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RESUMEN

Los hongos del género Pycnoporus son organismos versatiles dentro de la division
de los basidiomicetos debido a las capacidades de degradar una gran variedad
de sustratos organicos e inorganicos. Esto debido a la variedad enziméatica que
poseen, por lo que son cultivables en una diversa gama de sustratos
lignoceluldsicos y medios de cultivo sélidos y liquidos. Pycnoporus es un hongo
de importancia biotecnol6gica debido a que es productor de diferentes metabolitos
y pigmentos, como el &cido cinabarinico, con importancia biotecnoldgica en areas
como farmacéutica, textil, cosmética, alimentaria, entre otras mas. El acido
cinabarinico, la cinnabarina y tramesanguina, son sintetizados a partir de dos
moléculas de acido 3-hidroxiantranilico, dicha sintesis es mediada por una lacasa.
Debido a la importancia de las lacasas para la produccién de diferentes alcaloides,
se utilizé a la cepa de Pycnoporus HEMIM-51 para la produccion de lacasas,
empleando los medios de cultivo llamados: 17, 23y 24. Entre los tres medios varia
la concentracion de glucosa, extracto de levadura y CuSOg, los medios fueron
utilizados tanto en estado sélido como liquido. Para la caracterizacion se midio el
crecimiento micelial en medio solido y la produccién de biomasa y la actividad de
lacasas en medio liquido. Los resultados indican que el mayor crecimiento radial
fue en el medio 17, con crecimiento promedio de 7.56 mm en un total de 7 dias
en caja de Petri, mientras en el medio liquido se present6 una produccion maxima
de biomasa de 6.381 g/L en un total de 15 dias de fermentacion, en liquido la
actividad enzimatica mas alta fue en el medio 23 con 32,584 U/L, dicho medio fue
el que present6 el bandeo con mayor intensidad al momento de revelar los
zimogramas con 2,6-DMP, seguido por el medio de cultivo 24, donde se presento
la segunda actividad enzimatica mas alta con 29,117 U/L. En lo que fue el medio
17 se pudo obtener la cantidad de proteina total mas alta con 1.1435 x 107 g/L,
determinado por el método de Bradford, seguido por el medio 23 con un total de
8.554 x 108 g/L.

Los diferentes ensayos que se llevaron a cabo permitieron determinar que el
medio 17 es un medio adecuado para el desarrollo de la cepa de Pycnoporus
HEMIM-51 para la produccion de biomasa y para la produccion de lacasas el
medio 23. Estos medios podrian ser utilizados para la produccién de enzimas o

pigmentos para su posterior uso en areas biotecnoldgicas, médicas y ambientales.

1
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1. Introduccién

Los hongos son organismos eucariéticos caracterizados por la formacion de hifas,
gue son estructuras filamentosas constituidas por una seccion de células
intercomunicadas, que en conjunto constituyen el micelio (Guarro, 2012). El reino
de los hongos representa uno de los mas grandes acervos de biodiversidad con
actividades ecoldgicas cruciales en todos los ecosistemas (Aguirre-Acosta et al.,
2014). Debido a que sin ellos la acumulacion de residuos organicos formaria
enormes cementerios de cadaveres vegetales y animales, produciendo grandes
trastornos en la naturaleza (Gémez, 2017). En México existe una gran diversidad
fungica, con una observacién de 13,803 ejemplares y 169 diferentes especies
(Figura 1), su gran riqueza se debe a que esta ubicado entre las grandes regiones
del Neoartico y Neotrépico. Desde 1994, se demostrd que la vegetacion tropical,

incluyendo la subtropical, es la mas rica en especies micoldgicas (Guzman, 1995).

Hongos de Repisa
(Género Trametes)
91642 Ver., México * Nov 14, 2021

Hongos de Repisa
(Género Trametes)
91642 Ver, México * Nov 14, 2021

Hongos de Repisa

(Género Trametes)

Mérida, Yuc., Méxi... » Jun 18, 2017
[ B

Hongos de Repisa

(Género Trametes)
Huentitan El Bajo,... * Nov 13,2021

o Hongos de Repisa

Jamaica P

Leyenda del mapa «

Figura 1. Distribucion de los hongos en México (Recuperado de https://rb.gy/monjcm)

Estos organismos no pertenecen al reino de las plantas, ni animales, sino que
estan agrupados en un reino aparte, el reino de los hongos de acuerdo con Lynn
margulis.(Kuhar et al., 2013).

Los hongos son organismos heterétrofos, dependientes de otros organismos para
obtener alimentos. El cuerpo vegetativo puede ser unicelular o estar compuesto
por filamentos (hifas), , que esta conformado por lo que es una volva, seguido por
el pie el cual es el sostén del sombrero, donde, se encuentra las laminas las cuales

a su vez almacenan los basidios y las basidiésporas y son de crecimiento apical,

3



en la Figura 2, se muestra un diagrama general de la anatomia tipica de los
hongos basidiomicetos, sin embargo, no todos los hongos tienen exactamente la
misma estructura (Sanchez et al., 2011). El reino de los hongos tiene
aproximadamente 103 oOrdenes, 484 familias, 1,979 géneros y unas 100,000
especies descritas. Se divide en cuatro grupos o Phylum: Ascomycota,

Basidiomycota, Chytridiomicota y Zygomicota.

SOMDYEro———=8 laminillas (contiene)

las esporas) }
l Basidioséoras]

Figura 2. Anatomia general de un hongo macroscépico. (Recuperado de:

https://rb.gy/gqyvbl)

El Phylum de los Basidiomycota, constituye un grupo de hongos que reinen mas
de treinta mil especies. Estos hongos son considerados superiores por su
complejidad morfoldgica y la presencia de basidios, caracteristica principal que

define su identificacion y clasificacion taxonémica (Ramirez, 2013).

1.1.Posicién taxonémica de los basidiomicetos.
Dentro de los Basidiomicota, esta la clase Hymenomycetes, que pueden ser
gimnocarpicos (con un cuerpo fructifero que se abre desde etapas tempranas de
su desarrollo para exponer la capa fértii que produce esporas) o



hemiangiocarpicos (comienzan con una morfologia angiocarpica que después se

vuelve gimniocarpica) como puede destacarse en la Figura 3.
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Figura 3. Desarrollo hemiangiocéarpico (Recuperado de: https://rb.gy/leqjus)

Los hongos poseen un himenio que se puede formar como una capa plana sobre
la superficie de la planta hospedera, o dentro de los cuerpos fructiferos o
basidiocarpos, caso en el cual se encuentran dispuestos en poros o alveolos, en
tubos, sobre dientes o0 aguijones, o sobre laminas.

En la clase Hymenomycetes se encuentra el orden Aphyllophorales. La mayoria
de estos hongos crecen sobre cortezas o madera, de la que extraen sus alimentos.
Es un grupo heterogéneo que incluye hongos de tipos muy diversos como son los
cantharellus: los hongos en forma de costra y de repisa 0 ménsula; los hongos
dentados, y los hongos claviformes, los coralloides y los semejantes a la coliflor.
Dentro del orden Aphyllophorales se encuentra la familia Polyporaceae (Tabla 1),
gue incluye a un gran numero de especies generalmente en forma de costra y de
repisa, pero también comprende a formas de abanico y de seta. El nombre de la
familia alude a la caracteristica del himendforo casi siempre poroso. Los poros por
su forma segun los géneros y las especies pueden ser circulares o alargados,
cuadrangulares o poligonales; generalmente quedan situados en la parte inferior
de la fructificacion, por ejemplo, en las formas de repisa, o debajo del pileo en las

gue semejan las setas; pero a veces estan dispuestas hacia arriba, en formas



aplanadas o extendidas sobre sustratos, a manera de costra, las cuales reciben

el nombre de resupinadas (Sanchez et al., 2011).

