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Efectos de pH, temperatura y tiempo de incubacion sobre el
crecimiento fuingico y la actividad lacasa en Trametes villosa BAFC
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Resumen

Los hongos de pudricién blanca, como Trametes villosa BAFC 2755, son 10s Unicos organismos capaces de
degradar eficientemente la lighina debido a que poseen un sistema enzimatico oxidativo. Una de las enzimas mas
importantes en este proceso es la lacasa. Esta es una fenoloxidasa, que posee aplicaciones en varios procesos
biotecnologicos incluyendo la deslignificacién de la pulpa de papel, detoxificacién de quimicos recalcitrantes,
degradacion de compuestos policiclicos aromaticos, biorremediacion de suelos y aguas contaminadas. El presente
trabajo tuvo como objetivo evaluar el efecto del pH, la temperatura y el tiempo de incubacion sobre el crecimiento
y el potencial oxidativo de T. villosa BAFC 2755. Para ello se llevaron a cabo ensayos en medio de cultivo ME y se
determind la actividad lacasa. Para complementar el analisis de caracterizd una region del gen que codifica para
una lacasa. Los resultados obtenidos mostraron que las condiciones que mejoraron la produccion de biomasa no
fueron las que soportaron la mayor actividad lacasa. Los maximos niveles de actividad se registraron a 25° C al
dia 14 para pH 5,5 siendo de 200 U/L. El perfil de isoenzimas de lacasa fue afectado por el pH, la temperatura y el
tiempo de cultivo, encontrandose tres isoenzimas de 64 kDa, 123 kDa y 132 kDa. Ademas, se obtuvo una secuencia
nucleotidica de 779 pb de un gen que codifica para lacasa, cuya secuencia proteica mostro identidad de 90% con
secuencias pertenecientes al gen lacasa de otras especies de Trametes sp.
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Abstract

White rot fungi, such as Trametes villosa BAFC 2755, are the only organisms capable of efficiently degrading lignin
due to their oxidative enzymatic system. One of the most important enzymes in this process is laccase. This is
a phenol oxidase, which has applications in several biotechnological processes including pulp delignification,
detoxification of recalcitrant chemicals, degradation of polycyclic aromatic compounds, bioremediation
of contaminated soils and waters. The objective of this work was to evaluate the effect of pH, temperature
and incubation time on the growth and oxidative potential of T. villosa BAFC 2755, for that were carried out a
quantitative of tests in culture medium ME and activity in lacasa were determinated, to complete the analysis a
gene fragment of this enzyme were characterize. The results obtained showed that the conditions that improved
biomass production were not those that supported the greatest activity laccase. Maximun activity levels (200 U/L),
were recorded after 14 days, at pH 5.5 and 25° C. Lacase’s isoenzyme profile was affected by pH, temperature and
culture time, with three isoenzymes of 64 kDa, 123 kDa and 132 kDa. In addition, a nucleotide sequence of 779
bp was obtained from a gene coding for lacase, whose protein sequence showed 90% identity with sequences
belonging to the lacase gene of other species of Trametes sp.

Keywords: enzymatic activity, fungal biomass, white rot fungus, isoenzymes.

Introduccion que bajo condiciones naturales colonizan fustes vivos o
muertos (Eriksson ef al., 1990). El crecimiento y la fisio-

Entre los microorganismos que degradan eficientemente  logia de los hongos ligninoliticos depende de su capacidad

la lignina se encuentran los hongos de pudricion blanca, intrinseca de crecimiento y de degradacion de la lignina,
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para lo que es necesario un eficiente sistema enzimatico
(Fonseca et al. 2014). Las principales enzimas ligninoliti-
cas son oxidasas (lacasa, E.C 1.10.3.2) y peroxidasas como
lignino peroxidasa (EC 1.11.1.14) y manganeso peroxidasa
(EC 1.11.1.13).

