corresponden a dos glicoformas presentes en
el extracto y que migran como una sola fraccién cromatogréafica en las separaciones de

intercambio ionico y filtracion en gel.



Para ambas glicoproteinas se obtuvieron ocho fragmentos distintos que se muestran en la
figura 12, mientras que los resultados completos de los péptidos de cada una de ellas se

presentan en el anexo II.

Lac 60K Lac 70K

1) R.GPFVVYDPNDPHASR.Y 1) R.GPFVVYDPNDPHASR.Y

2) R.SAGSTVYNYDNPIFR.D 2) R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

3) R.ANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y 3) R.ANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y
4) RYSFVLDANQAVDNYWIR.A 4) RYSFVLDANQAVDNYWIR.A

5) R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L 5) R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L
6) R.YSFTLNANQAVDNYWIR.A 6) R.YSFTLNANQAVDNYWIR.A

7) R.YDVDNDDTTITLADWYHTAAK.L 7) R.YDVDNDDTTITLADWYHTAAK.L
8) GIGPVADLTITNAAVSPDGFSR.Q 8) GIGPVADLTITNAAVSPDGFSR.Q

Figura 14. Péptidos de las Glicoformas de Lacasa. Se presentan los diferentes
fragmentos péptidos de cada una de las glicoformas obtenidas del anélisis por LC-
MS/MS.

8.4.2. Comparacion de secuencias con Cerrena maxima

Una vez analizados los fragmentos de la cadena peptidica de la lacasa de T. maxima
CU1, se compararon los ocho fragmentes con la secuencia reportada para Cerrena
(Trametes) maxima. De 117 aminoécidos alineados, 8 de la lacasa nativa fueron
diferentes a la secuencia reportada (alrededor del 7%). Estos resultados se presentan en
la figura 13, ademas se resaltan en la secuencia de C. maxima las regiones involucradas
en la unién y estabilidad de los centros de cobre, ain cuando ninguno de los fragmentos

obtenidos coincide con estas regiones.



1 gvgpvadnti tnaatspdgf srgavvvngv tpgplvagni gdrfglnvid nltnhtmlkt
g!gpvadﬂti tnaaﬂspdgf srq

61 tsvhwhgffqg ggtnwadgpa fingcpispg hsflydfgvp ngagtfwyhs hlstgycdgl

121 rgpfvvydpn dphasrydvd nddttitlad wyhtaaklgp afpngadstl ingkgrapsd
rgpfvvydpn dphasrydvd nddtaitlad wyhtaakl

181 ssaglsvvsv tkgkrxrfrl vslscdpnft fsidghnnti ietdsvnsgp lntdsigifa

241 agrysftlna ngavdnywir anpnfgnvgf ngginsailr ydgapavept tngststgpl
rysfalﬂa ngavdnywir anpnfgnvgf Hgginsailr y

301 netnlhplvs tpvpgspaag gvdkainmaf nfngsnffin gasftppsvp vllgilsgaq

361 tagdllpsgs vxtlpsnasi eisfpataaa pgaphpfhlh ghvfavvrsa gstvynysnp
rsa gstvyny@np

421 ifrdvvstgt paagdnvtir fltnnpgpwf lhchidfhle ggfavvgaed vpdvkatnpv
ifrd

481 pgawsdlcpt ydanapsdg

Figura 15. Comparacion de secuencias entre cepas de T. maxima. La secuencia
completa de C. maxima (Lyashenko et al., 2006) se presenta en la parte superior,
mientras que los fragmentos de T. maxima CUL se muestran en la parte inferior. En
negro se resaltan los cambios en la secuencia de aminoécidos de T. maxima CUl y en
gris las regiones correspondientes a los sitios de union a los centros de cobre presentes
en C. maxima.

8.4.3. Andlisis de la secuencia animo terminal

Las proteinas muestran niveles altos de homologia (100%) en el extremo amino con
lacasas de T. versicolor (Bertrand et al., 2002); y fue 91% igual a la de T. trogii (Matera
et al., 2007) y Cerrena maxima (Lyashenko et al., 2006) esto acorde con la cercania

filogenética de los grupos.

En la tabla VI se presenta un comparativo entre los extremo amino terminal de T.
maxima CU1y algunas de las lacasas del género Trametes. Si bien se tratan de lacasas
producidas por organismos de un mismo genero, las especies referidas en esta tabla,
muestran variaciones entre las secuencias del extremo amino. Los aminoacidos mas

altamente conservados son la glicina, prolina y valina en la posicion 3, 4 y 5, asi como la



lisina en la posicion 8.

homologia con lacasa de otros géneros debido a las regiones altamente conservadas de la

lacasa (Thurston, 1994).

Tabla VI. Comparacion entre los extremos amino terminal entre lacasa de diferentes

especies de Trametes.

Por otro lado, estas secuencias pueden presentar cierta

Microorganismo

Secuencia N-terminal

Trametes villosa lacasa |
Trametes villosa lacasa 11
Trametes villosa Icc3
Trametes villosa Icc4
Trametes villosa Iccb
Trametes versicolor lacasa |
Trametes versicolor lacasa Il
Trametes versicolor lacclllc
Trametes sp Lccll
Trametes sp Lacasa Il
Trametes sp Lacasa Il
Trametes trogii

Trametes maxima

GIGPVADLTITNAAV
AIGPVASLVVANAPV
SIGPVTELDIVNKVI
AIGPVTDLTISNGDV
AIGPVTDLTISNADV
AIGPVASLVVANAPV
GIGPVADLTITNAAV
GIGPVADLTITNAEV
AVG-EADLTITNAVV
SIGPVADMTISNAEV
AVGPVTDLTISNANV
AIGPVADLVISNGAV
GIGPVADLTITNAAV

Los datos de la secuencia N-terminal de T. villosa, T. versicolor, Trametes sp., y T.

trogii fueron tomadas del trabajo de Mansur et al 2003.

8.5. Estimacion del peso molecular

Como se mencion6 anteriormente, las lacasas poseen tallas moleculares que oscilan

entre los 45 y 110 kDa, sin embargo, estas diferencias en las tallas se han atribuido mas



al grado de glicosilacién que a diferencias en las cadenas peptidicas ya que las
secuencias de las lacasas son altamente conservadas (Thurston, 1994).

En SDS-PAGE se revelan dos bandas de actividad lacasa cuyo peso molecular relativo
se estimo en 71y 62 kDa, las cuales al ser tratadas con una glicosidasa migran como una
sola banda de 61kDa. Por LC-MS/MS el peso fue estimado en 56 kDa, mientras que en
las columnas en filtracion en gel se observaron variaciones en la talla dependiendo del
tamafo del corte y del tipo de matriz (Tabla VII). Estas variaciones pueden deberse a
interacciones que se ejercen entre los carbohidratos y el soporte. Por lo tanto el
porcentaje de glicosilacién de Lac 70K y Lac 60K es de 14 y 1.6 respectivamente.

Para la estimacion de la talla molecular por filtracion en gel, se calibraron las columnas
con los estandares de Sigma. En la figura 15 se muestra los datos de calibracién de la
columna Sephacryl S-200 HR, asi como la estimacion de la talla molecular relativa de la

lacasa de T. maxima CU1.

Tabla VII. Peso molecular de la lacasa de T. maxima CUL1.

Método PM (kDa)
LC-MS/MS 56
71
SDS-PAGE 62
SDS-PAGE (Deglicosilada) 61
Biogel P-100 52

Sephacryl S-200 HR 63




R = -2.2597x + 7.7359
 B-Amilasa e S oers
521 Alcohol deshidrogenasa
. 5.0 1
= -
EDR Albimina de suero
< Muestra
=
o
8 46
o
Q nhidrasa carbénica
- 4.4 4
4.2 1
eCitocromo-c
4.0 T T T 9
1.0 1.2 1.4 1.6 1.8
Vel/Vo
B
1.4 -
1.2 4
: 1 -
E o384
2
N 0.6 A
I 0.4 -
0.2 -
0 +# . .

0 10 20 30

NUmero de Fraccién

Figura 16. Estimacion de la talla molecular de la lacasa de T. maxima CU1 en
Sephacryl S-200. En el panel A se muestra la calibracion de la columna con los
volimenes de exclusion de los estandares y sus respectivos logaritmos de los pesos
moleculares, asi como el volumen de exclusion de la muestra. En el B se muestra la
separacién de la muestra en la columna una vez calibrada.



8.6. Espectro de Absorcion

Las lacasas azules fungicas tipicas presentan un espectro caracteristico, muestran un
pico en la zona de 605 nm que indica la presencia del centro de cobre tipo I, el cual es
°responsable del color azul (Kololojva-Skorobogat'ko et al., 1998; Coll et al., 1993).
Otro pico es detectado en la zona de 330 nm, relacionado con el centro binuclear de
cobre tipo 11l (Thurston, 1994). El coeficiente de extincién molar para el cobre tipo | de
T. maxima CU1 a 605 nm fue de 5 547 M™*em™, un valor muy similar al reportado para
la lacasa de Marasmius quercophilus, 5 200 M*cm™ (Dedeyan et al., 2000).

Otro pardmetro de referencia para la purificacion de la lacasa en la relacion de
absorbancia 280/605, la cual mientras mas cercana se encuentre a 20, mayor es la pureza
de la preparacion de lacasa (Kim et al., 2002). Para la preparacion de glicoformas de T.
maxima CUL, ésta relacion fue 18. En la figura 14 se presenta el espectro de absorcién
de la lacasa de T. maxima CUL. La preparacion de las glicoformas de lacasa exhibi6 las
caracteristicas antes descritas. La relacion entre Azgososnm €S 18, para otras lacasas se ha
reportado un valor de 19 (Kim et al., 2002), el cual da idea de la pureza de la lacasa
mientras mas cercano sea a 20. Para la caracterizacion fina de los centros de cobre sera

necesario estudio de resonancia de electrones.
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Figura 17. Espectro de Absorcion. El espectro se realiz6 a una concentracion de 150
M, considerando 61 kDa como su peso molecular.

8.7. Determinacion del punto isoeléctrico

Para la determinacion del pl se utilizo la técnica de cromatoenfoque, con un gradiente de
pH de 7.0 a 3.0. El perfil obtenido muestra un solo pico de proteina con un pl de 4.4, lo
qgue nuevamente confirma la presencia de dos glicoformas con igual cadena de
aminoéacidos y diferentes grados de glicosilacion, las cuales solo pueden ser separadas
por electroforesis (Figura 15). El valor del pl de la lacasa de T. maxima CU1 se
encuentra en el rango acido de pH al igual que el de lacasa de otras lacasas azules
(Eggert et al., 1996; Kololojva-Skorobogat'ko et al., 1998).
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Figura 18. Cromatoenfoque. En el panel A se presenta el perfil obtenido del
cromatoenfoque, donde el pl es estimado en 4.4. En el panel B se presenta en anélisis
SDS-PAGE de la fraccion obtenida tefiida con azul Coomasie, donde el carril 1
corresponde al marcador de peso molecular, el 2 a la fraccion tratada con
mercaptoetanol y calor, y 3 a la muestra no tratada. Todos los carriles fueron cargados

con 25 pg de proteina.

8.8. Caracterizacion de los parametros operativos

8.8.1. Efecto del pH

El pH es uno de los parametros importantes a considerar en la caracterizacion de una
enzima, ya que éste influye en la actividad incrementandola o inhibiéndola. En el caso
de las lacasas fangicas, se ha observado que tiene pH déptimos &cidos sobre sustratos
fenolicos (como el DMP), y pH cerca del rango neutro para sustratos no fenolicos (como
la siringaldazina) (Baldrian, 2005).



Se determind el pH déptimo para los sustratos comunes de lacasas como son el DMP,
ABTS vy siringaldazina, ademéas de calcularlo para el par MBTH y DMAH que es un
sustrato especifico de MnP (Jordaan & Leukes 2003) y que es atacado por la lacasa de T.
maxima CUL.

En el caso del DMP, tuvo un pH éptimo de 3.0, mostrando el tipico trazo de campana;
sobre el ABTS también fue de 3.0. Para la siringaldazina se registro su Optima actividad
a pH 4.5 como se ha reportado para otras especies de Trametes (Baldrian 2004). El

complejo En la figura 16 se presenta estos resultados.
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Figura 19. Determinacion del pH 6ptimo. Los cursos temporales se llevaron a cabo en
amortiguador de fosfato-citrato 100:50 mM, las mediciones con DMP se realizaron a
468 nm, para el ABTS 405 nm, para la siringaldazina 425 nm y para el par
MBTH+DMAH 590 nm. Las determinaciones se realizaron por triplicado y con una
desviacion estandar menor al 5%.



Con respecto a la estabilidad de la actividad a diversos pH, la lacasa de T. maxima CU1
fue muy estable a pH 6.0 conservando el 100% de su actividad por 24 h. A pH 7.0
conservo el 98% de la actividad por 4 h. A pH 3, 4, 5y 8 retiene entre el 85y 75% de la
actividad al ser incubada por 4 h (Figura 17). Este comportamiento se ha reportado para

las lacasas azules fungicas.
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Figura 20. Estabilidad a pH. La incubacion se realiz6 en amortiguador fosfato-citrato
100:50mM en el rango de pH de 2.0-8.0, mientras que la determinacién se hizo en
acetato de sodio 200mM, pH 3.5 sobre DMP. Los ensayos se realizaron por triplicado y
con una desviacion estandar menor a 5%.

8.8.2. Efecto de la temperatura

Al igual que el pH, la temperatura es un factor importante sobre la actividad enzimatica,
si bien puede ser favorable para el incremento de la misma o para su inactivacion. Las
lacasas fungicas han sido reportadas como enzimas termoestables, ya que presentan

temperaturas optimas alrededor de 50°C, y conservar su actividad por mas tres horas.



La lacasa de T. maxima CU1, mostré su maxima actividad a 50°C a pH 3.0 y 4.5; a 70°C
es activa en un 85%. Con respecto a la estabilidad conservo el 82% de la actividad a
50°C por 5 horas, mientras que a 60°C sélo retienen el 10% de su actividad en ese
periodo de tiempo. La vida media a 50°C se estimo en 52.5 horas, en tanto que a 60°C es
de 4.8 h (Figura 18).
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Figura 21. Efecto de la temperatura. A) Temperatura éptima de la lacasa de
T. maxima CUL. Las incubaciones se realizaron en amortiguador fosfato-citrato 100:50
mM con DMP como sustrato, por triplicado y con una desviacion estandar menor al 5%.
B) Estabilidad a 50 y 60°C. Los ensayos se llevaron a cabo en amortiguador fosfato-

citrato 100:50 mM, pH 3.0, sobre DMP, por triplicado con una desviacion estandar
menor al 5%.