Tabla 1: Posicidén taxonémica del género Pycnoporus

Reino: Fungi

Phylum: Basidiomycota

Clase: Basidiomicetes ]—L

( A 4
Subclase: Hymenomycetes ]‘L

A4
Orden: Polyporales

Familia: Poliporaceae

A
Género: Pycnoporus

Dentro de la familia de los Polyporales, se encuentra el género Pycnoporus, un
hongo silvestre, este crece en bosques sobre troncos caidos, asoleados o
guemados, principalmente en climas tropicales y subtropicales; el hongo produce
diversos metabolitos (Acosta-Urdapilleta et al., 2016) con importancia
biotecnoldgica, en areas industriales como: blanqueado de papel, clarificado de
jugos y vinos, textil, farmacéutica e inclusive en biorremediacion. Este hongo tiene
una caracteristica muy particular que es su coloracion rojo anaranjado intenso que
se lo confieren fenoxazinas como el &cido cinabarinico, Tramesanguina, entre
otros. La morfologia se puede apreciar en la Figura 4, Pycnoporus tiene un
crecimiento flabeliforme o en forma de abanico, consistencia corchosa, prolifera

sobre madera muerta, troncos caidos o quemados (Sanchez et al., 2011).



Figura 4. Pycnoporus sp. Creciendo sobre un tronco caido. (Recuperado de:
https://rb.gy/q30okc6)

1.2.Caracteristicas de los hongos del género Pycnoporus

Pycnoporus spp. ha sido estudiado principalmente por su capacidad para
degradar lignina (Acosta-Urdapilleta et al.,, 2010). Estos hongos tienen la
caracteristica de ser de lento crecimiento, saprofitos. (Carrillo, 2017). A principios
de 1990 el hongo Pycnoporus se perfil6 como una alternativa para la obtencion
de enzimas y metabolitos secundarios de interés biotecnoldgico (Pineda-Insuasti
et al., 2017).

Los pigmentos que produce Pycnoporus confieren la tonalidad rojo-anaranjado
intenso, caracteristicos del cuerpo fructifero, algunos de estos alcaloides como los
antes mencionados: el acido cinabarinico, cinnabarina y tremesanguina, los
cuales tienen estructura heterociclica también conocidos como fenoxazinas, son
pigmentos que poseen actividad antiinflamatoria, antioxidante, antiviral,
insecticida, antifungica y antimicrobiana, etc (Dias et al., 2009; Carrillo, 2017).
Estos pigmentos son derivados de dos moleculas de acido 3-hidroxi-antranilico
formando una estructura heterociclica, la cual vamos a diferenciar por la
composicion de sus diferentes grupos R, como se muestra en la imagen
(Eggert,1997).
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Figura 5: Estructura del acido cinabarinico, tremesanguinay cinnabarina (Cuevas,
2016)

Pycnoporus es causante de la pudricion blanca, es un organismo capaz de
degradar eficientemente la lignina hasta su completa mineralizacidn. Este proceso
se debe a que estos hongos poseen un sistema enzimatico que oxida la lignina
dando paso a moléculas mas sencillas. Las enzimas ligninoliticas descritas hasta
el momento son: manganeso peroxidasa, lignina peroxidasa, peroxidasa versatil
(comparte propiedades cataliticas con las dos anteriores) y lacasas (Mouso,
2003). Por lo anterior, Pycnoporus es un hongo con potencial biotecnol6gico por
los pigmentos y enzimas que producen como las lacasas, capaces de degradar la
lignina (Cruz et al., 2015).

1.3.Descripcion enzimatica de las lacasas
Las lacasas (benzonodiol: dioxigeno oxidorreductasa, EC 1.10.3.2) son enzimas,
gue tienen la capacidad de reducir el oxigeno molecular a dos moleculas de H20
(Ramirez, 2003). Las lacasas son producidas por hongos, bacterias y plantas
macroscopicas. De manera que la funcion de las enzimas lacasas varia segun su
procedencia. En las plantas, la enzima participa en la sintesis de la lignina, por
otro lado, en los hongos les confiere la capacidad de oxidar un sinfin de
compuestos como: orto, paradifenoles, aminofenoles, polifenoles, poliaminas,
lignina, aril-diaminas y algunos otros iones inorganicos (Arana, 2002; Couto,
2006). Las lacasas cumplen un papel importante en la madera y la delignificacion

de la pulpa (Ramirez, 2003).



Las lacasas son proteinas con actividad enzimatica conocida y estudiada desde
finales del siglo XIX. Se describieron por primera vez en el latex del arbol
Toxicodendron vernicifluum lo que dio origen al nombre de la enzima (del latin
medieval lacca = laca o barniz). Mas tarde se descubrié su presencia en los
hongos y actualmente se sabe de su existencia en insectos, bacterias y arqueas,
lo que demuestra su amplia distribucion en la naturaleza, asi como su implicacion

en multiples procesos bioldgicos (Moya, 2011).

Las lacasas cuentan con actividad fenoloxidasa que catalizan la oxidacion de
diferentes sustratos fendlicos y no fenolicos mediante la transferencia de un
electrén, resultando en la formacion de radicales libres, lo que permite que se lleve
a cabo la polimerizacién, despolimerizacion, metilacion y/o desmetilacion de este
tipo de compuestos (Arana et al., 2002; Diaz, 2012).

La lacasa tiene un peso aproximado de 60-70 kDa, con un punto isoeléctrico acido
de pH 4.0 y con un Optimo de actividad entre 50°C y 70°C. Una caracteristica
importante es la glicosilacion de las lacasas, ya que es la responsable de la
estabilidad estructural de la enzima, ademas se ha encontrado que la protege de

la protedlisis causada por radicales libres (Roméan et al., 2010).

1.3.1. Estructura bioquimica de las enzimas lacasas

Las lacasas fangicas poseen tres dominios similares a cupredoxina y presentan
cuatro atomos de cobre que forman los centros T1, T2 y T3 tipicos de las oxidasas
multicobre (Moya, 2011). Los centros del cobre pueden ser clasificados en funcién
de sus caracteristicas espectrofotométricas y paramagnéticas. Por ejemplo, el
cobre Tipo 1 o T1 presenta una intensa absorcion a 660 nm lo que confiere el color
azul caracteristico de las lacasas, El cobre de Tipo 2 o0 T2 sdlo presenta una débil
absorcién en la regién visible, por otro lado, muestra afinidad por iones como F
(ion floruro), N (nitruro) y CN- (anién de cianuro), los cuales actian como
inhibidores de la enzima. Los nucleos Tl y T2 pueden ser detectados por
resonancia paramagnética electronica (EPR, por sus siglas en inglés). El cobre
Tipo 3 o0 T3 esta formado por dos atomos de cobre acoplados y presenta un

maximo de absorcion a 330 nm (Moya, 2011).



1.3.2. Sitios cataliticos de las enzimas lacasas

1.3.2.1. SitioloT1

El cobre T1 de las lacasas esta coordinado con el atomo de azufre de una cisteina
(Cys) y con dos nitrégenos procedentes de dos histidinas (His). Debido a su
elevado potencial, es ahi donde tiene lugar la oxidacion del sustrato, siendo
transferidos a continuacién los electrones a través del tripéptido conformado por
His-Cys-His, hacia el centro trinuclear, donde tiene lugar la reduccion del oxigeno
a agua como se puede observar en la Figura 6. El sitio T1 se localiza en una
cavidad a 7 A por debajo de la superficie de la enzima que hace posible su papel
como aceptor primario de electrones; con un potencial que varia entre 420y 790
mV, frente al electrodo normal de hidrégeno (NHE). En este sentido, las lacasas
son clasificadas en funcidén de dicho valor como lacasas de alto potencial redox
(E® superior a 710 mV), medio potencial redox (entre 470 y 710 mV) o bajo
potencial redox (inferior a 470 mV) (Roman et al., 2010; Moya, 2011).

Figura 6. Método de 6xido-reduccion de las lacasas.

1.3.2.2.Sitio 2y 30 T2/T3
Los cobres T2 y T3 forman un centro trinuclear cuyos ligandos son atomos de
nitrdgeno correspondiente a ocho histidinas, las cuales se disponen segin un

patron muy conservador.