Las lacasas pertenecen a la familia de las multicobre
oxidasas, que usualmente contienen varios atomos de cobre
en su centro catalitico (Thurston, 1994). Debido a la baja
especificidad de sustrato, las lacasas pueden tener varias
aplicaciones biotecnoldgicas incluyendo la deslignificacion
de la pulpa, detoxificacion de quimicos recalcitrantes,
degradacion de compuestos policiclicos aromaticos, bio-
rremediacion de suelos y de aguas contaminadas (Mayer y
Staples, 2002). Una alternativa para superar esta dificultad
es aislar microorganismos con alto potencial biotecnold-
gico y optimizar las condiciones de cultivo tanto para el
desarrollo micelial como para la produccién y secrecion
de lacasas (Narashima et al., 2005). Asimismo, la carac-
terizacion de la estructura génica y la identificacion de las
secuencias reguladoras y cataliticas permiten incursionar
en otras formas de incrementar la produccion de lacasa
a través de la expresion homologa y/o heterdloga de la
misma (Fonseca et al., 2018).

En objetivo del presente trabajo fue analizar el efecto
del pH, la temperatura y el tiempo de incubacion sobre el
crecimiento y el potencial oxidativo de 7 villosa BAFC
2755 mediante ensayos cuantitativos de actividad lacasa
en medio liquido y caracterizar un fragmento génico de
esta enzima.

Materiales y Métodos
Material biolégico

En este estudio se utilizd el hongo de pudricion blanca
T. villosa BAFC 2755 autoctono de la Provincia de
Misiones, proveniente del cepario del Departamento de
Biodiversidad y Biologia Experimental de la Facultad de
Ciencias Exactas y Naturales de la Universidad de Buenos
Aires.

Para el proceso de clonacion molecular se utiliz6 la
cepa de Escherichia coli DH5a.

Efectos del pH, temperatura y dia de cultivo sobre la
biomasa fungica y la actividad lacasa producida

Para la preparacion de tacos fingicos se utilizaron
cultivos primarios en medio de cultivo extracto de malta-
agar (MEA) conteniendo 12,7 g/L de extracto de malta 'y
20 g/L de agar en placas de Petri de 90 mm de diametro,
las cuales se inocularon por puncioén con ansa aguja en el
centro de la placa y los cultivos se incubaron durante 5
dias a 29° C en estufa. Posteriormente los tacos de agar con
micelio se extrajeron a partir de los margenes de la colonia

en crecimiento con la ayuda de un sacabocados de metal,
de 0,5 cm de diametro. Los tacos obtenidos se utilizaron
para la inoculacion de los medios de cultivo liquidos.

Los ensayos en medio de cultivo liquido para el estudio
del efecto de pH, temperatura y dias de cultivo sobre la
produccién de biomasa fiingica y la actividad lacasa pro-
ducida se llevaron a cabo en erlenmeyers de 250 mL. A los
cuales se les adicioné 50 mL de medio compuesto por 12,7
g/L de extracto de malta, 5 mL/L de concentrado soluble
de maiz (ME). El medio de cultivo se ajust6 a pH 3,5; 4,5
y 5,5 con 0,1 N de HCl y 0,1 N de NaOH. Estos medios
se incubaron a 25, 29 y 33° C en estufa en condiciones
estaticas colectando muestras a los 7, 10 y 14 dias.

Determinacion de biomasa flingica

Para determinar la biomasa fungica, se llevaron a
cabo muestras destructivas, para ello el micelio se separd
utilizando filtros de papel con fibra de vidrio (GF/C) y se
seco a 80° C/24 h.

Determinacion de actividad lacasa producida

La determinacion de actividad lacasa se realizd em-
pleando la técnica descripta por Field ez al. (1993) con
2,6-dimetoxifenol (DMP) 5 mM como sustrato en buffer
acetato de sodio 0,1 mM (pH 3,6). La absorbancia se
cuantificé a 469 nm (E,, = 27,5 mM™' cm™) en un espec-
trofotometro Shimadzu UV-3600. La actividad enzimatica
se expreso en unidades enzimaticas (U), donde 1 U es
equivalente a 1 uM/min de producto a 30° C.