8.9. Caracterizacion de las propiedades cataliticas

8.9.1 Constantes cataliticas

Se determinaron los valores de Ky y Kt Sobre dos sustratos tipicos de lacasas,
siringaldazina y dimetoxifenol, en acetato de sodio 200 mM, pH 3.0 (Tabla VIII). Los
valores de Km de T. maxima CUL para siringaldazina (20 uM) y DMP (74 uM) se



encontraron en la zona baja del rango reportado para otras lacasas de diversos
basidiomicetos (3400-4.5 uM para la siringaldazina y 14.72-0.015 mM para el DMP)

(Baldrian, 2005). En el anexo Il se presenta el anlisis cinético para el DMP.

Con respecto al K¢y, €l rango reportado para las lacasas fungicas va desde 15 hasta 360
000 s™ para estos sustratos. Los valores para T. maxima CU1 sobre la siringaldazina y
DMP, fueron de 31 y 55 s™ respectivamente, se ubican también en la zona baja del
mencionado rango. En general, se han reportado variaciones importantes en los valores
de estas constantes cataliticas, incluso para lacasas obtenidas de en diferentes cepas de

una misma especie (Tinoco et al., 2001).

Tabla VIII. Constantes cinéticas.

Km Vmax Kcat
Sustrato (],,LM) (M-l*mln-l) (S) Kcat/Km
Siringaldazina 20 1.5 x10® 55 2.7x10°
Dimetoxifenol 74 8.5 x10°® 31 4.4x10°

8.9.2. Inhibidores

Se evaluo el efecto de algunos inhibidores reportados sobre la actividad de preparacion
de lacasa de T. maxima CU1 (Tabla IX). La azida y el fluoruro de sodio, junto con el
SDS fueron los que mostraron mayor actividad inhibitoria sobre la lacasa a bajas
concentraciones (0.1, 1 y 5 mM respectivamente). Alrededor del 50% de la actividad es
inhibida a 1 y 5 del &cido tioglicélico y el cloruro de sodio. EI DMSO no mostré efecto
inhibitorio considerable, ya que solo afecta el 14% de la actividad a una concentracion
de 50 mM. Resultados similares se ha reportado para lacasas de algunas especies de
Trametes (Xiao et al., 2003)



Tabla IX. Efecto de Inhibidores.

NaN; NaF~
[mM] Inhibicion (%) [MmM] Inhibicion (%)
0 0 0 0
0.1 99 0.1 78
0.5 100 0.5 95
1 100 1 97
5 100
NaCl” ATG
[mM] Inhibicion (%) [mM] Inhibicion (%)
0 0 0 0
0.1 17 0.1 33
0.5 23 0.5 42
1 24 1 45
5 51 5 68
10 67 10 80
25 81 25 100
50 89
SDS” DMSO"
[mM] Inhibicidn (%) [mM] Inhibicion (%)
0 0 0 0
0.1 1 0.1 4
0.5 8 0.5 4
1 23 1 5
5 100 5 6
10 8
25 10
50 14

" Los ensayos fueron realizados en acetato de sodio 200 mM, pH 3.0, utilizando DMP
como sustrato. Las determinaciones se llevaron a cabo por triplicado, con una desviacién

estandar menor al 5%.



8.10. Decoloracion in vitro

8.10.1 Colorantes textiles

Una vez caracterizadas las propiedades de la lacasa de T. maxima CU1, se procedi6 a su
aplicacion en la degradacion de colorantes textiles in vitro. Previamente se analizé el
potencial de decoloracion sobre 500 ppm de los colorantes de la cepa en medio sélido y
liquido de Bran flakes® y Dhouib modificado. La mejor condicion para la decoloracion
en fase sdlida fue en medio BF, ya que se decoloraron eficientemente siete de los nueve
colorantes probados (Anexo IV). En medio liquido, ocho de los nueve colorantes fueron
decolorados en mas del 80% en medio BF, a las 24 horas de ser agregados al medio a
una concentracion final de 50 ppm (Anexo V). En los cultivos liquidos, solo se detecto
la actividad lacasa, a la cual se le ha atribuido la capacidad de actuar sobre colorantes
sintéticos y otros xenobidticos (Higson, 1991). Por tal razon se llevé a cabo la
purificacion y caracterizacion de la lacasa de T. maxima CU1L para su aplicacién directa

sobre los colorantes textiles de alta demanda en nuestra region.

Para ello se prepararon mezclas de reaccion con 50 ppm de cada uno de los colorantes
en amortiguador fosfato-citrato 100:50 mM, a pH 3.0 y 5.0, incubandose a 50°C.
También se llevd a cabo en agua bidestilada (pH 7.0), a temperatura ambiente. En el
caso particular de esta lacasa, tiene un pH 6ptimo de 3.0, estable por 24 h a pH 5.0 y su
temperatura Optima es de 50°C sobre DMP. Por lo que se buscaron las condiciones
Optimas para la decoloracion de la mayor cantidad de colorantes textiles. Sin embargo,
dependiendo del grupo y de la solubilidad se favorecid la decoloracion a un determinado
pH y temperatura. Mientras que a pH 5.0 y 50 °C se decoloran méas del 50% del DR60,
RB5 y AB210. A pH 3.0 y 50°C se decolor6 el DB45 y DO29, mientras que a pH 7.0 y
25°C solo se decoloro eficientemente (mas del 95%) el RB19 (Tabla X). En el caso

particular del DB22 ninguna de estas condiciones fue adecuada para su decoloracion.

Las diferencias entre los porcentajes de decoloracion de los cultivos completos y la
enzima purificada, se pueden deber a que el hongo a nivel de cultivo puede producir



enzimas que sean complementarias a la actividad lacasa (Levin et al., 2002), y/o
metabolitos mediadores (Eggert et al., 1996), que le permitan degradar mas

eficientemente el colorante.

Tablas X. Decoloracion de colorantes industriales.

Decoloracion (%)

Colorante

pH3.0" pH50°  pH7.0%
Azul Acido 25 (ARN25) 75 5 0
Rojo Disperso 60 48 69 26
Negro Acido 194 80 95 87
Negro Acido 210 0 70 56
Azul Reactivo 19 72 81 96
Azul Disperso 79 45 15 12
Naranja Disperso 29 89
Negro Directo 22 0 0
Negro Reactivo 5 70 82 40

* La incubacion se llevo a cabo en amortiguador fosfato-citrato 100:50 mM a 50°C, con 50 ppm de
cada uno de los colorantes.

& La incubacion se llevo a cabo en agua bidestilada a temperatura ambiente, con 50 ppm
tomadas de cada uno de los colorantes.

8.10.1 Mezcla de colorantes textiles

En la decoloracion enzimatica del efluente simulado, a diferencia de los resultados de
los colorantes individuales, se observé una decoloracién alrededor del 60% a pH 5.0
incubando a 50°C, y a pH 7.0 a temperatura ambiente (Figura 19). Esto se puede deber a
que algunos de los colorantes susceptibles a la accion de lacasa pueden actuar como

mediadores que oxiden a los colorantes que son mas resistentes a la accion enzimatica.

Con respecto al efecto del pH, ademas de afectar positiva 0 negativamente sobre la

actividad enzimatica, también modifica el espectro de absorcion de la mezcla de colores



(Figura 20), sugiriendo que ademas de afectar la conformacion de la proteina también
afectaria la estructura de alguno de los colorantes.
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Figura 22. Decoloracion enzimatica de la mezcla de colorantes textiles. Los
resultados que se muestran corresponden a 24 h de incubacion con 10 U de lacasa. Las
incubaciones a pH 3.0 y 5.0 se realizaron en Fosfato-citrato 150 mM a 50°C.
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Figura 23. Espectro de Absorcion la mezcla de colorantes textiles. Las mezclas de
reaccion contenian 10 U.l. de lacasa, 50 ppm de cada colorante. A) Incubacion a pH 3.0
y 50°; B) incubacion a pH 5.0 a 50°C.



9. Discusion

9.1. Produccion

La cepa CUL de T. maxima es un basidiomiceto nativo de Nuevo Leon, que previamente
mostré la capacidad de degradar colorantes sintéticos asociada con la produccion de
lacasa en medio Bran Flakes (Hernandez-Luna et al., 2008). Estas condiciones de
cultivo no son las Optimas para llevar a cabo la purificacion de la lacasa, ya que en este
medio produce una gran cantidad de pigmentos y carbohidratos que interfieren con los
métodos de purificacion. Por ello, los estudios de purificacion de lacasa utilizan
comunmente medios a base de sales. Sin embargo, este tipo de medios requieren la
presencia de inductores para estimular la produccién de lacasa, como son el etanol, el
ion cobre, la siringaldazina, el DMSO vy los &cidos humicos (Chefetz et al., 1998;
Heinzkill et al., 1998; Koroljova et al., 1999; Xiao et al., 2003). Por tal razon, es
necesario seleccionar y estandarizar las condiciones de crecimiento y produccion de

lacasa para cada organismo.

En el presente trabajo se usé una modificacion del medio utilizado por Zouari-Mechichi
et al. (2006). En dicho trabajo utilizan el sulfato de cobre (0.35mM) y el etanol (3% v/v)
como inductores de la actividad lacasa en una cepa nativa de Trametes trogii, titulando
20 U/ml al dia 9 de crecimiento. Bajo estas mismas condiciones, T. maxima CU1
produjo 6 U/ml al dia 12. Este valor representa un incremento de 6 veces la produccién
con respecto a las unidades detectadas en medio Bran Flakes® y ademas se redujo

considerablemente la presencia de pigmento en los concentrados de los sobrenadantes.

9.2. Purificacion

Gran parte de los trabajos previos en los que se ha llevado a cabo la purificacion de la

lacasa, utilizan dos o tres pasos de cromatografia: intercambio i6nico con una matriz

DEAE principalmente para la remocion de pigmentos presentes en la muestra, seguido



de una filtracidn en gel y algunas veces, otro paso de intercambio i6nico con una matriz
Q para la resolucién de isoformas presentes. Cominmente este nimero de pasos son
reportados como suficientes para la obtencion de lacasas puras a homogeneidad
(Froehner & Eriksson, 1974; Geiger et al., 1986; Yaver et al., 1996; Saparrat et al.,
2002; Galhaup et al., 2003; Lu et al., 2006).

En el caso de los extractos crudos de T. maxima CU1, fueron sometidos a diferentes
protocolos de purificacion, con uno o dos pasos cromatograficos sin que se obtuviera
una preparacion pura como es reportado. Ain maés, en todos los casos se observo el
mismo patrén de bandas en geles de SDS-PAGE, dos bandas principales que migran

alrededor de los 60 y 70 kDa, asi como bandas menores en la zona de 100, 35y 25 kDa.

Una posibilidad para la presencia de estas bandas menores, es la heterogeneidad de la
lacasa debida a su localizacion extracelular (Perry et al., 1993). En este medio se
encuentran actividades proteoliticas y glicosidicas (Word, 1985), las cuales pueden
modificar la proteina a nivel de la cadena proteica o de los carbohidratos (Perry et al.,
1993).

Para eliminar la posibilidad de que estas bandas menores se tratasen de proteinas
distintas o fragmentos de degradacion de la lacasa, se levantaron anticuerpos contra la
lacasa Lac 60K, sin embargo estos reaccionaron con todas las bandas presentes en el gel
SDS-PAGE vy nativos, sugiriendo que éstas (en el caso de la cercana a los 100 kDa)
corresponde a algun precursor de la enzima y las menores se deben a artefactos en la
separacién del SDS-PAGE, ya que en las muestras no tratadas y en los geles nativos no

se aprecian (Fig. 11).

Finalmente, una vez establecido el protocolo de purificacion, este fue aplicado a
extractos crudos de Trametes hirsuta CS5, Pycnoporus sanguineus CS43 y Coriolopsis
gallica. En el caso de las cepas CS5 y CS43, se logro la purificacion de dos isoformas de
lacasa ya que mostraron diferencias en cargas y tallas moleculares, mientras que en C.

gallica solo se obtuvo una. Sin embargo, en el analisis de componentes nuevamente se



presenta el mismo patrén que en T. maxima CU1: componentes menores en las zonas de
100 kDa, tanto en condiciones nativas como reductoras, y en la zona de 30 a 20 kDa
bajo condiciones reductoras. Esto nos permite pensar que es un patrén tipico en las
purificaciones de lacasa que no ha sido descrito antes, por lo que se requiere profundizar

en este sentido en futuros estudios.

9.3Analisis de secuencia

Gracias a los resultados obtenidos de la secuenciacion parcial de las isoformas
principales de lacasa, asi como de los resultados obtenidos en el Western Blot, el analisis
del grado de glicosilacion y el cromatoenfoque, nos permitieron concluir que las
isoformas principales corresponden a glicoformas de la misma cadena peptidica, las
cuales solo son separadas por electroforesis. De manera similar, las isoformas de lacasa
de C. subvermispora, son definitivamente separadas mediante isoelectroenfoque

preparativo (Fukcoshima et al., 1995)

9.4. Caracterizacion Bioquimica

En lo referente a las propiedades de las glicoformas de T. maxima CU1, mostraron tallas
moleculares, porcentajes de glicosilaciones, pl, espectro de absorcion, pH y
temperaturas 0ptimos, asi como termotolerancia a 50°C que concuerdan con lo reportado
para otras lacasas de este género (Yaver et al., 1996; Koroljova-Skorobogat ko et al.,
1998; Galhaup et al., 2002; Xiao et al., 2003; Ham et al., 2005). De igual manera, su
secuencia amino terminal fue idéntica a la de T. versicolor (Bertrand et al., 2002) y 91%
aladeT. trogii (Matera et al., 2007) y Cerrena maxima (Lyashenko et al., 2006).