El sitio activo es un centro trinuclear (Figura 7) donde tiene lugar la reduccion del
oxigeno molecular mediante un mecanismo. Este se inicia con el paso de la
enzima a un estado completamente reducido cuando recibe cuatro electrones del
sustrato. En ese estado, reacciona con el oxigeno suministrandole dos electrones
y dando lugar al intermediario peroxido, en el que los dos atomos de cobre T3y

el cobre T2, estan unidos a través de un grupo peréxido. En una segunda
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transferencia de dos electrones, el intermediario perdxido es reducido, dando
lugar al intermediario nativo. El intermediario nativo, que puede estar en forma oxo
o hidroxo, se reduce rapidamente en presencia del sustrato en la reaccion de
catdlisis (Moya, 2011). Por el contrario, en ausencia del sustrato pasa lentamente
al estado de reposo oxidado, en el que uno de los atomos del oxigeno esta unido
como grupo hidroxilo al cobre T2. Finalmente, el estado de reposo puede ser
también reducido por el sustrato para dejar a la enzima completamente reducida.
Al parecer las cargas anionicas que rodean al centro trinuclear en la forma
reducida, contribuyen a estabilizar su elevada carga positiva lo que a su vez facilita

la reactividad con oxigeno (Moya, 2011).
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Figura 7. Representacion de una lacasa y su centro trinuclear.

2. Antecedentes

2.1.Cultivo del hongo del género Pycnoporus

Debido a la gran capacidad catalitica de sus nucleos como bien se ha mencionado
anteriormente las lacasas pueden tener un gran potencial en el ambito
biotecnolégico, como también ser una alternativa para la industria alimentaria,

petroquimicas, textil, cosmética, farmaceutica, blanqueado de papel, en el ambito
11



de biorremediacion de suelos, efluentes, y en la sintesis quimica (Couto, 2006).
Lo que ha llevado a varios investigadores a interesarse por estas enzimas, lo que
los ha llevado a utilizar diversos medios de cultivo tanto sélidos como liquidos para

la produccién enzimética.
2.1.1. Cultivo en medio sélido

Acosta-Urdapilleta et al. (2010) demostraron que la cepa HEMIM-51 fue capaz de
crecer a nivel micelio sobre todos los sustratos (granos de trigo, paja de avena,
aserrines de encino y pino) evaluados con micelio denso y de coloracion blanca.
El aserrin de pino fue el mejor sustrato para producir lacasas, ya que se obtuvieron
5 Ul/g de sustrato, 1.8 U/mL, 1,750 UT, las resinas y lignina contenidos en el

aserrin de pino puede ser un factor que induce la produccion de lacasas.

Cruz et al. (2015), reportaron la evaluacién del crecimiento y produccién del
pigmento de P. sanguineus en 5 medios de cultivo sélidos como: agar papa
dextrosa (PDA), agar extracto de malta (EMA), agar harina integral de trigo (HIT),
agar extracto de casuarina (ECA) y agar extracto de mango (EMaA). A un pH de
7.0, 8.0 y 9.0, para los cuales se usaron basidiocarpos del hongo obtenidos de
material vegetal en descomposicion de arboles de casuarina (H1) y mango (H2).
El estudio duro 30 dias y se determinaron las condiciones de crecimiento y
produccion del pigmento del hongo. Para el crecimiento de H1 se reportdé un
crecimiento radial de 6.1 mm por dia a pH 8.0, mientras que para pH 7.0 tuvo una
velocidad de crecimiento de 4.8 mm y para pH 9.0 se tuvo un crecimiento de 4.6
mm en el medio de extracto de casuarina. Para H2, se obtuvo un crecimiento radial
de 6.1 mm a pH 7.0 y un crecimiento de 4.6 mm para los pH de 8.0y 9.0 en el
medio extracto de mango. Se determiné que esto se debe a la afinidad por las
fuentes de donde ellos fueron aislados. A pesar de que Pycnoporus crece en
medio sélido y liquido. El medio liquido ha resultado mas eficiente en la produccion
de lacasas, por lo que las comparaciones de acuerdo con Solis-Oba et al. (2007),
reportaron 8600 U/L y 0.37 U/mg de actividad enzimatica de la lacasas. Es
importante mencionar que las determinaciones de actividad se realizaron con

siringaldazina y de ABTS a una concentracion de 5 mM.
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2.1.2. Cultivo en medio liquido

Dantan-Gonzalez et al. (2008), aislaron una cepa de Pycnoporus sp. sanguineus
(HEMIM-51) de un sitio contaminado por petroleo en un area tropical en Veracruz,
México. Donde Pycnoporus sp. HEMIM-51 se inocul6 en matraces de 125 mL que
contenian 75 mL de medio de cultivo de Bran flakes. La composicion del medio
de cultivo de salvado de trigo es: 3% de hojuelas de salvado Bran flakes Kelloggs
® molidas, en buffer de fosfato 60 mM a pH 6. Una vez inoculado se incubado a
28 °C durante, 200 rpm por 14 dias. La actividad de lacasa fue monitoreada
diariamente por oxidacion de 1 mM de ABTS en buffer de acetato (pH 4.5). La
mayor actividad enzimatica se determiné al dia 7 con 6000 U/L, aunque se
detectaron niveles considerables de actividad enzimatica hasta el dia 14 con
alrededor de 4000 U/L

Valeriano et al., en el 2009, reportd el efecto de diferentes concentraciones de
etanol y 2,5-xilidina en el crecimiento y produccién de lacasas por P. sanguineus,
donde el medio que contenia 200 mg/L de 2,5-xilidina y 50 g/L de etanol produjo
la maxima actividad de lacasa que fue de 2,019 U/L, siendo la 2,5-xilidina un mejor

inductor para esta enzima.

Acosta-Urdapilleta et al. (2010) utilizé la cepa de Pycnoporus sp. HEMIM-51 en un
medio liquido que contenia 3% de medio de cultivo de bran flakes (peso/volumen),
en donde obtuvo la maxima actividad enzimatica de lacasas a 28 °C, en el dia 5,
con 6000 U/L. Se determin6 que la produccion de lacasas cesa a 46 °C, esto
puede deberse a estrés en el hongo al aumentar la temperatura, o que ocasiona
gue incremente el tamafio del micelio y esto a su vez provoca que la produccion

enzimatica de lacasa cese.

En el dia 7 se observo un incremento de 4400 U/ L con la misma tendencia a todas
las temperaturas estudiadas. El tamafio del micelio a 28 °C fue de 1.0 mm de
diametro, mientras que, al aumentar la temperatura a 46 °C, este aument6 10 mm,
lo que indicé un estrés debido al aumento de la temperatura y una disminucion en
la actividad, lo que indica que el éptimo de crecimiento y de produccién enzimatica

radica en una temperatura de 28 °C (Acosta-Urdapilleta., et al., 2010).
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Mientras tanto dentro del grupo de trabajo y reportado por Guadarrama (2016),
utilizando Pycnoporus sp. HEMIM-53 sembrado en diferentes sistemas de
fermentacion en el medio MTT, se produjo A.C, el cual es sintetizado con ayuda
de las lacasas. Utilizando el A.C producido se realizé el ensayo de susceptibilidad
bacteriana contra E. coli y S. aureus, dando resulatados positivos inhibitorios

contra dichos organismos.

Amezcua, en el 2016 empleando la cepa de Pycnoporus sp., HEMIM-51, analizé
la actividad enzimatica en el medio MTT (Téllez-Téllez et al., 2008). Para la
determinacion de actividad enzimatica de lacasas utilizo 2,6-DMP como sustrato
en buffer a pH 4.5 y 6.5, donde la maxima actividad de lacasas se present6 a pH
4.5 con buffer de acetatos al dia 14 con una actividad de 54,000 U/L, en cambid
en el buffer de fosfatos a pH 6.5 present6 una actividad enzimatica de 2,600 U/L

en el dia 12 de la fermentacion.

