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Resumen 

En este estudio se realizó la obtención de transformantes con diferentes niveles de afectación en 

su actividad enzimática lacasa, con el objetivo de conocer más acerca de la función fisiológica 

que desempeñan las enzimas lacasas en el hongo Pleurotus ostreatus. Para lograrlo se utilizó un 

vector de silenciamiento por RNA de interferencia el cual contenía el fragmento de un gen de 

lacasa para P. ostreatus cepa PoB. Se obtuvo una transformante con afectación fenotípica ligera: 

T7, la cual durante las evaluaciones realizadas mostró básicamente la misma respuesta que la 

cepa testigo PoB. Se obtuvo una transformante con afectación fenotípica media: T21 y dos 

transformantes con afectación fenotípica severa: T27 y T26. Durante su cultivo en medio sólido, 

las transformantes T21, T27 y T26, mostraron cambios en la biomasa producida y en el número 

de isoenzimas producidas, además, T27 y T26 mostraron cambios en la velocidad media de 

crecimiento, con respecto a la cepa testigo. Asimismo, la morfología macroscópica en T21, T27 

y T26 se ve afectada con respecto a la cepa testigo PoB durante su crecimiento vegetativo. Lo 

anterior, sugiere que las lacasas podrían estar involucradas en el desarrollo del micelio de P. 

ostreatus durante su cultivo en medio sólido. 

Estas diferencias fueron replicadas en el cultivo de dichas transformantes durante su cultivo en 

paja de trigo, pues se observó que PoB y T7 tuvieron un desarrollo similar, organización miceliar 

parecida, tiempos de formación de primordios y cuerpo fructífero similares, esporas con 

tamaños similares, dentro del rango para esta especie. Por su parte, las transformantes afectadas 

fenotípicamente de manera media y severa no presentaron primordios. La transformante T21 

acumuló micelio, pero sin alcanzar a invadir toda la paja. Asimismo, aunque la T27 logró invadir 

gran parte de la paja de trigo, no fue capaz de desarrollar primordios. Por último, la T26 no logró 

una invasión completa de la paja y el tiempo en alcanzar una invasión aceptable fue mayor. La 

incapacidad de formación de cuerpos fructíferos por parte de las transformantes con afectación 

fenotípica media y severa, coincidió con la incapacidad del correcto desarrollo de su micelio en 

la paja, incluso desde su desarrollo en el inóculo al usar semillas de trigo. Lo anterior, evidencia 

cambios en el proceso de morfogénesis de las transformantes, durante su cultivo en paja de trigo.  
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Sin embargo, para poder analizar mejor dichos cambios, se llevaron a cabo observaciones por 

microscopia electrónica de barrido. En este análisis se encontraron similitudes entre los 

componentes de los cuerpos fructíferos de PoB y T7. En el micelio desarrollado en paja de trigo 

se observaron estructuras tipo toxocisto en el micelio de PoB y T7 las cuales disminuyen en 

presencia en T21 y T27, al grado de no encontrarlas en T26. Para corroborar los resultados se 

utilizó el micelio desarrollado también en paja de trigo de una cepa testigo adicional de P. 

pulmonarius IE115 la cual presentó las estructuras tipo toxocisto antes observadas en paja de 

trigo. Para verificar si las estructuras tipo toxocisto, están presentes durante el cultivo in vitro 

de las cepas, se realizó una observación adicional por microscopia electrónica de barrido, usando 

como testigo adicional el micelio de P. ostreatus cepa 240. Aunque poco frecuentes, se 

observaron en el micelio de PoB y T7 las estructuras tipo toxocisto observadas en paja de trigo, 

aparentemente T21 y T27 también presenta estas estructuras y definitivamente no se observaron 

en T26. En P. ostreatus cepa 240 se observaron dichas estructuras de manera incluso más 

abundante que en PoB.  

Los resultados sugieren que la producción de enzimas lacasas en este hongo es necesaria para 

producir las estructuras tipo toxocisto observadas en el micelio desarrollado en paja de trigo y 

en EMA/PDA y podría ser que éstas a su vez, son necesarias para llevar a cabo el proceso de 

fructificación ya que su disminución o ausencia coincide con la incapacidad para formar un 

cuerpo fructífero. 

Por lo que es posible que las lacasas tengan una participación importante en el proceso de 

morfogénesis del hongo. En cuanto a los resultados obtenidos del aprovechamiento de lignina, 

estos no permiten evidenciar la participación de las lacasas en el aprovechamiento de lignina en 

cultivos in vitro.  

. 
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1. INTRODUCCIÓN 

Los recientes avances en el área de la genómica funcional han aumentado el interés en la 

investigación científica utilizando como modelo a los hongos. El desarrollo de varios sistemas 

de manipulación genética, la estandarización de las técnicas de mutagénesis al azar y la 

mutación genética dirigida, junto con el incremento de la secuenciación de los genomas de una 

multitud de organismos fúngicos, han hecho posible el incremento del número y la variedad de 

organismos susceptibles de ser manipulados genéticamente con el fin de estudiar la función de 

sus genes. Sin embargo, toda esta disponibilidad de herramientas hace que existan muchas 

posibles combinaciones de estrategias a utilizar para estandarizar su aplicación en un 

determinado organismo. El reto al iniciar un nuevo proyecto de genómica funcional es 

complicado, con muchas variables a considerar (Weld y col. 2006), iniciando con el tipo de 

genes a estudiar. 

Generalmente, la selección de los genes utilizados para este tipo de estudios se lleva a cabo 

considerando la importancia que los productos génicos tienen dentro de algunas áreas de interés 

humano, o bien, su implicación dentro de procesos de obtención de metabolitos. En el caso del 

enfoque aplicado de productos génicos, tales como las enzimas, existen algunas exigencias que 

deben cumplir tanto los productos como los cultivos de organismos de los que provienen, para 

que sea factible obtenerlos a una escala mayor a la de laboratorio. Éstas pueden ser: altas 

actividades enzimáticas, sistemas de cultivo y producción baratos, facilidad en su manejo y 

conservación, entre otros. Por ello, su caracterización debe ser realizada y descrita en una gran 

gama de condiciones en donde se hayan podido probar sus cualidades. 

Sin embargo, para el caso de muchas enzimas de interés biotecnológico aún no se ha podido 

obtener una producción viable para aplicaciones a gran escala, lo que ha despertado el interés 

en investigar las razones de este hecho. En este sentido, autores como Weld y col. (2006), 

Salame y col. (2011) y Pezzella y col. (2013) han propuesto que poseer un mayor conocimiento 

básico acerca de la función fisiológica que algunas enzimas puedan tener en el organismo 

productor podría contribuir en el ajuste de muchos otros estudios en los que se tiene el objetivo 

de establecer condiciones de cultivo que permitan la producción masiva de las mismas.  
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Además de las bacterias, los hongos se encuentran entre los grupos de organismos que más se 

usan para la producción de enzimas de interés comercial. Dentro de este reino se encuentran los 

basidiomicetos, los cuales poseen un complejo enzimático formado por peroxidasas, 

polifenoloxidasas y fenoloxidasas, que tienen potencial de aplicación en diversas áreas (Glazer 

y Nikaido 1995). Entre los basidiomicetos, se encuentran los denominados hongos de pudrición 

blanca, que degradan eficientemente la lignina, debido a su capacidad para producir distintas 

enzimas extracelulares involucradas en el proceso de biodegradación. Éstas incluyen: lignino 

peroxidasas (LiP), peroxidasas dependientes de manganeso (MnP), lacasas y oxidasas que 

generan el peróxido de hidrógeno necesario para la actividad peroxidasa, y se han propuesto 

como las responsables de la degradación de lignina y compuestos similares (Hatakka 1994). 

Entre las especies de hongos que han sido estudiados ampliamente se encuentra Pleurotus 

ostreatus, sobre todo por el interés que se tiene en el uso de las enzimas fenoloxidasas y 

peroxidasas que produce (Muñoz 1995), además de su aprovechamiento como producto 

alimentario de consumo directo. 

1.1 Pleurotus ostreatus 

Pleurotus ostreatus es un hongo saprótrofo, en su ambiente natural suele crecer sobre ramas y 

troncos de árboles caídos o en proceso de descomposición, e incluso en el suelo sobre raíces 

podridas (Herrera y Ulloa 1998). Es un hongo comestible y se cultiva sobre diversos sustratos 

lignocelulósicos, como paja de cereales, bagazo de caña de azúcar y pulpa de café, entre otros 

residuos de tipo agroindustrial. Se ha sugerido que esto es posible porque dicho hongo cuenta 

con un complejo enzimático encargado de la degradación de la lignina. Este complejo 

enzimático está principalmente compuesto por lignina peroxidasa (EC. 1.11.1.14), manganeso 

peroxidasa (EC. 1.11.1.13) y lacasas (EC. 1.10.3.2) (D´Souza y col. 1999). Los hongos 

ligninolíticos, como P. ostreatus, son los principales productores de estas enzimas y, por 

consiguiente, su utilidad en el reciclaje del carbono proveniente de los restos vegetales es 

trascendental. Por otra parte, el conocimiento disponible acerca de la biología (ciclo celular), 

sus características morfológicas (ej. color, tamaño y forma del cuerpo fructífero), microscópicas 

(ej. tamaño y forma de las esporas), fisiológicas (ciclo de desarrollo de cuerpo fructífero, 

temperatura de fructificación o de crecimiento miceliar), así como el conocimiento de la 
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genómica y transcriptómica de P. ostreatus aunado a que se puede cultivar con facilidad en 

laboratorio sobre medios sintéticos, hace a dicho hongo un potencial organismo modelo para el 

estudio de su morfogénesis (Guzmán y col. 1993; Pérez 2002; Pérez y col. 2009; Ramírez y col. 

2011).  

1.1.2 Ciclo de vida de P. ostreatus 

El ciclo de vida de los basidiomicetos, grupo de hongos al que pertenece P. ostreatus, consta 

principalmente de tres etapas: El ciclo comienza con una basidiospora, la cual germina y emite 

un tubo germinativo y un micelio tabicado primario monocariótico haploide. En la 

plasmogamia, dos micelios primarios compatibles se fusionan y dan origen a un micelio 

dicariótico (micelio secundario) en el cual permanecen dos núcleos parentales independientes 

haploides (dicarión, heterocarión) durante el crecimiento vegetativo. P. ostreatus presenta un 

patrón de sexualidad heterotálico, es decir, no es autofértil y para su reproducción requiere de 

la unión de dos micelios monocarióticos compatibles; por lo cual el micelio producido por la 

germinación de una basidiospora no puede dar origen al desarrollo de los cuerpos fructíferos. 

El micelio secundario se caracteriza por la presencia de fíbulas (estructuras que permiten la 

migración nuclear entre hifas en su proceso continuo de elongación). Bajo condiciones 

ambientales óptimas, el micelio secundario originará el micelio terciario, el cual se encuentra 

organizado en pseudo-tejidos especializados que producen un primordio; después, se desarrolla 

el cuerpo fructífero para formar el estípite, el píleo y el himenio, el cual está formado por las 

láminas. En el himenio se lleva a cabo la formación de los basidios en los que se realiza la 

cariogamia (fusión de los núcleos haploides) y posteriormente la meiosis que dará origen a 

cuatro basidiosporas uninucleadas. Cuando éstas son liberadas y encuentran las condiciones 

adecuadas para su germinación producirán micelio monocariótico, reiniciando el ciclo de vida 

del hongo (Pérez 2002). 
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Figura 1. Ciclo de vida de un basidiomiceto típico (Pérez 2002). 

Como se ha descrito, la importancia de esta especie no radica solamente en su uso como 

alimento, sino que se tiene un interés particular por las enzimas extracelulares que produce, 

debido a que su capacidad para degradar compuestos naturales recalcitrantes como la lignina, 

permite ejercer su actividad catalítica sobre compuestos de estructura química similar a dicho 

sustrato, en donde muchos de estos compuestos suelen ser xenobióticos y tóxicos. Dentro de la 

gama de enzimas de mayor interés biotecnológico que se han estudiado en este hongo se 

encuentran las lacasas. 

1.2 Características de las lacasas  

Las lacasas (benzenodiol: oxígeno oxido-reductasas, E.C. 1.10.3.2) son enzimas que poseen la 

facultad de reducir el oxígeno molecular a dos moléculas de agua y a la par, actúan en la 

oxidación de un electrón de una amplia gama de sustratos aromáticos (Thurston 1994).  

La oxidación de sustratos por enzimas lacasas está acoplada con la reducción de oxígeno 

molecular, por lo que se generan dos moléculas de agua. Es decir, se requiere la oxidación de 

cuatro moléculas de sustrato para producir la reducción completa de oxígeno molecular a agua. 

Se describen como glicoproteínas que utilizan cobre como co-factor y requieren para su 

actividad catalítica cuatro átomos de cobre por cada proteína activa. Los cuatro átomos de cobre 

que contienen estas proteínas han sido clasificados por sus propiedades espectroscópicas en tres 
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tipos (Solomon y col. 1996; Claus 2004). En el espectro UV-visible, el cobre tipo 1 es el 

responsable del color azul intenso de la enzima, con un máximo de absorbancia a 610 nm 

provocada por la unión covalente cobre-cisteína. El cobre tipo 2 no exhibe señales de 

absorbancia en el espectro visible. El cobre tipo 3 es un complejo binario formado por un par 

de iones Cu2+-Cu2+ que se encuentran acoplados binuclearmente a través de un puente hidróxido, 

éste muestra un máximo de absorbancia a 330 nm (Solomon y col. 1996). Los átomos de cobre 

tipo 1 y tipo 2 son detectables por resonancia electrónica paramagnética (EPR), mientras que 

los dos de tipo 3 no son detectables (Claus 2004). 

El sitio activo de las lacasas es trinuclear y está formado por cobre de los tipos 2 y 3 (Thurston 

1994; Claus 2004). El cobre tipo 1 actúa como primer aceptor de electrones del sustrato y 

transfiere los electrones al centro del sitio activo trinuclear, que tras recibir cuatro electrones 

reduce una molécula de oxígeno a agua. Así, la oxidación monoelectrónica del sustrato va 

acoplada con la reducción por cuatro electrones del oxígeno molecular (Yaropolov y col. 1994). 

Es por ello que la enzima requiere de cobre y oxígeno para oxidar fenoles, polifenoles, aminas 

aromáticas y diferentes sustratos no fenólicos, lo que permite que se lleve a cabo la 

polimerización, despolimerización, metilación y/o desmetilación de compuestos fenólicos 

(Claus 2004). 

El cobre tipo 1 se une a la enzima mediante dos histidinas, una cisteína y una metionina. Los 

primeros tres residuos son esenciales para la unión del cobre azul, formando un triángulo fuerte 

con el ion cobre, mientras el enlace con el cuarto residuo (una metionina axial) es más distante 

y débil, pudiendo ser reemplazado por otros aminoácidos, tales como leucina o fenilalanina. Los 

otros tres átomos de cobre están acoplados trinuclearmente junto con ocho residuos de histidina. 

El cobre tipo 2 se encuentra ligado a dos histidinas y una molécula de agua o a una molécula de 

oxígeno, en cambio el sitio binuclear de cobre tipo 3 contiene tres histidinas ligadas a cada cobre 

(Nakamura y Go 2005).  

Las lacasas se producen como glicoproteínas monoméricas y poliméricas, aunque la mayoría de 

las lacasas fúngicas se presentan como monómeros, dímeros o tetrámeros. La primera estructura 

cristalina tridimensional de una lacasa de Trametes versicolor se publicó en 2002 (Piontek y 
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col. 2002). La masa molecular de una lacasa monomérica se encuentra típicamente en el 

intervalo de 60-110 kDa, con un 10-50% de glicosilación. Se cree que el alto contenido de 

carbohidratos en la molécula de proteína proporciona una termoestabilidad a las lacasas de hasta 

70 °C (Yaropolov y col. 1994). Además, la glicosilación impacta en la secreción de las enzimas 

y en su actividad (Xu 1999). La mayoría de los hongos de la pudrición blanca producen y 

secretan más de una isoenzima lacasa, que difieren en grado de glicosilación, secuencia de 

aminoácidos, peso molecular, pI y especificidad de sustrato (Mansur y col. 2003). 

Las lacasas presentan una amplia especificidad de sustrato, puesto que catalizan la oxidación de 

orto y para difenoles, amino fenoles, dímeros fenólicos de lignina e incluso compuestos no 

fenólicos en presencia de algunos intermediarios o mediadores redox apropiados (Kawai y col. 

1987; Hatakka y col. 1991; Li y col. 1999), por lo que pueden transformar y algunas veces 

mineralizar por completo una gran variedad de contaminantes ambientales. Los mediadores 

redox suelen ser compuestos químicos pequeños, que pueden ser oxidados por lacasa y 

posteriormente reducidos por el sustrato, por lo que actúan como portadores de electrones entre 

la enzima y el sustrato superando así los impedimentos que tiene el sustrato de llegar al sitio 

activo de la enzima. Es decir, la reactividad de la enzima lacasa disminuye con el aumento del 

tamaño del sustrato, por lo que su oxidación puede verse facilitada con el uso de mediadores de 

lacasa oxidando al sustrato de manera indirecta (Li y col. 1999). Algunos de los mediadores 

redox usados en el sistema lacasa-mediador son 1-hidroxibenzotriazol (HBT) y 2,2-azino-bis-

3etilenbenzotiazolina-6-ácido sulfónico (ABTS), entre otros, además de los que han sido 

sintetizados químicamente. El HBT, por ejemplo, ha sido usado exitosamente en la degradación 

de lignina y en el bioblanqueo de la pulpa kraft (Call 1994). La reacción de oxidación de ABTS 

en presencia de lacasa, es capaz de desmetilar y deslignificar la pulpa kraft (Bourbonnais y col. 