Electroforesis en gel de poliacrilamida

La presencia de isoenzimas se determin6 mediante elec-
troforesis no desnaturalizante en geles de poliacrilamida
al 7,5% p/v (ND-PAGE; Laemmli, 1979; Murugesan et
al.,2007; Fonseca et al., 2010). Se sembraron 20 pg de
proteinas totales por carril (cuantificadas por el método
de Bradford). La corrida electroforética se realiz6 a 100
V por 120 min en buffer Tris-Glicina 1,5 M, pH 8,3. Los
geles se fijaron en una solucion conteniendo 40% v/v de
metanol, 10% v/v de acido acético y se revelaron con una
solucion de DMP 5 mM en buffer acetato de sodio 0,1 M
(pH 3,6) durante 10 min para detectar la actividad lacasa
(Murugesan et al., 2007; Fonseca et al., 2010).

El peso molecular se determind mediante electroforesis
desnaturalizante (SDS-PAGE) utilizado un patrén de masa
molecular pretefiido (Prestained Kaleidoscope SDS-PAGE
standard broad range de BioRad; Laemmli, 1979; Muru-
gesan et al., 2007; Fonseca et al., 2010). Se sembraron 20
ng de proteinas totales por carril. La corrida electroforética
se realizo a 100 V por 120 min en buffer Tris-Glicina 1,5
M, pH 8,3. Para la deteccion de las bandas el gel se tratd
previamente con una solucion de acetato de sodio 50 mM
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y Triton X-100 0,2% v/v durante 30 min para eliminar el
SDS y permitir el replegamiento del dominio catalitico.
Luego se reveld con DMP 5 mM en buffer acetato de sodio
pH 3,6 durante 10 min (Murugesan ef al., 2007; Fonseca
etal., 2010).

Andlisis estadistico

El analisis de la varianza (ANOVA) seguido por el
test de Bonferroni se realizé utilizando GraphPad Prism
version 4.0 para Windows (GraphPad Software, San Diego,
CA, USA).

Aislamiento de ADN genémico

La extraccion de ADN se realizd a partir de micelio
crecido en medio liquido ME durante 5 dias siguiendo el
protocolo propuesto por Fonseca ef al., 2015.

Amplificacion y purificacion de un fragmento del gen
lacasa

Para la amplificacion de la region del gen que codifica
para lacasa se utilizaron cebadores que hibridan en la
region de union al cobre II: 5"-ACNTTTTGGTAY CA-
YAGYCA-3" (Fonseca et al., 2018) y region de unién al
cobre IV: 5"-TGRAARTCDATRTGRCARTG-3" (Hoshida
et al., 2001). La reaccion de amplificacion se realizoé en un
volumen final de 20 pL, conteniendo 2,5 mM de Cl Mg,
200 uM dNTP’s, 10 pmol de cada cebador, 1 U de Pfu
polimerasa y 30 ng de ADN templado. El ciclado consistio
en una desnaturalizacion a 94° C por 3 min, 35 ciclos de
94° C por 40 s, 50° C por 40 s 'y 72° C por 40 s y una
elongacion final a 72° C por 10 min.

La banda de interés fue recortada a partir del gel de
agarosa y purificada con el kit Wizard SV gel and PCR
Clean-Up System (Promega) siguiendo las instrucciones
del proveedor.

Clonacion y secuenciacion del fragmento del gen lacasa
amplificado

Las células E. colli DH5a. se hicieron competentes con
el método de CaCl, (Sambrook, 1989). Los fragmentos de
interés con extremos romos se procesaron para contener
la A-tailing y se ligaron con el vector pPGEM-T Easy
(Promega) siguiendo las instrucciones del proveedor. Diez
colonias con el inserto se seleccionaron, los plasmidos
se purificaron por lisis alcalina (Sambrook, 1989) y se
secuenciaron (Macrogen-Corea y ArgenINTA).

Andlisis bioinformatico

El analisis in silico de los resultados de la secuenciacion
se llevd a cabo mediante distintas herramientas bioinfor-
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maticas. En primer lugar, todas las secuencias fueron con-
trastadas con las bases de datos del NCBI mediante Blastn
(ww.ncbi.nlm.nih.gov/Blast). Los tres posibles marcos de
lecturas se obtuvieron con EXPASY TRASLATE (www.
expasy.org) determinandose el correcto con Blastp. Para
detectar los posibles sitios de glicosilacion se empleo la
herramienta disponible en http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetNGlyc-1.0/output.php.