Por otro lado, Lopez en el 2016, de igual modo utilizando el medio MTT (Téllez-
Téllez et al., 2008), pero empleando la cepa de Pycnoporus sp., HEMIM-74,
determind la actividad de las lacasas producidas en el medio, utilizando como
sustrato 2,6-DMP en buffer de acetatos a pH 4.5 y de fosfatos a pH 6.5. Dando
como resultado la mayor actividad enzimatica a pH 4.5 con 17,890 U/L, mientras
gue en buffer de fosfatos pH 6.5 fue mucho mas baja, resultado una actividad de
1,800 U/L, en lo que se concluye que la mayor actividad de lacasas se lleva de

manera mas eficiente en buffers acidos, como el de acetatos a un pH 4.5.

En la investigacion realizada por Cuevas en el 2017, se optimizé el medio de
cultivo para Pycnoporus HEMIM-53 para la produccién de metabolitos de interés
biotecnolégico. El medio de cultivo se basé en la composicién del medio MTT
(Téllez-Téllez et al., 2008), la composicion final del medio es la que se muestra en
la tabla 2.
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Tabla 2: Comparativo entre medios de cultivo

Componentes Medio MMT Medios modificados
(Téllez-Téllez et al., 2008) por Cuevas, 2017
(MMC)
g/L

Glucosa 10 1-12
Extracto de levadura 5 2-15
KoHPO4 0.4 0.4
KH2PO4 0.6 0.6
MgSQO4«7H20 0.5 0.5

CuSO4 0.25 0.01-1

pH final 6.5.

Para poder medir la respuesta que tiene la composicion y las concentraciones de
los componentes del medio de cultivo sobre la producciéon de metabolitos y
lacasas en P. cinnabarinus HEMIM-53, se utilizé un disefio factorial 2%, teniendo
K=3 variables, las cuales fueron: fuente de carbono (glucosa), nitrdgeno (extracto
de levadura) e inductor de lacasas (CuSOa4), dando como resultado 24 diferentes
medios. De los 24 medios de cultivo, el medio 23 fue el 6ptimo para la produccion
de A.C, obteniendo 3.4 pg/mL. Mientras que el medio nimero 24 obtuvo el mayor
rendimiento del hongo ya que se obtuvo 6.4 g/L de biomasa y 519,500 U/L de
lacasas. Finalmente, el medio 17 tuvo el mayor rendimiento de 3-HAA con 1.2

mg/mL.

En la tabla 3, se observa un comparativo entre cepas HEMIM, medios de cultivo y
sus rendimientos obtenidos de metabolitos y enzimas, en algunos casos

Gnicamente se reportan actividad enzimética.

Tabla 3: Actividad de lacasas de Pycnoporus sp., en diferentes medios

Cepa Medio de Acido Lacasas Autor
cultivo cinabarinico (U/L)
(Hg/mL)
HEMIM-51 V8 NR 6,000 Dantan-Gonzalez
et al., 2008.
HEMIM-51 MTT NR 54,000 Amezcua, 2016.
HEMIM-53 MMC 34 519,500 Cuevas, 2017.
HEMIM-74 MTT NR 55,000 Lépez, 2016.

NR: no reportado

Con base en estos resultados, los medios de cultivo modificados por Cuevas
(MMC), principalmente los medios 17, 23 y 24 mostraron los mejores

rendimientos, por lo tanto, los medios MMC son una opcion para utilizar para
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cultivar alguna otra cepa de Pycnoporus HEMIM, caracterizar el crecimiento y
produccion de metabolitos, asi como la actividad enzimatica, siendo de interés la
cepa HEMIM-51, es una de las cepas mejor caracterizada dentro del grupo de
estudio. La cepa HEMIM-51 fue encontrada creciendo sobre un derrame de
petréleo, por lo tanto, puede llegar a tener potencial como productor enzimatico y

poseer gran capacidad degradativa.
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3. Justificacion

Pycnoporus spp. es un hongo basidiomiceto de especial interés por las enzimas
como lacasas que produce, las cuales presentan funciones como: biodegradacion
de colorantes de la industria textil, el blanqueado de papel y la sintesis de
pigmentos como es el caso del &cido cinabarinico, cinnabarina y tramesanguina
empleando como precursor el 3-HAA, que poseen actividad insecticida, antiviral,
antibidtica e inclusive como colorante, entre otras.

Debido a esto, se propone el cultivo de Pycnoporus sp., HEMIM-51 en tres medios
de cultivo distintos, los cuales fueron optimizados en trabajos anteriores para la
produccion de diferentes metabolitos y enzimas provenientes de Pycnoporus, en
este trabajo se determinara la produccion de lacasas, lo cual sera de utilidad para
determinar la eficiencia de la cepa para la produccién enzimética al igual que la
eficiencia al utilizar los medios de cultivo con esta cepa en la produccion de

biomasa.

4. Hipotesis

La fuente de carbono, nitrégeno y la utilizacién de un inductor en los medios de
cultivo influiran en el crecimiento fungico y produccion de lacasas de Pycnoporus
sp. HEMIM-51.

5. Objetivos

5.1.General

Evaluar el crecimiento, produccion de biomasa y actividad enzimatica de

Pycnoporus sp. HEMIM-51 en diferentes medios.
5.2.Particulares

e Caracterizar el crecimiento de Pycnoporus sp. HEMIM-51 en medio sélido

en los medios de cultivo

e Caracterizar el crecimiento de Pycnoporus sp. HEMIM-51 en medio liquido

en los medios de cultivo

e Evaluar la actividad enziméatica de las lacasas de los extractos crudos.
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6. Materiales y métodos

6.1. Cepade Pycnoporus sp. HEMIM-51

La cepa de Pycnoporus sp. con la clave HEMIM-51 (Herbario Micolégico de
Morelos, UAEM). se mantiene activa en el laboratorio de Estructura, Funcion e
Ingenieria de proteinas, CEIB-UAEM, la cual fue donada del cepario de hongos
comestibles del Laboratorio de Micologia (CIB-UAEM) por la Dra Acosta-
Urdapilleta. Para el mantenimiento de la cepa se utilizO medio PDA.

Resembrandose cada 7 dias, a una temperatura de 25 °C.

6.2. Medios de cultivo para Pycnoporus sp. HEMIM-51

Se emplearon 3 medios de cultivo optimizados por Cuevas (2017), los cuales
difieren en las concentraciones de glucosa, extracto de levaduray CuSOg, en caso
del medio sdlido se agreg6 16 g/L de agar bacterioldgico. Las concentraciones de
cada uno de los componentes de los medios se detallan en la tabla 4. Como

control se utilizaron los medios MTT y PDA. (Anexo 11.1.1)

Tabla 4: Composicién de los medios de cultivo optimizados

Composicion del Medio 17 Medio 23 Medio 24

medio g/L
glucosa 8 12 12

extracto de levadura 3 15 15
K2HPO4 0.4 0.4 0.4
KH2PO4 0.6 0.6 0.6
MgSO. 0.5 0.5 0.5
CuSOs, 0.1 0.25 1

6.3.Crecimiento radial

Para evaluar el crecimiento radial del hongo se inocularon por triplicado discos
con micelio activo de 3 mm de diametro, en cajas Petri (15x60 mm). Se utilizaron
los medios sélidos 17, 23 y 24, asi como los medios MTT y PDA como referencia.
Se incubaron a 25 °C, por un periodo de 7 dias. Se determind el crecimiento radial
cada 24 h con una regla graduada en mm. Los resultados se graficaron en el eje
de las Y el crecimiento en (mm) y en el eje de las X el tiempo (dias) La tasa de
crecimiento o velocidad especificos de crecimiento (u) es el valor que se obtiene
al realizar un andlisis de regresion lineal (pendiente) de cada tratamiento para

conocer la velocidad de crecimiento radial (Amezcua, 2016). De igual manera se
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realizé una comparacion cuantitativa de la densidad de micelio y una cualitativa
de la pigmentacion producida por la cepa durante el periodo de crecimiento,
siendo esto de utilidad para extrapolar una diferencia entre el crecimiento en los

medios.