Por otra parte, sus caracteristicas cataliticas (Kn, y K¢a) para el DMP y la siringaldazina
fueron similares a las de otras lacasas (Eggert et al., 1996; Chefetz et al., 1998; Saparrat
et al., 2002), aun cuando hay una gran arbitrariedad en cuanto a los coeficientes de



extincién molar, amortiguadores, longitudes de onda y unidades de expresién sobretodo
para el ABTS y DMP (Heinskill et al., 1998; Palmieri et al., 2000; Mansur et al., 2003;
Abadulla et al 2000; Saparrat et al., 2002). Al igual que otras lacasas azules, fue

fuertemente inhibida por la azida de sodio y el fluoruro de sodio (Périé et al., 1998).

Ademaés de actuar sobre el rango clésico de sustratos de lacasas, ABTS, siringaldazina,
guayacol y dimetoxifenol, fue capaz de actuar sobre sustratos reportados para
peroxidasas como son el amino antipirina y el diclorofenol (Glenn & Gold, 1985) vy el
par MBTH + DMAB (Jordaan & Leukes, 2003). Lo cual sugiere que las glicoformas de
T. maxima CU1 son de un alto potencial Redox. Esto concuerda con lo reportado por

Morozova et al., 2007.

9.5. Actividad sobre colorantes textiles

T. maxima CU1 fue aislada en los jardines de la Universidad Auténoma de Nuevo Leon,
que mostrd poseer un potencial ligninolitico y una habilidad de degradar colorantes
sintéticos comparable al de Phanerochaete chrysosporium ATCC24725, asociado a la
produccién de lacasa (Hernandez-Luna et al., 2008). A nivel de medio solido y cultivo
liqguido mostré la capacidad de degradar eficientemente cinco y ocho colorantes textiles
de nueve probados. Sin embargo, al evaluar el actividad de la enzima pura estos mismos
colorantes, observamos que los porcentajes de decoloracién variaron dependiendo del
pH y de la temperatura de incubacion, asi como del tipo de colorante. De manera
general, el colorante de tipo tetraquizaso (negro directo 22) fue el mas recalcitrante, ya
gue bajo ninguna condicion fue decolorado, caso contrario el de tipo antraquinénico,
azul reactivo 19 que en cualquiera de las condiciones fue el méas susceptible a la
actividad de la lacasa. Por otro lado, no se observé una relacion directa entre el tipo de

colorante o el uso y la accion de la enzima.

Con este contexto se han realizado diversos estudios, el mas claro ejemplo es el de

Zouari-Mechichi y colaboradores (2006) donde ademas de evaluar la degradacion de



colorantes textiles en medio so6lido y con extractos crudos de un aislado de T. trogii,
purifican y caracterizan su lacasa, y analizan su capacidad decolorante. En lo referente a
la decoloracion enzimatica, a las 24 horas de incubacion solo decoloran eficientemente
(u méas del 90%), dos de los seis colorantes probados; por lo que hacen uso de un

mediador para incrementar los valores de decoloracion a las 24 horas.

Este ejemplo nos sirve para validar el concepto de utilizar nuestro aislado como una
alternativa en los procesos de biorremediacion de este tipo de compuestos. Si bien, se
requiere controlar las condiciones de temperatura o pH segun el colorante (Tabla X), en
la mezcla de estos nueve colorantes, la preparacion enzimatica fue mas eficiente que con
cada uno por separado. Esto puede atribuirse a que la lacasa puede generar radicales que
actien como mediadores (Thurston, 1994), en este caso un colorante susceptible (como
lo seria el azul reactivo 19) al ser oxidado por la lacasa, actuaria sobre otro de los
colorantes presentes en la mezcla. Sin embargo, este mecanismo requiere ser estudiado

en posteriores estudios.



10. Conclusién

La lacasa es la principal enzima extracelular producida por Trametes maxima
CUL

Las dos formas principales de lacasas corresponden a glicoformas.

Las glicoformas de lacasa solo son separadas por electroforesis.

La preparacion de lacasas muestran parametros operativos tipicos de las lacasas

de basidiomicetos.

La capacidad de degradar colorantes textiles y su mezcla in vitro, bajo diferentes
condiciones de temperatura o pH, sustenta la aplicacién de Trametes maxima

(sus cultivos o sus lacasas) en procesos de biorremediacién de estos compuestos.



10. FUTURAS INVESTIGACIONES

La Lacasa es una de las enzimas que a nivel industrial resulta muy interesante, ya que
puede se aplicada a diversos procesos. Muchos estudios de biorremediacion se han
enfocado en su capacidad de decoloracion de efluentes impactados con colorantes
sintéticos. Por lo que, es recomendable identificar la secuencia de los productos de
oxidacion de los colorantes textiles y monitoriar al mismo tiempo la disminucion de la
toxicidad.

Ademas, la realizacion de ensayos de decoloracion con efluentes reales a mayor escala,
con cultivos completos y con la enzima inmovilizada, es imperativa. Asimismo, detectar
posibles mezclas de colorantes en las que al oxidarse uno o méas de los componentes

tenga un efecto sinérgico decolorante.

Por otro lado, y para un mejor conociemiento de nuestro sistema, es necesario identificar
el gen o los genes involucrados en la sintesis de Lacasa de T. maxima CU1 y como se
modifica su expresion en presencia de metales pesados como plomo, cromo y cadmio,

asi como de colorantes sintéticos presentes en las descargas de agua.



ANEXOS
Anexo |. Datos de secuenciacion de las glicoformas de T. maxima CU1

Resultados de Lac 60K
0i|183178983 Mass: 56155 Score: 306 Queries matched: 15 emPAl: 0.34

Query [Observed [Mr(expt) Mr(calc) Delta [Miss [Score [Expect |Rank | Peptide

60 1670.0000 [1668.9927 [1669.7849 [-0.7922 |0 (9) [2.7e+03[8 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
61 836.0039 [1669.9933 |1669.7849 [0.2084 [0 55 0.078 |1 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
62 836.0039 [1669.9933 |1669.7849 [0.2084 [0 (51) [0.17 1 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
63 836.0039 [1669.9933 [1669.7849 [0.2084 [0 (51) [0.19 1 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
64 836.0039 [1669.9933 [1669.7849 [0.2084 [0 (50) [0.23 1 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
65 1703.0000 (1701.9927 [1702.7951 |-0.8024 |0 (15) [7.2e+02 |1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

66 852.0039 [1701.9933 |1702.7951 [-0.8018 [0 (43) 1.2 1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

67 852.0039 [1701.9933 |1702.7951 [0.8018 [0 (37) |4.6 1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

68 852.6039 [1703.1933 |1702.7951 [0.3982 [0 73 0.00093 |1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

69 853.0039 [1703.9933 |1702.7951 [1.1982 [0 (70) [0.0024 [1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

70 853.0039 [1703.9933 |1702.7951 [1.1982 [0 (56) [0.063 [1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

95 1017.0039 [2031.9933 [2032.0126 |-0.0194 |0 34 9.3 1 R.ANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y
104  |1038.0039 [2073.9933 [2072.9956 [0.9977 [0 80 0.00019 |1 R.YSFVLDANQAVDNYWIR.A

123 1214.0039 [2425.9933 [2425.1074 |0.8859 [0 (65) [0.0045 |1 R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L]

124  |1214.0039 [2425.9933 [2425.1074 [0.8859 [0 67 0.003 |1 R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L]

Resultados de Lac 70K
0i|183178983 Mass: 56155 Score: 306 Queries matched: 15 emPAl: 0.34

Query [Observed [Mr(expt) Mr(calc) Delta [Miss [Score [Expect [Rank | Peptide GPFVVYDPNDPHASR
59 1670.0000 |1668.9927 1669.7849 }|-0.7922 |0 8
60 836.0039 [1669.9933 |1669.7849 |0.2084 |0 1
61 836.0039 [1669.9933 [1669.7849 [0.2084 |0 1
62 836.0039 [1669.9933 [1669.7849 [0.2084 |0 1
63 836.0039 [1669.9933 [1669.7849 [0.2084 |0 1
64 1703.0000 [1701.9927 |1702.7951 |-0.8024 [0 (15) [7.2e+02 |1
65 852.0039 [1701.9933 [1702.7951 |-0.8018 |0 (43) 1.2 1
66 852.0039 [1701.9933 [1702.7951 |-0.8018 |0 (37) 4.6 1 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1
0 1

(9) 2.7e+03 R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
R.GPFVVYDPNDPHASR.Y
R.GPFVVYDPNDPHASR.Y

R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

55  |0.078
(51) |0.17
(51) [0.19
(50) [0.23

R.SAGSTVYNYDNPIFR.D

67 852.6039 [1703.1933 |1702.7951 [0.3982 73 0.00093 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D
68 853.0039 [1703.9933 |1702.7951 [1.1982 (70) [0.0024 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D
69 853.0039 [1703.9933 |1702.7951 [1.1982 (56) 10.063 R.SAGSTVYNYDNPIFR.D
92 1017.0039 [2031.9933 [2032.0126 |-0.0194 34 9.3 R.ANPNFGNVGFDGGINSAILR.Y
101 1038.0039 [2073.9933 [2072.9956 [0.9977
118 1214.0039 [2425.9933 [2425.1074 [0.8859
119 1214.0039 [2425.9933 [2425.1074 |0.8859

80 0.00019 R.YSFVLDANQAVDNYWIR.A

R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L|

(65) [0.0045
67  [0.003

R.YDVDNDDTVITLADWYHTAAK.L




Anexo Il. Andlisis cinético de la lacasa de T. maxima CUL.
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En el panel A se presenta el anélisis por Michaelis-Menten y en el panel B se muestra el
analisis por Lineweaver-Burk para el calculo de Kn, y Kcat para el DMP en acetato de
sodio 200 mM, ajustado a pH 3.0.



Anexo 1. Decoloracion en medio sélido

B
AB194 Modificacién  Puntuacion
Antes Desp

Aclaracion 1
AB210

Transformacion 2

Control 0

RB5

Decoloracién
parcial

<509
<50% DR60

Decoloracion
parcial

> 50% RB19

Decoloracion
total

Escala de decoloracion y su aplicacion a los diferentes colorantes. Panel A: Diferentes
grados de decoloracion (puntuacion) para el Negro Acido 194. Panel B: Algunos
ejemplos de la aplicacion de la escala para diferentes colorantes. Controles (antes),
resultados de decoloracion (después).

Muy bajo Bajo  Medio Alto

(<5) (6-8) (9-11) (12-15)
BF  DO29  DB79 AB194 AB25
AB210 DB22

DR60

RB19

RB5

KM AB25 AB194 DR60 RB19
DB79 AB210 RB5
DB22
D029

Resultados de decoloracion de Trametes maxima CU1 en medios solidos.



Anexo IV. Decoloracién en medio liquido

Decoloracion en medio liquido por CU1. A) Cultivo con RB19 al tiempo 0 de adicion de
50 ppm del color, B) cultivo a una hora de incubacion en medio BF, y C) cultivo a una
hora en medio KM

Colorante BF KM
DR60 99 76
RB5 96 94
AB194 94 92
DB79 89 41
D029 83 54
RB19 82 65
DB22 82 21
AB210 80 57
AB25 40 1

Los resultados se expresan en porcentajes, a tiempo de incubacion de 24 horas.
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Abstract A survey to isolate native white rot basidio-
mycetes from Northeast Mexico was conducted in the
forests of the Sierra Madre Oriental in the state of Nuevo
Ledon. A total of 92 isolates from at least 20 different
genera, were screened on Bran-Flakes solid plate cultures
for the production of ligninolytic oxidases and/or perox-
idases with guaiacol and o-anisidine as substrates; their
lignin depolymerizing potential using the polymeric dye
Poly R 478; their ability to decolorize anthraquinonic
(Remazol Brilliant Blue Reactive), azo (Acid Red 44) and
triphenylmethane (Crystal Violet) dyes. Among all fungi
tested, 15 isolates showed extensive decolorization of the
three dyes within a week and gave a positive reaction in
guaiacol and o-anisidine tests. Nine of them were also
efficient degraders of Poly R-478. Two isolates (CS5 and
CU1) showed decolorization of all dyes within 5 days,
comparing favorably with reference strains of P. chrysos-
porium, Pleurotus ostreatus, and Bjerkandera adusta.
Decolorization was associated with laccase activity in both
isolates and reached 90% or more for all dyes within 24 h
in "8-day-old liquid cultures. The coupling of pairs 2,4-
dichlorophenol + 4-aminoantipyrine and 3-dimethylami-
nobenzoic acid + 3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone,
strongly suggest that the laccases of both strains correspond
to those considered of high redox potential. These strains
are considered good candidates for bioremediation of dye
polluted effluents due to their ligninolytic potential and
decolorizing performance.
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Introduction

Colorants and dyestuff are used in food, pharmaceutical,
cosmetic, paper, printing, leather, paint and many other
industries as main ingredients or accessories to improve the
durability and/or attractiveness of their products. It has
been estimated that 80,000 tons of these compounds are
dumped annually in wastewater worldwide (Heinfling et al.
1998); in Mexico, the textile and leather industries generate
wastewalters with an estimate of 4,300 tons of dyes and
colorants (INEGI 2001). In the aquatic ecosystems, dyes
and colorants interfere with photosynthesis, affect the
diffusion of gasses and are visible even in small concen-
trations, besides, they threaten human health due to the
toxic aromatic structure of their chromophore and the
possible transformation of some azo and nitro compounds
into carcinogenic aromatic amines in anoxic environments
(Baughman and Weber 1994; Chung et al. 1992).
Synthetic dyes are commonly recalcitrant substances
designed to resist washing, solar light exposition and diverse
chemical treatments, making their removal from waste water
difficult and expensive (Hao et al. 2000). The white rot
basidiomycetes are a group of ligninolytic fungi capable of
decomposing synthetic compounds due to their structural
similarities with lignin or its derivatives (Hofrichter 2002).
Its use has been proposed as a promissory alternative to
replace or supplement sewage treatment processes, with the
advantages of growing on simple inexpensive media, having
high production rate and biosorptive capacity (Zhang et al.
1999), and a lignin-degrading system (LDS) composed of
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oxidoreductases capable of aerobically decomposing xeno-
biotic compounds commonly considered as recalcitrant,
among them the synthetic dyes (Mester and Tien 2000;
Pointing 2001).