1997).  

La oxidación puede estar controlada por las diferencias en potencial redox entre los sustratos 

reductores y el cobre tipo 1 de la lacasa (Thurston 1994). En general, las lacasas tienen baja 

especificidad por estos sustratos en relación con el oxígeno, la oxidación monoelectrónica de un 

sustrato por lacasas implica la formación de un radical libre. Luego estos radicales pueden ser 

oxidados a quinonas por la enzima o bien sufrir reacciones no enzimáticas variadas. La 
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oxidación de fenoles a menudo produce reacciones de acoplamiento carbono-carbono y 

carbono-oxígeno entre los radicales, lo que origina productos de mayor peso molecular que los 

sustratos, es decir, reacciones de polimerización. La tendencia de esta enzima de provocar 

polimerización no es una desventaja en los procesos de biorremediación, ya que la 

polimerización oxidativa de los contaminantes puede ser un método aceptable para su 

eliminación (Rodríguez-Rincón 2006).  

1.3 Función fisiológica de las lacasas  

Se ha investigado respecto a la función que desempeñan las lacasas en los diferentes organismos 

en los que se han encontrado (plantas, insectos, bacterias, arqueas y hongos). En plantas, por 

ejemplo, se ha sugerido un posible papel de las lacasas en la polimerización de compuestos 

fenólicos, lo que pudiera contribuir en la defensa de la planta contra infecciones (Walker y Ferrar 

1998). Posteriormente, en el árbol de laca se encontró que las lacasas están implicadas en una 

respuesta primaria a heridas; tras la herida, el árbol de laca secreta un látex que, en contacto con 

el aire, polimeriza en una reacción dependiente de enzimas lacasas, formándose una película 

protectora (Davies y Ducros 2001). También se ha encontrado que dichas enzimas intervienen 

en fenómenos de pigmentación de la cubierta de la semilla de Arabidopsis que es causada por 

la polimerización oxidativa de flavonoides (Pourcel y col. 2005). Los flavonoides son 

metabolitos secundarios de las plantas que actúan en la defensa contra los depredadores y 

patógenos en las semillas (Dixon y col. 2002), aumentan la cubierta de la semilla y su latencia 

(Debeaujon y col. 2000) y protegen contra la radiación UV (Winkel-Shirley, 2002). En plantas 

de tabaco, se encontró que las lacasas influyen en el crecimiento y desarrollo de la planta, de 

acuerdo con el estudio realizado por Nasrin y col. (2010) en donde se indujo la sobreexpresión 

de lacasas en flores de tabaco. Las flores de tabaco presentaron un color intenso, tal vez por los 

altos niveles de antocianinas detectados en las plantas transgénicas, también se observaron 

estambres y pétalos duplicados, posiblemente como resultado de los cambios en la producción 

de las lacasas que pueden influir en la expresión de genes para la organización y/o identidad 

floral, las anteras presentaron un color marrón, cambio en la coloración que podría ser en parte 

debido a la oxidación anormal de flavonoides (Nasrin y col. 2010). 
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En el caso de insectos, se ha descrito la presencia de estas enzimas en el escarabajo rojo 

Tribolium casteum (Arakane y col. 2005) y en el gusano de seda Bombix mori (Yatsu y Asano, 

2009), en los que se ha propuesto su participación en la pigmentación de la cutícula por su 

capacidad para oxidar compuestos fenólicos. Por último, se ha detectado una lacasa en la saliva 

y glándulas salivales de Nephotettix cincticeps (Hattori y col. 2005 y 2010). Se considera que la 

saliva desempeña importantes funciones fisiológicas en la desintoxicación de sustancias tóxicas 

derivadas de las plantas que los insectos ingieren, por lo tanto, se atribuye que las lacasas 

encontradas en la saliva y en las glándulas salivales juegan un papel crucial en la determinación 

de la compatibilidad entre el insecto y la planta (Hattori y col. 2015).  

El primer reporte de presencia de lacasas en bacterias fue en Azospirillum lipoferum (Givaudan 

y col. 1993) y posteriormente se sugirió que las lacasas estaban involucradas en la melanización 

(Faure y col. 1994). Después, se identificó a la lacasa CotA, que es un componente de la cubierta 

de las endosporas de Bacillus subtilis (Hullo y col. 2001). Se encontró que CotA participa en la 

biosíntesis de un pigmento de color pardo de la espora, probablemente del tipo de la melanina 

(Driks, 2004), que es el responsable de la protección frente a la radiación UV y el peróxido de 

hidrógeno. CotA ha sido la primera lacasa bacteriana cristalizada en la que se pudieron detectar 

motivos únicos que no se han observado en las lacasas de eucariotas (Enguita y col. 2003). 

También se han detectado lacasas en otras especies de este género, por ejemplo, Bacillus 

sphaericus (Claus y Filip, 1997), Bacillus halodurans (Ruijssenaars y Hartmans, 2004), Bacillus 

licheniformes (Koschorreck y col. 2008) y Bacillus pumillus (Reiss y col. 2011), aunque en 

dichos estudios se enfatizado en la detección de actividad lacasa y en algunos se ha llegado a 

purificar y caracterizar. 

También, se han identificado y caracterizado lacasas en varias especies del género Streptomyces: 

en S. griseus IFO 13350, S. cyaneus CECT 3335, S. lavendulae REN-7, S. coelicolor M145, S. 

coelicolor A3(2) y S. ipomea CECT 3341 (Endo y col. 2002 y 2003; Arias y col. 2003; Suzuki 

y col. 2003; Machczynski y col. 2004; Dubé y col. 2008; Molina-Guijarro y col. 2009, 

respectivamente), sólo por mencionar algunas. No obstante, solo la lacasa EpoA producida por 

S. griseus ha sido caracterizada y estudiada en cuanto a su función (Endo y col. 2002 y 2003). 

EpoA es una lacasa homotrimérica que parece desempeñar un papel en la morfogénesis de S. 
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griseus. Se sugiere que un subproducto generado durante la biosíntesis de la melanina por EpoA 

sobre la oxidación de la dihidroxifenilalanina estimula específicamente la diferenciación celular. 

Dicha enzima contiene los tres tipos de Cu, un pH y temperatura óptima de 6.5 y 40 °C 

respectivamente, con un peso molecular de la proteína nativa de 114 kDa y estructura dimérica.  

En el caso de arqueas, la función fisiológica de las lacasas aún no se ha esclarecido, debido a la 

baja concentración en la que se han encontrado. En un estudio llevado a cabo por Sharma y 

Kuhad (2009) se reveló la posible existencia de lacasas en diferentes grupos de arqueas como 

son Haloarcula marismortui ATCC 43049, Natronomonas pharaonis DSM2160 y 

Pyrobaculum aerophilum IM2, entre otras. En el año 2010, se purificó y caracterizó la primera 

lacasa (LccA) producida por la arquea Haloferax volcanii, la cual es una enzima termoestable 

que presenta una gran tolerancia a elevadas concentraciones de sal y disolventes orgánicos y un 

pH óptimo de reacción alcalino de entre 6-8.4 (Uthandi y col. 2010).  

En el caso de hongos se ha descrito que las lacasas desempeñan una gran variedad de funciones. 

En ascomicetos como Aspergillus nidulans, se han caracterizado al menos dos lacasas con 

diferentes funciones. Una lacasa, producto del gen yA, se encuentra involucrada únicamente en 

la síntesis del pigmento verde de los conidios de A. nidulans (Clutterbuck 1972) y otra lacasa 

(lacasa II) se localizó en las hifas de los primordios cleistoteciales y en las células globosas de 

paredes gruesas que rodean a los cleistotecios de Aspergillus nidulans, en donde se sugiere que 

la lacasa puede participar en la síntesis de pigmento cleistotecial (Hermann y col. 1983). A las 

lacasas extracelulares de Botrytis cinerea, que es un hongo patógeno de muchas plantas 

hortícolas, se les ha relacionado con el proceso patogénico hacia las plantas, por ejemplo, en 

pepino degradan cucurbitacinas y triterpenos tetracíclicos que son compuestos que protegen a 

la planta de la infección (Bar-Nun y Mayer 1990). Sapmak y col. (2015) analizaron la expresión 

del gen pbrB en el hongo patógeno oportunista Talaromyces (Penicillium) marneffei y 

encontraron que el gen codifica para una enzima lacasa expresada en altos niveles durante el 

desarrollo asexual, es decir, durante la formación de conidios, pero no durante el crecimiento 

vegetativo celular. En su estudio sugieren que la síntesis de la dihidroxinaftaleno melanina 

contribuye a la coloración verde de los conidios durante el desarrollo asexual, por lo que asumen 
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que la alta expresión del gen pbrB está involucrada en la biosíntesis de la melanina durante la 

conidiación. 

Del mismo modo en basidiomicetos, en el estudio realizado por Wood (1980) se pudo observar 

que durante el crecimiento del micelio de Agaricus bisporus eran producidas grandes cantidades 

de lacasa extracelular y durante el desarrollo de los primeros cuerpos fructíferos ocurrió una 

disminución importante de estas enzimas, es decir, hubo una regulación de su producción. Por 

otra parte, un estudio realizado por Leatham y Stahmann (1981) reportaron un incremento de la 

actividad lacasa durante el crecimiento del micelio aéreo de Lentinula edodes, asimismo se 

observó un incremento gradual de dicha enzima asociado con el crecimiento de los primordios; 

también se observó actividad lacasa en áreas pigmentadas del cuerpo fructífero: en el píleo 

(ligeramente pigmentado) y cinco veces más actividad en la corteza superior (más pigmentada) 

que en el resto del hongo, por lo que se sugiere la posible participación de las lacasas en la 

formación de primordios y en la pigmentación del cuerpo fructífero en L. edodes. Por su parte, 

Das y col. (1997) reportaron que el cultivo miceliar de P. ostreatus var. florida produce al menos 

dos lacasas, L1 y L2, en su estudio indujeron la obtención de mutantes por N-metil-N´-

nitrosoguanidina. Las mutantes con baja producción de lacasas L2 tuvieron un crecimiento 

miceliar pobre y no pudieron formar cuerpos fructíferos, mientras que las mutantes recuperadas 

de la mutación desarrollaron un crecimiento miceliar y cuerpo fructífero similar al de la cepa 

parental por lo que sugieren que L2 podría tener una participación importante en el crecimiento 

vegetativo del hongo. Continuando con los estudios en L. edodes, Zhao y Kwan (1999) 

analizaron la expresión de dos genes de lacasa, lac1A y lac1B en dicho hongo, evaluando su 

presencia en diversas etapas de desarrollo. Encontraron que la actividad lacasa en el píleo del 

hongo fue de 1.113 U/g, 34 veces más alta que en el estípite (0.033 U/g) y 13 veces mayor que 

en los primordios (0.083 U/g), por lo que sugieren que las lacasas pueden jugar un papel en la 

morfogénesis del basidioma de esta especie. En el basidiomiceto de pudrición blanca 

Pycnoporus cinnabarinus se identificó la producción de una sola isoenzima lacasa y trazas de 

una peroxidasa que no es LiP ni MnP (Eggert y col. 1996; Bermek y col. 1998), por lo que se le 

atribuye casi exclusivamente a la lacasa la función de degradación de la lignina en este hongo. 

Además, Temp y Eggert (1999) reportaron que el característico pigmento rojo producido por P. 
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cinnabarinus se forma por la oxidación del precursor ácido 3-hidroxiantranílico (3-HAA) a 

ácido cinabárico (que le sirve como agente antimicrobiano), durante la formación del cuerpo 

fructífero, en una reacción catalizada por lacasas. Generalmente, se ha atribuido a las lacasas un 

papel importante en la degradación de la lignina en hongos de pudrición blanca (Hatakka, 1994; 

Leonowicz y col. 2001). Sin embargo, el hongo degradador más importante de la lignina, 

Phanerochaete chrysosporium, no produce una lacasa típica, sino que produce una enzima con 

actividad de ferroxidasa (Larrondo y col. 2003).  

Otro estudio realizado en P. ostreatus var. florida fue el de Chakraborty y col. (2000) en donde 

evaluaron la actividad e isoenzimas presentes en diversas estructuras del cuerpo fructífero de 

dicho hongo (laminillas, estípite y píleo). Encontraron un mayor número de isoenzimas, pero 

menor actividad de lacasas en las laminillas, en contraste con el estípite y el píleo por lo que los 

autores sugirieron que existe una regulación de la actividad lacasa durante la fase de 

esporulación. Posteriormente, Ohga y Royse (2001), reportaron que la actividad lacasa y el nivel 

de transcritos de genes de lacasa en el hongo L. edodes fue máxima durante la etapa de 

colonización del micelio y después disminuyó rápidamente durante el desarrollo del cuerpo 

fructífero. Los autores sugieren que la disminución de actividad lacasa puede ser necesaria para 

que se lleve a cabo el desarrollo del cuerpo fructífero en L. edodes. Nagai y col. (2003) aislaron 

y purificaron a la isoenzima intracelular Lcc2, a partir de laminillas de cuerpos fructíferos de L. 

edodes a los cuatro días de preservación postcosecha, ya que se encontró una mayor actividad 

de lacasa en dicha estructura durante este periodo en comparación con la encontrada en el píleo 

y estípite. Por lo que los autores sugieren un papel de las lacasas en la pigmentación de la corteza 

del píleo, así como una participación compartida por la Lcc2 y tirosinasa en la síntesis de 

melanina en las laminillas durante la conservación posterior a la cosecha. Por otro lado, Chen y 

col. (2004) realizaron la clonación y caracterización de un gen para lacasa denominado lac4 en 

Volvariella volvácea, realizaron el análisis de su transcripción y encontraron el nivel más bajo 

de transcritos durante la colonización, mientras que al inicio de la formación de primordios se 

incrementó el nivel de transcritos, hasta alcanzar el nivel más alto en la formación de la 

denominada cabeza de alfiler, para volver a reducirse con el desarrollo del cuerpo fructífero, lo 
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que sugiere que la expresión del gen puede ser importante para el desarrollo de la morfogénesis 

en el hongo. 

También se han identificado y caracterizado algunas isoenzimas de lacasa a partir de cuerpos 

fructíferos frescos de Pleurotus eryngii (Wang y Ng 2006) y en Pleurotus cornucopiae (Wong 

y col. 2010). Sin embargo, en estos estudios no se aborda el tema de la posible función 

fisiológica que tienen estas enzimas en los cuerpos fructíferos. Lettera y col. (2010) identificaron 

una nueva isoenzima lacasa (LACC12) en el cuerpo fructífero de P. ostreatus. Por otro lado, 

Sun y col. (2011) realizaron un estudio en donde demuestran que existe una correlación entre la 

producción de enzimas lacasas con la duración del ciclo de desarrollo en diferentes hongos 

comestibles. Las cepas con ciclos de desarrollo más cortos presentaron altos niveles de actividad 

lacasa secretada, mientras que las cepas con largos ciclos de desarrollo presentaron niveles de 

lacasa bajos o indetectables. También observaron que hubo una disminución gradual de la 

actividad lacasa conforme el micelio va madurando. Entre los hongos que mostraron las más 

altas actividades se encuentran: P. ostreatus, P. pulmonarius, Pleurotus eryngii var. 

nebrodensis, P. tuber-region, P. eryngii y Coprinus comatus. 

Por último, las lacasas también han sido identificadas en ascomicetos saprofíticos como 

Curvularia y Penicillium y hongos formadores de ectomicorrizas como Cantharellus cibarius 

y Telephora terrestris (Dwivedi y col. 2011), estudios en los que no se abordan cuestiones 

acerca de su posible función fisiológica. Actualmente, existen diversas herramientas 

moleculares que permiten, además de la manipulación de organismos, el estudio de la función 

génica y para este fin se usa el mecanismo de silenciamiento génico por RNA interferente. 

1.4 Silenciamiento génico por RNA interferente (RNAi) 

Dentro del campo de la genómica funcional, el silenciamiento por RNAi ha sido considerado 

como una poderosa herramienta para la identificación de la función de los genes en una amplia 

gama de organismos eucariotas, incluyendo a los hongos. A través del silenciamiento de los 

genes codificantes para enzimas de interés, se puede comprobar el papel que desempeñan dichas 

enzimas en la fisiología del hongo. Para ello, se requiere previamente del estudio y conocimiento 

de los genes responsables de la codificación de dichas proteínas, de acuerdo con la hipótesis de 



16 
 

que la función de un gen puede ser probada directamente en experimentos donde la ganancia o 

pérdida de la actividad pueda ser predicha por la presencia o ausencia de un gen funcional, 

evaluando el fenotipo obtenido (Bhadauria y col. 2009). Diversos métodos en ingeniería 

genética han sido utilizados para este fin, algunos de ellos son: disrupción/reemplazo del gen 

objetivo (knock-out), uso de RNA de interferencia (knock-down), mutagénesis insercional 

(transformación mediada por Agrobacterium tumefaciens, integración mediada por enzimas de 

restricción) o Targeting induced local lesions in genomes (TILLING), sólo por mencionar 

algunos (Weld y col, 2006; Bhadauria y col. 2009).  