6.4. Fermentacién de Pycnoporus sp. HEMIM-51

El crecimiento en medio liquido se realiz6 por triplicado en matraces de 125 mL,
con 50 mL de los diferentes medios de cultivo. Se inocularon 3 discos, con micelio
activo, de 3 mm de didmetro, y se mantuvieron en agitacion a 125 rpm a

temperatura de 25 °C + 1 °C, durante un periodo de 15 dias (Cuevas, 2017).

6.5. Obtencién del extracto crudo y biomasa

Para la obtencion del extracto crudo (EC) se filtr6 el medio de cultivo, después de
los 15 dias de cultivo. Se utilizo papel filtro de 9 cm de diametro, previamente
pesados. El EC se almaceno a —-20 °C, hasta su uso. El papel filtro con la biomasa
se coloco en una estufa a 40 °C durante 24 horas, posteriormente se determind la

biomasa por diferencia de peso seco de acuerdo con la siguiente formula:

1000 mL ,
pfb—pfs=dp* Vv - Biomasa g/L

Donde:

pfb: Peso del papel filtro con biomasa

pfs: Peso del papel filtro seco

dp: Diferencias del peso

V2: volumen del medio en que se cultivo la cepa (50 mL)

6.6. Actividad enzimatica de las lacasas
La actividad enzimatica del extracto crudo a punto final se determind

espectrofotométricamente midiendo la oxidacién del 2,6-DMP. La oxidacion del
sustrato produce un cambio de absorbancia a 468 nm de una mezcla de reaccion
qgue contenia 2 mM de 2,6-DMP (0.0077075 gr) disuelto en 25 mL de buffer de
acetatos (pH 4.5 a 0.1 mM), incubado en bafio Maria a 40 °C .en una celda de

1mL se adiciono extracto enzimatico (10 L) y la mezcla de 2,6-DMP (990 uL ); el
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cambio de absrbancia se midié después de 1 minuto de reaccion a 468 nm Una
unidad de actividad enzimética (U) se define como la cantidad necesaria para
oxidar 1 pmol de 2,6-DMP mL/minuto. La actividad especifica se calcul6 con la

siguiente formula:

Abs * 1x10"6

= U/L
vm /

Donde:
Abs: Absorbancia 468 nm
vm: Volumen tomado de la muestra (10 pL)

6.7. Zimogramas de lacasas

Los Zimogramas se llevaron a cabo en geles de poliacrilamida al 12% (Anexo
11.3), en condiciones semidesnaturalizantes, se cargaron 20 yuL de muestray 6
UL de buffer de carga por pozo. El gel se corrié a 100 V en frio durante 50 min. Al
final se revelo con 2,6-DMP (2 mM) en buffer de acetatos a pH 4.5 incubado a
40°C, hasta el cambio de color en el gel a una tonalidad amarilla/naranja (Cuevas,
2017).

6.8. Determinacién de proteina total

Para la cuantificacion de proteina se procedié a realizar la técnica de Bradford en
el cual se emplean 10 pyL de muestra + 200 pL de reactivo. Esta técnica consiste
en la union no covalente del colorante azul de coomassie y la proteina; el colorante
presenta dos formas coloreadas, café y azul. El color café cambia a azul cuando
el colorante se ha unido a la proteina, la forma de este complejo colorante-proteina
toma aproximadamente 5 min (Anexo 11.4). Después de los 5 min se cuantificd
en un espectrofotbmetro a 595 nm, para poder obtener la concentracion de
proteina se realizé una curva patrén, utilizando albumina de suero bovino 10 - 90
ug/mL (Bradford, 1976)
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6.9. Andlisis estadistico
Se realizo un analisis de varianza (ANOVA) de un factor, con la tasa especifica de
crecimiento por dia, para poder determinar la correlacion existente entre las
diferentes medias de los crecimientos en los medios de cultivo. Para poder llevar
a cabo el ANOVA se formuldé una hipotesis nula (Ho) y una alternativa (Ha), las
cuales consistieron en lo siguiente:
Ho: Todos crecen iguales, no hay diferencia entre medios.
Ha: Existe diferencia entre los medios y el crecimiento.
Al igual que se realiz6 un andlisis post hoc de Tukey, con un grado de libertad de
0.05 o Alpha (0.05) para poder determinar si existe diferencia entre los medios de

cultivo, véase anexo 11.6 y 11.7.
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7. Resultados y discusién.

7.1. Determinacién de crecimiento radial

El medio de cultivo en las placas Petri se sembro por triplicado con un disco de
micelio de 3 mm de diametro, realizando un monitoreo dia a dia del crecimiento

de la cepa en los medios como se muestra en la Figura 8.

Dias de
crecimiento

I\l

Figura 8. Crecimiento de la cepa P. HEMIM-51 al dia 1, 4 y 7, en medio MMC

En la Figura 9, se muestra el grafico de crecimiento de la cepa, Pycnoporus sp.
HEMIM-51, de los medios en sélido. El medio que destaca es el medio 17, debido
a que Pycnoporus lleno por completo la caja de Petri de micelio en el 5° dia de
monitoreo, teniendo su mayor auge de crecimiento en el 2° dia, con un crecimiento
de 8.8 mm, mientras que el menor incremento en su crecimiento se presento en
el 6° dia en medio PDA con un crecimiento de 3.3 mm. Para los medios MMC 23
y 24, el hongo colonizo la caja al dia 6, mientras que para el MTT y PDA fue hasta
el dia 7. Los medios MMC resultan ser mas adecuados para la producciéon de

micelio comparado con PDA o MTT.
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Figura 9. Crecimiento radial por dia de Pycnoporus sp. HEMIM-51.

Los cultivos solidos en caja Petri con los tres medios diferentes, cada uno
presentaron un crecimiento y pigmentacion peculiar para cada uno, como
podemos apreciar en la Figura 10. Esto puede deberse a las concentraciones
diferentes de CuSOa4 que contienen, la concentracion de cobre en el medio influye
induciendo la produccidén de enzimas lacasas y estas a su vez en la sintesis de
pigmentos como acido cinabarinico o cinnabarina (Eggert et al., 1995). En caso
del medio 24 podemos observar una pigmentacién intensa en contraste con los
medios 17 y 23, sin embargo, cabe destacar la intensa coloracién que presento la
cepa HEMIM-51 en el medio MTT (Medio Téllez Téllez). Por otro lado, el medio
23 y 24 presentan micelio mas abundante que el medio 17. Del mismo modo el
micelio fue mucho mas abundante en el MTT, esto puede deberse a la diferencia
en los micronutrientes, o inclusive a la combinacién de glucosa, extracto de
levadura y CuSOs, se debe tener en cuenta que algunas concentraciones altas de
CuSOs4 son toxicas (Bertrand et al., 2013), y podrian impedir el correcto
crecimiento del micelio, sin embargo, en ninguno de los casos presentes en este

trabajo impidio el crecimiento del hongo.

En el medio PDA se presento la menor pigmentacion y abundancia de micelio, se

debio a la falta de un inductor enzimatico como es el CuSO.,.
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el &L DA
Figura 10. Crecimiento de la cepa de Pycnoporus sp., HEMIM-51 dia final.
En experimentos realizados por Amezcua en el 2016, en el medio de cultivo de
Harina Integral de Trigo (HIT), utilizando la cepa HEMIM-51, se midi6 el
crecimiento radial dando una velocidad de crecimiento de 7.1 mm por dia. Por otro
lado, Lopez en el 2016, empleando la cepa Pycnoporus HEMIM-74 en un medio
HIT, tomo la velocidad de crecimiento radial obteniendo una velocidad de 7 mm
por dia, de acuerdo con los datos reportados y obtenidos en este trabajo, los
medios MMC favorecen el crecimiento de la cepa HEMIM-51, debido a que esta
termino su crecimiento antes de tiempo esperado, reportando un crecimiento de
7.56 m/dia, siendo un crecimiento mayor en comparacion con Amezcua y Lopez,

2016, como podemos observar en la tabla 5.

La cepa HEMIM-51 presento mayor crecimiento en los medios 17, 23 y 24
modificados por Cuevas (MMC) en contraste con los medios MTT y PDA, siendo
el medio 17 el que obtuvo la mejor tasa de crecimiento 7.56 mm/dia, el cual es
candidato para la caracterizacién en liquido y muestreo por dia para ver la
cantidad de biomasa y metabolitos.