Resultados

Efecto del pH, temperatura y tiempo de incubacién sobre
el crecimiento flingico, la actividad enzimética y el perfil
isoenzimatico de lacasas producidas

A 25° C la mayor biomasa fungica (0,161 £ 0,018 g)
se observo a pH 4,5 a los 14 dias de incubacion. A 29° C
el maximo crecimiento se observoé (0,313 + 0,008 g) a pH
5,5 a los 7 dias de incubacion. Por otro lado, a 33° C los
niveles promedios de biomasa maximos (0,076 + 0,003 g)
se observaron a pH 4,5 y 5,5 a los 10 dias de incubacién
(Figura 1). Respecto a la actividad enzimatica los maximos
niveles se observaron a 25° C, pH 5,5 a los 14 dias (= 200
U/L); a29° C, pH 3,5 alos 10 dias (= 100 U/L); y a 33°
C, pH 3,5 alos 14 dias de incubacion (= 150 U/L; p<0,05,
Figura 1).

El analisis de correlacién mostrd una asociacion positi-
vaa 25° C para pH 3,5 y 4,5 entre la biomasa y la actividad
enzimatica (r=0,99). A 33° C se observo correlacion
positiva a pH 3,5 con un aumento de biomasa asociado al
aumento de actividad enzimatica (r=0,88).

En tanto que, a 29° C no se observo correlacion en
ninguno de los pH analizados.

Respecto al perfil isoenzimatico, se observaron 2 isoen-
zimas a 25 y 33° C cuya presencia varid con el pH y los
dias de cultivo. A 29° C predomin¢ la fraccion enzimatica
de mayor movilidad, mientras que en condiciones de pH
4,5 a 14 dias de incubacion se observo una banda de menor
movilidad (Figura 1).

Para establecer una relacion entre las variables se
realiz6 un analisis de correlacion (Tabla 1). Los resultados
mostraron que el pH, la biomasa y la actividad enzimatica
dependieron del tiempo y temperatura de incubacion.
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Figura 1: Efecto del pH, la temperatura y dias de incubacion sobre la produccion de biomasa (m) y la actividad lacasa (O) de T. villosa BAFC 2755 a

25° C (A), 29° C (B), 33° C (C). Debajo de cada grafico se muestran los respectivos zimogramas. Se sembraron 20 ug de proteinas/pocillo para cada

condicién evaluada, utilizando geles de poliacrilamida no desnaturalizantes (ND-PAGE) al 7,5% p/v los que se revelaron con DMP. Los datos son

representativos de dos experimentos independientes. La biomasa correspondi6 al procesamiento de 50 mL de cultivo.

Tabla 1: Andlisis de correlacién entre las variables Biomasa, pH y AE,
teniendo en cuenta la temperatura y los dias de incubacion.

Para estimar el peso molecular de las diferentes isoenzi-

BIOMASAH AEPH BIOMASAAE mas observadas en los experimentos anteriores, se procedio
TeO |tias)| cc | pvalor | cc | pvalor | cc | pvalor | @ Suseparacion electroforética mediante SDS-PAGE y pos-
7 038 | 04572 | 088 | 00213* | -010 | 08457 terior renaturalizacion y deteccion segun técnica descripta
25 10 0,23 0,65 097 |00014* | 001 | 09806 previamente (Figura 2). Se detectaron tres isoenzimas, de
14 0,06 0,90 078 | 00654 | -057 | 02426 64 kDa, 123 kDa y 132 kDa.
7 0,96 0,0028* -0,15 0,7744 -0,41 0,4250
29 10 0,99 0,0002* -0,89 0,0147* -0,84 0,0363*
14 0,84 0,0380* -0,87 0,0252* -0,99 0,0001*
7 0,32 0,537 0,05 0,9285 0,91 0,0114*
33 10 0,61 0,2012 0,64 0,1699 0,69 0,1268
14 058 | 02252 | -0,87 |00231* | -0,83 | 0,0427*
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Figura 2: Estimacion del peso molecular de isoenzimas lacasa de T.
villosa BAFC 2755 producidas en medio ME a diferente pH, tempera-
tura y dia de incubacion. Se sembraron 20 pg de proteinas/pocillo en
un gel de poliacrilamida desnaturalizante al 7,5% p/v (SDS-PAGE), las
proteinas se renaturalizaron y posteriormente se revelaron con DMP.
Las flechas indican las isoenzimas. Los datos son representativos de
dos experimentos independientes.