El RNA de interferencia (RNAi) es un mecanismo de silenciamiento génico post-transcripcional 

(PTGS) el cual se desencadena por la presencia de RNA de doble cadena (dsRNA) homólogo a 

un gen endógeno. Estos RNA son procesados por una endonucleasa del tipo RNAsa III (Dicer), 

generando RNA pequeño maduro dúplex también llamado RNA pequeño interferente (siRNA), 

que contienen tanto la secuencia sentido, como la secuencia antisentido de la molécula 

bicatenaria original (Catalanotto y col. 2004). El siRNA producido tiene una longitud de entre 

21 y 25 nucleótidos, de los que 19 de ellos se encuentran formando RNA de doble cadena y 

otros dos se encuentran sin aparearse en los extremos. El siRNA es incorporado en un complejo 

multiproteico con actividad ribonucleasa: el complejo inductor del silenciamiento por RNA 

(RISC) (Hammond y col. 2001). Dicho complejo contiene el gen QDE-2 que codifica a la 

proteína Argonauta. Normalmente, esta proteína presenta los dominios PAZ y PIWI que 

funcionan como sitio de unión de siRNA y como núcleo catalítico de la maquinaria de corte 

respectivamente (Song y col. 2004; Chang y col. 2012). La separación del siRNA en hebras 

individuales es esencial para la activación de RISC. Derivado de la purificación bioquímica de 

QDE-2 en N. crassa se identificó la proteína QIP, que presenta un dominio exonucleasa. Se 

sugiere que QIP escinde y elimina a la hebra pasajera del siRNA dúplex en una vía dependiente 

de QDE-2 (Maiti y col. 2007). Una vez activado el complejo RISC reconoce a los mRNA con 

sitios complementarios al siRNA incorporado, resultando en el silenciamiento de genes ya sea 

por escisión del mRNA o por represión de la traducción. 

Los miRNA son moléculas endógenas de dsRNA, que surgen a partir de precursores pequeños 

de RNA de cadena simple (ssRNA) con una estructura de horquilla. Estas moléculas, que 
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también son procesadas por Dicer, tienen una longitud aproximada de 21 nucleótidos y 

desempeñan diversas funciones reguladoras en animales y plantas (Bartel, 2004). Se pensaba 

que los miRNA estaban ausentes en hongos, hasta que se realizó la identificación de ssRNA 

tipo miRNA denominados milRNA en Neurospora. Estas moléculas se producen por 

mecanismos similares a los de otros eucariotas, pero no son idénticos a los miRNAs 

convencionales. Ambas moléculas surgen a partir de precursores de RNA altamente específicos 

con estructuras de horquilla. Dicer procesa la mayoría de milRNAs examinados y pueden 

silenciar secuencias objetivo-endógenas con complementariedad imperfecta, no obstante, aún 

se desconoce la función que desempeñan en la célula (Lee y col. 2010).  

 

Figura 2. Silenciamiento mediado por RNAi (Dominska y Dykxhoorn 2010). 

Dentro de las principales ventajas que tiene el uso del RNAi en la investigación de la genética 

funcional, es que puede ser aplicado para el análisis de la función de familias multigénicas 

(Salame y col. 2010). Por otra parte, el silenciamiento con promotores inducibles o el 

silenciamiento transitorio por siRNA permiten la expresión de un gen en una etapa específica 

durante el desarrollo del organismo o en diferentes partes del organismo. Además, se ha 

demostrado que el silenciamiento puede ser utilizado como alternativa para degradar 

específicamente los mRNA con splicing alternativo en células cultivadas de Drosophila 

(Bhadauria y col. 2009). Del mismo modo, el silenciamiento puede ser utilizado para el análisis 

de genes cuya eliminación sea letal, ya que en muchos casos sólo induce la disminución de la 
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expresión, pero no la inactivación por completo (Schmidt 2005). Cabe hacer hincapié en que la 

expresión génica no es un proceso automático una vez iniciado, sino que existen niveles de 

control intermedios que van desde la activación de la estructura del gen hasta procesos pos-

traduccionales tales como la eliminación de secuencias peptídicas por acción de proteasas, o la 

glicosilación en las proteínas que lo requieren para hacerlas funcionales (Jiménez y Merchant 

2003). La aplicación de estas estrategias en los estudios de genética funcional requiere de un 

buen acervo de información respecto a los genes que se desea silenciar, por lo que no son 

muchos los trabajos en los que se ha utilizado. Para el caso de los genes de lacasas de P. ostreatus 

es factible debido a que existe una gran cantidad de información al respecto de los genes que las 

codifican. 

2. ANTECEDENTES 

2.1 Estudios moleculares de las lacasas en Pleurotus 

Pleurotus ostreatus se ha convertido en un hongo de interés biotecnológico debido a su 

capacidad de producción de enzimas, entre ellas las lacasas. Incluso, se ha reportado que las 

lacasas producidas por este hongo presentan mayor actividad que las de otros hongos 

ligninolíticos (Márquez-Araque y col. 2007). Lo anterior, aunado a que se cultiva con facilidad 

in vitro, hacen de P. ostreatus un buen modelo de estudio. Por otra parte, las lacasas tienen 

muchas aplicaciones a nivel biotecnológico y medioambiental (Arora y Sharma, 2010; 

Viswanath y col. 2014) por lo tanto, existen muchos estudios respecto a estas enzimas. Algunas 

de estas investigaciones están relacionadas con el estudio en el ámbito genómico del género 

Pleurotus. El desarrollo de diversas estrategias de manipulación genética ha permitido ampliar 

sus aplicaciones en una gran cantidad de organismos, entre ellos, los hongos.  

Entre los estudios realizados hasta el momento, se encuentran aquellos que han brindado 

información acerca de los genes que codifican para lacasas en esta especie, mismos que se citan 

a continuación: Giardina y col. (1995) clonaron y secuenciaron un gen de lacasa al que 

denominaron pox1 a partir de cDNA en el genoma de P. ostreatus var. florida, desarrollado en 

un medio líquido usando glucosa como fuente de carbono. Giardina y col. (1996) realizaron el 

aislamiento de un segundo gen de lacasa denominado pox2, a partir de un segundo cDNA aislado 
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durante la obtención del primer gen en 1995, el cual mostró el 84% de similitud con respecto al 

primero y los correspondientes clones genómicos truncados demostraron la existencia de una 

familia multigénica para isoenzimas de lacasa en la misma cepa de P. ostreatus. Giardina y col. 

(1999) identificaron, clonaron y secuenciaron el gen poxa1b de la misma cepa de P. ostreatus 

var. florida; la comparación de su estructura con la de los genes pox1 y pox2 sugiere que 

provienen de dos subfamilias diferentes. En 2003, Palmieri y col. identificaron el gen poxa3 a 

partir de la misma cepa de P. ostreatus var. florida junto con sus correspondientes cDNA. 

Okamoto y col. en 2003 obtuvieron la secuencia completa del gen lccK a partir de DNA 

genómico de P. ostreatus cepa K16-2, la cual es una cepa de tipo silvestre que fue recolectada 

en la prefectura de Kanagawa, Japón. En 2008, el genoma completo de P. ostreatus N001 fue 

secuenciado por el Join Genome Institute (JGI, Walnut Creek, California, USA) 

[http://genome.jgi-psf.org/PleosPC15_1/PleosPC15_1.home.html] y contiene 34 Mpb 

organizados en 11 cromosomas (Ramírez y col. 2011), dicha información es de suma 

importancia ya que permite, entre otros muchos estudios, el análisis y rastreo de genes de interés. 

Pezzella y col. en 2009, identificaron y describieron tres nuevos genes de lacasa (pox3, pox4 y 

pox5) derivados de P. ostreatus ATCC no. MYA-2306. En 2012, Castanera y col. analizaron 

los perfiles de expresión de 10 genes de lacasas y obtuvieron un alto porcentaje de respuestas 

transcripcionales alteradas en los genes de lacasa, es decir, un incremento en su expresión, 

durante su cultivo en presencia de extracto de paja de trigo. Los genes que presentaron un 

incremento más alto fueron los genes para lacc2 (4.2 veces en promedio) y lacc10 (3.5 veces en 

promedio) y hubo una fuerte inducción de la actividad enzimática lacasa, por lo cual, los autores 

sugieren que estas enzimas en particular son sensibles a los compuestos fenólicos y azúcares 

presentes en el extracto inductor y que pudieran tener un papel importante en la maquinaria 

degradadora de lignina en P. ostreatus. Finalmente, Pezzella y col. (2013) realizaron el análisis 

transcripcional de nueve genes de lacasa identificados y diferenciados entre sí a partir del 

genoma completo disponible de P. ostreatus N001. Dicho análisis fue realizado en la cepa de 

P. ostreatus ATCC no. MYA-2306 para intentar desentrañar el papel fisiológico que 

desempeñan las diferentes isoenzimas lacasas producidas en este hongo. Los resultados 

obtenidos mostraron un complejo cuadro de respuestas transcripcionales exhibidas por los genes 

de lacasa analizados. Los cebadores utilizados en este estudio fueron diseñados a partir del 
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genoma secuenciado en 2008 de P. ostreatus. Entre las lacasas producidas, la denominada como 

LACC10 (POXC) parece jugar un papel importante durante el crecimiento vegetativo, ya que 

su transcripción está regulada de manera negativa cuando el hongo inicia el proceso de 

fructificación. Además, la subunidad pequeña de la lacasa heterodimérica LACC2 (POXA3) 

parece jugar un papel fisiológico adicional durante la etapa de fructificación. Debido a estos 

resultados, los autores sugieren que la manipulación genética de sistemas fúngicos para el 

silenciamiento de lacasas o su hiper expresión in vivo junto con la identificación de los sustratos 

endógenos naturales de estas enzimas y las rutas metabólicas relacionadas, serían útiles para 

desentrañar aún más el enigma de la función de las enzimas lacasas.  

Del mismo modo, gracias a la información generada y disponible a nivel genético acerca de las 

enzimas lacasas, ha sido posible estudiar su expresión heteróloga en otros microorganismos, con 

el fin de mejorar su producción y con vistas a su aplicación industrial. En el caso de levaduras, 

Madzak y col. en 2005 lograron la expresión de una lacasa proveniente de P. cinnabarinus en 

el hospedero Yarrowia lipolytica y la secreción de su producto activo con niveles similares de 

actividad en el medio de cultivo, resultado de la correcta maduración de la lacasa recombinante. 

Sin embargo, la respuesta obtenida al usar promotores de P. cinnabarinus en el hospedero fue 

menos eficiente que en la que usaron los promotores del hospedero. Por lo que los autores 

recomiendan el uso de promotores que no requieran estrictas condiciones de cultivo, ya que 

pueden originar recombinantes menos eficientes, con producción de enzima variable y en 

ocasiones ausente sobre todo en los periodos iniciales del cultivo. También se han utilizado 

hongos filamentosos como Aspergillus oryzae, Aspergillus niger, Aspergillus sojae y 

Trichoderma reseei, y levaduras como Pichia pastoris y Pichia methalonica (Kunamneni y col. 

2008) sólo por mencionar algunos ejemplos.  

En 2005, Piscitelli y col. realizaron la expresión heteróloga de las lacasas POXC y POXA1b en 

las levaduras Kluyveromyces lactis y Saccharomyces cerevisiae; por un lado, las actividades 

específicas de las proteínas nativas y recombinantes de POXA1b resultaron similares, por el 

otro, la actividad específica de la proteína recombinante de POXC fue mucho menor que la de 

la proteína nativa, los autores mencionan que pudiera deberse al plegado incompleto o 

incorrecto de la proteína recombinante.  
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Alves y col. en 2004, llevaron a cabo la expresión homóloga de una lacasa activa en el 

basidiomiceto P. cinnabarinus como hospedero, quien exitosamente la pudo sobreexpresar. En 

este caso, en el hongo recombinante se obtuvieron altas eficiencias de producción de lacasas: de 

1 a 1.2 g de lacasas por litro, representando las más altas actividades reportadas para cepas de 

hongos recombinantes.  

Como puede observarse que existe una gran variedad de organismos que producen diversas 

isoenzimas de lacasa. Su expresión es regulada dependiendo de muchos factores como pueden 

ser: el organismo que las produce, las condiciones de desarrollo e incluso la etapa de desarrollo 

del organismo. No obstante, el significado fisiológico de esta multiplicidad continúa siendo 

poco entendido. Estos antecedentes han incrementado el interés por entender la función de las 

lacasas en los hongos, principalmente, como una manera de contribuir al conocimiento básico 

acerca de su función fisiológica, lo que podría contribuir en el ajuste de estudios que buscan 

incrementar la producción de las lacasas. En este sentido, diversos autores han propuesto el uso 

de técnicas como el silenciamiento génico para determinar su papel fisiológico (Mayer y Staples 

2002, Pezzella y col. 2013).  

Gracias a la información obtenida a partir de la secuenciación del genoma de P. ostreatus ha 

sido posible su estudio en relación con el mecanismo de RNA interferente. De tal modo que 

Salame y col. (2010) identificaron nueve genes que codifican para los miembros de la familia 

multigénica de las MnP (ya se habían descrito antes cuatro genes). Posteriormente, llevaron a 

cabo el silenciamiento por la vía del RNAi usando el vector pTMS1, que expresa una secuencia 

corta de dsRNA de horquilla del gen diana mnp3 de P. ostreatus, con la finalidad de evaluar la 

capacidad de decoloración del naranja II y los niveles de abundancia de los productos de la 

transcripción de los genes de mnp en las transformantes obtenidas. Los resultados de la 

transformación indican que el silenciamiento de mnp3 induce un fuerte silenciamiento de los 

dos genes dependientes de Mn2+ peroxidasa: mnp3 y mnp9, y aumenta la reducción de la 

transcripción de mnp4 en el tratamiento, sin afectar sustancialmente la expresión de otros 

miembros de la familia. Además, encontraron que el nivel de silenciamiento del gen mnp3 está 

muy correlacionado con el nivel de inhibición en la capacidad de decoloración del naranja II de 

las transformantes. Esta es la primera prueba genética directa de una asociación entre los niveles 
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de expresión génica de mnp3 y la capacidad de decoloración del tinte azo en P. ostreatus, lo que 

puede tener implicaciones importantes en la comprensión de los mecanismos que rigen la 

biodegradación de la lignina. Además, con este estudio queda demostrado que dicho hongo 

posee el mecanismo de silenciamiento por RNAi, lo que posibilita su aplicación como 

herramienta potencial para el estudio de la función génica en investigaciones con organismos 

del género Pleurotus (Salame y col. 2010). Cabe resaltar que todos los estudios relacionados 

con las cuestiones moleculares de las lacasas han hecho posible la construcción de vectores de 

silenciamiento específicos para lacasas, debido a que se requiere de secuencias conservadas de 

zonas exónicas, es decir, codificantes, para dirigir el silenciamiento. En cuanto a la generación 

de vectores de silenciamiento Marcial (2011) realizó la construcción del vector pGpdPki-RNAi 

el cual contiene el promotor gdp de A. nidulans y el promotor pki de A. niger los cuales se 

encuentran colocados en sentido opuesto y enfrentados, separados por un sitio de restricción 

NcoI el cual permite la inserción de la secuencia que contendrá el vector, es decir, la secuencia 

del dsRNA del gen que se pretende silenciar. Asimismo, el vector contiene un marcador de 

resistencia a fleomicina utilizado como marcador de selección en hongos. 

Como antecedentes directos de la cepa de P. ostreatus PoB, se amplificó y clonó un fragmento 

de DNA de una zona codificante de 317 pb aproximadamente. Se realizó un análisis de dicha 

secuencia en las bases de datos BLAST y se encontró que corresponde con un 77% de similitud 

con el exón 10 del gen de lacasa pox4 (número de acceso FM202670) de P. ostreatus ATCC no. 

MYA-2306. A partir de este fragmento se realizó la construcción del plásmido de silenciamiento 

para genes de lacasa pRNAi-LAC (Quiroz, 2014) usando el plásmido GdpPki-RNAi (Marcial, 

2011).  