Tabla 5. Comparacion de velocidad de crecimiento radial

Cepa Pycnoporus. Medios de cultivo Velocidad de crecimiento

(mm/dia)

HEMIM-51 7.1

HEMIM-74 HIT 7

MMC 17 7.56 p>
MMC 23 6.53 p>
MMC 24 6.33 p>
HEMIM-51 MTT 4.83 p>
PDA 4.03 p>

Prueba de Tukey
P< No Hay diferencia
p> Si hay diferencia
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7.2.Determinacion de biomasay obtencién de extracto crudo

Los extractos crudos (E.C) y biomasa fueron tomados al dia 15 (punto final). En
los diferentes medios se observaron distintas tonalidades de pigmentacion, esto
puede deberse a las diferentes concentraciones de sulfato de cobre en cada
medio (Zapata, 2013) y a la aeracion que recibieron los medios, ya que fueron
colocados de manera aleatoria en el agitador orbital (Reynoso-Cereceda et al.,
2016).

HEMIM-51

HEMIM-53

Figura 11. Fermentacién medios liquidos: A) HEMIM-51 v/s B) HEMIM-53.

En la Figura 11 podemos observar las tonalidades de las fermentaciones al dia 15
con las cepas HEMIM-51 y HEMIM-53. Como se puede notar la fermentacién de
HEMIM-51 en el medio 17 presenta una tonalidad marrén, mientras que HEMIM-
53 presento una coloracion mas tenue (amarillo claro). Mientras que en el medio
23 ambas cepas presentan un color muy similar, no obstante, la pigmentacién no
tiene relacién con la produccion de lacasas y por lo tanto del &cido cinabarinico,
pero podrian estar presentes algunos otros pigmentos como la tramesanguina o
cinnabarina, los cuales también son sintetizados por lacasas y afectan la
pigmentacion final (Cuevas, 2017 y Eggert et al., 1995).

Con respecto a la produccion de biomasa de la cepa HEMIM-51 el medio 17

obtuvo la mayor produccién con 6.381 g/L, seguido de los medios 23 y 24, los
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cuales obtuvieron una concentracion de 5.049 ¢g/L y de 2.285 glL,

respectivamente.

Comparando con trabajos anteriores, utilizando la misma cepa Amezcua en 2016
obtuvo 6.16 g/L de biomasa a los 12 dias de fermentacion. Con respecto a la
produccion de biomasa de otras cepas HEMIM de Pycnoporus se han reportado
datos para las cepas HEMIM-74 y HEMIM-53 con valores de biomasa en el rango
de 1.7 hasta 8.9 g/L, utilizando diferentes medios de cultivo (tabla 6).

Tabla 6: Diferencia de produccion de biomasa

HEMIM-51

] HEMIM-51 HEMIM-53 Amezcua HEMIM-74
Medio de Este trabajo  Cuevas, 2017 ’ Lépez, 2016
cultivo 2016
g/L

MMC 17 6.3+ 0.68 17 N/R N/R
MMC 23 5.0 0.28 4.0 N/R N/R
MMC 24 2.2+0.68 6.4 N/R N/R

MTT N/R 4.1 6.16 8.9

N/R. No reportado. = Desviacion estandar.

Se observa en la tabla 6, que la mayor produccién de biomasa se presenté con la
cepa HEMIM-74 con una produccién de 8.9 g/L, sin embargo, la cepa HEMIM-51
presento su mayor rendimiento en el medio 17 con 6.381 g/L, mientras que
HEMIM-53 la presento en el medio 24, con 6.4 g/L, en cuanto a la HEMIM-51 en
el medio MTT, solo se obtuvieron 6.16 g/L. Existen diferencias en los rendimientos
de produccion de biomasa entre las cepas, esto se puede deber a que son
organismos diferentes al igual que los compuestos de los medios estén influyendo

de una manera distinta en cada organismo.

Se determiné que la cepa HEMIM-51 tiene un crecimiento mas rapido comparado
con los otros medios con bajas concentraciones de CuSO., ya que en el medio 24
gue contiene la cantidad de cobre mas alta, esta presenta un crecimiento casi 3
veces menor en comparacion con el medio 17 que contiene la concentracion de
CuSO, mas baja, mientras que la cepa HEMIM-53 presenta un crecimiento
totalmente opuesto, ya que su mayor crecimiento se presentd en el medio 24 el
cual contiene 1 g/L de CuSO., lo que es 10 veces mas que el medio 17, la
tolerancia al cobre de la cepa HEMIM-51 es menor que la cepa HEMIM-53, se
sabe que las altas concentraciones de CuSOas presenta actividad antifingica,

muchas veces es contrarrestado con la concentracion de glucosa y extracto de
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levadura que es una fuente de aminoécidos y fuente de carbono (Eugenio, M.E.,
et al 2009).

Llevando a cabo un analisis en cuanto a la producciéon de biomasa por cada
replica, se obtuvo la division estandar, donde no existe una diferencia en los
medios 17 y 24 en cuanto a la produccién de biomasa, mientras que en
comparacién con estos medios lo que es el medio 17 si presenta una diferencia

con respecto a los otros medios.

7.3. Actividad enziméatica lacasas

Se determiné la actividad enzimatica de los extractos crudos utilizando como
sustrato 2,6-DMP disuelto en buffer de acetatos pH de 4.5, en donde la actividad
enzimatica mas alta fue en el medio 23 con 32,584 U/L, mientras que los medios
17 y 24 registraron actividades de 9,556 U/L y de 29,117 U/L, respectivamente.

En tanto Cuevas, 2016 con el medio 24 y la cepa HEMIM-53 obtuvo 519,500 U/L
de actividad, mientras que Amezcua, 2016, en el medio MTT con la cepa HEMIM-
51, reporto una actividad de 54,000 U/L, tanto que Lopez, 2016, con HEMIM-74
y el medio MTT, registré una actividad de 17,890 U/L de actividad, mientras que
Guadarrama, 2016, con el medio MTT, utilizando a la cepa HEMIM-53 registro una
actividad de 114,000 U/L, a diferencia en este trabajo se obtuvo una actividad de
32,584 U/L en el medio 23, con la cepa HEMIM-51 en el medio MMC, como se
puede interpretar por los datos reportados, lo que son las cepas HEMI-53 (medio
MMC y MTT) y HEMIM-51 (medio MTT) presentaron actividades superiores a la
cepa HEMIM-51 (medio MMC, este trabajo) a excepcion de la cepa HEMIM-74
donde la actividad enzimatica estuvo por debajo de la HEMI-51 (este trabajo) sin
embargo debe de tomarse en cuenta que los experimentos fueron llevados a cabo
con diferentes cepas y medios de cultivo, por lo tanto la variacion de los resultados
entre cepas puede deberse a las diferentes concentraciones de carbono,
nitrégeno y a su vez el inductor, al igual que al mismo metabolismo que este
empleando el mismo organismo para poder llevar acabo la degradacion de los

compuestos del medio de cultivo. Los resultados se muestran en la tabla 7.
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Tabla 7: Comparacion de actividad enzimatica entre cepas HEMIM

. HEMIM-51  HEMIM-53 HEMIM-51 HEMIM- HEMIM-53

Medio de 74 d

cultivo (Est_e (Cuevas, (Amezcua, (Lopez (Guadarrama,

trabajo) 2017) 2016) 2016) : 2016)
U/L

Medio 17 9,556 10,197 N/R N/R N/R
Medio 23 32,584 130,733 N/R N/R N/R
Medio 24 29,117 519,500 N/R N/R N/R
Medio MTT N/R N/R 54.000 17.890 114,000