Decolorizing ability of LDS of white rot fungi has been
extensively studied only in a few strains of Phanerochaete
chrysosporium, Bjenkandera adusta, Coriolus versicolor,
and several species of Pleurotus and Phlebia (McMullan
et al. 2001). But recent isolation of strains with a better
color removal ability than reference strains (Tekere et al.
2001; Jarosz-Wilkolazka et al. 2002) directs worldwide
attention towards the searching of autochthonous fungi
belonging to different ecophysiological and taxonomic
groups (Kiiskinen et al. 2004) for biotechnological appli-
cation in bioremediation (Raghukumar 2000). Monterrey
area, located in Northeast Mexico, is second place in
industrial importance in the country and harbors important
synthesis and dye using industries. Their wastewater must
be decolorized and harmless before reaching the environ-
ment. In this work we used a simple screening plate system
to look for native wood decay basidiomycete fungi in the
lignin-rich hard-wood forests of the Sierra Madre Oriental
around Monterrey, with the purpose of isolating and
selecting strains with a comparable capacity to degrade
synthetic dyes than international reference strains, making
them potentially valuable in bioremediation.

Materials and methods
Chemicals

All chemicals used were reagent grade unless otherwise
stated. The substrates: guaiacol, o-anisidine and Poly R-478
(PR); reagents 2,6-dimethoxyphenol (DMOP), 2,2-azino-
bis-(3-ethylbenzothiazolinesulphonate) (ABTS), syring-
aldazine [N,N’-bis-(3,5-dimethoxy-4-hydroxybenzyidene)
hydrazine], 4-aminoantipyrine (4-AAP), 2,4-dichlorophenol
(2,4-DCP), 3-dimethylaminobenzoic acid (DMAB), 3-
methyl-2-benzothiazoline hydrazone (MBTH), veratryl
alcohol, and synthetic dyes Remazol Brilliant Blue R
(RBBR), Acid Red 44 (AR44), and Crystal Violet (CV) were
from Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA. Malt extract,
yeast extract, glucose and agar for media from Difco and
other chemicals and salts from CTR Mexico.

Culture media
All fungal strains were maintained at 4°C on YMGA (4 g
yeast extract, 10 g malt extract, 4 g glucose, 15 g agar per

liter). YMGA supplemented with 14 ml of 10% w/v Tar-
taric Acid and 4 mg Benomyl per liter (Isolation media)
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was used to favor the growth of basidiomycetes. Bran-
Flakes media (ligninolytic enzymes inducer media), con-
sisting of 2% (w/v) Kellogg's Bran Flakes"™ in 60 mM
Potassium Phosphate buffer pH 6.0, added with 1.5% (w/v)
agar (Pickard et al. 1999) was used for the selection of the
strains with the best ligninolytic potential and ability to
decolorize the main groups of synthetic dyes. In liquid
cultures agar was omitted from Bran Flakes media. All
media were autoclaved at 121°C at 15 1b for 20 min.

Reference strains

Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, Pleurotus
ostreatus ATCC 58053 and Bjerkandera adusta UAMH
8258 used as reference for this work were kindly provided
by Dr. M. A. Pickard from the University of Alberta, Ed-
monton, Canada. Stock cultures were stored on YMGA
plates at 4°C and periodically subcultured. They were
reactivated on YMGA at 28°C before every assay.

Collection and isolation of native fungi

Fungal strains were isolated from fruiting bodies found on
trees and decomposing logs and stumps in different bio-
topes around Monterrey, Northeast Mexico. The collecting
focused mainly on well developed carpophores of white rot
fungi from chaparral and gallery vegetation zones where
Leguminoseae and other hard wood trees were dominant,
but oak-pine forests were also surveyed. Basidiocarps were
transported in numbered paper bags to the laboratory and
mostly processed immediately but sometimes were stored
overnight at 4°C. Photographic records, phenotypical
characteristics and measurements gathered in situ, along
with sporeprints, microchemical reactions, and micro-
scopical observations conducted in the laboratory helped in
the identification to genus, or species when possible, fol-
lowing a manual
macromyceles from Mexico (Guzman 1980). The most
promising strains were identified by the Centraalbureau
voor Schimmelcultures, Baarn, The Netherlands.

After washing the carpophores with sterile distilled
water, tissue plugs around 2 mm diameter obtained from
their inner tissue were disinfected in 3% hydrogen peroxide
for 1 min, washed thoroughly in sterile distilled water and
then transferred to Isolation media, incubated at 28°C in
90 mm diameter Petri dishes, and repeatedly transferred
onto new plates until microscopical observation confirmed
its purity, and presence of clamp connections confirmed the
isolation of a basidiomycete (Thorn et al. 1996). The iso-
lates were maintained and reactivated before every assay as
described for collection strains.

with keys to the most common
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Screening for ligninolytic enzyme activity
and decolorizing potential

Our selection system consisted of the three substrates:
Poly R-478 (PR), guaiacol and o-anisidine, used as indi-
cators of ligninolytic potential and the three synthetic
dyes: the anthraquinonic Remazol Brilliant Blue Reactive
(RBBR), the azo Acid Red 44 (AR) and the triphenyl-
methane Crystal Violet (CV) used to evaluate the
decolorizing ability. Every isolate was evaluated for
triplicate in the selection system, in 90 mm diameter Petri
dishes inoculated with a 5 mm diameter plug taken from
the periphery of a fresh culture. PR was added to media
before sterilizing, the other substrates and dyes were
added aseptically (Millipore 0.45 um) to previously ster-
ilized Bran Flakes media to a final concentration of
0.02%. Plates were incubated at 28°C and diameter
growth, substrate reactions and decolorization were reg-
istered daily during the first 5-7 days and sporadically
afterwards for 3 weeks. Substrate reactions were indica-
tive of ligninolytic potential, if the production of
extracellular oxidases and/or peroxidases was revealed by
a colored zone developed around microbial growth (red-
dish-brown with guaiacol or purple with o-anisidine) and
potential to break down lignin bonds was indicated by the
depolymerization of PR (color change from pink to yel-
low) (Field et al. 1992). The extent of decolorization was
assessed by visual examination of the decolorization area
and quantitatively determined by assigning numbers 0-5
with decolorization maximum at 5.

Production of ligninolytic enzymes in liquid culture

Isolates with the best ligninolytic potential and decolor-
izing ability in plate assays, were cultured in liquid
media to study the production of the tree major lignin-
olytic enzymes: namely, lignin peroxidase (EC 1.11.1.14,
1,2-bis(3,4-dimethoxyphenyl)propane- 1,3-diol:hydrogen-
peroxide oxidoreductase) (LiP), manganese peroxidase
(EC 1.11.1.13 Mn(II):hydrogen-peroxide oxidoreductase)
(MnP) and laccase (EC 1.10.3.2 benzenediol:oxygen
oxidoreductase), Three 5 mm diameter cylinders of
mycelium from each isolate were used to inoculate
100 ml Bran Flakes media in 250 ml Erlenmeyer flasks
and the flasks were incubated for 20 days on a shaker at
28°C and 150 rev/min. Enzyme activity in submerged
cultures was determined every other day by triplicate,
using 100 pl samples from a 1 ml aliquot, taken from
cultures and centrifuged at 14,000 rpm for 10 min (Ep-
pendorl  Centrifuge 5415c). The peaks of enzyme
production were established from the graphs of enzyme
activity with time.

Enzyme assays

Laccase activity was determined according to Heinzkill
et al. (1998) following the formation of the green cationic
radical of 2 mM ABTS (2,2-azino-bis(3-etilbenzothiazo-
lin-6-sulfonic  acid)-diammonium  salt) at 405 nm
(8405 = 36,000 M~ cm™") in 100 mM acetate buffer (pH
5.0). LiP activity was assayed according to Ramachandra
et al. (1988) measuring the formation of the pink colored
oxidation product between 1 mM 2,4-dichlorophenol (2,4-
DCP) and 8.2 mM 4-aminoantipyrine (4-AAP) at 510 nm
(€510 = 18,500 M~ " em™") in 100 mM sodium succinate
(pH 5.5). Reaction was initiated by the addition of H,0; to
a final concentration of 0.1 mM. LiP was also evaluated
according to Tien and Kirk (1988) with 4 mM veratryl
alcohol as substrate in the presence of 0.4 mM H,0,. The
assay was performed in 40 mM sodium tartrate (pH 3.0),
and the change in absorbance was monitored at 310 nm
(€310 = 9,300 M~" em™"). MnP was determined according
to Wariishi et al. (1992) following the H,O,—dependent
formation of Mn(Ill)-malonate complex at 270 nm
(8270 = 11,590 M~" ecm™"). Reaction mixtures contained
0.2 mM MnSO, in 50 mM sodium malonate buffer (pH
4.5), and the reaction was initiated by the addition of H,0,
to a final concentration of 0.1 mM. All assays were per-
formed at 25°C. One unit of enzymatic activity was defined
as the amount of enzyme transforming 1 pmol of substrate
per minute.

Assays for the verification of enzyme activities

Centrifuged samples obtained as described for monitoring
the enzyme production, were used in a series of assays lo
confirm the enzyme activities present in 10-day-old cul-
tures. A positive reaction with syringaldazine (Harkin et al,
1974) would confirm the laccase activity. LiP in the pres-
ence of H,0, would react with veratryl alcohol (Tien and
Kirk 1988) or couple the pair 2,4-DCP + 4-AAP, and the
MnP activity would be revealed by the coupling of the pair
3-dimethylaminobenzoic acid (DMAB) + 3-methyl-2-ben-
zothiazolinone hydrazone (MBTH) (Castillo et al. 1994) or
by the formation of the Mn(IIT)-Malonate complex in the
presence of Mn?* and H,0,,

A possible overlapping between laccases and peroxid-
ases would be prevented by keeping the necessary
requirements away from the latter or retrieving them from
the assay media (Jordaan and Leukes 2003). In other series
of assays, 8-day-old cultures were filtered successively
through gauze and filter paper (Whatman # 1) and con-
centrated hundredfold by ultrafiltration (Amicon 10-kDa
cut-off membrane) to obtain crude enzyme preparations.
Using discontinuous native PAGE on 12% polyacrylamide
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as separating gels (Garfin 1990), their activities were
revealed using ABTS, 2,4-DCP + 4-AAP, and DMAB +
MBTH as substrates without cofactors for peroxidases.
Protein concentration was determined by the Bradford
protein assay (Stoscheck 1990).

Determination of decolorizing ability

The decolorizing ability of selected strains in liquid cul-
tures was evaluated on 0.02% RBBR, AR44 or CV
supplemented at the time of inoculation. One ml samples of
cultures were taken right after dye addition and then every
other day, centrifuged (Eppendorf Centrifuge 5415¢
14,000 rpm, 10 min) and the absorption spectra in the
range 200-800 nm were recorded using a Shimadzu mini
1240 UV-VIS spectrophotometer. Color reduction was
followed spectrophotometrically and decolorizing activity
was calculated from the decrease in absorption of the peak
maximum for each dye (592 for RBBR, 510 for AR44, and
588 for CV). Microbial decolorization was also assessed in
8-day-old liquid cultures. Dyes were supplemented after
fungal growth and decolorization was measured every 2 h
after dye addition. Additionally, to discard mycelia par-
ticipation in decolorization, dyes (100 ppm) were added to
1 ml clear supernatants samples obtained from 8-day-old
cultures (enzymatic decolorization). Absorption spectra
were registered immediately after dye addition and after
12 h of incubation at 25°C. Percentage of decolorization
was calculated as described above.

Results and discussion

Isolates screening for the best decolorizing ability and
ligninolytic potential

A total of 92 native basidiomycetes from Northeast Mexico
were isolated and their pure cultures were screened for
decolorization, associating this ability to their ligninolytic
potential. These strains were distributed mainly in the
genera Pycnoporus, Polyporus, Schizophyllum, Ganoder-
ma, Trametes, Sterewum, Chondrostereum, Inonotus,

Table 1 Plate screening results for the 92 native isolates

Phelinus, Fomes, Daedalea, Trichaptum, Merulius, Irpex,
Steccherium, Poria, Hexagonia, Ischnoderma, Fomitopsis,
and Cerrena.

Poly R-478 decolorization and the use of guaiacol and o-
anisidine as chromogenic substrates are proved quick,
reproducible, inexpensive screening methods to determine
ligninolytic activity (Glenn and Gold 1983; De Jong et al.
1992; Kiiskinen et al. 2004). The LDS of white rot fungi
consists of oxidases and peroxidases with a highly non-
specific, free-radical mediated mechanism, capable of
transforming and sometimes completely mineralizing a
wide array of pollutant substances, among them the syn-
thetic dyes (Paszczynski and Crawford 1995).

Plate screening results are summarized in Table 1.
Among the 92 strains tested for ligninolytic potential, 67
oxidized o-anisidine and 66 oxidized guaiacol, repre-
senting 73 and 72%, respectively. However, not all
producers of ligninolytic oxidases andfor peroxidases
were able of depolymerising the Poly R-487 as only 42
strains (52%) had this ability. A possible explanation for
this could be that along with the oxidases and/or per-
oxidases, some strains also need hydrogen peroxide
generating systems or/and low weight mediators to attack
the polymeric substrate, which were not produced under
our study conditions (Rabinovich et al. 2004). The
number of strains removing completely the color in the
area of mycelial growth within 3 weeks was respectively
36, 38, and 22 for RBBR, AR, and CV. RBBR and AR
dyes were more susceptible to decolorization in Bran
Flakes media than CV, which usually had a negative
effect on growth too, producing a total inhibition in 31
strains. Fifteen strains efficiently decolorized all three
dyes within a week and of them only nine were also able
to decolorize in some degree the ligninolytic potential
indicator PR and are listed in Table 2. The decoloriza-
tion magnitude of the different dyes as well as this
ligninolytic indicator, by the fungal isolates is given in a
scale 1-5 where 5 corresponds to total decolorization in
mycelial area of growth. The results with CS5 and CUI
strains, identified as Trametes villosa and Trametes
maxima, respectively, are outstanding, as they compared
positively with the reference strains in the tests of lig-
ninolytic potential and decolorizing capacity and showed

Ligninolytic potential

Decolorizing ability®

o-Anisidine Guaiacol PR RBBR AR cv
Nunmber of positive strains 67 66 48 60 (36) 62 (38) 42 (22)
Percentage of total 73 72 52 65 (39) 67 (41) 46 (24)

AR Acid red 44, CV Crystal violet, RBBR Remazol brilliant blue reactive, PR Poly R-478
* Strains able to decolorize at some degree. Numbers in parentheses indicate strains that completely decolorized the dye within 3 weeks
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Table 2 Native isolates with Isolate/strain _ Taxon PR RBBR AR CV  Growth' (mm/day)
ligninolytic potential and
decolorizing ability comparable Ccul Trametes maxima 5 5 5 4 12
to reference strains
CS5 Trametes villosa 5 5 5 3 8.7
CS20 Pycnoporus cinnabarinus 4 5 5 3 7.2
CS63 Trametes trogii 4 5 5 3 8.8
LES Trametes sp 4 5 5 3 7.1
LEI3 Unidentified 4 5 5 4 7.7
LEA45 Trametes sp 3 5 4 3 9
LE95 Trametes pubescens 4 5 4 3 7.6
AR Acid red 44, CV Crystal . .
violet, RBBR Remazol brilliant 2> Unidentified P ¢ 3 7
blue reactive, PR Poly R-478, ATCC24725 Phanerochaete chrysosporium 4 5 4 1 16.8
1-5 scale of decolorization ATCCS8053 Pleurotus ostreatus 1 2 4 2 30
magnitude, “calculated on Bran  yUAMH8258  Bjerkandera adusta 4 5 4 3 10.4

Flakes media

a high growth rate in Bran Flakes media with any dye,
covering completely the surface of the plates within a
week. In consequence these two strains were selected for
the studies in liquid media. Remarkably the reference
strain of P. ostreatus showed a poor ligninolytic poten-
tial and decolorizing ability under our conditions. These
results reinforce the idea that screening surveys for
autochthonous ligninolytic enzyme producers and decol-
orizers, like those carried out around the world by other
authors (Tekere et al. 2001; Saparrat et al. 2002; Walter
et al. 2003; Dhouib et al. 2005; Asgher et al. 2006)
could lead to finding novel strains with potential use in
bioremediation.