3. JUSTIFICACIÓN 

La información disponible acerca de la posible función fisiológica que tienen las enzimas 

lacasas para Pleurotus ostreatus es escasa, tanto en la identificación de enzimas lacasas a partir 

del cuerpo fructífero del hongo como en estudios que tienen la finalidad de entender cuál es su 

papel en la fisiología del hongo. Por un lado, se sugiere que las enzimas lacasas están 

involucradas en la degradación de lignina y que por ello el hongo puede desarrollarse cuando se 

cultiva sobre diversos sustratos ligninocelulósicos. Esto indica una posible función de las lacasas 
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en la asimilación de lignina como una fuente de carbono en su hábitat natural. Sin embargo, en 

la mayoría de estudios realizados in vitro para producir lacasas se usa glucosa, la cual es una 

fuente de carbono de fácil asimilación, lo que no concuerda con la aseveración anterior, lo que 

sugiere que la participación fisiológica de las lacasas podría ser diferente. Para estudiar lo 

anterior puede utilizarse el silenciamiento génico por RNA interferente (RNAi) estrategia que 

ha mostrado ser efectiva para determinar la función biológica de una proteína dentro de 

cualquier organismo, siempre y cuando el organismo presente dicho mecanismo de 

silenciamiento. En el caso específico de P. ostreatus se ha comprobado que cuenta con este 

mecanismo, por lo que es factible realizar el silenciamiento de genes de lacasa para evaluar los 

fenotipos obtenidos derivados de la interferencia del RNA y de esta manera contribuir con 

información al respecto de la participación fisiológica de la enzima lacasa en este organismo.  

4. HIPÓTESIS 

Hipótesis 1: Las lacasas están involucradas en el desarrollo miceliar de Pleurotus ostreatus 

cuando se cultiva in vitro en medio sólido y en medio líquido 

Predicciones: 

• La producción de biomasa será menor en las transformantes respecto a la cepa testigo. 

• Disminuirán en número las isoenzimas producidas en las transformantes con respecto a 

la cepa testigo. 

• La velocidad media de crecimiento de las cepas transformantes será menor con respecto 

a la cepa testigo. 

• Las transformantes presentarán modificaciones en la morfología colonial a nivel macro 

y micromorfológico. 
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Hipótesis 2: Las lacasas están involucradas en el aprovechamiento de lignina para usarla como 

fuente de carbono durante el cultivo en paja de trigo y durante su cultivo líquido in vitro usando 

lignina. 

Predicciones: 

• Las transformantes presentaran un desarrollo miceliar irregular en comparación con la 

cepa testigo durante su cultivo en paja de trigo. 

• Las transformantes presentaran cuerpos fructíferos anormales en comparación con la 

cepa testigo. 

• Las transformantes presentarán una disminución en la producción de biomasa y una 

menor capacidad de aprovechamiento de lignina durante su cultivo in vitro usando 

lignina como fuente de carbono en medio líquido. 

5. OBJETIVOS 

5.1 General: 

Obtener cepas transformantes de P. ostreatus con diferentes niveles de afectación en su 

actividad enzimática usando un vector de silenciamiento de genes de lacasa y evaluar el 

aprovechamiento de dos fuentes de carbono y los cambios que presenten en el proceso de 

morfogénesis. 

5.2 Específicos: 

1. Obtener cepas transformantes de P. ostreatus con un vector de silenciamiento afectadas 

fenotípicamente de manera severa, media y ligera respecto a la capacidad de oxidación 

de 2,6-dimetoxifenol (DMP). 

2. Obtener los transcritos correspondientes con genes de lacasas a partir del cDNA, así 

como la producción y perfil de isoenzimas con actividad lacasas producidas por las 

transformantes en cultivo sólido sobre agar y en cultivo líquido, usando como testigo a 

la cepa parental. 
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3. Evaluar los cambios macro y micro-morfológicos, así como la velocidad media de 

crecimiento en las transformantes de P. ostreatus, cultivadas en medio sólido, usando 

como testigo a la cepa parental.  

4. Evaluar los cambios fenotípicos presentes durante el proceso de morfogénesis de las 

transformantes cultivadas sobre paja de trigo, con respecto a la cepa parental. 

5. Determinar el grado de afectación que muestren las cepas transformantes en cuanto al 

aprovechamiento de dos fuentes de carbono, una de fácil asimilación (glucosa) y otra 

compleja (lignina) en medio líquido, utilizando como testigo a la cepa parental y la 

generación de biomasa como criterio. 
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 6. METODOLOGÍA 

A continuación, en la figura 3 se muestra el diagrama de flujo de la metodología empleada 
para alcanzar los objetivos planteados. 

 

Figura 3. Diagrama de flujo de la metodología a emplear. 

6.1 Microorganismos utilizados 

Se utilizó una cepa de la especie P. ostreatus denominada como PoB, perteneciente a la 

colección del Laboratorio Institucional de Hongos Comestibles de la Universidad Autónoma de 

Chapingo y donada al Laboratorio de Biología Molecular del CIGyA de la Universidad 

Autónoma de Tlaxcala. La conservación de la cepa se realizó en agar extracto de malta a 25 °C 

en cajas de Petri de 90 mm de diámetro durante 10 días y posteriormente se almacenó a 4 °C. 

Objetivo 1 

Objetivo 2 

Objetivo 4 Objetivo 5 

Objetivo 3  

 

Evaluación de la morfología 
macro y microscópica de las 

cepas transformantes 
cultivadas sobre paja de trigo 

  

Selección y evaluación de transformantes 
afectadas fenotípicamente de manera 

severa, media y ligera. 

 

Crecimiento en medio YMG-DMP 
oxidación de sustrato para lacasas 

Pleurotus ostreatus (PoB) 

 

Obtención de transformantes 

Cultivo en medio líquido 
usando glucosa/lignina 

Cultivo en sólido y líquido:  
Obtención de cDNA, 

Biomasa 
Actividad de lacasas 

Número de isoenzimas 
 

Velocidad media de crecimiento 
Morfología micro y macroscópica 
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6.2 Vectores utilizados 

El vector pRNAi-LAC (figura 4) contiene el promotor del gen gliceraldehído-3-P-

deshidrogenasa A (gdh) de Aspergillus nidulans, el terminador del gen que codifica la citocromo 

oxidasa 1 (cyc1) de Saccharomyces cerevisiae y el gen de resistencia a fleomicina (ble), que fue 

usado como marcador de selección. Además, este vector posee los promotores de los genes gpd 

(gliceraldehído-3-fosfato deshidrogenasa) y pki (piruvato quinasa), colocados en sentidos 

opuestos y enfrentados, de tal manera que la transcripción desde cada promotor genera un RNA 

de doble cadena complementaria a partir de un fragmento del gen insertado entre ellos. Para este 

propósito, el plásmido tiene dos sitios de restricción NcoI entre los cuales fue insertado el 

fragmento de DNA de 317 pb. A continuación, en la secuencia del fragmento, se observan en 

negritas los sitios de reconocimiento para la enzima de restricción NcoI: 

5’_CGGCCATGGATGTCGTGGCCCCTCAAAATGCGGGGCTCGCCCACTCCCGATAG

ACACTCATCAATGGCATAGGTCGCTACGCTGGGGGTCCTACTTCCCCTCTGGCCGT

CATCAACGTCGAAAGCGGCAAGCGATATCGTTTCCGACTCATCTCCATGTCTTGCG

ACCCCAATTACACGTTCTCGATCGACGGTCACACTTTGCCGGTTATTGAAGCAGAT

GCAGTCAATATTGTGCCCCTTGACGGTATGTTTCATATACTGACAACACAAACACA

TTCTGAATCATCTTGATGTAGTGGATAGTATCCATGGCGC-3’    

 

Figura 4. Vector de silenciamiento pRNAi-LAC (Quiroz 2014). 
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6.3 Medios de cultivo 

6.3.1 Medio agar extracto de malta (EMA) 

Se empleó para la propagación y conservación de micelio de P. ostreatus. Se utilizaron 30 mL 

de medio agar extracto de malta (Dibico) en cajas de Petri de 90 mm de diámetro, de acuerdo 

con las indicaciones del fabricante. 

6.3.2 Cultivo en líquido para la obtención de transformantes (YMG) 

Se emplearon cinco matraces de 125 mL con 25 mL de medio YMG (Rühl y col. 2013) [(por 

litro: 4 g de extracto de levadura, 10 g de extracto de malta y 4 g de glucosa (Difco)] para la 

propagación de aproximadamente 0.05 g de micelio, previamente homogeneizado con una 

batidora eléctrica (Aerolatte®). Fueron incubados a 25 °C y 120 rpm durante 60 horas. Este 

cultivo se realizó por triplicado. 

6.3.3. Cultivo en sólido para evaluar el efecto de la transformación y seleccionar las 

transformantes en medio YMG-DMP 

Posterior a la regeneración de las transformantes, se llevó a cabo su cultivo en medio sólido, por 

triplicado durante 7 días. Para ello se emplearon cajas de Petri de 60 mm de diámetro, cada una 

de las cuales contenía 10 mL de medio YMG, agar-agar [1.5% (p/v)] y 2,6- dimetoxifenol 

(DMP) [0.5 mM concentración final] como sustrato para lacasas, de tal manera que se pudiera 

observar el halo de oxidación del sustrato tanto por el testigo como por las transformantes. 

6.3.4. Cultivo para la evaluación del silenciamiento de genes de lacasa 

El cultivo se llevó a cabo en sólido y en líquido. El cultivo sólido se realizó en cajas de Petri de 

90 mm de diámetro con 25 mL de YMG-agar. Para el cultivo líquido, se utilizaron matraces 

Erlenmeyer de 125 mL con 25 mL de YMG. Fueron incubados a 25 °C durante 7 días en la 

oscuridad. Ambos experimentos se llevaron a cabo por sextuplicado. Tres réplicas fueron usadas 

para obtener el RNA total y el resto fueron usadas para estimar la biomasa producida. 



29 
 

El inóculo para ambas condiciones de cultivo fue un pellet de micelio de 8 mm de diámetro 

tomado del borde del micelio de colonias de la cepa recientemente propagada. En ambos 

experimentos la producción de biomasa fue cuantificada como peso seco [usando un horno de 

secado a 40 °C (Luzeren®) toda la noche y posteriormente registrando el peso constante].  

6.3.5. Cultivo para la estimación de la velocidad media de crecimiento 

Este cultivo se realizó por triplicado en cajas de Petri de 90 mm de diámetro con 25 ml de YMG-

agar. Se incubaron a 25 °C durante 7 días en la oscuridad.  

6.4 Transformación de P. ostreatus 

Posterior al cultivo líquido en YMG durante 60 horas, se realizó la digestión del micelio 

mediante su centrifugación y re-suspensión en 25 mL de medio YMG, adicionando sacarosa 0.6 

M como estabilizador osmótico. En seguida, se adicionaron 250 mg (10 mg/mL) de enzimas 

líticas de Trichoderma harzianum, las cuales contienen actividades β-glucanasa, celulasa, 

proteasa y quitinasa (SIGMA) y se dejó incubar durante 1.5-2.0 h a 32 °C con agitación suave. 

Este proceso debilita la pared celular facilitando la transformación por electroporación. El 

micelio tratado se lavó tres veces mediante centrifugación a 2000 rpm durante 5 minutos y re-

suspensión en agua Milli-Q, para finalmente re-suspenderlos en 100 µL de agua Milli-Q. La 

suspensión se mantuvo en baño de hielo antes y después del proceso de electroporación. El 

experimento de electroporación se realizó en las condiciones utilizadas por Peng y col. (1993), 

excepto que en este estudio se usaron 2.2-2.8 kV/cm y 100-500 ohms, en cubetas de 

electroporación de 0.2 cm, usando un Gene Pulser Xcell™ Electroporation Systems (BioRad). 

Para obtener las transformantes 40 µL de la suspensión miceliar (1x107 protoplastos) fueron 

mezclados 300 ng del plásmido pRNAi-LAC seguido de la electroporación. Asimismo, 40 µL 

de la suspensión miceliar (1x107 protoplastos) fueron mezclados con 300 ng del plásmido 

GpdPki-RNAi sin el inserto, seguido de la electroporación para obtener el testigo de la 

transformación denominada como PoB2. Los protoplastos sin mezclar con el plásmido fueron 

electroporados y usados como testigo del efecto de la electroporación (PoB1). Los protoplastos 

sin electroporar fueron usados como testigo de la digestión con enzimas líticas (PoBsine). 

Inmediatamente después de la electroporación cada suspensión fue trasladada a un tubo 
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Eppendorf y se añadieron 800 µL de sacarosa 0.6 M, como estabilizador osmótico y se incubó 

en hielo. Posteriormente, se realizó la regeneración del micelio transformado en medio 25 mL 

de medio YMG-sacarosa a 25 ° C a 120 rpm durante 7 días. Las cepas regeneradas se cultivaron 

individualmente en placas con medio YMG-agar-fleomicina (fleomicina 200µg/mL, usado 

como marcador de selección) y posteriormente fueron usadas para su evaluación. 

Se utilizaron los diversos testigos para que nos permitieran descartar efectos propios a causa de 

la formación de protoplastos, la electroporación y la introducción del plásmido de 

silenciamiento sin el inserto del gen para lacasas en el hongo.  

6.5 Selección y evaluación de las transformantes  

6.5.1 Selección de las transformantes afectadas fenotípicamente en distintos niveles 

Los resultados obtenidos por las distintas transformantes en cuanto a halos de oxidación del 

sustrato DMP, fueron comparados con respecto a los obtenidos por la cepa nativa PoB.  

A partir de dicha comparación, se seleccionaron las transformantes con distinto nivel de efecto 

fenotípico como se describe a continuación: 

1. Una transformante afectada de manera ligera, es decir, aquella en la que se observó una 

capacidad de oxidación del sustrato cercana a la obtenida por la cepa nativa de PoB. 

2. Una transformante afectada de manera media, es decir, aquella en la que se logró ver 

una disminución media en la capacidad de oxidación del sustrato respecto a la obtenida 

por la cepa nativa de PoB. 

3. Una transformante afectada de manera severa, es decir, aquella que mostró una 

disminución notable en su capacidad de degradación del sustrato respecto la obtenida 

por la cepa nativa de PoB. 

El análisis genotípico se realizó con la confirmación de la integración de los constructos en el 

genoma de las cepas seleccionadas mediante PCR, utilizando los cebadores Pgdp y Ppki, 

seguido de un análisis de sus secuencias obtenidas, para confirmar la presencia del plásmido 
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pRNAi-LAC. Los siguientes experimentos se llevaron a cabo usando únicamente las 

transformantes seleccionadas y la cepa PoB como testigo. 

6.5.2 Evaluación de los genes de lacasa expresados en cultivo sólido, en cultivo líquido, en 

paja de trigo y en los cuerpos fructíferos obtenidos 

Extracción de RNA total, transcripción reversa y PCR. Para la extracción de RNA total de los 

cultivos sólidos y líquidos se utilizó la biomasa obtenida al final de cada cultivo. El RNA total 

de los cultivos en paja de trigo se obtuvo a partir del micelio presente en la paja a los 38 días al 

momento de la cosecha de los cuerpos fructíferos para todas las cepas. Se realizaron cortes en 

los cuerpos fructíferos obtenidos de píleo, laminillas y estípite para la obtención del RNA total. 

Cada muestra de biomasa fue procesada utilizando el kit RNeasy Plant Mini Kit de Qiagen™, 

de acuerdo con el protocolo del fabricante. A continuación, se removió el DNA genómico de 

las preparaciones de RNATotal usando DNAsa I Thermo Scientific™, siguiendo el protocolo del 

fabricante. La integridad de las muestras de RNA se verificó después de la visualización a través 

de geles de agarosa teñidos con bromuro de etidio y su concentración se determinó 

espectrofotométricamente usando el espectrofotómetro SmartSpect Plus (BioRad). Para la RT-

PCR se utilizó el RevertAid H Minus First Strand cDNA Synthesis Kit de Thermo Scientific ™ 

usando 3 µg de RNA como molde. Para realizar la amplificación por PCR, se utilizaron 2 µL 

del cDNA obtenido y se combinaron con 48 µL de la mezcla de reacción para PCR conteniendo: 

200 µM de la mezcla de dNTPs, 2 µM de MgCl2, 0.1 U de Taq DNA polimerasa recombinante 

con KCl (Thermo Scientific), 0.4 µM de cada uno de los oligonucleótidos. Los pares de 

cebadores que se usaron en este estudio para evaluar la expresión de los genes de lacasa son los 

correspondientes a los genes lacc1, lacc2, lacc3, lacc4, lacc6, lacc7, lacc8, lacc10, lacc12 y 

actina este último, fue usado como control endógeno (Pezzella y col. 2013). No se analizó la 

expresión del gene lacc5 ya que el producto de este gen no es una lacasa sino una ferroxidasa y 

del gen lacc11 no se han detectado transcritos en todas las condiciones probadas según lo 

reportado por Pezzella y col. (2009). Tampoco se analizó la expresión del gen lacc9 debido su 

alta identidad de su secuencia con el gen lacc10 que no permite distinguir entre sus perfiles de 

expresión, por lo que en este estudio únicamente se utiliza uno de ellos, el gen lacc10 (Pezzella 

y col. 2009). 
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La PCR se realizó en un termociclador T100 Thermal Cycler de Bio-Rad® con las siguientes 

condiciones para los pares de cebadores de lacasa: 95 °C durante 4 min para la desnaturalización 

inicial, seguido de 30 ciclos a 95 °C durante 1 min, 55 °C durante 1 min, 72 °C durante 1 min, 

seguido de 72 °C durante 7 min. Se utilizo como control el gen de actina (gen de expresión 

constitutiva) para su amplificación se usaron las mismas condiciones mencionadas 

anteriormente, pero en lugar de usar 55 °C para la etapa de anillamiento se usaron 58 °C durante 

1 min. El resultado de las amplificaciones se visualizó en geles de agarosa usando TAE 1X, 

teñidos en una solución de bromuro de etidio con una concentración final de 0.5 µg/mL. El DNA 

en los geles se visualizó en un fotodocumentador DigiDoc-it (UVP®). Los marcadores de 

tamaño molecular de referencia que permitieron determinar el tamaño de los amplicones 

resultantes de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) fueron GeneRuler ™ 100 pb DNA 

Ladder (Thermo Scientific). La intensidad normalizada de los amplicones obtenidos se obtuvo 

utilizando el programa ImageJ que es un programa de procesamiento de imagen digital 

programado en Java desarrollado en el National Institutes of Health. Con el programa, se 

obtienen datos de intensidad relativa y al dividir la intensidad relativa de cada mRNA y cada 

cepa entre la intensidad relativa respectiva de actina, se obtuvo el valor de la intensidad 

normalizada. 