N/R: no reporto

Tomando en cuenta los resultados de ensayos anteriores con diferentes cepas
HEMIM en distintos medios, se puede determinar que la cepa HEMIM-51 (este
trabajo) presenta 16 veces menos actividad enzimatica en el medio 23, en
contraste con la cepa HEMIM-53 (Cuevas, 2017) en lo que es el medio 24, que
son los medios donde estas dos cepas presentaron de las mayores actividades
enzimaticas, sin embargo, cabe mencionar que en el medio 17, ambas cepas
presentaron una actividad muy similar, quedando por debajo la cepa HEMIM-51
por tan solo un 6.29% de diferencia. No obstante, en los medios 23 y 24 las
concentraciones de CuSO. son totalmente distintas ya que en el medio 23 la
concentracion es de tan solo 0.25 g/L y para el medio 24 es de 1 g/L por lo que se
puede estar presentando una inhibicion enzimatica para el caso de la cepa
HEMIM-51, lo que puede explicar una menor actividad, ya que el cobre es toxico
a altas concentraciones. Sin embargo, no hay que dejar de lado al resto de
nutrientes contenidos en los medios ya que estos también pueden estar influyendo
en la actividad enzimatica (Bertrand et al., 2013). También hay que tener en
cuenta que son cepas distintas por lo que pueden estar aprovechando estos
nutrientes de una manera totalmente diferente, estos analisis nos llevan a suponer
la cepa HEMIM-53 es mas tolerante que la cepa HEMIM-51 a concentraciones
altas de CuSO0.. Por lo tanto, no estaria de mas llevar a cabo ensayos enzimaticos
en la coleccion restantes de MMC en los cuales se varian las concentraciones de

carbono, nitrégeno e inductor.

7.4.Zimografia de lacasas
Para determinar la presencia de isoformas de enzimas con actividad lacasa de la

cepa HEMIM-51 se realizaron zimogramas de los extractos crudos en geles de
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poliacrilamida en condicion semi-desnaturalizante con lo que se obtuvieron los

zimogramas que se muestran en la Figura 12.

HEMIM-51 HEMIM-53
47 23 24 “17 23 24

.

Figura 12. Zimograma de lacasas extracelulares de Pycnoporus sp., HEMIM-51 y
HEMIM-53 en los medios de cultivo optimizados 17, 23 y 24.

El patron de bandeo que se muestra en el zimograma de la Figura 12 entre
HEMIM-51 y 53, difieren en el numero de isoformas e intensidad de banda,
principalmente en los medios 23, con 2 diferentes patrones de bandas y el 24
donde se presentaron 4 diferentes bandas para HEMIM-53. Se aprecia que el
patrén de bandeo de HEMIM-51 es més intenso que la HEMIM-53, lo que sugiere
gue la lacasa presente es altamente activa. Es necesario realizar mas estudios y
caracterizacion de las enzimas, se requiere las secuencias de las bandas para
poder realizar la comparacion entre cepas, debido a que entre cepas de
Pycnoporus existen diferencias entre la secrecion de enzimas, por ejemplo P.
puniceus presenta la Fenoxazina sintasa Estudios posteriores son necesarios
para determinar las masas y el patron de glicosilacion de cada una de las
enzimas, y analizar si son capaces de sintetizar otros metabolitos como el 4cido

cinabarinico (Savinova et al., 2019).
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7.5.Determinacion de proteina total

Se determind proteina total de los extractos crudos de los tres distintos medios
mediante la interpolacion con una curva patron con BSA, donde se obtuvo la
produccion de proteina mas alta para el medio 23 con 0.11435 pg/ mL mientras
gue para los medios 17 y 24 la concentracion de proteina fue de 0.08554 pug/mLy

de 0.0629 ug/ mL, como se muestra a continuacion en la tabla 8.

Tabla 8: Proteina de total de cepas HEMIM

Cepa Medip de Proteina total Tiempo (:!e Autor
cultivo (g/L) fermentacion
MMC 17 8.554 x 10-8
MMC 23 1.1435 x 10-7 . Este trabajo
HEMIM-51 MMG 24 6.29 x 10-8 15 dias
HEMIM-74 MTT 3.2x10-7 16 dias Lépez, 2016
HEMIM-51 MTT 3.65 x 10-7 16 dias Amezcua, 2016

En comparacion con estudios realizados anteriormente por: Lopez, 2016,
Amezcua, 2016, se determind que la cepa HEMIM-51 cultivada en los MMC,
producen menos proteina que en el medio MTT, para determinarlo de una manera

mas concisa se llevo a cabo el siguiente analisis:

Mediante la regla de proporcionalidad simple directa se determiné que el medio
17 produce un -73.26% menos de proteina, el medio 23 un -64.26% y el medio 24
produce un -80.34% menos que la cepa HEMIM-74 (Lopez, 2016) en el medio
MTT, en cambio haciendo la misma comparacién con la cepa HEMIM-51 en el
medio MTT (Amezcua, 2016), se determind que la misma cepa en los MMC,
produce un -76.56% menos en el medio 17, en el medio 23 produce un -68.67%
y el en el medio 24 es un -82.76% menos de proteina.

Sin embargo, cabe menciona que la técnica de medicion de proteina total por
método de Bradford se basa en la union de un colorante (azul de coomassie) a la
proteina, la cual nos permite cuantificar por espectrofotometria cuanta proteina
soluble tenemos en nuestra muestra, pero, esta no es una cuantificacion
especifica de cuanta proteina de interés tenemos en dicho medio (lacasas), por lo
tanto no sabemos con exactitud cuanta de esta proteina pertenece a nuestra
proteina de interés, por lo que podriamos estar presentando niveles muy altos de
proteina pero no pertenecer a la de interés o por lo contrario, estar presentando
niveles muy bajos pero podria estar perteneciendo a la de interés, por lo que se
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proponen estudios mas a fondo para poder saber con mayor exactitud cuanta de
esta proteina pertenece a la proteina de interés

Por otro lado, también, puede deberse a las diferentes concentraciones de
nutrientes en los diferentes medios utilizados y a la misma morfologia vy
metabolismo de los organismos, debido a que se ha reportado que en
basidiomicetos multiples factores afectan a la produccion de proteinas como el pH
gue regula la expresién de genes como las lacasas, las fuente de nitrégeno debido
a que la mezcla de aminoacidos puede incrementar la formacion de diversas
proteinas y en el caso de ser carentes de aminoacidos como el extracto de papa,

no van a presentar proteinas y mucho menos lacasas (Dong et al., 2005)
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8. Conclusioén

Se determiné al medio 17, como 6ptimo para el crecimiento radial y obtencién de

biomasa de la cepa de Pycnoporus sp., HEMIM-51, ya que presento un

crecimiento de 8.8 mm en el 2° dia de evaluacion y una produccion de biomasa
de 6.381 g/L.

El medio 23 presentd la mayor produccion de proteina total que fue de 0.11435

pug/mL, al igual que la mayor actividad enzimatica con 32,584 U/L.

Por los datos anteriores, se puede determinar que no hay una relacion entre

produccion de biomasa y actividad enzimatica, ya que se puede presentar una

gran concentracion de biomasa, pero una baja actividad enzimatica.

9. Perspectivas

Monitorear dia a dia la produccion de proteina, actividad enzimética y
produccion de biomasa, en los medios 17 y 23 para determinar si en algun
punto existe una relacién entre ellas.

Determinar el punto maximo de actividad enzimatica en los diferentes dias
de la fermentacién al igual que la proteina total.

Realizar tincién de azucares.