Production of ligninolytic enzymes in liquid media

Laccase activity (Fig. la) was detected in both strains. In
CS5 it was detected from day 6 and increased to a broad
plateau of maximum activity (2,800 U/l) extending from
day 8 to 14 and then deceased to be feebly detected in
days 16-20. In CU1 it was also initially detected at day
6 but showed two peaks, the first one at day 10 (around
4,300 U/L) and the second at day 16 when it was higher
(4,800 U/L), then it declined to be undetected at day 20.
MnP (Fig. 1b) was detected in CS5 starting at day 10 of
culture; it reached a production peak (120 U/l) between
days 14 and 16 and then declined. However under our
conditions we were unable to detect this activity in CU1.
Although a positive reaction with the pair 2,4-DCP + 4-
AA suggested that both isolates had LiP activity, we
could not confirm it with its specific substrate veratryl
alcohol. We thought the laccase could be responsible for
this activity, since an oxidative coupling of other per-
oxidase substrates by laccase has been reported (Jordaan
and Leukes 2003).

Verification of enzyme activities

To demonstrate that laccase activity was capable to pro-
mote the oxidative coupling of peroxidase substrates, we
tested 10-day-old culture filtrates with a series of substrates
for laccases and peroxidases varying the assay conditions
(Table 3). A positive reaction with syringaldazine con-
firmed the presence of laccase in both strains. This activity

5000 -
(a)
5000 -
4000 1
3000 A

2000 4

Laccase activity (UN)

1000 4

D.
0 2 4 8 8 10 12 14 18
Time (days)

18 20 22

140 - (b)
120 4

——CS5
——CU1

100
80 -
60 4

MnP activity (UA)

40

204

0+
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Time (days)

18 20 22

Fig. 1 Time course for production of Laccase (a) and Mn Peroxidase
(b) by CS5 and CU1 strains
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Table 3 Verification of the ligninolytic activities produced by CS5 and CU1 in liquid media

Substrate(s)/Addition Assay conditions”

Laccase LiP LiP (-)° MnP MnP (-)°
CSs cul CS85 cul CS5 cul CS85 Ccul1 CS85 [&8)]
Syringaldazine P P
ABTS P P P P P P
Guaiacol P P P P P P
Veratryl alcohol N N
2,4-DCP + 4-AAP P P P P
2,4-DCP + 4-AAP/catalase P P P P
Mn*? P N N N
2,6-DMOP* P P P P
DMAB + MBTH? P P P P
DMAB + MBTH"/catalase/EDTA P P P P

P positive reaction, N negative

* Assay conditions correspond to each of the enzymes as described in methods

" Conditions for LiP with no addition of hydrogen peroxide
¢ Conditions for MnP with no addition of Mn®* nor hydrogen peroxide
4 Used as choromogenic secondary substrate(s) for MnP activity

was also responsible for the positive reactions with ABTS
and guaiacol (developing even in the absence of Mn** and
hydrogen peroxide), and with the pair 2,4-DCP + 4-AA
(developing in the absence of hydrogen peroxide or in the
presence of catalase), confirming that LiP is not present
under our conditions in both CS5 and CUI. Even when
MnP activity was confirmed for CS5 (positive reaction on
Mn*2 only in the presence of H,0,), the occurrence of
reaction for both strains with 2,6-DMOP and with the pair
MBTH + DMAB even in the presence of EDTA and cat-
alase (to remove both Mn>* and H,0,), pointed to laccase
activity as the only one responsible. On the bases of these
results two possible explanations are proposed: either lac-
cases belong to the high redox potential group or they act
through low-molecular weight redox mediators. Zymo-
grams (Fig. 2) of crude enzyme preparations, free of
mediators, revealed the same bands for ABTS and the
oxidative couples DMAB + MBTH and 2,4-DCP + 4-APP
in the absence of H;0, and Mn*? (laccase conditions).
Same patterns were obtained using syringaldazine and 2,6-
DMOP (data not shown). These results strongly suggest
that laccases belong to the high redox potential group.
The presence of MnP and laccase activities in CS5 is in
agreement with reports of this combination as the most
common in white rot fungi (Nerud and Misurkova 1996).
Detecting laccase as the only ligninolytic activity in CUI is
in concordance with previous reports for other fungi such
as P. cinnabarinus (Eggert et al. 1996). Briefly, our results
support the idea that both strains could be producing lac-
cases with high redox potential, which have the ability to
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attack peroxidase substrates and consequently, constitute
an important part of its ligninolytic machinery. However,
we cannot discard the possible existence of a laccase/

A

[

1 2 1 2 1 2

Fig. 2 Native PAGE of crude enzymes obtained from 8-day-old
cultures. Bands developed under laccase conditions (in the absence of
H>0; and MnCl,), using: ABTS (a), DMAB + MBTH (b), and 2.4-
DCP + 4-AAP (c) as the substrates for CS5 (1), and CUI (2)
preparations
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mediators system and peroxidases to degrade lignin in their
natural environment.

Decolorizing activity

Both, CU1 and CS5 decolorized (RBBR, AR) or changed
the coloring (CV) of dyes within 10 days of incubation
when a dye was added from the beginning of culture (data
not shown).

Although we only confirmed the MnP activity in CS3
cultures, assays with 8-day-old cultures of both strains
were carried out in order to diminish the possible contri-
bution of this activity to the decolorization process.
Absorption spectra during microbial decolorization are
shown in Fig. 3. The maximum absorption peak for RBBR
in both cultures CS5 (Fig. 3a) and CU1 (Fig. 3b) decreases
abruptly in 2 h to be almost undetected after 24 h. How-
ever, there is a difference between the two cultures, since
CS5 shows a slight residual absorption peak shifting
towards the left of the initial maximum, which is not
present in that of CUl. For AR44, decreasing of main
absorption peak was not as pronounced as with RBBR,
however it reached comparable levels after 24 h.

Fig. 3 Absorption spectra
during microbial decolorization
of synthetic dyes. Cultures of
CS5 (series on left) and CUI
(series on right) strains were
carried out on liquid Bran flakes
media under agitated
conditions, and dyes; RBBR (a
and b), AR44 (¢ and d). and CV 00

(a) 20

Absorbance
=3
»

Additionally, a new peak appeared around 385 nm being
more evident in CS5 (Fig. 3c) than in CUI (Fig. 3d). In the
case of CV, disappearance of the main peak was also steep
during the first 2 h and then gradual until the end of
incubation, showing a continuous shift from 588 to about
570 nm for both cultures (Fig. 3e, f). The relationship
between time of incubation and decolorization is shown in
Fig. 4. Decolorization after 2 h with CS5 reached 96, 50
and 74% for RBBR, AR44 and CV, respectively, and 89,
74, and 83% with CUIL. At 24 h of incubation, decolor-
ization was almost complete for all cultures (>98%), with
the exception of CS5 on CV which still had 10% of
residual color.

In general, the disappearance of color in liquid cultures
could be explained by mycelial adsorption or dye trans-
formation. Even when dye absorption to mycelia could
participate early in color reduction, we were not able to
detect residual color on mycelia after 24 h by visual
inspection of cultures or in methanol washings of filtered
mycelia. Additionally, similar absorption spectra (not
shown) to those of microbial decolorization were obtained
with 8-day-old mycelia-free culture supernatants (enzy-
matic decolorization), where initial absorbance for RBBR,
AR and CV, decreased after 12 h of incubation in >99, 94,

(e and ) were added at the
eighth day of growth. Overlays
were obtained at indicated times
and compared with control
spectra obtained immediately
after dye addition
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Fig. 4 Microbial decolorization of Remazol Brilliant Blue R, Acid
Red 44 and Crystal Violet by 8-day-old liquid cultures of CS5 (a) and
CUT (b} as a function of time. Color reduction was calculated from
the wavelengths of maximum absorption in the visible range for each
dye

and 54% for CS5 (0.82 U/ml Laccase) and >99, =99, and
42% for CU1 (2 U/ml Laccase), respectively, for each dye,
supporting that decolorization can be accomplished in the
absence of mycelia. The removal of the major visible light
absorbance peak combined with the displacement to the
left (hypsochromic effect) (more evident in Fig. 3c, d), and
the appearance of new peaks (Fig. 3e) could be explained
by a dye degradation or transformation through different
intermediaries as previously reported by Maximo et al.
(2003) and McMullan et al. (2001).

A dye decolorization depends on its structural com-
plexity (identity, number and position of functional groups
in the aromatic region), its charge (distribution of electrons
and density of charge) (Knapp et al. 1995; Swamy and
Ramsay 1999) or could be the result of all interactions in its
structure and be associated for example to ionization
potential (Podgornik et al. 1999). Different fungal
enzymes, and even isoenzymes, have different specificities
for dyes belonging to different structural classes (Ollikka
et al. 1993). Our results on dye decolorization are in
agreement with literature in regard to anthraquinonic being
more easily degraded than azo dyes (Abadulla et al. 2000)
and CV, even as a member of the triarylmethane, being a
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more recalcitrant one and its color loss depending on the
strain used (Knapp et al. 1995).

Finding laccase as the principal activity responsible for
decolorization is consistent with previous reports with T,
hispida (Rodriguez et al. 1999) and T. hirsuta (Abadulla
et al. 2000). However further studies with pure enzymes
are necessary to prove it conclusively.

Conclusions

All the isolates with the ability to attack the three dyes gave
also a positive reaction in the plates with guaiacol and o-
anisidine, showing a strong correlation with the production
of oxidoreductases. A possible explanation for the strains
that by producing oxidases and/or peroxidases did not
decolorize PR could be that depolymerization depends on
the participation of redox mediators, which under the
conditions of our assay should be produced only by those
isolates that gave a positive decolorization of PR; or these
isolates produce enzymes with high redox potentials. The
finding of two native strains with ligninolytic and decol-
orizing performance comparable to that of reference strains
Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, Pleurotus
ostreatus ATCC 58053, and Bjerkandera adusta UAMH
8258 encourages the searching of fungal strains with spe-
cific capabilities suitable to biotechnological processes in
Mexican woodland. One of these, isolate CS5 showed a
high decolorization rate and has a fast growth rate, con-
sequently has been selected for further studies.
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La micclogic es el estudio de los hongos. Les hongos
verdaderos se agrupan en el Reino Fungi o Eumycota y
son organismos eucariotas, unicelulares o pluricelula-
res, heterdirofos que presentan digestion extracelulor y
nutricion saprobia, provistos de paredes celulares de
quitina y b-glucanos, de aspecto cominmente
filamentose y que producen esporas en alguna etapa
de su ciclo vital. Comprenden 4 phyla que se recono-
cen por el tipo de esporas que producen: Los Ascomycota
son el phylum mds numeroso y sus esporas sexuales se
desarrollan dentro de ascas en forma de sacos alarga-
dos. Los Basidiomycota producen sus esporas sexuales
en el exterior de filamentos o hifas especiclizadas en-
sanchadas hacie la punta llamados basidias. Los
Chyltridiomycota o diferencia de los dos grupos anterio-
res son formas acudticas y SUs esporas son realmente
gometos méviles (zoosporas) pravistas generalmente de

un sclo flagelo posterior en forma de latigo (opistoconte).
En los Zygomycota la zygospora es una estructura de
resistencia producto de la fusién de dos hifas diferen-
ciadas en gametangios. Algunos grupos anteriormente
considerados dentro del Reino Fungi como los
Myxomycota y los Oomycota han side segregados a
partir de 1994 a los Reinos Protista y Chromista, res-
pectivamente, basdndose en la presencia de celuloso
en la composicion quimica de sus paredes celulares, la
forma de sus crestas mitocondriales, que no es aplanc-
do, la presencia de flagelos diferentes al tipo opistoconte
en sus esporas y ofras evidencias moleculares (Kirk ef
al., 2001).

Se estima que el nimero total de especies de hon-
gos verdaderos en el mundo es superior a 1.6 millones,
de las cuales se han descrito alrededor de 64,000, No
obstante que cada afo se agregan 700 nuevos espe-
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cies a la lista, es evidente la falta de micélogos en el
mundo para el estudio de este Reino tan diverso (Carlile
et al., 2001). Para México, existe un total estimado de
200,000 especies de hongos, de las cuales se conacen
openas alrededor de 7,000 (Cifuentes et al., 2004) por
lo que la obtencidn de inventarios regionales es de suma
importancia para el conocimiento del recurso.