6.6 Evaluación del silenciamiento de genes de lacasa en cultivo sólido y líquido  

6.6.1 Obtención de la biomasa y extracto enzimático (EE) 

El micelio de cada muestra al final del cultivo sólido fue separado del agar con un asa de platino 

y colocado en tubos Eppendorf estériles para estimar la biomasa. Para la obtención de las 

enzimas excretadas después de retirar el micelio, se cortó el agar en cuadrados de 1 cm con un 

bisturí y fue transferido a matraces con 15 mL de buffer de fosfatos 0.1 M y pH 6.5, 

sometiéndose a agitación durante 15 min. Para obtener el extracto enzimático del cultivo líquido, 

éste fue filtrado usando una bomba de vacío (Weg) y un filtro de papel Whatman No. 1, el 

líquido filtrado se colocó en tubos Falcon de 15 mL. Los extractos enzimáticos resultantes se 

almacenaron a -20 ºC hasta su uso para la obtención del número de isoenzimas y la actividad 

enzimática de lacasas. La biomasa obtenida de tres réplicas en ambos cultivos fue cuantificada 
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como peso seco (se secó en un horno a 40 °C y posteriormente se registró su peso constante) y 

las réplicas restantes fueron procesadas para la obtención de los transcritos. 

6.6.2 Obtención del número de isoenzimas de lacasa por zimografía 

Para observar el número de isoenzimas presentes en ambos cultivos, producidas por las cepas 

transformantes y la cepa PoB, su actividad lacasa fue detectada in vitro, usando 10 µg de 

proteína de cada EE en zimogramas basados en la técnica modificada de SDS-PAGE de 

Laemmli (1970). El gel de separación contenía 12 % de acrilamida y 2.7% de bis-acrilamida. El 

gel de empaquetamiento contenía 4 % de acrilamida y 2.7 % de bis-acrilamida. La concentración 

de SDS fue de 0.1% en el gel. La composición del buffer de muestra fue: 0.5 M Tris-HCl pH 

6.8, 35% glicerol, 0.01% de azul de bromofenol y 10% de SDS. Las muestras de los extractos 

enzimáticos se corrieron en geles de 0.75 mm de espesor en un sistema de electroforesis Mini 

PROTEAN Tetra cell (BioRad) a 150 voltios durante 1-2 h. Después de la corrida, los geles se 

lavaron con agua destilada y desionizada durante 1-1.5 h, con un cambio de agua cada 15 min 

para eliminar el SDS y renaturalizar las proteínas. Para terminar, los geles se incubaron durante 

12-18 h, a temperatura ambiente, en 50 mL de DMP 2 mM en buffer de fosfatos 0.1 M a pH 

6.5. 

6.6.3 Determinación de la actividad enzimática de lacasa 

La actividad enzimática lacasa presente en los EE se determinó con la siguiente mezcla de 

reacción: 800 µL de DMP 2 mM en tampón de fosfatos 0.1 M pH 6.5 y 200 µL de EE, el 

producto fue medido siguiendo una cinética de reacción durante 1 min a 39 °C a 468 nm en un 

espectrofotómetro SmartSpec Plus Spectrophotometer (BIO-RAD). La actividad enzimática fue 

expresada en Unidades Internacionales (UI), donde 1 UI se define como la cantidad de enzima 

que cataliza la transformación de 1 µM de sustrato en producto por minuto, estimada utilizando 

la ecuación: 

UI/L=(∆Abs×Vt)/(t×ε×λ×Vm) (1000000) 

Donde: 

Δ Absorbancia = Absorbancia final - Absorbancia inicial. 

t = Tiempo de reacción en minutos. 
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ɛ = Valor del coeficiente de extinción molar del sustrato. 

λ = Espesor de la cubeta. 

Vt = Volumen total de reacción en mL. 

Vm = Volumen de la muestra en mL. 

La cual se basa en la Ley de Lambert-Beer y considera que la reacción es de orden 0. Los datos 

analizados representan la media de tres mediciones. 

6.6.4 Determinación de proteína total por el método de Bradford 

La proteína total soluble contenida en los extractos extracelulares se determinó por el método 

de Bradford (Bradford 1976), usando seroalbúmina bovina como proteína estándar. A 100 μL 

de EE se les adicionaron 200 μL del reactivo de Bradford (Bio-Rad), el volumen se ajustó a 1 

mL con agua destilada y se leyó la absorbancia en un espectrofotómetro SmartSpec™ Plus 

spectrophotometer Bio-Rad a 595 nm. 

6.7 Estimación de la velocidad media de crecimiento (VMC) y caracterización de la 

morfología macroscópica y microscópica de las transformantes 

Para estimar las diferencias en el crecimiento radial de las transformantes con respecto a la cepa 

testigo PoB se realizaron cultivos por triplicado en medio YMG en placas de 90 mm de 

diámetro, tanto de las transformantes como del testigo. Cada 24 h y durante un periodo de 7 días 

se midió el diámetro de cada colonia de manera vertical y horizontal (diámetro más largo y más 

corto) para calcular un diámetro promedio, utilizando un vernier digital.  

El crecimiento radial de las cepas se ajustó a una ecuación lineal. Se fijó el valor de la ordenada 

en el origen (b) en el diámetro del fragmento inoculado (8 mm) y donde la VMC representa la 

pendiente (m) de la recta. 

A partir de este cultivo también se realizó la caracterización de la morfología macroscópica del 

micelio en cultivo sólido, se dejaron crecer todas las cepas hasta los 13 días (312 h) para poder 

observar mejor el crecimiento de la cepa más lenta. En ese momento se tomó un registro de: el 

tipo de crecimiento (regular o irregular), presencia o ausencia de anillos de crecimiento, textura 
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(algodonosa, venosa), color (blanquecino, blanco), micelio aéreo (regular, escaso) densidad o 

placa costrosa (presente, ausente) (Guadarrama-Mendoza y col. 2014). 

Por otro lado, la caracterización microscópica del micelio en microcultivos se realizó 

observando: presencia-ausencia de fíbulas y septos. Los microcultivos se prepararon de la 

siguiente manera: 

1. Se colocó un círculo de papel filtro dentro de una caja de Petri y sobre él una varilla de 

vidrio doblada en forma de V, enseguida se colocó un portaobjetos sobre la varilla y se 

esterilizó la caja en autoclave. 

2. Se cortaron círculos de medio YMG de 3 mm de grosor en una caja de Petri con la ayuda 

de un horadador de 8 mm de diámetro interno. 

3. Se colocó el círculo en el portaobjetos y se tomó con un asa de platino el inóculo del 

micelio del hongo que se quería observar. Se inoculó por picadura, cada uno de los lados 

del círculo de YMG.  

4. Se colocó sobre el círculo de YMG inoculado un cubreobjetos presionando ligeramente 

para una mejor adherencia al medio. 

5. Se adicionaron 1.2 mL de glicerol al 10% sobre el papel filtro de la caja de Petri. 

6. Se incubó a 25 °C durante 96 horas o hasta que se observó el crecimiento del micelio. 

7. Se desprendió con sumo cuidado el cubreobjetos y fue colocado sobre un nuevo 

portaobjetos, previamente adicionado con una gota de azul algodón mezclado con 

alcohol polivinilo lactofenol (PVL) en una proporción de 2:1.  

8. También se desprendió el círculo de medio YMG del portaobjetos sobrante. Se agregó 

el mismo colorante en el micelio y se colocó un cubreobjetos. 

9. Para permitir la penetración del colorante en el micelio y el secado del PVL para su 

fijación se dejó en reposo 24 h. A continuación, se sellaron ambas preparaciones con 
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barniz transparente. La morfología de las hifas se observó con un microscopio de campo 

claro marca Zeiss modelo Axioscop “2” con contraste interferencial de Nomarski, 

conectado a un sistema de digitalización de imágenes compuesto por una cámara digital 

Infinity 1, controlada por una computadora a través del software Image Pro-plus versión 

4.5. Las preparaciones del micelio se observaron con aumentos de 20X y 40X, 

capturando las imágenes en fotografías con una resolución de 1024 X 768 pixeles. 

6.9 Cultivo de las transformantes seleccionadas y de la cepa PoB sobre paja de trigo 

6.9.1 Preparación y siembra del inóculo en granos de trigo 

Se utilizaron semillas de trigo lavadas e hidratadas por inmersión en agua de 8 a 12 h. Después, 

se dejaron escurrir hasta que al tocar con la mano ésta no quedara húmeda (70-80% de 

humedad). Se colocaron 300 g de semilla húmeda en bolsas de polipapel de 18 × 25 cm y se 

esterilizaron en autoclave a 15 psi, durante 20 min y una temperatura de 121 °C. Posteriormente, 

las bolsas se dejaron enfriar a 25 °C aprox., en un área estéril y se inocularon con tres fragmentos 

de micelio de 0.5 cm2 (se dejó un poco de aire en la bolsa y se hizo un nudo en la parte superior 

para cerrar). Se incubaron a 25 °C hasta que colonizaran la mayor parte de las semillas. Al 

micelio desarrollado sobre las semillas se le denominó inóculo primario y fue utilizado como 

inóculo para sembrar en paja de trigo.  

6.9.2 Preparación y siembra del inóculo primario en paja de trigo 

Se utilizó paja de trigo como sustrato, cortada en trozos de entre 2-5 cm de longitud 

aproximadamente. La paja se puso en remojo durante 18 h y de dejó escurrir hasta obtener un 

70-80 % de humedad. Después, se pesaron 30 g de paja húmeda y se colocaron en cristalizadores 

de 9 cm de diámetro × 5 cm de altura. Los cristalizadores se esterilizaron en autoclave a 15 psi, 

durante 20 min y una temperatura de 121 °C y posteriormente se dejaron enfriar a 25 °C aprox., 

en un área estéril para inocularse con 35 semillas invadidas de micelio provenientes del inóculo 

primario. Los cultivos fueron incubados a 25 °C y se llevaron a cabo por quintuplicado.  

Se realizaron dos experimentos para la obtención de los cuerpos fructíferos, uno de ellos se llevó 

a cabo en cristalizadores para las observaciones al microscopio óptico y para el registro de las 
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observaciones de crecimiento y otro se llevó a cabo en las mismas condiciones para la 

observación por microscopia electrónica de barrido (SEM, Scanning Electron Microscope). 

Las muestras de paja de trigo, micelio y cuerpos fructíferos fueron observadas en el microscopio 

electrónico modelo JEOL-JSM 5600 LV, en el Laboratorio de Microscopia Electrónica del 

Instituto de Ecología AC - Xalapa.  

Para analizar muestras en el microscopio electrónico de barrido se requieren dos condiciones: 

que se encuentren libres de humedad y que sean conductivas. En este caso, las muestras fueron 

liofilizadas a bajo vacío dentro del microscopio electrónico de barrido y posteriormente fueron 

preparadas con el sistema Denton Vacuum DESK V® donde fueron sometidas a metalización 

mediante un revestimiento conductor compuesto de oro/paladio. 

6.9.3 Condiciones de incubación y producción en cristalizadores 

La incubación se llevó a cabo a 25 °C en oscuridad. Se hicieron revisiones a partir de los 8 días, 

para evitar la manipulación y permitir la colonización del micelio sobre la paja. Para cubrir todo 

el sustrato, el micelio requirió de 2 a 3 semanas. Posterior a este periodo de incubación, se inició 

la fase de fructificación. Para ello los cristalizadores fueron expuestos al ciclo natural de luz y 

oscuridad (aproximadamente 12 h luz/12 h oscuridad) y temperatura ambiental, se cambió la 

tapa de aluminio por plástico tipo Egapack® y se hicieron orificios con un bisturí con el fin de 

permitir la oxigenación, asimismo, fueron atomizados con agua destilada estéril (80-90% 

humedad relativa) para promover la formación del cuerpo fructífero del hongo.  

6.10 Morfología macro y microscópica de las transformantes y de la cepa nativa, 

cultivadas sobre paja de trigo 

Se llevó a cabo el registro del tiempo de invasión del sustrato, tiempo de aparición de 

primordios, tamaño de los cuerpos fructíferos, color y diámetro del píleo. Los hongos se 

cosecharon en su estado adulto cuando el píleo estaba totalmente extendido, se pesaron en fresco 

y se tomaron un par de fragmentos para obtener las esporas y realizar su observación al 

microscopio óptico. Se registró el diámetro de las hifas, presencia/ausencia de fíbulas, basidios 

y tamaño de las esporas. La morfología de las esporas se observó con un microscopio de campo 
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claro marca Zeiss modelo Axioscop “2” con contraste interferencial de Nomarski, conectado a 

un sistema de digitalización de imágenes compuesto por una cámara digital Infinity 1, 

controlada por una computadora a través del software Image Pro-plus versión 4.5. Las 

preparaciones de las esporas se observaron con un aumento de 100X, capturando las imágenes 

en fotografías con una resolución de 1024 X 768 pixeles. 

6.11 Cultivo de las transformantes y de la cepa nativa de PoB usando glucosa y lignina 

como fuentes de carbono  

6.11.1 Cuantificación de biomasa y consumo de glucosa y lignina 

En esta fase se determinó que 0.01 % (p/v) es el porcentaje máximo soluble de lignina en agua. 

Asimismo, se determinó en pruebas piloto que las cepas son capaces de desarrollarse en agar-

agar, por lo que el tipo de cultivo para la evaluación del aprovechamiento de las diferentes 

fuentes de carbono se realizó en líquido, usando un medio mínimo en nutrientes. Lo anterior, 

con la finalidad de evitar que el hongo aprovechara otras fuentes de carbono que no fueran las 

que nos interesara evaluar. Se usó el medio Czapek en el cultivo líquido tanto para la cepa 

parental como para las transformantes seleccionadas, en un experimento por triplicado. Para ello 

se emplearon matraces de 125 mL con 25 mL de medio Czapek, en cuya composición se 

sustituyó, dependiendo del caso, la lignina o glucosa como fuente de carbono. Se incubaron a 

25 °C durante 20 días a 125 rpm.  

Tabla 1. Composición del medio Czapek (modificada). 

Compuesto g/L 

Glucosa/lignina  2.5/0.1 

Nitrato de sodio 2 

Fosfato dipotásico 1 

Sulfato de magnesio 0.5 

Cloruro de potasio 0.5 

Sulfato ferroso 0.01 
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La biomasa de ambos cultivos se determinó por peso seco y para la cuantificación de glucosa y 

lignina se realizaron las correspondientes curvas de calibración. La estimación del consumo de 

glucosa se realizó mediante la cuantificación de azúcares reductores totales utilizando el método 

del ácido dinitrosalicílico (DNS). El análisis se efectuó en tubos de vidrio de 10 mL a los cuales 

se agregaron 500 µL de la muestra, previamente diluida a razón de 1:10 y 500 µL del reactivo 

DNS. Los tubos fueron colocados en baño de agua a 95 °C durante 5 minutos. En seguida, se 

dejaron enfriar hasta llegar a temperatura ambiente. Una vez fríos, se añadieron 5 mL de agua 

destilada estéril, se agitaron en vórtex y se leyeron las absorbancias a 540 nm por triplicado.  

La concentración de lignina se determinó de manera indirecta a partir de los extractos del cultivo 

líquido, se midió como contenido de fenoles por absorción UV a 220 nm. La mezcla de reacción 

contenía 100 µL de muestra, previamente filtrada a través de un papel filtro de membrana de 

0.45 µm y 2 mL de buffer de fosfato a pH 6.0 (Rubilar y col. 2009).  

6.12. Análisis estadístico 

Los parámetros estimados durante la evaluación del efecto de la transformación para biomasa, 

actividad enzimática específica y velocidad media de crecimiento fueron analizados empleando 

un ANDEVA de un factor (α= 0.05) y las diferencias entre las transformantes y la cepa PoB 

fueron valoradas mediante la prueba pos-hoc Dunnett (P ≤ 0.05). Para este análisis fue usado el 

complemento de excel XLSTAT.  
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7. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

7.1 Transformación, evaluación del efecto de la transformación y selección de las 

transformantes afectadas en diferentes niveles 

Del experimento de transformación se regeneraron 27 transformantes en YMG.  