Aislamiento y caracterizacién de un fragmento del gen
lacasa de T. villosa BAFC 2755

Con los cebadores que hibridan sobre la region de
union al cobre II y IV se obtuvo un amplicén que fue
recortado, clonado, purificado y secuenciado. El amplicon
secuenciado de 779 pb (GenBank: JQ844454.1, Figura 3)
mostro6 identidad de 90% con secuencias pertenecientes al
gen lacasa de otras especies de Trametes sp. (p. ¢j. Gen-
Bank AAW28934.1, AOX15704.1). En el analisis in silico
se encontraron tres intrones y cuatro exones, los cuales
codificarian para una proteina parcial de 205 aminoacidos.
No se detectaron sitios de glicosilacion en la secuencia
proteica parcial.

Discusion

Como fue mencionado al analizar las relaciones entre
biomasa y actividad enzimatica producida para 7. villosa

BAFC 2755 unicamente se observo una asociacion positiva
MP T. villosa MP a25°C (pH 3,5y 4,5) y 33° C (pH 3,5) mostrando un
14 14 14 Dia comportamiento similar a los informados previamente en
25 29 33 ToC especies de Pleurotus sp. (Das et al., 1997; Rodriguez, et
45 45 3,5 pH al., 2003). Sin embargo, no se observé un patréon definido
- =~ 198,36 en la mayoria de las condiciones evaluadas, lo que podria
- . 12525 indicar que existe una regulacion diferencial independiente
del crecimiento del micelio con respecto a la actividad

enzimatica.
1 - 88,77 En general en los hongos ligninoliticos la actividad
v. 4 enzimatica se expresa ¢ incrementa bajo concentraciones
limitantes de nutrientes en el medio de cultivo, es decir
durante la idiofase. Una mayor concentracion de biomasa
- w= 37,35 consume rapidamente los nutrientes presentes en el medio
basal y, en condiciones limitantes se activa el metabolismo

secundario donde se expresan las enzimas ligninoliticas
(Eggert et al., 1996; Galhaup et al., 2002). Sin embargo,
la produccion de lacasa fingica asociada con el metabo-
lismo secundario presenta como desventaja la presencia
de grandes cantidades de biomasa fungica que dependen
a su vez de las condiciones del medio de cultivo (Moreira
etal., 1998).

Para T villosa BAFC 2755 bajo las condiciones de
cultivo antes mencionadas, probablemente la produccion
de lacasa no seria regulada por condiciones limitantes de
nutrientes.

También se observo que los mayores niveles de bio-
masa a 29° Cy pH 5,5, y en menor cantidad a pH 4,5, no
aseguraron la maxima actividad de lacasa. Esta falta de
relacion podria deberse a la falta de expresion de lacasa
debido a que diferencias en el pH pueden inducir o no
a que determinadas enzimas se expresen (Mouso ef al.,
2003) y también puede afectar el crecimiento micelial.

La falta de asociacion positiva entre el crecimiento y la
actividad lacasa observada a 25° C pH 5,5 puede deberse
a un aumento de la produccion o a una acumulacion de la
enzima con una vida media larga en estas condiciones. De
modo similar, en Trichoderma viride y T. longibrachiatum
crecidos en medio basal a 30° C y pH 6 con el agregado
de diferentes concentraciones de glucosa, no se encontrd

Ll CACAGTCACCTCTCCACCCAGTACTGTGATGGTCTGCGGGGACCTTTCGTCGTCTATGACCCGRAACGACCCCCACGCCAGCCTCTACGAT
H =} H L s i Q b 5 = D G L R G X F v v ¥ D P N D P H s s L b D