La principal actividad benéfica de los hongos en la
naturaleza es la descomposicion de la materia orgdni-
ca. Al hacerlo contribuyen al ciclo del nitrégeno y del
carbono. Aunque esta actividad fambién la realizan las
bacterias, el reciclaje del carbono contenido en los dos
palimeros noturales mas abundantes del planeta, la
celulosa y la lignina, presentes en esiructuras vegetales
como la madera, es uno responsabilidad que cumplen
principalmente los hongos. Ademds, los micorrizas o
asociaciones gue forman algunos hongos con las rai-
ces de lo mayorio de los drboles, aumentan significati-
vamenle su drea de absorcién, permifiéndoles a éstos
altimos un crecimiento soludable, mas répido y vigoro-
so, ya que promueven una asimilacién mas eficiente de
formas nitrogenadas y sales minerales

Sin embargo, lo actividod saprotrofa de los hongos
también causa importantes pérdidas en la agricultura y
las industrias alimentaria, energética, de pinturas, del
calzado y del vestido, al alacar sustratos como granos,
todo fipo de climentos y bebidas, combustibles, solven-
tes, cueros y telas.

Algunas especies pardsitas de plantas o animales se
consideran nocivas, ya que anualmente ocasionan enor-
mes pérdidas agricolas, forestales y pecuarias; mienfras
que olras especies se consideran benéficas, ya que pue-
den utilizarse en el contral biolégico de malezos,

nemdtodos, insectos y aun otros hongos consideredos
como plagas agricolas. Las especies pardsitas del ser hu-
mano llegan a causar serios problemas de micosis en la
piel y mucosas. En ocasiones afectan los vios respiratorias
gravemente u ocosionan seplicemia o causan meningiis,
de tal forma que pueden llegan a cousar la muerte.

En el ambito industrial, la actividod enzimatica
extracelular de los hongos fradicionalmente se ha em-
pleado en la obtencién de alimentos fermentados [salsa
de soya, tempe, sufu), la maduracién de quesos
(roquefort, gorgonzola, brie, danés, camembert] y lo
elaboracién de pan y bebidas olcohdlicas (cerveza, vino,
sake, whisky]. Caon el desarrollo de la biotecnologia el
empleo de los hongos para oblener productos
metabdlicos se ha diversificado. Actualmente se emplean
reactores para la obtencién de proteina unicelular, vita-
minas (riboflavina), alcohol indusirial, acidos orgénicos
(acido citrico, fumdarico, gluconico y ofros|, enzimas
(glucoamilasas pare producir jarabes de alta fructoso,
glucanasas y pectinasas para clarificar cerveza y jugos
de frutas respectivamente, profeasas y lipasas como
aditivos de detergentes, nucleasas como mejoradores
de sabor en carnes, enire ofras), metabolitos primarios
(nuclestidos, aminodcidos, polisacdridos y grasas) y
metfabolitos secundarios como antibiéticos (penicilina,
cefalosporina, griseofulvina, serdarina), medicamentos
reductores del colesterol (mevastating, lovastatinal, in-
munosupresores para reducir el rechozo en transplantes
de érganos [ciclosporina A), olcaloides {ergotamina para
el fratamiento de migranas, ergometrina para aumentar
las contracciones en el parto), fitorreguladores
(giberelinas) y fungicidas agricolas (strobilurinas) (Carlile
etal., 2007).
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Las sefas son macromicetos con un cuerpo fructifero
caracteristico grande como para verse a simple vista y
tomarse con la mano. De ellas se estima existen 140,000
especies y se conocen 22,000 y se estima que existen
7,000 especies fodavia no descritas que podrian ser
benéficos a la humanidad (Lindequist ef al., 2005). En-
tre las setas, 2,000 especies son comestibles en diferen-
te grado (Chang, 1999). La produccién anual de setas
para alimento humano supera los 6 millones de tonela-
das, registra importantes aumentos en la Gltima década
y se basa en lo explotacién de una decena de especies,
entre las que destacan Agaricus bisporus, Lentinula
edodes®, Pleurotus spp.”, Auricularia spp., Flammulina
velutipes*, Volvariello volvaceo, Tremella spp.”,
Hypsizygus marmoreus y Grifola frondasa® (Carlile et
al., 2001). La mayoria de estos hongos, ademds de ser
comestibles presentan propiedades funcionales (*). A-
demds, la creciente produccion de los especies de setas
medicinales perfenecientes a géneros como Ganoderma,
Trametes., Agrocybe, Auricularia, Calvatia, Flammuling,
Hericium, Hypholoma, [nonofus, Lentinus, Lenzites,
Polyporus, efc. se espera que llegue en breve a un flore-
cimiento debido o lo economia de los sustratos de pro-
duccién y la relativa simplicidad de los métodos de cul-
tivo (Smith ef al, 2002; Stamets, 2000). El desarrollo
de resistencio a antibidticos, el resurgimiento de enler-
medades gue se creian erradicadas y el incesante trafi-
co aéreo de personas desde sitios anfes remotos, ha
impulsado la bisqueda de nuevas sustancias bicactivas
en las setas, focilitando la tarea lus nuevas técnicas qui-
micas de purificocion. De tal forma que hongos em-
pleados en la medicino tradicional de diferentes cultu-
ras han probado su utilidad como productores de

compuestos con actividades antimicrobiana, antiviral,
antitumoral, como inmunomeduladares, citostéticas,
inmunosupresora, antioxidante, hipoglicémica,
antinflomatoria, hepatoprotectora. Entre el 80 y 85 %
de los producios de lus setas medicina

es se obfienen
de cuerpos fructiferos cultivados o recolectados, pocos
se basan en extractos del micelio o filirados de cultivos
[Lindequist ef al. 2005).

Asf, en lo Gltima décado, a la impertancia ecolégi-
ca, alimenticia y médico tradicional y la de fermenta-
ciones industriales ufilizando hongos mitospdricos, se
ha sumado un nuevo valor, el de lo produccion de me-
tabolitos con actividad biclagica por setas. Estos pue-
den ser como se menciona arriba sustancios con activi-
dad antimicrobiana, citotéxica (anlitumoral) o que
incrementan la respuesta inmune o bien, enzimas, colo-
rantes y aceites esenciales (utilizados como saborizantes
y aromas| (Brizuela et al., 1998).

Nuevo Ledn posee unc gran diversidod de
macromicetos posiblemente como resultado del desa-
rrollo de diferentes ecofisiologios adoptadas a los va-
riados microambientes que se presentan en sus 3 pro-
vincios biogeogrdficas: la planicie costera, la Sierra
Madre Oriental y el altiplano [Alanis et ol , 1996). Esta
diversidad debe reflejorse en las Colecciones
Micolégicas, las cuales contienen ejemplares secos que
conservan las caracterfsticas distintivas de su especie y
sirven de referencio contra la cual se puede comparar
las caracteristicas de nuevos ejemplares. Ademas de este
valor taxonémico, la informacién de la eliqueta de co-
lecto es esencial en el desarrollo de estudios sobre la
ecologio y distribucién fungicas. Las colecciones de
micelios vegetativos vivos, aungue no poseen las carac-
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teristicas de los cuerpos fructiferos (setas), nos brindan
la oporiunidad de estudior la biolegia y metabolitos de
los hongos. La coleccién micolégica (UNL) de la Facul-
tad de Ciencios Bioldgicas de la UANL, tiene alrededor
de 50 afos, es una coleccién de referencia constituida
por cuerpos fructiferos colectados en la region noreste y
ofros estados del pals, pero no estaba ordenada y esto
limitaba su utilidad.

Los objetivos planteados en el presente trabajo fue-
ron: ordenar la coleccion de setas de basidiomicetos en
una forma que facilitara su consulta, elaborar un archi-
vo electronico con la informacion de colecta de los ejem-
plares ya presenies y que ademds incluyese fotografias
y descripciones morfoldgicas de las nuevas adiciones y
formar un cepario de especies nativas de basidiomicetos
de Nuevo Ledn aisladas de los cuerpos fructiferos anfes
de ser herborizados y depasitados en lao coleccidn (lo
cual permite una mayor cerfezo en la identificacién al
respaldarla por lo fase sexual). Lo utilidad de lo anterior
es contar para cada especie con un registro detallodo
que respalde su identificacion y facilite en cuclquier
momento su consulta, permitiendo ofrecer a la comuni-
dad una coleccion micolégica y un cepario, gque sirvan
de apoyo en sus invesfigaciones sobre lo taxonomia,
biologia y quimica de productos naturales en un grupo
dificil, interesante y diverso, como es &l de los hangos.
Ademas, en un intento inicial por conocer la utilidad y
potencial econémico de las especies nativas, hemas
desarrollado una linea de invesiigocion sobre nuestros
culiivas de basidiomicetos nativos buscando aquéllos
potencialmente Gtiles en procesos de biorremediacion
de efluentes confominados por colorantes sintéficos o
con actividod enfimicrobiana sobre patégenos

METODOLOGIA

La Coleccién UNL. Los ejemplares de hongos y liquenes
en el herbario UNL fueron separados por géneros y es-
pecies, ordenados alfabéticomente y depositados en
cajos de cartén. Con la informacién de las etiquetas de
colecta de los ejemplares se elabord uno base de datos
en Excell y se generd una lista con los géneros para
Nuevo Leén. Lo importancia de cada uno de los géne-
ros fue enfonces investigada.

Reactivos. Todos los compuestos quimicos utilizadas
fueron grado reactive, los medios de cultivo de la mar-
ca Difco y los demas quimicos, de la casa Sigma o CTR
Scientific. Las soluciones fueron preparadas en agua
bidestilada de laboratorios Monterrey, S5.A. Todos los
medios se esterilizaron con autoclave o 121°C por 15
min o por filtracién Millipore (0.45pm). El aislamiento y
purificacion de cepas se realizé en cajas petri
desechables de 90 mm de diametro conteniendo 20 ml
de medio de cultivo.

Colecta de cuerpos fructiferos. La colecta de cuer-
pos fructiferos se realizé en los diferentes provincias fi-
siogréficas del Estado de Nuevo Ledn con un muestreo
oporunisic. Los sitios y fechas de colecta se selecciona-
ron previamente en base a la informacién de las fichas
del material herborizodo de la coleccian micologica que
requeria reposicion. Las coordenados geograficas de los
puntos de colecto se determinaron
geoposicionador (Magellen), las areas de colecta se
recorrieron exhaustivamente y a los carpoforos encon-

con un

trados se les asigné una clove bajo lu cual se anoté el
nimero de colecta, las coordenadas, tipe de susirato,
las caracteristicas macroscopicas, resultados de reac-

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS



SERGIO M. SALCEDO M., MARCELA GONZALEZ A., JOSE 5. GARCIA A., J. GUADALUPE GUTIERREZ S., IRENE CORTINA 5., CARLOS E. HERNANDEZ L,

ciones microguimicas coloridas (Meltzer, KOH, CuSO4)
(Singer, 1986) y nimero de registro fotogréfico. Los ejem-
plares fueron herborizados siguiendo la metodologia de
Wu et ol (2004).

Aislamiento y purificacion de micelios. Para el aisla-
miento y purificacion de los micelios vegetativos, de cada
uno de los carpéiores se tomaron tres fragmentos de la
parte interna del cuerpo fructifero, de aproximadamen-
te 3 mm de digmetro. Fueron lavados por 1 min en
peroxido de hidrégeno ol 3 %, enjuagados en agua es-
téril y sembrados en cajas petri con medio YMGA (4g
glucosa, 4g extracto de levadura, 10g extracto de mal-
ta y 15g agor por litro de medio) y 4 mg/l de benomil,
disueltos en 2 ml de solucién 1:1 acetona-70% etanol
que se agregaron asépticamente (Millipore 0.45um). Lo
siembra se hizo por triplicado y las cajas petri se incu-
baron a 28°C. Las colonias que crecieron se resembra-
ron en YMGA haosta estar puras. Los aislados puros cons-
tituyen el cepario y se conservan en tubos con medio
YMGA o 4°C con resiembras cado dos meses.

Identificacion. Lo identificacion se realizo siguiendo
los claves de Arora [1985), Bessette et al. (1997), Guz-
man (1978), Guzman (2003), Largent y Baroni (1988),
Metzler y Metzler (1992), Singer (1986).

Pruebas de copacidad ligninolitica y decolorante.
Estas pruebos se realizaron en cajos de petri con el medio
de bran flakes (20g All Bran@ y 15g de agar por litro de
amortiguader de fosfato monobésico de potasio 60 mM,
pH 6), el cual es inductor de enzimas ligninoliticas y
odicionande 0.02% del colorante polimérico Poly-R 478
o alguno de 9 colorantes (Azo: Rojo Acido 44 AR44,
Rojo Acide 183 AR183, Negra Reactivo 5 RBS, Naranja
Il Oll, Indigoide: Indigo Carmin. Antraquinénico: Verde

Acido 27 AG27, Azul Brillante Reactivo de Remazol RBBR,
Triarilmetano: Azul Brillonte Reactive BBR, Cristal Viole-
ta CV). El didmetro del drea de desaparicion del color
bajo la superficie cubierta por micelio se considerd in-
dicativo de la capacidad ligninolitica del hongo para el
caso del Poly-R-478 y de la capacidad decolorante para
el resto de los colorantes. Los aislados que mostraron la
mayor eficiencia decolorante en placa se seleccionaron
para realizor ensoyos de decoloracion en cultivos su-
mergidos en medio de bran flakes liquido conteniendo
50 ppm de colorante. El colorante se ogrego a los 6
dias de crecimienta, cuondo la concentracion de lacasas
es evidente y las peroxidasas ain no se detectan, ba-
sandonos en resultados iniciales que indicaron o las
primeras como principales responsables de lo actividad
decolorante. La confirmacién de su participacion en el
proceso se verificd con ensayos de decoloracion in vitro
con mezclos de reaccién confeniendo preparaciones li-
bres de micelio y el colorante, en amortiguador de
acetato 200 mM y a pH éptimo de la enzima (3.5-4). Lo
decoloracién se determiné siguiendo la reduccion en el
pico de absorbancia de coda colorante medida en un
espectrofotémetro Shimadtzu UV mini 1240, hociéndo-
lo o diferentes tiempos.

Pruebas antimicrobianas. Se realizaron por duplico-
do ensayos con extractos de acelato de efilo, oblenidos
a partir de cultives sumergidos de 10 dias de crecimien-
to desarrollados en 100 ml de medio EmG (10% extrac-
to de malta y 2% glucosa). Para cada aislade, 100 ul
del extracto fueron probados contra las bacterias
patdgenas que contaminan alimentos Staphylococcus
aureus, Salmonella typhimurium y Shigello sp ([amable-
mente proporcionadas por el Laboratorio de Fisiologio
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y Bioguimica de Microorganismos de nuestra Facultad)
en placas con agar Muller Hinton. Lo actividad
antimicrobiana se determiné midiendo el didmetro de
los halos de inhibicion del crecimiento bacteriano alre-
dedor de de los pozes de 0.5 mm donde fue deposita-
do el extracto.