 

 

Figura 5. Transformantes regeneradas en placa. 

Una vez que se regeneraron las transformantes, se procedió a evaluar el fenotipo obtenido, es 

decir, la capacidad de oxidación del DMP en medio YMG-agar-DMP. Esto permitió seleccionar 

a las transformantes afectadas fenotípicamente de manera severa, media y ligera con respecto a 

su capacidad de oxidación de DMP. 
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Figura 6. Evaluación del efecto de la transformación sobre la capacidad de oxidación de DMP. 

En la figura 6, se puede observar a la mayoría de las transformantes con un halo de oxidación 

similar al testigo PoB, entre ellas, T7 (elegida al azar) fue considerada como una transformante 

con afectación fenotípica ligera. Se seleccionó a T21 como transformante con afectación 

fenotípica media, porque mostró un halo de oxidación menor con respecto a la cepa parental 

PoB y a la transformante T7. Se obtuvieron dos cepas con nivel de afectación severa: T27 la 

única transformante que produjo un halo de oxidación tenue y T26 la transformante que presentó 

un halo de oxidación casi nulo.  

Posterior a la selección de las transformantes se llevó a cabo un cultivo por triplicado para el 

seguimiento de su desarrollo y se muestra en la figura 7 para una mejor apreciación de las cepas 

seleccionadas. En las imágenes se muestran fotografías en diferentes tiempos de desarrollo de 

las cepas que fueron seleccionadas y asimismo se muestran los resultados obtenidos por los 

testigos: PoB =cepa parental de PoB, PoBsine = protoplastos de PoB sin electroporar, PoB1= 

protoplastos de PoB electroporados, PoB2= protoplastos de PoB electroporados con el plásmido 

de silenciamiento sin el inserto.  

En la figura 7 se observan los halos producidos para cada cepa en tres diferentes tiempos. Por 

un lado, la transformante T7 tiene un halo de oxidación más parecido al halo desarrollado por 

los testigos a las 48 h. Por otro lado, las transformantes T26 y T27 tienen un halo de oxidación 

apenas perceptible; al observarse las placas más de cerca se puede visualizar que existe una 

ligera coloración que va a la par con el crecimiento del micelio, también a las 48 h. Mientras 

que a las 48 h la transformante T21 muestra un halo de oxidación ligeramente más tenue respecto 

a los testigos, pero más intenso que el de las transformantes T26 y T27 (figura 7a).  

PoB 
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Figura 7. Cultivo en placa usando YMG-DMP. a) a las 48 h, b) a las 168 h y c) a las 192 h 
(vistas desde la parte inferior). 

a) 

b) 

c) 
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A las 120 h (figura 7b), la transformante T7 presenta un halo de oxidación más intenso que T21 

la cual sigue mostrando un halo de oxidación tenue, T27 también presenta un ligero halo de 

oxidación, mientras que T26 presenta, aunque muy tenue, halo de oxidación. En la figura 7c, se 

muestra la parte inferior de las placas, en los testigos y en las transformantes T21 y T7 se observa 

la presencia de precipitados de color café resultado de la oxidación del DMP. En cambio, en 

T26 y T27 no se observan dichos precipitados: si hay oxidación, pero no se logra precipitar el 

sustrato. Los testigos de la transformación se muestran similares entre sí, respecto a la capacidad 

de oxidación del DMP, lo que indica que no hubo efecto debido al tratamiento de obtención de 

protoplastos, electroporación o a efectos propios de la inserción del plásmido, sino que los 

efectos que se observan en las transformantes son resultado de la introducción del plásmido con 

el inserto, es decir, de la introducción del plásmido pRNAi-LAC. 

7.2 Evaluación del silenciamiento en medio sólido y líquido 

7.2.1 Evaluación de los genes de lacasa expresados 

Para el análisis de la expresión de lacasas, se obtuvieron los productos de RT-PCR con los 

cebadores para genes de lacasas mencionados anteriormente. Los tamaños aproximados para los 

amplicones son de aproximadamente entre 50-100 pb. A la derecha en la figura 8 se observan 

los amplicones obtenidos para las cinco cepas y los nueve cebadores, así como los amplicones 

obtenidos para actina de cada cepa, a la izquierda se muestran los datos de intensidad 

normalizada correspondientes, en los cultivos sólidos (a) y líquidos (b).  

El mRNA de PoB tuvo una mayor intensidad de expresión para los genes lacc1, lacc2, lacc4, 

lacc8, lacc10 y lacc12 en cultivo sólido (figura 8, inciso a). Las transformantes expresaron el 

mRNA para los nueve pares de cebadores probados en el cultivo sólido, aunque la intensidad 

de mRNA del gen lacc7 fue muy baja en todas las cepas, a excepción de la intensidad mostrada 

para T27. La expresión del mRNA para los genes lacc1, lacc3, lacc4 y lacc6, con respecto al 

testigo PoB, no presenta un patrón que sugiera disminución de acuerdo con el nivel de afectación 

de los transformantes. Exceptuando T27, la expresión de mRNA para el gen lacc10 disminuyó 

de una manera importante conforme al grado de afectación de los transformantes.  
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Mientras tanto, en cultivo líquido (figura 8, inciso b), se expresó en PoB el mRNA para casi 

todos los genes de lacasa a excepción del gen lacc7, cuya intensidad es casi nula. Se observó la 

expresión de mRNA para lacc2, lacc8, lacc10 y lacc12 en el cultivo líquido para todas las cepas, 

pero en los casos de lacc4 y lacc6, se observó una disminución importante en su expresión en 

las transformantes T21 y T26.  

 

Figura 8. A la derecha: mRNA de genes para lacasas. A la izquierda: datos de intensidad 
normalizados. a) cultivos sólidos y b) cultivos líquidos 

Se observó que, tanto en cultivos sólidos como líquidos, PoB y las transformantes expresan 

mRNA para lacc10, aunque T21, T26 y T27 presentan una disminución en intensidad, 

especialmente en cultivo sólido. La expresión de mRNA para los genes lacc2, lacc8 y lacc12 

tiene las intensidades más altas para el testigo PoB y los transformantes en ambos cultivos, 

además, T27 expresó los nueve mRNA para lacasa, aunque algunos menos intensos que otros. 

Este ha sido un comportamiento inesperado, es probable que T27 esté utilizando un mecanismo 

de compensación inducido por el silenciamiento. En este sentido, Kafri y col (2005) han 

sugerido que existe un mecanismo de reprogramación que es llevado a cabo por genes parálogos, 
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que se considera que tienen una función de respaldo. Se ha reportado que los genes de lacasa 

pertenecen a una familia multigénica, es decir, que cuentan con genes homólogos que podrían 

realizar funciones similares (Pezzella y col. 2009). Esta podría ser la razón de la respuesta 

observada en cuanto a producción de mRNA de los genes de lacasa para T27 en ambas 

condiciones, aunque no todos los mRNAs producidos son funcionales, ya que la cepa T27 

mostró un cambio fenotípico grave en cuanto a su capacidad de producción de lacasa.  

7.2.2 Biomasa producida 

En la figura 9, se observa la biomasa producida por el testigo y las transformantes en los cultivos 

sólidos y líquidos. Los resultados del ANDEVA realizado para ambos cultivos señalan que 

existen diferencias significativas entre las cepas con respecto a la biomasa obtenida (con una F4, 

10 = 79.6941, P < 0.0001 para el cultivo sólido y con una F4, 10 = 26.8504, P < 0.0001 para el 

cultivo líquido), por lo que se realizó la prueba de Dunnett para analizar dichas diferencias entre 

el testigo PoB y las transformantes. 

   

Figura 9. Biomasa (g) producida en cultivo sólido y líquido en medio YMG. Las barras 
representan el error estándar de tres experimentos independientes. Las transformantes con 

diferencias estadísticas significativas respecto al testigo PoB (Dunnett, P < 0.05) están 
marcadas con un (*) 
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Para el cultivo sólido, no hay diferencias significativas entre la biomasa de la transformante T7 

respecto al testigo PoB, mientras que las transformantes T21, T26 y T27 muestran diferencias 

significativas vs el testigo PoB, es decir, hubo un efecto en cuanto a la producción de biomasa 

en las transformantes con afectación media y severa. Estos resultados de biomasa obtenidos por 

las transformantes T21, T27 y T26 podrían estar relacionados con los datos obtenidos de 

intensidad para el gen lacc10 y su papel en el crecimiento vegetativo en medios sólidos (Pezzella 

y col. 2013). 

Para el cultivo líquido, no se encontraron diferencias significativas entre la biomasa de la 

transformante T27 respecto al testigo PoB, mientras que las transformantes T21, T26 y T7 

muestran diferencias significativas vs el testigo PoB.  

7.2.3 Efecto sobre la actividad de lacasas 

La actividad específica mostrada en la figura 10, se obtuvo a partir de la relación de actividad 

volumétrica y proteína total, las cuales se cuantificaron mediante la metodología descrita 

anteriormente. Se realizó un análisis de varianza de las actividades específicas de lacasas 

obtenidas en ambos cultivos, el cual señaló que existen diferencias significativas entre las cepas 

con respecto a la actividad específica obtenida (con una F4, 10 = 70.9465, P < 0.0001 para el 

cultivo sólido y con una F4, 10 = 241.3444, P < 0.0001 para el cultivo líquido).  
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Figura 10. Actividad específica de lacasas. Las barras representan el error estándar de tres 
experimentos independientes. Las transformantes con diferencias estadísticas significativas 

respecto al testigo PoB (Dunnett, P < 0.0001) están marcadas con un (*). 

Se analizaron las diferencias entre el testigo PoB y las transformantes mediante la prueba de 

Dunnett. Tanto para el cultivo sólido, como el líquido, no existen diferencias significativas entre 

la actividad específica de la transformante T7 respecto al testigo PoB, mientras que las 

transformantes T21, T26 y T27 muestran diferencias significativas vs el testigo PoB en ambos 

cultivos. Estos resultados concuerdan con la disminución en la biomasa en los cultivos sólidos 

para las transformantes T21, T27 y T26. 

Por otro lado, se observó en la figura 10 en el caso del cultivo líquido que la biomasa producida 

por los transformantes T21 y T26 fue mayor que la producida por PoB, aunque en la figura 10 

se observa que su actividad enzimática es menor. Esto concuerda con lo reportado por Castanera 

y col. (2012) quienes mediante un análisis transcripcional de genes de lacasa reportan que no 

existe una relación proporcional entre la cantidad de actividad lacasa y la producción de biomasa 

en P. ostreatus en cultivos líquidos. 

Además, hubo un mayor nivel de producción de actividad de lacasa en cultivos líquidos frente 

a cultivos sólidos. Se ha informado de que en cultivos sólidos existe una regulación a la baja de 

la expresión de los genes de lacasas, pero se desconocen los elementos responsables de estas 

respuestas (Castanera y col. 2012). 
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7.2.4 Isoenzimas producidas 

 

Figura 11. Isoenzimas obtenidas a las 168 h en ambos cultivos usando YMG: a) en sólido y b) 
en líquido. 

Para el cultivo sólido, figura 11 (inciso a), se puede observar que tanto las transformantes como 

el testigo producen una isoenzima situada a la altura del marcador de 37 kDa aproximadamente. 

Asimismo, el testigo presenta otra isoenzima ubicada a la altura del marcador de 25 kDa 

aproximadamente. Para el cultivo líquido (figura 11, inciso b), se observa que tanto el testigo 

como las transformantes presentan una isoenzima posicionada a la altura del marcador de 36 

kDa aproximadamente y que además el testigo y las transformantes T7 y T21 presentan una 

isoenzima a la altura del marcador de 55 kDa aproximadamente.  

Se observó una disminución en la intensidad de la isoenzima constante en ambos sistemas de 

cultivo. La segunda isoenzima presente en el cultivo sólido de PoB desapareció en todos los 

transformantes, mientras que la isoenzima más grande observada en el cultivo líquido de PoB 

se atenuó en los transformantes T7 y T21 y desapareció en los transformantes T27 y T26. 

Estos resultados se pueden correlacionar con la disminución de la intensidad en la transcripción 

del gen lacc10, observada en los transformantes con afectación fenotípica media y grave. Se ha 

sugerido que la alta respuesta transcripcional del gen lacc10 es muy importante para la inducción 

de la actividad enzimática extracelular (Pezzella y col. 2013). Además, también podría haber 

una relación entre la isoenzima ubicada aproximadamente a 25 kDa y este gen; sin embargo, 

para confirmar esto, se deberían obtener más datos sobre la isoenzima producida, con la 

purificación de esa proteína y obteniendo su secuencia de aminoácidos.  
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7.3 Estimación de la velocidad media de crecimiento (VMC) y caracterización de la 

morfología macroscópica y microscópica de las transformantes  

Se realizó un análisis de varianza de las medias de las VMC obtenidas. Los resultados señalan 

que existen diferencias significativas entre los promedios de VMC de las cepas (F4, 10 = 97.7251, 

P < 0.0001). Se realizó la prueba de Dunnett, tomando como referencia la cepa testigo PoB. Los 

resultados de la figura 12 muestran que existen diferencias significativas entre PoB vs T27 y 

T26.  

La disminución en la expresión del gen lacc10 en los cultivos sólidos pudiera estar relacionada 

con los resultados obtenidos en la VMC. En este sentido, Pezzella y col. (2013) informaron que 

la lacasa producida a partir de lacc10 parece jugar un papel importante en el crecimiento 

vegetativo al notar la disminución de su transcripción durante la etapa de fructificación del 

hongo. Esta podría ser la razón por la que los transformantes presentaron problemas de 

desarrollo durante el crecimiento vegetativo de P. ostreatus, ya que los transformantes más 

fuertemente afectados mostraron una VMC más lenta en comparación con PoB. Se ha sugerido 

que, en basidiomicetos, como A. bisporus, las lacasas que fueron silenciadas, como el producto 

del gen lacc10, participan en el desarrollo del micelio (Wood 1980). Sin embargo, es necesario 

realizar otro tipo de análisis para responder a estas preguntas. 
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Figura 12. Velocidad media de crecimiento (mm/24h). Las barras representan el error estándar 
de tres experimentos independientes. Las transformantes con diferencias estadísticas 
significativas respecto al testigo PoB (Dunnett, P < 0.05) están marcadas con un (*). 

A partir del mismo cultivo se realizó la caracterización de la morfología macroscópica del 

micelio en cultivo sólido. En la figura 13 se observan las placas de todas las cepas a los 13 días 

de desarrollo (312h) en la cual se observaron los siguientes parámetros: tipo de crecimiento 

(regular o irregular), micelio aéreo (regular o escaso), presencia o ausencia de anillos de 

crecimiento, textura, color y densidad trasluz (Guadarrama-Mendoza y col. 2014) dichos 

parámetros se registraron en la tabla 2. 
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Figura 13. Cultivo en placa de todas las cepas a las 312h, usando como medio de cultivo 
YMG. 
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Tabla 2. Morfología macroscópica del testigo y las transformantes.  

Morfología Variantes  PoB T7 T21 T27 T26 
Tipo de crecimiento Regular x x     

Irregular   x x x 
Micelio aéreo Regular x x    

Escaso   x x x 
Anillos de 
crecimiento 

Presentes x x x x x 

Textura Algodonosa x x x x x 
Color Blanquecino x x x x x 
Densidad trasluz Placa costrosa 

presente 
x x x x x 

 

Se pudo observar que el crecimiento de las transformantes con afectación fenotípica media y 

severa es irregular y su micelio aéreo es escaso. Esto sugiere que dichas transformantes sufrieron 

una afectación a nivel morfológico. Por lo anterior, se procedió a la preparación de 

microcultivos, para la observación del micelio de todas las cepas al microscopio óptico e intentar 

buscar algún tipo de modificación entre el micelio del testigo y de las transformantes.  

En la figura 14 se observan los resultados obtenidos, de manera general, no se observaron 

cambios en la morfología, ramificación o arquitectura del micelio de las transformantes en 

comparación con el testigo. Se observó la presencia de fíbulas y septos, pero no se observan 

cambios evidentes en la organización de las hifas. El ancho y largo de las hifas no se pudo 

comparar pues es variable aún dentro del mismo micelio en todas las cepas. Por lo que esta 

estrategia de observación no nos permitió ver cambios a nivel microscópico del micelio en las 

cepas, aunque aparentemente los hay. 
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Figura 14. Micromorfología de las hifas observada al microscopio óptico. 
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7.4 Cultivo de las transformantes seleccionadas y de la cepa nativa sobre granos de trigo 

En la figura 15 se muestran los granos de trigo usados para la obtención del inóculo primario. 

A los 12 días de incubación; el testigo PoB, T7 y T27 completaron la colonización de los granos 

de trigo por lo que se almacenaron a 4 °C. También se puede observar que al día 12, T21 

colonizó aproximadamente ¾ partes y T26 apenas colonizó la mitad de los granos de trigo, por 

lo que ambas bolsas se dejaron en incubación 8 días más. Posteriormente dichas bolsas también 

fueron almacenadas a 4 °C hasta su uso.  

 

 

Figura 15. Preparación del inóculo primario y desarrollo a los 12 y a los 20 días. 