Realizar masas de las isoformas
Evaluar la cantidad de produccion de pigmentos producido por la cepa

Pycnoporus sp., HEMIM-51.
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11. Anexos
11.1. Crecimiento radial
11.1.1. Contenido de los medios de cultivo

Tabla 9: Medio MTT

Medio MTT (Medio de Téllez-Téllez et al., 2008)

g/L

Glucosa 10
Extracto de levadura 5
KH2PO4 0.6
MgSO4 0.5
K2HPO4 0.4
CuS04 0.25
FeSO4 0.05
MnSO4 0.05
ZnS04 0.001

Ajustar a pH 4.5

Tabla 10: Medio PDA

Composicién medio PDA

g/L
Extracto de papa 4
Dextrosa 20
Agar 15

Ajustar a pH 4.5

Tabla 11: Medio HIT

Composicién medio HIT

g/L
Azlcar 15
Harina Integral de Trigo 30
Agar 20

Ajustar a pH 4.5

11.2. Actividad enzimatica
11.2.1. Concentraciones de las soluciones
» Buffer de acetatos 0.1M, 500 mL, pH 4.5
e Acido acético: (0.036 mol/L)(60 g/mol)(0.5 L)=1.08 g
(1.08 g/1.05 g)/1 mL=1.028 mL para 0.5 L
e Acetato de sodio: (0.064 mol/L) (82 g/mol)(0.5 L)=2.624 ¢

2, 6-Dimetoxifenol (2,6-DMP) 2 mM, 50 mL

(2 mMol/L)(1 mol/ 1000 mMol)=0.002 M
(0.002 mol/L)(154.16 g/mol)=0.3083 g/L
(0.3083 g/L)(1 L/1000 mL)(50 mL/1)= 0.0154 g

o o o V
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11.3.

Zimogramas

11.3.1. Geles de poliacrilamida

o o o VYV e o o VY

e o o V

>

Buffer Lower (Separador) 4X

Tris 18.17 g, disolver en 50 mL de agua destilada

SDS 20 %: 2 mL (para 20 %: 10 g de SDS en 50 mL en agua)
Aforar a 100 mL y ajustar el pH 8.8

Buffer Upper (concentrador) 4X

Tris 6.06 g, disolver en 50 mL de agua destilada

SDS 20%: 2 mL (para 20 %: 10 g de SDS en 50 mL en agua)
Aforar a 100 mL y ajustar el pH 6.8

Solucién de acrilamida

Acrilamida 30%: 49.5 g
Bis-acrilamida 0.8%: 1.32 g

Aforar a 165 mL con agua destilada

APS 10%
Persulfato de amonio: 0.1 g en 1 mL de agua destilada

Tabla 12: Compuestos del gel separador

Gel separador 12%

Cantidad de geles 1

Lower 1.5

Acrilamida 2.5 mL
H.O 2

SDS 5

APS (10%) 20 pL
TEMED 5

Tabla 13: Compuestos del gel concentrador

Gel concentrador 4%

Cantidad de geles 1

Upper 0.63

Acrilamida 0.33 mL
H.O 1.54

SDS 2.5

APS (10%) 12.5 pL
TEMED 2.5

» Buffer de corrida TANK, 10X.

Tris 15.2 g

Glicina7.21 g

SDS 20%: 25 mL

Aforar a 500 mL de agua destilada y ajustar a pH 8
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Buffer de carga 2x, 12 mL.

Upper Buffer 4X: 9.36 mL

Glicerol 20%: 2.4 mL

Azul de bromofenol 0.2%: 0.024 g
SDS 20%: 240 yL

e o o VY

11.4. Cuantificacién de proteina total.

11.4.1. Reactivo Bradford
Disolver 5 mg de azul de Comassie en 2.5 ml de Etanol al 96 %.
Afnadir 5 ml de &c. ortofosférico 85 %.
Diluir hasta 50 ml con H20 destilada.

Dejar reposar 24 h en oscuridad y filtrar dos veces con papel de filtro o
con filtros de 45 nm.

Nota: conservar en botella oscura no mas de 15 dias

Tabla 14: Diluciones para la determinacion de proteina total.

Diluciones 0 1 2 3 4 5 6 7 8 9
Proteina 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90
(BSA)
3 H.O 800 790 780 770 760 750 740 730 720 710

Bradford 200 200 200 200 200 200 200 200 200 200

11.5. Regla de proporcionalidad simple directa

Se llevo a cabo una regla de proporcionalidad simple directa, donde lo que se
pretende es hallar el cuarto término de una proporcién conociendo los otros tres.
En esta regla se establece, por lo tanto, la relacion de proporcionalidad entre dos

valores conocidos A y B, y conociendo un tercer valor C, se calcula un cuarto valor
D.

A—— B
C— D

En la relacién entre los valores, se cumple:

A D::B i

¥ ¥

c'‘“—*p

0 o\m

C
A-D=
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Y decimos que A es a B directamente proporcional, como C es a D.
De esta igualdad anterior, se deduce que, si se conocen los valores A, By C,y

gueremos calcular D, éste ultimo sera:

C-B
D =—
A
A: 1° Valor
B: Proporcionalidad, en este caso (100%)
C: 2° Valor

D: Valor desconocido

Nota: Al obtener el valor proporcional desconocido se llevo a cabo una resta
entre 100% y el valor desconocido D, dandonos como resultado el porcentaje de

la produccion de la proteina.
11.6. Andlisis de varianza de un factor ANOVA

Al realizar el analisis de los datos se concluy6 que se rechaza lo que es la Ho.
Porque, el valor de p es mayor a 0.05 o alfa (p>0.05), esto confirma que el
resultado de F es menor al de F critico, como podemos ver en la tabla 16.

Sin embargo, en la tabla 15 podemos observar la diferencia existente en lo que
son el promedio de la velocidad de crecimiento al igual que la varianza entre
medios de cultivo.

Por lo tanto, se determina que si existe diferencia significativa en la velocidad de

crecimiento de las medias en los distintos medios de cultivo.

Tabla 15: Anélisis de varianza de un factor

RESUMEN
Dias de
Grupos monitoreo Suma  Promedio Varianza

Medio 17 8 22,7 2,8375 1,5513
Medio 23 8 22,2 2,775 1,6307
Medio 24 8 20,4 2,55 1,7343
MTT 8 17,2 2,15 1,3914
PDA 8 15,1 1,8875 0,8355
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Tabla 16: Anélisis de varianza

Promedio
Sumade Grados de los Valor

Origen de las cuadrado de  cuadrado Probabilida  critico
variaciones S libertad s F d para F
Entre grupos 5,3735 4 1,343375 0,94031  0,452159 2,641465
Dentro de los
grupos 50,0025 35 1,428643
Total 55,376 39

11.7. Analisis post hoc de Tukey

Se realizo un andlisis post hoc de Tukey, con un grado de libertad de 0.05 o Alpha
(0.05). Para poder determinar si existe diferencia entre los medios, se comparo el
valor de Alpha 0.05 de la tabla 17, con el p- value de la tabla 18, donde el p-value
es mayor a Alpha, determinando que, si existe diferencia entre los medios de
cultivo, por lo tanto, se puede determinar al medio 17, como el mejor medio para
el crecimiento de HEMIM-51.

Tabla 17: Tukey hsd/kramer alpha 0,05
group mean n Ss df g-crit
Medio 17 2,8 8 10,859
Medio 23 2,8 8 11,415
Medio 24 2,6 8 12,14
MTT 2,2 8 9,74
PDA 1,9 8 5,8488
40 50,003 35 4,066

Tabla 18: Q TEST

groupl group2 mean stderr g-stat lower upper p-value mean-crit Cohend

Medio 17 Medio 23 0,0625 0,4226 0,1479 -1,6557 1,7807 1,0000 1,7182
Medio 17 Medio 24 0,2875 0,4226 0,6803 -1,4307 2,0057 0,9886 1,7182
Medio 17 MTT 0,6875 0,4226 1,6269 -1,0307 2,4057 0,7788 1,7182
Medio 17 PDA 0,95 0,4226 2,2481 -0,7682 2,6682 0,5137 1,7182
Medio 23 Medio 24 0,225 0,4226 0,5324 -1,4932 1,9432 0,9955 1,7182
Medio 23 MTT 0,625 0,4226 1,4790 -1,0932 2,3432 10,8323 1,7182
Medio 23 PDA 0,8875 0,4226 2,1002 -0,8307 2,6057 0,5787 1,7182
Medio 24 MTT 0,4 0,4226 0,9465 -1,3182 2,1182 0,9617 1,7182
Medio 24 PDA 0,6625 0,4226 1,5677 -1,0557 2,3807 0,8009 1,7182
MTT PDA 0,2625 0,4226 0,6212 -1,4557 1,9807 0,9919 1,7182

0,0523
0,2405
0,5752
0,7948
0,1882
0,5229
0,7425
0,3347
0,5543
0,2196
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