1 BTCEACAATEGTCAGTCTCTCTCGCCAT TTGGTCCTTAGCAGATCGCTARCCCTTGCCAT CAGACGACACCGTICATTACTCTCGCTGACT

v D N D D L3 v T i L s D

 'GGTACCACGTTGCCGCCAAGCTTGGCCCTACCTTCCCGCAAGTCABGCTACTATTLCCCAGAAGTCGAATGCTAACGGTTGTTTATCETA

W - 4 iz § v A &R E L (=} P L F P
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Figura 3: Secuencia parcial nucleotidica y aminoacidica de lacasa de T. villosa BAFC 2755 (JQ844454.1). Se muestra la secuencia de los exones (en
rosa) y los intrones (en verde). La secuencia de cada codon se indica debajo con o sin el subrayado en azul y el aminoacido que codifica en letra

del mismo color.
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correlacion entre el crecimiento y la actividad lacasa
producida (Gochev & Krastanov, 2007). Por otro lado, a
33°CpH4,5y 5,5, las condiciones no favorecieron el cre-
cimiento ni la secrecion enzimatica. Esto podria deberse a
la falta de adaptacion del hongo en estas condiciones con la
consecuente disminucion de la actividad lacasa producida.

Varios reportes demuestran que algunas especies de
Trametes sp. son buenas productoras de lacasa (Nyanhongo
et al., 2002; Rancafio et al., 2003; Baldrian, 2004), mien-
tras que otros trabajos ponen en evidencia la incapacidad
de ciertas especies de Trametes sp. para expresar niveles
significativos de lacasa (Rajendran et al., 2011). Estas
diferencias en la capacidad de produccion de lacasa pueden
ser atribuidas a la variabilidad intra o interespecificas
(Quaratino et al., 2008).

Con respecto al analisis de isoenzimas, muchos autores
han reportado la existencia de isoenzimas de lacasas en
varias especies de hongos de la pudricion blanca con masas
moleculares de 60 kDa a 80 kDa (Salas ef al., 1995; Ko
et al., 2001; Dong & Zhang, 2004; Garcia et al., 2006;
Zhang et al., 2006; Garcia et al., 2007, Lu et al., 2007;
Dantan-Gonzaélez et al., 2008). Giardina et al., (1999) con-
cuerdan en que muchas especies de hongos producen mas
de una isoenzima lacasa segun las condiciones de cultivo
siendo estas importantes para la eficiente colonizacion
del sustrato y que algunas estan asociadas al crecimiento
(Das et al., 1997). En este trabajo se describe la presencia
de tres nuevas isoenzimas para una cepa autoctona de la
provincia de Misiones 7. villosa BAFC 2755. Quedandose
por analizar el papel que desempeiia cada una de estas
isoenzimas en el proceso de maduracion de las hifas y en
la capacidad adaptativa de esta cepa a distintos ambientes
y condiciones.

Por ultimo, las lacasas fungicas poseen secuencias de
unién al cobre altamente conservadas que posibilitan el
diseflo de cebadores degenerados, y con estos cebadores
obtener secuencias génicas de diferentes basidiomicetes
(D"Souza et al., 1996). Basados en este conocimiento, un
fragmento del gen de T villosa BAFC 2755 fue clonado y
secuenciado. Esta secuencia parcial permitira, en trabajos
posteriores, profundizar sobre la regulacion de la expresion
genética de la enzima lacasa codificada-secretada en 7.
villosa BAFC 2755.

conclusiones

El efecto combinado del pH, la temperatura y el tiempo
de incubacion mostroé una marcada influencia sobre el
crecimiento y la actividad lacasa producida por 7. villosa
BAFC 2755. No fue posible establecer una relacion clara
entre los niveles de biomasa y la actividad enzimatica en la
mayoria de las condiciones evaluadas. Las condiciones que
mejoraron la produccion de biomasa no necesariamente
fueron las que soportaron la mayor actividad enzimatica

lacasa. El perfil isoenzimatico de lacasa también se vio
influenciado por el pH, la temperatura y el tiempo de
incubacion, describiéndose hasta tres isoenzimas para la
cepa BAFC 2755 de T villosa. La secuencia nucleotidica
obtenida mostré un 90% de identidad con lacasas de otros
basidiomicetes. Estos resultados sentaran las bases para
futuras investigaciones de la proteina, como asi también
para su aplicacion en diferentes procesos.
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