Remojo 18 h 

20 días: 

12 días: 
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7.5 Descripción de la morfología macro y microscópica de las transformantes y de la 

cepa nativa, cultivadas sobre paja de trigo  

Una vez preparados los cristalizadores necesarios con la paja de trigo estéril se procedió a la 

siembra del inóculo primario. En la figura 16, se observa el desarrollo de PoB y de las 

transformantes a los 8 días de incubación.  

 

Figura 16. Vista inferior del cultivo de las cepas a los 8 días en paja de trigo.  
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En la figura anterior se observa que a los 8 días los cultivos de PoB, T7 y T27, presentan una 

invasión similar, invadiendo toda la paja del cristalizador. Mientras tanto la T21 y T26 

mostraron menor invasión en la paja.  

 

Figura 17. Cultivo en paja de trigo a los 17 días en paja de trigo. a) PoB, b) T7, c) T21, d) T27 
y e) T26. Las flechas amarillas señalan el micelio saliendo del cristalizador en las cepas PoB y 

T7. 

A los 17 días en el cultivo de PoB se pudo observar que el micelio había invadido la paja por 

completo y de manera abundante (figura 17). En la cepa T7, también se pudo observar micelio 

abundante y la colonización completa de la paja. En ambas cepas el micelio incluso comenzó a 
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salirse de los cristalizadores (figura 17, flechas amarillas). También en los cultivos de PoB y T7 

se pudo apreciar la formación de pequeñas aglomeraciones de micelio en algunos puntos de 

estos cultivos, dichas aglomeraciones no se observaron en las otras transformantes. En la cepa 

T21 se observaron puntos de crecimiento del micelio más densos en algunas partes donde la 

invasión de micelio fue más densa, sin embargo, la colonización no fue uniforme, se observó 

micelio aéreo escaso en las paredes. En la cepa T27, aunque tuvo una invasión importante del 

micelio sobre la paja no se observó micelio en la pared, el crecimiento fue más denso en el 

sustrato, como se puede observar en la base de los cristalizadores en la figura 17, sin embargo, 

el micelio aéreo fue escaso. En la cepa T26 la colonización fue densa en algunos puntos, pero 

el micelio fue laxo, no creció de manera uniforme y todavía no invadía por completo toda la 

paja, el micelio aéreo fue escaso. 

A los 18 días, a los cultivos de PoB y a las transformantes T7, T21, T26 y T27 se cambió la tapa 

de aluminio por plástico tipo Egapack® a la que se le hicieron incisiones con la ayuda de un 

bisturí con la finalidad de permitir la oxigenación de los cultivos. Se comenzó a rociar agua 

estéril con un atomizador fino a todos los cultivos con excepción de la cepa T26 ya que aún no 

había colonizado de manera abundante en ese tiempo. Los cristalizadores se atomizaron a partir 

del día 18 cada 3er día, usando aproximadamente  L cada vez. A los 25 días de cultivo se 

comenzó a atomizar la cepa T26 igual que las demás cepas, aunque aún no había terminado de 

colonizar la paja estaba perdiendo humedad. A los 28 días se aumentó a 400 L la cantidad de 

agua, pues se observó que los cultivos requerían mayor humedad. A los 30 días se comenzaron 

a observar algunos primordios en la T7 y en PoB, a partir de ese día el riego fue cada 24 h, solo 

para estas cepas, y el resto cada tercer día. 

En la figura 18, se muestra la colonización de micelio sobre la paja de trigo a los 30 días. Como 

puede observarse, el cultivo de PoB y T7 son similares, se observó una decoloración de la paja 

esto puede ser debido a la invasión y digestión por el micelio, la invasión miceliar fue muy 

homogénea. 
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Figura 18. Micelio desarrollado en paja de trigo a los 30 días. 
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Figura 19. Acercamiento del desarrollo del micelio de cada cepa a los 30 días de cultivo. 
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En la figura 19, se puede observar la aglomeración de micelio en PoB y T7, lo que parecen ser 

grumos de micelio, lo mismo se observa en T27, pero en menor medida. La cepa T21 presentó 

una invasión miceliar completa, pero mucho menos densa en la paja, asimismo, se observó la 

concentración de micelio en un punto del cultivo en las cinco réplicas, dicho micelio fue muy 

denso y aéreo (Figura 19); la paja de trigo también mostró un cambio considerable en la 

coloración comparada con su color inicial. El desarrollo del micelio por T27 fue menos denso 

en comparación con PoB y T7, es decir, el micelio fue más disperso y laxo y hasta este punto 

aún no terminaban de colonizar dos de las réplicas, la coloración de la paja sufrió cambios 

ligeros. Por último, tan sólo una de las réplicas de T26 mostró invasión miceliar importante, el 

resto tuvo una escasa invasión, el micelio fue laxo, no se completó la invasión miceliar en la 

paja, asimismo, no se observaron cambios considerables respecto al color inicial. En la figura 

20, se observan los primeros primordios en dos réplicas tanto de PoB, como de T7.  

 

Figura 20. Primordios observados en PoB y T7 a los 30 días de cultivo en paja de trigo. 
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Tabla 3. Tiempo de cultivo hasta la cosecha y características de los cuerpos fructíferos 

Colonia Días  Ø estípite 
(mm) 

Altura 
(mm) 

Píleo (mm) 
Ancho-largo 

Peso fresco 
(g)  

PoB Réplica 1 35 8.49 72.68 25.98 x 19.96 3.424 

PoB Réplica 2 37 9.73 82.51 33.17 x 27.55 4.4895 

PoB Réplica 3 37 9.38 80.76 28.87 x 24.78 5.1533 

PoB Réplica 4 37 7.36 67.28 24.04 x 23.40 2.9378 

PoB Réplica 5 37 10.15 75.86 25.88 x 35.90 6.0684 

T7 Réplica 1 35 8.31 77.29 26.54 x 31.01 3.8125 

T7 Réplica 2 35 6.69 61.40 21.17 x 20.06 2.809 

T7 Réplica 3 37 9.00 61.61 29.99 x 25.42 4.3177 

T7 Réplica 4 43  8.79 69.87 28.4 x 26.32 4.2004 

T7 Réplica 5 45 7.88 51.32 27.35 x 21.19 2.3209 

 

Como se puede observar en la tabla 3, las réplicas 4 y 5 de T7 tienen un periodo mayor a 40 

días. Esto se debe a que los primeros primordios se secaron y no lograron formar un cuerpo 

fructífero maduro, inmediatamente otros primordios brotaron, cosechando dichos cuerpos 

fructíferos pasados los 40 días (desde la siembra). 

Los hongos se cosecharon en su estado adulto cuando el píleo estaba totalmente extendido, se 

pesaron en fresco y se tomó un par de fragmentos para obtener las esporas y realizar su 

observación al microscopio. A continuación, algunas fotografías de los cuerpos fructíferos de 

PoB y T7.  
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Figura 21. Cuerpo fructífero de PoB y T7. 

En la figura 21 se observa el cuerpo fructífero obtenido tanto por PoB como por T7, los tamaños 

y tiempos de cultivo fueron similares. Ambos píleos tienen forma de embudo, su color es 

blanquecino, las láminas son decurrentes, ligeramente apretadas, con lamélulas y son finas. La 

estructura del píleo y de las laminillas es similar, de manera general no se observan cambios, 

por la cantidad de iluminación en la fotografía un cuerpo se ve más iluminado que otro, pero no 

existieron cambios en la coloración. Por un lado, el borde del píleo en PoB no está 

completamente abierto al momento de la captura de imagen, y por el otro lado, el borde del píleo 

de T7 está totalmente extendido, debido a que su desarrollo es muy rápido y a las pocas horas 

de observado el primer cuerpo fructífero el otro ya había madurado más. Se realizó la obtención 

de las esporas a partir de los píleos y se realizaron algunas observaciones al microscopio usando 

KOH al 10%, donde se registró el largo y ancho de las esporas obtenidas para PoB y T7.  

En la figura 22, se observan algunas de las esporas obtenidas, en algunas se observa el apículo 

o zona basal de la espora (apéndice que queda en el punto de unión con el basidio), su forma es 

elipsoidal/cilíndrica. El tamaño de las esporas de PoB va de 2.3 a 3.6 m de ancho y de 6.2 a 

10.4 m de largo y en T7 de 3.4 a 3.7 m de ancho y de 7.3 a 10.4 m de largo. Los tamaños 

obtenidos se encuentran dentro del rango reportado para el género Pleurotus (Guzmán 1990) 
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Figura 22. Observación al microscopio óptico de las esporas obtenidas (contraste interferencial 
Nomarski 100X).  
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Durante el cultivo en paja de trigo, nuevamente se observaron diferencias en el desarrollo del 

micelio. Las transformantes que mostraron diferencias en comparación con PoB (T21, T26 y 

T27), no desarrollaron primordios, por lo que no se obtuvieron cuerpos fructíferos. Por lo 

anterior, se procedió a realizar un segundo cultivo para realizar observaciones por microscopia 

electrónica de barrido del micelio desarrollado en paja de trigo y de los cuerpos fructíferos 

obtenidos, asimismo, para obtener la expresión de genes de lacasa en la paja de trigo y en los 

cuerpos fructíferos obtenidos. 

7.6 Observaciones de micelio en paja de trigo y de cuerpo fructífero por microscopía 

electrónica de barrido 

Estas observaciones se realizaron con la finalidad de observar con mayor detalle el desarrollo 

del micelio sobre la paja de trigo y los cuerpos fructíferos obtenidos. Dichas observaciones se 

realizaron al segundo cultivo en paja de trigo usando las mismas condiciones antes descritas. En 

este segundo cultivo se pudo observar que el desarrollo miceliar de cada cepa fue muy similar 

al observado en el primer cultivo, en la figura 23 se observan los cultivos a los 30 días.  

 

Figura 23. Cultivo en paja de trigo a los 30 días. 

Para las observaciones a los cuerpos fructíferos se consideró la observación de las zonas 

principales: píleo, estípite e himenio. En estas zonas se puede realizar la observación de 

cistidios. Los cistidios son células estériles localizadas en el himenio de algunos basidiomicetos 

de gran tamaño, normalmente se encuentran rodeando los basidios, sobresaliendo a éstos. Se 
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pueden encontrar en la superficie de las diversas zonas del cuerpo fructífero. Los cistidios 

ayudan a la dispersión de esporas, ya que favorecen la separación entre los basidios. Se nombran 

según la posición y la morfología, principalmente, por ejemplo, a los cistidios que se sitúan en 

la capa superficial del píleo se les llama pileocistidios, a los cistidios que se encuentran en la 

parte superficial del estípite se llaman caulocistidios, si se encuentran en las caras del himenio, 

se les denomina pleurocistidios y a los que están en la arista del himenio se llaman 

queilocistidios (Moreno 1986). Su ubicación se puede apreciar mejor en la figura 24. 

 

Figura 24. Ubicación de tipos de cistidios en basidiomicetos (Moreno 1986).  

En la figura 25 se muestran algunas de las preparaciones listas para su observación por 

microscopia electrónica de barrido, una con cuerpo fructífero y otra con paja de trigo invadida 

por el micelio.  
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Figura 25. Muestras preparadas para su observación por microscopía. 

A continuación, se muestran algunas de las imágenes obtenidas en el análisis para PoB (figura 

26) y para T7 (figura 27).  

Las imágenes obtenidas en el análisis de los cuerpos fructíferos de PoB y T7 se observan en la 

figura 26 y en la figura 27 respectivamente. En ellas podemos apreciar la presencia de cistidios 

de forma cilíndrica con ápice capitado (Moreno 1986). De manera general, se alcanzan a 

observar que los componentes de ambos cuerpos fructíferos son similares. Se pudieron observar 

pileocistidios, caulocistidios, pleurocistidios y queilocistidios en las diferentes zonas de ambas 

cepas.  

Posteriormente, se realizó la observación de la paja colonizada por el micelio y se hicieron dos 

acercamientos a los micelios de todas las cepas, el segundo para la observación de hifas. Dichas 

observaciones se realizaron a partir de un cultivo de 9 días de incubación. En este caso se tienen 

observaciones tanto de PoB como de las 4 transformantes (figura 28).  
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Figura 26. Cuerpo fructífero de PoB observado por microscopia electrónica de barrido: a. 
píleo. b. pileocistidio. c. estípite. d. caulocistidio. e. himenio. f. pleurocistidio. g. arista del 

himenio. h. queilocistidio. Las flechas señalan los cistidios. 
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Figura 27. Cuerpo fructífero de T7 observado por microscopia electrónica de barrido: a. píleo. 
b. pileocistidio. c. estípite. d. caulocistidio. e. himenio. f. pleurocistidio. g. arista del himenio. 

h. queilocistidio. Las flechas señalan los cistidios. 
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Figura 28. Micelio desarrollado en paja de trigo observado por microscopia electrónica de 
barrido: a. paja colonizada por micelio de PoB. b. acercamiento al micelio de PoB. c. 

estructuras tipo toxocisto en PoB. d. paja colonizada por micelio de T7. e. acercamiento al 
micelio de T7. f.  estructura tipo toxocisto en T7. g. paja colonizada por micelio de T21. h. 
acercamiento al micelio de T21. i. estructura tipo toxocisto en T21. J. paja colonizada por 

micelio de T27. k. acercamiento al micelio de T27. l. fíbula del micelio de T27. m. estructura 
tipo toxocisto en T27. n. acercamiento a estructura tipo toxocisto en T27. o. paja colonizada 

por micelio de T26. p. acercamiento al micelio de T26. q. fíbula del micelio de T26. r. 
acercamiento al micelio de T26. Las flechas gruesas señalan las estructuras tipo toxocistos. 

Las flechas delgadas señalan algunas fíbulas. 
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En la figura 28, incisos a, d, g, j y o, se observa el desarrollo del micelio de las cepas PoB, T7, 

T21, T27 y T26 respectivamente sobre la paja de trigo. Para la discusión de las otras imágenes 

de la figura 28 y su posible explicación se realizó una búsqueda en la literatura debido a que en 

el micelio de las cepas PoB, T7, T21 y T27 se observaron estructuras parecidas a un cistidio 

capitado, pero que están adheridas o que surgen del micelio del hongo (figura 28 c, f, i, m y n).  

Al respecto, existen algunos reportes acerca de la formación de estructuras denominadas como 

toxocistos en P. ostreatus, P. pulmonarius. P. eryngii, P. cornucopiae y P. sajor-caju 

(Clémençon, 2014, Sierra, 2014, Mamiya y col. 2015, Heydari y col 2006). Los toxocistos 

descritos en estos reportes consisten en un esterigma fino, similar a un estípite (1.5-4 µm de 

longitud) que sobresale de las hifas aéreas y una estructura ovoidal similar a una perilla (2.5-3.5 

µm de ancho) (Truong y col. 2007).  

Se ha documentado que algunas especies de Pleurotus complementan su nutrición con algunos 

compuestos nitrogenados obtenidos de nemátodos a los que atacan y parasitan a través de 

estructuras denominadas como toxocistos (Barron y Thorn, 1987; Barron 2003; Truong y col. 

2007; Balaes y Tanase, 2016). En este sentido se ha reportado la presencia de toxocistos en P. 

ostreatus, P. pulmonarius. P. eryngii, P. cornucopiae y P. sajor-caju (Clémençon, 2014, Sierra, 

2014, Mamiya y col. 2015, Heydari y col 2006).  

En los toxocistos se han identificado diversas sustancias tóxicas que contribuyen a la acción 

nematicida. El contenido de la gota del toxocisto para el caso exclusivo de P. ostreatus se ha 

identificado como ácido trans-2-decanoico (Kwok y col. 1992). Este ácido dicarboxílico 

producido en los toxocistos por P. ostreatus es tóxico para nematodos, particularmente para 

algunas especies del género Meloidogyne; cuando el nematodo hace contacto con el toxocisto, 

la gota se desprende y se revienta, pero sigue siendo adhesiva (Kwok y col. 1992, Sierra, 2014). 

Para el caso de P. pulmonarius se han aislado varios componentes como el ácido s-coriolico, 

ácido linoleíco, p-anisaldehído, alcohol p-anisílico, 1-(4-metoxifenil)1, 2-propanediol y 2-

hidroxi-(4-metoxi propiofenona), dichas sustancias afectan a algunos nematodos, insectos y 

otros hongos (Kwok y col. 1992). La mayoría de los nematodos son paralizados antes del minuto 
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después del contacto con el toxocisto y pueden o no morir al ser invadidos por las hifas, 

dependiendo del tiempo de contacto (Truong y col. 2007).  

Las estructuras observadas en este estudio son morfológicamente similares a los toxocistos 

registrados para diversas especies de Pleurotus, en este estudio las estructuras tienen entre 1.8-

2 µm de longitud en el estípite y entre 2.2-2.6 µm de ancho en la estructura ovoide. No obstante, 

debido al enfoque de este estudio, en el cual no se evaluó la acción nematicida del hongo, se 

desconoce si las estructuras observadas son los toxocistos que se describen para esta especie. 

Por lo anterior, en este estudio, a las estructuras observadas se les denominó como estructura 

tipo toxocisto. 