RESULTADOS Y DISCUSION

La Coleccion UNL Se ordené alfabéticamente por Gé-
nera un total de 8,100 ejemplares de hangos y liquenes
de la Coleccién Micolégica. Su inspeccién visual nos
permifié estimar que alrededor de un 12% de los ejem-
plores requerion reposicién. Muchos de los ejemplares
dafados fueron colectados en el Estodo de Nuevo Leén,
pero una gran cantidad procede de los Estados de Du-
rango y Mexico, entre otros, por lo que nos cenframos
en la reposicién de los ejemplares colectados en nues-
tro Estado. Hasta ahora hemos incorporado 128 cuer-
pos fructiferos a la coleccion. El numero de ejemplares
danados y la procedencia de los ejemplares hacen ne-
cesario un alto presupuesto y un esfuerzo continuo para
lograr su total reposicion. Con la informacién de colec-
ia en los etiquetos de los ejemplares se formé un archi-
vo electrénico de la Coleccién. Para los nuevos
carpéforos ademds de esta informacion se agregaron
las caracteristicas distintivas de la especie y fotografias
de cada ejemplar.

El nomero de basidiomicetos representados en lo
Coleccien UNL es de 437 especies, comprendidas en
135 géneros y 57 fomilias. En la Tabla 1 se resume lo
informacién de la Coleccion Micoldgica UNL, ensegui-
da de los nombres de algunas especies aparece la sino-

nimia valida basandonos en Kirk et al. [2001). En ella
estan representadas especies que son venenosas, co-
mestibles, alucindgenas, medicinales o que atacan la
madera, ocasionando algin tipe de podredumbre. Lo
Tabla 2 resume la importancia de los géneros de
Baosidiomicetos de Nuevo Leédn en la Coleccion UNL.
Algunos génercs poseen exclusivamente especies co-
mestibles, como Calvatio, Romaria, Pleurotus,
lycoperdan, Hericium, Craterellus and Cantharellus
mientras que olros como Boletus, Strohilomyces,
Lactarivs, Suillus, Lepiota, Armillariella, Coprinus,
Clothrus y Clytocibe, peseen solo algunas especies, por
lo que se debe tener experiencia en su ideniificacion
para evitar envenenomientos con especies similares so-
bre todo en lo que respecta a los géneros Boletus, Russula
y Lactorius y sobre todo, para reconocer las especies
venenosas de Amanita, Chlarophyllum, Stropharia,
Hebeloma, Paxillus, Inocybe and Cortinarius o las
alucinégenas de Coprinus que se presentan en el esto-
do. Los géneros Auriculario, Fomitopsis, Ganoderma,
Lycoperdon, Pleurotus, Padaxis, Polyporus, Pycnoporus,
Trametes y Schizaphyllum tienen especies con propieda-
des medicinales. Los hongos que ocasionan podredum-
bre en lo madera se distribuyen en los géneros
Armillariello, Gleaphyllum, Doedolea/Daedaleopsis,
Eichleriella, Fomes, Fomitopsis, Phellinus, Ganoderma,
Hexagonia, Hymenachaete, Inonotus, Lenzites, Phlebia,
Phanerachaete, Pleurotus, Polyporus, Pycnoporus, Forig,
Trametes, Trichaptum, Phaeolus, Coltricia, Stereum y
Schizophyllum. Ciertas esencias y sabores fipicos son
utilizados en la identificacién de los hongos y las malé-
culas responsables de estas propiedades podrian tener
aplicacién en las industrias cosmética. Especies
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odoriferas se encuentran en los géneros Polyporus,
Phellinus, Stereum y Daedalea.

Capacidad ligninolitica y decolorante de los aisla-
dos nativos. Se logrd aislar y purificar un total de 85
micelios vegetativos de basidiomicetos nativos. Los re-
sultados de los ensayos en placa con ellos, permitieron
seleccionar inicialmente 10 aislados. Los de decolora-
ci6én en cultivos sumergidos e in vifro los reduierom a
cinco como los de mejor capacidad ligninolitica y
decolorante: el aislado LE13 y cuatro méas perenecien-
tes al génerc Trometes: T. hispida (LE95), T. maximo
(CUT), T trogii (CS63) y T villosa (CS5) (Tabla 3). CUT
y CS5 fueron finalmente seleccionados por su mejor
desempefo y actualmente se realiza lo purificacion de
sus locasas. Lo estabilidad y capacidad decolorante de
CS5 lo convierten en nuestro mejor candidato hasta
ahora para ser usado en biorremediacion de efluentes
contaminados con colorantes sintéticos.

Pruebos antimicrobionas. Los resultados de activi-
dad de exfractos de acetoto de etilo contra patdgenos
que contaminan alimentos se muestran en la Tabla 4.
Cinco aislados tuvieron efecto bactericida contra las tres
bacterias, sin embargo, el aislado que mostrd la mejor
actividad bactericida fue el de Trametes sp (RC2).

CONCLUSIONES

Se ordend alfabéticamente por Género los 8,100 ejem-
plares de hongos y liguenes de la Coleccién Micoldgica.
Aungue se han incorporado 128 nuevos carpéforos, se
estima que el 12% de los ejemplares requiere reposi-
cién, pero su numero y procedencio hacen necesario
un alto presupuesto y un esfuerzo continue para lograr

su total reposicién,

Con la informacién de campo, los caracteristicas
distintivas de las especies y fofogruﬁos de cada ejem-
plar efadido a lo Coleccién, se formd un archivo elec-
tronico de la Coleccion.

La diversidad de macrobasidiomicetes en Nuevo Ledn
es elevada, como se deduce del nimero de Familias
(44), géneros (135) y especies {437) en la Coleccion
UNL.

Se integré una coleccidon de 85 aislodos de
basidiomicetos notivos. En les ensoyos de ligninélisis,
decoloracién y antibicsis, dos de los aislados Trametes
villosa (CS5) y T maxima (CUT) mostraron propiedades
promisorias para ser utilizados en biorremediocion y uno
Trametes sp (RC2) confra microorganismos patdgenos
que contaminan alimentos, por lo que es légico pensar
que existon mas especies nativas de nuestro estodo, cuyo
valor nutricional, medicinal y comercial llegue a recom-
pensar los esfuerzos de subsecuentes estudios de pros-
peccion
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Tabla 1. Basidiomicetos en la coleccion UANL

Reino Fung)

Phylum Baskiomycota
Clase Basidomycetes
Subclase Agancamycetidae
Orden 1. Agancales
Famiia 1. Agaricaceas
Género 1. Agaricus
‘Agaricus (Psalliota) sp
Agancus anvensis
Agaricus augustus
Agaricus bisporus.
Agaricus campestris
Agancus placomyces
Agaricus silvabcus
Agaricus sibacola
Agancus subperonalus
10. Agaricus subrufesoens
11, Agaricus volvatos

12, Agancus xanihodermus
Género 2. Chlorophyllum
13 Chiororphyllum sp

14. Chlgrophyllum molybdites

R TP

38. Coprinus comalus

38 Coprinus niveus
Género 15. Psathyrella
40, Paathyrelia sp

41. Psalhyrelia campestres
Familia 5. Corlinanaceae
Género 16. Cortinarius
42 Cortinanus sp

Género 17. Crepidotus
43 Crepidotus  sp

44. Crepidtus mollis
Genero18. Gymnopilus
45. Gymnopilus sp

4E. Gymnopius deruginesus
Género 19. Inocybe

47 Inocybe sp

48, Inotybe confusa

48, Inocybe fastigiata
Familia 8, Entolomataceae
Género 20. Entoloma

0. Entoloma (Rhodophyllus) sp
51 Enfoioma lividus

Género 3. Gy
45 Gyrophragmium sp
Género 4, Lepiota

16. Lepicta sp

17, Lepiota acutescuamosa
13. Lepiota amencana

1. Lepiota cypeoriaia

20, Lepiota cristata

21 Lepota procera

2. Lepata bretincta
Género 5. Leucoagaricus
23. Leucoagancus Gaepests
Z4. Lewoocoprinus sp

25 Leucocoprinus caepesbpes
26 Leucocopnnus lefasiites
Genero 6. Macrolepiota

27 Macrolepiota rachodes
Género 7. Montagnea

28 Montagnea arenaria
Geénero 6. Podaxis

29 Padaxis sp

30, Podawis pistiaris
Génera 9. Secotium

31 Secolium agancodes
Familia 2. Bolbibaceae
Género 10. Bolbitius

32 Boihitius vitelinus.
Género 11. Hebeloma

33, Hebeloma sp

34. Heoeloma fastibile
Género 12, Panaeolus

35, Panaealus 5p

Familia 3. Clavariateae
Genero 13 Clavulinopsis.
36 Clavulinopsis
amethystinoides

37, Clavulinopsis camiculata
Famiia 4 Coprinaceae
Género 14. Coprinus

hyilus lividus)

52. Entoloma mexicanus
(=Rhodophyllus mexicanus)
53. Enteloma violaceabruneum
=Rhodophyllus
violaceobruneur)

Famdia 7 Hydrangaceae
Género 21. Laccaria

54 Laccans lacata
Familia & Lycoperdaceae
Género 22. Bovista

55 Bovista sp

Genero 23. Calvatia

56, Calvalia sp

57. Calvatia bovista

58 Calvata craniformis

59 Calvaba cyathifarmis

B0, Calvatia ggantea

61 Calvatia utriformis
(=Calvata caefatal

Género 24, Disciceda

62 Dusuceda sp

63 Disciceda bovista

B4 Disoiceds canduda
Geénero 25. Lycaperdon
5. Lyccperdon sp

66. Lycoperdon candidum
67. Lycoperdon deprassum
68, Lycoperdon marginalum
9. Lycoperdon muscarum
70. Lycoperdon pedicalatum
71. Lycaperdon peratum
{=Lyzoperdan gemmatum}
72 Lycoperdan pulchemmum
73 Lycoperdan pusillum

74, Lycoperdon pyriforme
75, Lycoperdon subicamalum
76, Lycoperden umbrinum
Famdia 8. Marasmiaceae

Género 26 Armillaria
77, Amillana (Armillafielial sp
78, Armilaria tabescens
[=Armitlanella tadescans)
Género 27. Baeospora

73 Baospora  sp

80 Baeospors  myosura
Género 28, Cryptotrama
21 Cryptotrama crisopleura
{=Xeruiina crisopleura)
Género 29. Marasmius

82 Marasmius sp

$3. Marasmius cladaphyllus
B4. Marasmius rolula
Familia 10. Nidulariaceae
Génera 30. Crucibulum
85, Cruchutum $p

86. Crutibulum laeve

(=C. vuigare)

Género}1. Cyathus

87 Cyalhus sp

88 Cyatnus olla

B9 Cyathus stercoreus

90 Cyathus stratus
Genero 32. Nidularia

91 Niduiana sp

52, Nidulara fasciculana
Famiiz 11 Phelloriniaceae
Género 33. Phellorinia

93, Phelionnia inguinans
Familia 12 Pleurolaceae
Génera 34. Hohenbuehelia
94. Hohenbuehelia sp
Género 35. Pleurotus

95 Pleurstus sp

Familia 13 Plilaoeas
Género 36. Amanita

96. Amanila sp

97, Amaniia cassarea

98 Amanita muscaria

99. Amanda panthenna

100. Amanita pelypiramis
101. Amanita fubescans
402, Amanita soltaria

103. Amanita strobilformis
104. Amanita vaginata
[=Amanitopsis vaginata)
105. Amanta wirasa
Geénero 37. Pluteus

106, Pluieus cervinus
Famiia 14 Schizophyllaceas
Género 3. Schizophyllum
107. Schizophyilum comune
108, Schizophyllum fascianm
109, Schizophyllum umbrinum
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Famiia 15 Strophariaceas
Genero 38, Psdocybe
110.Psilacybe (Hypholoma) sp
111 Psilocybe (Nematoiara)

sp
112 Psilocybe fasciculare
(=Nematoloma fasciculare}
113. Psitocybe neurantiaca
(=Nematcioma aurantiaca)
114, Psilocybe sublatentum
(Nematoloma sublateritium)
Psilocyte sp
115, Psilocybe coprophyla
Género 40. Pholiota
116. Pholicta sp

Phciicia (Flammuia?) sp
117 Phaliata spumosa
Familia 16 Trcholomataceae
Género 41, Clitocybe
18, Chilacybe gibha
Genero 42. Collybia
119, Collybia sp
120. Collybia akkalivirens
Género 43, Hygrophorus
121 Hygrophomus sp
122 Hygrophorus olivacealbus
123 Hygrophorus sordidus
Género 4. Leucopaxilius
124, Leucoparillus amarus
Género 45, Lyophyllum
125, Lyophyllum decastes
Género 46. Mycena
126 Myena sp
127. Myoena galopus
126 Myoena leaina
Género 47, Panellus
124, Panellus (Dictyopanus) sp
130. Panelius pusillus
(=Dictyopanus pusilus )
Género 48. Phaeclepiota
131. Praeclepiola aurea
Género 49. Tricholoma
132 Tncholoma sp
133 Tricholoma flavovirens
134, Tricholoma sejunctum
135 Tricholoma sulphureum
136, Tncholoma terreum
Génera 50. Tricholasporum
137 Tiichcasparum sp
Génera 51. Tragia
138 Troga sp
Familia 17 Tulostomataceas
Genero 52, Batarrea
139 Batarea sp
140, Batarrea doguetii
141, Batarrea stevenii
142. Battarrecides digusbi
Género 53. Tulostoma
143 Tulostoma sp
124 Tulgstama albicans
145 Tulostoma gpacum

146 Tulostoma verrucosum
Orden Auriculariaies

Familia 18. Auriculariaceae
Genero 54. Auricularia

147, Auncularia sp

148 Auncularia auricuia

149, Auncularia delicata

150. Auricularia elastica

151. Auriculana
intramembranasa

152 Auriculania mesenterica
153. Aunculana poliricha
Orden Boletales

Familia 19. Boletaceae
Género 55. Boletellus

154 Boletellus ruselli

Género 56. Boletus

155, Boletus edulis

156, Boletus fratemus

157. Boletus luricus

158, Bolelws miniaio-olivaceus
158 Boletus pinicola

180 Boletus rabellus

161 Bolewus regius

182 Boletus rubelius fratemus.
Genere, Bolelus (;

182 Gyrodon meruliodes
Familia 25. Rhizopogonaceae
Genero 64, Rhizopogon

183. Rhizopogon sp

184, Rhizopogon absetis

185, Rhizopogan couchi

188 Rhizopogon lutescens
187 Rhizopogon pendercsus
188 Rhizopogon rogersis

183, Rhizopogon subaustralis
180. Rhizopogon ventricosporus
Familia 26 Sclerodermataceae
Género 65. Astracus sp