En la figura 28 b se puede observar la abundancia de las estructuras tipo toxocisto y en la figura 

28 c se observa un acercamiento de dicha estructura. En el caso de T7, la observación de dichas 

estructuras es similar a PoB (figura 28 e y f). También se observan en T21 (figura 28 h e i), 

aunque de manera menos abundante. En T27 se tuvo que hacer una revisión más exhaustiva y 

se encontró una estructura tipo toxocisto similar, pero no igual a las observadas en las cepas 

anteriores (figura 28 m, n). Finalmente, en T26, aunque se hizo una revisión exhaustiva no se 

logró observar dicha estructura o alguna parecida.  

De acuerdo con las imágenes obtenidas en la figura 28, las diferencias más importantes del 

desarrollo del micelio sobre la paja de trigo se encontraron entre la cepa testigo y las 

transformantes afectadas de manera media y severa. Estas diferencias radican en la abundancia 

de dichas estructuras, ya que fueron difíciles de encontrar en la T27 y no se encontraron en la 

T26 (las dos cepas con afectación fenotípica severa). Asimismo, se realizó la observación del 

micelio desarrollado en paja de trigo de otra cepa testigo, una cepa que serviría de control para 

la cepa PoB original. El micelio de la muestra de P. pulmonarius IE-115 se observa en la figura 

29, dicho micelio también presenta estructuras muy similares a las estructuras tipo toxocisto 

observadas en P. ostreatus PoB y en las transformantes que las presentaron. Con la obtención 

de estos resultados, se procedió a realizar el análisis de los genes de lacasa expresados en el 

cultivo.  
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Figura 29. a. Acercamiento al micelio de P. pulmonarius IE-115 desarrollado en paja de trigo. 
b. estructuras tipo toxocisto en P. pulmonarius IE-115. 

7.7 Evaluación de los genes de lacasa expresados en paja de trigo y en los cuerpos 

fructíferos 

Utilizando los mismos métodos anteriormente descritos, se realizó el análisis de la expresión de 

lacasas a partir del micelio desarrollado sobre la paja a los 38 días de cultivo para todas las 

cepas, después de la cosecha de los cuerpos fructíferos de PoB y T7. Asimismo, este análisis se 

realizó en el píleo, laminillas y estípite de PoB y T7 de los cuerpos fructíferos. También se 

utilizaron los cebadores para genes de lacasa y actina mencionados previamente. Los resultados 

obtenidos a partir del micelio desarrollado en paja se observan en la figura 30. 

 

Figura 30. Amplicones obtenidos a partir del micelio crecido en paja de trigo para las cepas 
PoB, T7, T21, T27 y T26 a los 38 días de cultivo. A la derecha: mRNA de genes para lacasas. 

A la izquierda: datos de intensidad normalizados. 

En la figura 30, se observa que PoB expresó mRNA con mayor intensidad para los genes lacc2, 

lacc3, lacc6, lacc8, lacc10 y lacc12, tuvo una intensidad baja para los genes lacc1 y lacc7 y fue 
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casi nula para lacc4. Mientras tanto, el mRNA expresado en el micelio de T7 para los genes 

lacc1, lacc2, lacc4, lacc6 y lacc7 es similar a PoB, se observa la expresión más intensa para 

lacc3 y lacc8, pero es de menor intensidad para el gene lacc10 y casi nula para lacc12. Para T21 

se observó un incremento en la expresión de mRNA para todos los genes con respecto a PoB, 

incluyendo el gen lacc4, aunque con menor intensidad respecto a los demás genes. La mayor 

intensidad de T21 la presentó para el gen lacc2, lacc3 y lacc8. Para la transformante T27 en 

general, se observa una mayor expresión de todos los genes de lacasa evaluados respecto a todas 

las cepas, exceptuando los genes lacc2 y lacc10. Los valores más altos para T27 se presentaron 

en los genes lacc1, lacc3 y lacc8. Para T26 también se observó un aumento considerable en la 

expresión de casi todos los genes respecto a PoB, a excepción de lacc2. Las intensidades más 

altas para T26 se presentaron en los genes lacc1, lacc3, lacc8 y lacc10. De los resultados cabe 

destacar, que en las transformantes T21, T27 y T26 se observó un aumento considerable en la 

expresión de los genes lacc3 y lacc8. La mayor intensidad para el gen lacc10 la presento T26. 

De acuerdo con los datos obtenidos, las transformantes con afectación fenotípica media y severa 

mostraron un aumento en la expresión de los genes de lacasas durante su cultivo en paja de trigo. 

Se pudo observar que T27 también muestra un aumento en la expresión de todos sus genes con 

respecto a PoB, lo que respalda lo antes mencionado, en los cultivos sólido y líquido, acerca de 

una posible compensación en la expresión génica. Sin embargo, hay que recordar que dichos 

resultados fueron obtenidos en un tiempo únicamente y estos perfiles de expresión podrían 

cambiar a lo largo del cultivo.  
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Figura 31. mRNA de genes de lacasa en 3 zonas: píleo (PoBs y T7s), estípite (PoBe y T7e) y 
laminillas (PoBl y T7l). A la derecha: mRNA de genes para lacasas. A la izquierda: datos de 

intensidad normalizados. 

En la figura 31 se observa de manera general la expresión de todos los genes de lacasa, además 

de que para los genes lacc2 y lacc8 y lacc12 hay una mayor expresión tanto en PoB como en 

T7 en las tres zonas. Se apreció una mayor intensidad en la expresión de lacc2 en las zonas del 

píleo y del estípite en ambas cepas. También una mayor intensidad en la expresión del gen lacc8 

en la zona de las laminillas en ambas cepas.  

El perfil de expresión de los genes de lacasa entre el micelio crecido sobre la paja y las 

estructuras del cuerpo fructífero es muy distinto, considerando una menor intensidad del gen 

lacc3 en la paja de trigo y una mayor intensidad en la expresión de lacc12 en el cuerpo fructífero. 

Esto sugiere que existe una participación diferencial de la expresión génica en los diferentes 

estadios de cultivo. 

7.8 Observaciones de micelio desarrollado en EMA y PDA por microscopia electrónica de 

barrido 

Para verificar si las estructuras tipo toxocisto observadas en el micelio desarrollado en paja de 

trigo también se encontraban durante su crecimiento in vitro se realizaron observaciones de 

micelio desarrollado en EMA y PDA por microscopia electrónica de barrido. Para ello se cultivó 

micelio de PoB y de las 4 transformantes en agar extracto de malta (EMA) las muestras se 

observaron a los 15 días de cultivo. Además, se utilizó el micelio desarrollado en PDA de una 

cepa testigo, P. ostreatus 240, para comparar los resultados de las observaciones realizadas, esta 
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cepa tenía aproximadamente 15 días de cultivo. Los resultados obtenidos del micelio 

desarrollado en EMA se muestran en la figura 32.  

En el micelio de la cepa testigo PoB (figura 32 A, B y C) se observaron las mismas estructuras 

tipo toxocisto presentes durante el desarrollo en paja de trigo, no son abundantes, pero se 

llegaron a observar. En el micelio de T7 (figura 32 D, E y F) también se observaron, pero 

tampoco son frecuentes. En el micelio de T21 (figura 32 G, H e I) apenas se pudo observar una 

estructura tipo toxocisto aparentemente igual, sin embargo, la posición de las hifas impidió una 

toma adecuada, lo que sí pudimos observar fueron unas fíbulas muy pronunciadas y lo que 

parecía ser una extensión del micelio (véase el micelio dentro de los círculos en la figura 32 H). 

En el micelio de T27 también se encontraron las estructuras tipo toxocisto, aunque son poco 

frecuentes (figura 32 J, K y L). En el micelio de T26 no se encontraron dichas estructuras (figura 

32 M, N y O).  
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Figura 32. Observaciones por microscopia electrónica de barrido de micelio desarrollado en 
EMA a los 15 días de cultivo. PoB (A, B y C), T7 (D, E y F), T21 (G, H y I), T27 (J, K y L) y 
T26 (M, N y O). Las flechas gruesas indican algunas estructuras tipo toxocisto y las delgadas 

algunas fíbulas presentes.  
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Posteriormente se observó el micelio de la cepa P. ostreatus 240 desarrollado en placa con 

medio agar dextrosa papa (PDA). Los resultados obtenidos se observan en la figura 33, las 

estructuras tipo toxocisto están presentes incluso de manera más abundante que en la cepa PoB.  

 

Figura 33. Observaciones por microscopía electrónica de barrido del micelio de P. ostreatus 
240 desarrollado en PDA a los 15 días de cultivo. Las flechas gruesas indican algunas 
estructuras tipo toxocisto y las delgadas algunas fíbulas presentes.  

Los resultados anteriores mostraron que el micelio desarrollado en placa de PoB, T7, T27 y P. 

ostreatus 240 presentó las estructuras tipo toxocisto antes observadas en paja de trigo. 

Aparentemente T21 también presenta estas estructuras, pero la posición en la que se encontraba 

no permitió capturar la imagen de manera adecuada y a pesar de buscar de manera exhaustiva 

no se encontraron estas estructuras en T26.  

Las estructuras tipo toxocisto fueron observadas en el micelio que creció en paja de trigo en P. 

ostreatus PoB y en P. pulmonarius IE-115 y también fueron observadas en el micelio de P. 

ostreatus PoB que creció en EMA y en el micelio de P. ostreatus 240 que creció en PDA. 

Podemos observar que existe una relación entre la actividad lacasa y la presencia de las 

estructuras observadas en este estudio. Es decir, la evidencia nos muestra que cuanto menos 

actividad lacasa exista, menos estructuras de este tipo se producen. Además, al disminuir de 



78 
 

manera considerable las estructuras observadas, el hongo pierde la capacidad de formar el 

cuerpo fructífero. Dicho de otra manera, los resultados sugieren que la producción de enzimas 

lacasas en este hongo es necesaria para producir las estructuras observadas y éstas a su vez, son 

necesarias para llevar a cabo el proceso de fructificación, por lo que su disminución o ausencia 

deriva en la incapacidad para formar un cuerpo fructífero. 

Por otro lado, se ha especulado con que la envoltura elástica del globo del toxocisto está 

compuesta de una sustancia similar al látex, ya que es estirable (Truong y col. 2007). Esta 

especulación relaciona al toxocisto con las lacasas, pues de acuerdo con la descripción de estas 

enzimas cuando el árbol de la laca sufre una herida, secreta un látex que polimeriza en una 

reacción dependiente de lacasas formando una película protectora (Davies y Ducros, 2001). Esto 

podría corroborar la propuesta anterior acerca de la participación de la lacasa en la presencia de 

dichas estructuras si se llegara a confirmar que son las mismas. 

7.9 Cultivo de las transformantes usando glucosa y lignina como fuente de carbono 

A continuación, se observan los resultados obtenidos en los cultivos realizados. 

 

Figura 34. Biomasa producida en cultivo con glucosa vs lignina. 
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En la figura 34 de manera general, se puede observar que la biomasa producida en el cultivo 

con lignina es menor en comparación con la producida por el cultivo con glucosa. En el cultivo 

con lignina, se aprecia que la producción de biomasa tanto por la cepa testigo como por las 

transformantes es similar en los 3 días de muestreo. En el cultivo con glucosa, T21 produce 

valores mayores de biomasa en comparación con PoB y el resto de las transformantes. Para el 

día 16 del cultivo con glucosa la biomasa fue de 0.0357 g para T21 y de 0.0323 g para T26. En 

el cultivo con lignina la mayor producción de biomasa fue en el día 8 para todas las cepas, el 

valor más alto fue de 0.0123 g en T21. Los resultados obtenidos no reflejaron ninguna tendencia 

debido a la afectación de las transformantes, únicamente se observó que en los cultivos con 

glucosa se produjo mayor cantidad de biomasa y entre estos cultivos tampoco se observó 

tendencia alguna. 

 

Figura 35. pH en cultivo con glucosa vs lignina. 

En la figura 35, se puede observar que los valores de pH disminuyeron un poco más en el cultivo 

con glucosa. El pH en el cultivo con lignina fue más variable en los días 8 y 16. Mientras que 

en el cultivo con glucosa el pH tuvo una variabilidad mayor el día 16. Esta variabilidad en el 

pH es algo común, los microorganismos pueden alterar el pH del medio de cultivo como 
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indica la producción de ácidos orgánicos derivado del uso de carbohidratos. La tendencia a 

alcalinizar el medio se debe al catabolismo de proteínas lo que produce materiales nitrogenados. 

No obstante, los aumentos o disminuciones en los valores obtenidos en ambas condiciones no 

cambiaron el pH de manera extrema. 

 

Figura 36. Actividad específica del cultivo con glucosa vs lignina 

En la figura 36 podemos observar la actividad específica obtenida en ambos cultivos. La menor 

actividad la obtuvo T26 en cultivo con lignina durante los días 4, 8 y 16. PoB obtuvo una 

actividad máxima de 5.86 UI/mg en el día 8 en el cultivo con glucosa. T27 tuvo actividades 

altas en comparación con el resto, incluyendo el testigo durante su cultivo con lignina, en el día 

4 obtuvo 5.53 UI/mg. En el cultivo con lignina PoB y T7 tuvieron valores similares en los 3 días 

de muestreo en cuanto a actividad específica y alcanzaron su máxima actividad en el día 16, con 

4. 29 UI/mg para PoB y 4.62 UI/mg para T7. 

En la figura 37, se observa el consumo de glucosa por las 5 cepas. En general, se observó que 

el consumo de glucosa hasta el día 16 fue de entre 20 y 30%. Aunado a esto se observaron 

fluctuaciones en los datos.  
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Figura 37. Consumo de glucosa 

En cuanto al consumo de lignina, se observó en la figura 38 que el consumo cuantificado fue de 

entre el 30 y el 40%. Asimismo, se observó que el consumo de lignina fue similar para todas las 

cepas, incluyendo PoB. 

 

Figura 38. Consumo de lignina 
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En esta etapa del estudio se pudo observar que el porcentaje de consumo de lignina fue mayor 

al de glucosa. Asimismo, se observó que entre el día 8 y en algunos casos en el día 16 en ambos 

cultivos se alcanzó la máxima producción de biomasa y valores altos en el pH. La actividad 

específica de lacasa fue variable en ambos cultivos por las diferentes cepas, lo que nos impide 

diferenciar la afectación en la capacidad de aprovechamiento de las fuentes de carbono con 

claridad. Por un lado, esto pudiera deberse a la capacidad en sí misma de la cepa PoB para 

desarrollarse en el medio Czapek el cual al ser un medio mínimo no ofrece todos los nutrientes 

necesarios para que haya un aprovechamiento adecuado de la fuente de carbono por el hongo. 

Por otro lado, hubo también cuestiones técnicas de control de temperatura en el equipo utilizado 

para su incubación que pudieron añadir la variabilidad que afectó a los cultivos y que nos impide 

realizar una diferenciación en la capacidad de aprovechamiento de lignina de las transformantes 

durante este cultivo in vitro.  

8. CONCLUSIONES 

Los resultados obtenidos sugieren que las lacasas podrían estar involucradas en el desarrollo del 

micelio de P. ostreatus PoB durante su cultivo in vitro, ya que la disminución de su actividad 

enzimática produce la disminución de biomasa e isoenzimas, así como también afecta la 

morfología a nivel macroscópico, por otro lado, en las cepas con mayor afectación se disminuye 

la velocidad media de crecimiento.  

Por otro lado, los cambios observados en el cultivo en paja de trigo tanto a nivel macroscópico 

como a nivel microscópico, resultaron en la incapacidad de formar primordios y, por ende, 

cuerpos fructíferos por parte de las transformantes afectadas de manera media y severa en cuanto 

a su producción de actividad enzimática lacasa. Además, los resultados obtenidos sugieren que 

la producción de enzimas lacasas en este hongo es necesaria para producir las estructuras tipo 

toxocisto observadas en el micelio desarrollado en paja de trigo y en EMA/PDA y podría ser 

que éstas a su vez, son necesarias para llevar a cabo el proceso de fructificación ya que su 

disminución o ausencia coincide con la incapacidad para formar un cuerpo fructífero. 
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Por lo que es posible que las lacasas tengan una participación importante en el proceso de 

morfogénesis del hongo durante su cultivo en paja de trigo.  

En cuanto a los resultados obtenidos del aprovechamiento de lignina, estos no permiten 

evidenciar la participación de las lacasas en el aprovechamiento de lignina en cultivos in vitro.  

9. PERSPECTIVAS 

De los resultados obtenidos se derivan las siguientes perspectivas para trabajos futuros: 

La identificación de la acción nematicida por las estructuras tipo toxocisto identificadas en 

este trabajo, corroboraría que corresponden a toxocistos. 

Resultaría interesante evaluar algunas cualidades en las transformantes, por ejemplo, su 

actividad antagónica frente a hongos patógenos. 

También podría evaluarse la actividad y capacidad de crecimiento de las transformantes en 

cultivos in vitro adicionados con compuestos tóxicos. 

Para poder evaluar de manera acertada el aprovechamiento en el consumo de lignina por las 

transformantes en cultivos in vitro sería indispensable el uso de estrategias más sofisticadas 

para la determinación del consumo de lignina, tal es el caso de la espectrofotometría de masas 

acoplada a gases. 
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