191 Astraeus hygrometricus
182 Asiraeus nplex
[=Geastrum triplex)

Genera B6. Pisolithus

193 Pisclithus  tinctorius
Genero 67. Scleroderma

194. Scleraderma sp

195. Scleroderma aerolatum
196. Scieroderma albidum

197. Scleroderma cepa

188. Scleroderma hypogaeum
199, Scleroderma lycoperdaides
200,

sp
163. Boletus iludens.
Xerocomus (lludens)

164, Boletus

truncatus =Xerocamus
truncarus;

Boletus sp

Género 57. Leccinum

*65. Lecainum chromapes
186 Lecainum cracipodium
167 Leccinum aurantia

168. Leccinum luteum

189, Leccinum rugosiceps
Género 58. Strobilomyces
170 Strobdomyces sp

171, Strobilomyces confusus
172 Strobilamyces floccopus
173, Strotilomyces strohilaceus
Genero 59, Tylopilus

174, Tylopilus sp

175. Tylopilus indecrsus

176. Tylopilus plumboviclaceus
177 Tylopilus tabacinus typicus
Famila 20. Gyroporaceas
Género 60. Gyraporus

178, Gyroporus sp

179, Gyroporus castaneus
Familia 22. Melanogastraceae
Género 61. Melanogaster
180. Melanogaster sp
Familia 23. Oclavianinaceae
Género 62. Octavianina

181 Octawanina sp

Familia 24. Paxilaceas
Género 63. Gyrodon

201, Scleroderma vermucosum
Familia 27 Suilaceae
Género 68. Suillus sp

202 Sulllus amencanus

203 Suillus granulatus

204. Sulllus lakei

205. Suillus luteus

206. Sullus tomentasus.
QOrden Canlhareliales

Familia 28. Canthareliaceas
Genero 69, Cantharellus
207, Cantharelus sp

208. Cantharedlus cibarius
208. Ganthareilus tubaefarmis
Género 0. Craterellus

210 Craterellus sp

211, Craterellus
comucupivides

212 Craterelius fallax
Familia 23 Clavulinaceae
Génera 71. Clavulina

213 Clavuling  rugosa
Orden Dacrymycetales
Famiia 30. Dacrymycetacsas
Género 72, Dacrymyces.
214, Dacrymyces sp

Género 73, Dacryopinax
215. Dacryopinax spathularia
Orden Hymenochaetalas
Familia 31, Hymenochataceae
Género 74. Hymenochaate
215 Hymenochaele sp
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217, Hymenochaete
badioferuginea

218. Hymenochaete pinnatifida
219, Hymenochaete rubiginosa
220. Hymenachaete sallei
221, Hymenachaele labacina
Genero 75. Inonotus

222 Inanatus hispidus

223 Inonotus radiatus
Orden Praliales

Famifia 32. Geaslraceae
Génera 76 Geastrum

724 Geastrum sp

225 Geastrum campestre
226 Geastrum corenatum
227, Geastrum fimbrialum
228 Geastrum limbatum
229, Geastrum minimum
230, Geastrum quadrifidum
231, Geastrum rufescens
232 Geastrum sacatum

233 Geastrum triplex

234, Geastrum umbiiicatum
Género 77, Mesopheliopsis
235. Mesopheliopsis sp
Familia 33.Gomphaceae
Genero 78, Gomphus

236. Gomphus  Aocoosus
Genero 79 Clavariadelphus
237, Clavariadelphus pistilans
Famiia 34 Phaliaceas
Género 80. Clathrus

238 Clathrus cnspus.

239 Clathrus ruber

Género 81. Lysurus

240, Lysurus sphaeracephalus
{=Simbium sphaerocephalus]
Famila 35 Ramariaceae
Genero B2. Ramaria

241 Ramana sp

242 Ramana flava

243 Ramana formosa

244 Ramana stricta

Orden Palyparales

Familia 36. Cortciaceag
Género 83 Corticium

245. Corticum sp

246, Corticium cagruieum
(=Pulcnemcum caeneum)
Famiia 37 Fomitopsidaceae
Genero 84 Daedalea

247 Daedalea sp

248 Daedalea canfragosa
|Dasdaleopsis confragosa)
249 Daedalea elegans

{= D ambigua)

250 Dasdalea palisati

251 Daedalea quercina

252 Daedalea unicalor
erena unicolnr)

Género 85. Fomitopsis

253 Fomiops's cajanden
(=Fomes subroseus)

254 Fomitopsis pinicoia
Familia 38. Ganodermataceze
Genero B8, Amauroderma
255 Amaurcderma sp
Género 87 Ganoderma

256 Ganoderma sp

257 Ganoderma annulans
258 Ganoderma aplanatum
259, Ganoderma brownii
260. Ganoderma curtisil

261, Ganoderma Iobatum
262. Ganoderma lucidum
263, Ganoderma oregonense
264, Ganoderma sesile
Familia 39 Gloeophyllaceas
Género 88. Glozophyllum
265 Gloeophyllum sepianum
266 Gloeopryllum stratum
Famiia 40 Hapaloplaceae
Génera 89. Bjerkandera
267 Bjerkandara sp

Género 90. Spengipellis
268 Spongipells sp
Fanilia 41 Menliaceae
Género §1 Chondrostereum
269 Chondrostereum
purpureum

Género 92. Phiebia

270 Phigbia [Merulus] sp
271 Phisbia paliens
[=Merulius pallens}

272 Phietia tremellosus
(=Merulius tremeflosus)

273. Phlebia incamatus
(=Merulius ncamalus|
Familia 42 Phanercchaetaceas
Género 93. Lopharia

274 Lophana inerascens
275 Lophana papyrna
Geénero 34 Phanerochaele
276 Phanerachaete affinis
217 Phanerochaete cremea
278, Pranerochaete flamentosa
279, Phanetochaete sulphunna
Familia 43. Podoscyphaceae
Género 85, Cotylidia

280, Cotylidia aurantiaca

28* Cotylidia diaphana

262 Cotylidia undulata
Género 96. Cymatoderma
283 Cymatoderma caperacea
Familia 44 Polyporaceae
Género 97. Cerrena

284, Cerrena sp

Genero 93, Daedaliopsis
Daedaleopsis confragosa
Genero 99. Favolus

285. Favolus sp

286, Favoius cuculiatus

287 Fawoius thipdium

Género 100. Fomes

288 Fomes sp

289 Fomes badius

290. Fomes calcitratus

291, Fomes everharbi

(= Prefiinys everharii}

202, Fomes fastuasus.

293, Fomes linteus

284, Fomes lvidus

205 Fomes melanopanss

296 Fomes nobilsimus

267 Fomes pin|

268 Fomes pomacius

i= Phellinus pomaceus|

299, Fomes nmosus

(= Pheliinus rimasus}

(= Prgliinus robiniae|

300, Fomes rabustus
{=Phelinus robustus|

301 Fomes rubritinctus

302 Fomes roseus

(=7 Fomitapsis rosea)

303. Fomes sanch

304 Fomes sanjanii

305, Fomes sclerndermus

306. Fomes scutellatus

307 Fomes swistenias

8. Fomes ulmarius

309. Fomes unitus

310. Fomes weinanus

Género 101. Hexagonia

311, Hexagonia sp

312 Hexagonia papyracea

313, Hexagona lenuis

314, Hexagona variegata

315, Hexagonia hita

Género 102 Lentinus

316, Lentinus

Género 103 Lenzites. |
37 Lerzites sp

318, Lenzites betulna |
Género 104, Panus
319 Panus sp

320 Panus badius.

321. Panus conchatus
322, Panus crinitus

323. Panus nudis
Genero 105. Perenniporia
324, Perennipona s
Genero 106. Phaeolus
325, Phaeolus schweinizil
Genero 107, Polyporus
326 Polyporys sp 1

327 Polyporus abetinus
(=Trichaptum abietinum|
(=Hirschicporus abietinus)
328 Polyparus adustus
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329. Polyporus albiceps
330. Palyporus anceps
331. Palyporus arculanus
332 Polyborus azureus
333. Polybarus azureus
{Polyparus versicolor)

334, Polyporus berkeleyi
335, Polyporus bieniis
33, Polyparus brumals
337 Polyporus taesius
[=Tyromyces caesius)

338. Polyporus cinnamomeus
339, Polyporus conchoides
340, Potyporus cuticulans
341. Polyporus dichrus
342 Palyporus dryophila
343 Polyporus dryadeus
344, Polyparus durescens
345 Polyporus facicola
346, Polyporus fumosus
347 Polyporus givys.
i=Phellinus gilvus)

8. Polyporus glomeratus
349 Polyparus hispidus
i=Inonclus hispidus)

350 Polyporus hydnoides
351, Poiyporus hyrsulys.
352. Polyporus juniperinus
353, Polyporus leucomelas
(=Melanopus leucomelas)
354 Polyporus licnoides
355 Polyponus maximus
356 Polyporus obtusus
357. Poiyponus ocoidentales
{=Tramates occidentales)
358. Polyporus palustis
359, Polyporus perennis.
360 Polyporus patgamenus
(=Trichaptum bifarmis)
{=Hirschioporus pargamenus)
361 Polyporus picipes
362, Polyporus pinsitus
383, Polyporus pubescens
(=Trametes pubescens)
384, Polyparus radiatus.
385 Polyporus subchantaceus
386. Polyporus sulphureus
{=Laetiponus sulphureus)
367, Polyporus tomentosus
368. Palyparus tulipiforae
369. Polyporus villosus
Género 108. Poria

370 Poria sp

371 Poria taxcola

372 Poria tenuis

Genero 109. Pycnoporus.
373, PYenoporus sanguineus
Genere 110, Trametes
374 Trametes sp

375. Trametes americana
376. Trametes hispida

377, Trametes maxima |
378 Trametes rigida |
379 Trametes trogi

380 Trametes pubescens
381, Trametes serialis

182, Trametes variiformis
383, Trametes veluling

384, Trametes versicolor
385. Trametes vilosa
Género 111, Trichaptum
Trichaptum biforme
Trichaptum fusco-violaceum
Género 112, Tyromyces.
Tyromyces caesius

Familia 45 Podoscyphaceas
Génera 113. Cymatoderma
386 Cymatoderma sp
{=Cladoderris sp)

407. Russula sp

408 Russula crustosa
40%. Russula delica

410. Russula foetens
411. Russuia lepida

412 Russula grata

413 Russula sanguinea
414, Russula virescens
Familia 54. Slereaceae
Genero 127, Laxitextum
415. Laxitextym roseo-cameum
Género 128. Stereum
418, Stereum sp

417. Stereum complicatum
418. Stereum frustulatum
419, Stereum guasapatum
420 Stereum hirsutum
471, Stereum ostrea

Familia 46.
Género 114, Sparassis

387 Sparassis  crispa
Familia 47. Steccherinaceae
Género 115, Irpex

388, Irpex sp

389 Ipex pashyodon
{=lIrpex mollis)
{=Spongipellis pachyodon)
Orden Russulales

Familia 48. Auriscalpiaceas
Género 116. Auriscalpium
390, Auniscalpium wlgare
Género 117. Clavycorona
391, Clavycorona pyidata
392 Clavycorona hypoxidia
Género 118, Lentinellus
363, Lentinellus ursinus
Familia 49 Bondarzewiaceae
Género 120. Bondarzewia
304, Bondarzewia berkeleyi
Género 121, Stecchericium
395. Stecchericium sp

396. Stecchericium seriatum
Famiia 0 Hericiaceas
Genero 122. Hericium

3097, Hencium sp

398 Hericium erinaceus
Familia 51. Lachnociadiaceas
Género 123. Asterostroma
399 Asterastroma ochroleucum
Famiia 52 Peniophoraceae
Género 124. Peniophara
400. Penicphora sp

401, Peniophora albobadis
402. Peniaphora gigantea
403. Peniaphora sambuci
404 Peniophora sufurea
Familia 53. Russulaceae
Genero 125, Lactarius

405, Lactarius s

408. Lactariys zonanus
Género 126, Russula

422 Stereum

Famitia 55. Telephoraceae
Género 129. Telephora
423 Telephora tarestris
Género 130. Phellodon
424, Phellodan sp

Subclase Tremallomycetidae
Orden Tremellales

Familia 5. Exidiaceae
Género 131. Echleriella
425 Eichlenslia sp

426 Exchleniella leveilliana
427 Eichereiella macrspora
Género 132, Exidia

428, Exidia sp

Genero 133. Tremellodendron
429, Tremellcdendron sp
430. Tremeflodendron paliidum
Género 134, Tremiscus
431 Tremiscus helveloides
(=Phiogiciis helveloaes)
Familia 57 Tremellaceae
Género 135. Tremella

432 Tremella sp

433, Tremella fusrormis.
434 Tremelia lutea

435, Tremella lutescens

436 Tremella mesenterica
437, Tremella reticulata
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Tabla 2. Importancia de los géneros de basidiomicetos de Nuevo Ledn presentes
en la Coleccién UNL

Total de Causantes Productores
. Géneros/  Comestibles  Medicinales = Venenosos de Alucinbgenos | de esencias
Porcentaje pudricion o sabores
en madera
135 19 10 " 25 1 4
100 14 7 8 19 1 3

Tabla 3. Resultado de la bisqueda de aislados nativos con habilidades ligninolitica v
decolorante

Aislados Poly-R 478 + Mejores decolorantes | Mejores decolorantes de Indigo,
totales (Ligninoliticos) | de RBBR, AR44y CV | AG27, Oll, RB5, AR183, BBR
85 71 10 5

Tabla 4. Resultado de la bisqueda de aislados nativos con actividad
bactericida sobre patégenos que contaminan alimentos

Baclerias patégenas

Staphilococcus Salmonella Shigella
aureus thyphimurium sp
Porcentaje de los aislados
con actividad bactericida 68 58 46 |
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