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1. RESUMEN | ABSTRACT 

Las lacasas, pertenecientes a las oxidasas multicobre (MCO), son enzimas caracterizadas por su 

capacidad de oxidación de sustratos orgánicos e inorgánicos, acoplada con la reducción de oxígeno 

molecular en agua. Se han reportado diversas funciones in vivo en organismos procariotas y 

eucariotas como algas, insectos, plantas y hongos; estos últimos considerados la fuente optima por 

sus mejores actividades degradadoras. Thielavia terrestris, es un hongo ascomiceto termofílico y 

comprobado productor de lacasa. En este estudio se buscó identificar a nivel transcripcional la 

respuesta de la cepa Co3Bag1 de T. terrestris en la producción de lacasas en medios diferenciados en 

fuentes de C y N, además del efecto inductivo de iones de Cu2+, suministrado como CuSO4 1mM. Se 

inicio con el diseño de cebadores específicos para secuencias putativas para lacasa (Lac A, B, C, D, E 

y N), establecidas a partir de secuencias reportadas en repositorios para lacasa y otras MCO. El 

momento ideal de cada cultivo para la inducción y posterior extracción de RNA de la biomasa, se 

estableció mediante cinéticas de crecimiento evaluando actividad enzimática y generación de 

biomasa. La expresión de los genes putativos para lacasa se comprobó fue diferencial entre los 

medios de cultivo con y sin inducción por Cu. El medio (ZMO) con fuentes de C y N de fácil asimilación 

(glucosa y tartrato de amonio) mostro no inducir la expresión de ningún gen para lacasa, hasta su 

inducción, cuando se confirma la expresión de la mayoría de dichos genes, siendo además detectable 

por un incremento de hasta 44 veces más en la actividad enzimática, respecto al medio ZMO. En 

contraste, el medio (ZMM) con fuentes de C y N de difícil asimilación (fructosa y nitrato de sodio), 

mostro poder inducir la expresión de todos los genes putativos de lacasa, sin verse un efecto por la 

adición de Cu, inclusive en los niveles de actividad enzimática. 

Laccases, belonging to multi-copper oxidases (MCO), are enzymes characterized by their ability to 

oxidize organic and inorganic substrates, coupled with the reduction of molecular oxygen in water. 

Various in vivo functions have been reported in prokaryotic and eukaryotic organisms such as algae, 

insects, plants, and fungi; the latter considered the optimal source for their best degrading activities. 

Thielavia terrestris is a thermophilic ascomycete fungus and a proven producer of laccase. In this 

study we sought to identify at the transcriptional level the response of the T. terrestris strain Co3Bag1 

in the production of laccase in differentiated media in C and N sources, in addition to the inductive 

effect of Cu2+ ions, supplied as 1mM CuSO4. It began with the design of specific primers for putative 

sequences for laccase (Lac A, B, C, D, E and N), established from sequences reported in repositories 

for laccase and other MCO. The ideal moment of each culture for the induction and subsequent 

extraction of RNA from the biomass was established by means of growth kinetics evaluating 

enzymatic activity and biomass generation. The expression of the putative genes for laccase was 

found to be differential between the culture media with and without Cu induction. The medium 

(ZMO) with sources of C and N of easy assimilation (glucose and ammonium tartrate) showed not to 

induce the expression of any gene for laccase, until its induction, when the expression of most of 

these genes is confirmed, being in addition detectable by an increase of up to 44 times more in the 

enzymatic activity, compared to the ZMO medium. In contrast, the medium (ZMM) with C and N 

sources of difficult assimilation (fructose and sodium nitrate), showed to be able to induce the 

expression of all putative laccase genes, without seeing an effect by the addition of Cu, even in levels 

of enzyme activity.
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2. MARCO TEÓRICO 

 

Figura 2-I Ejemplo de lacado japonés. Jikiro (recipiente para 
alimentos) decorado con dragones y fénix en urushi (pintura 
de laca) y maki-e (pintura de laca con polvo de oro o plata), de 
entre 1848-54. © Kyoto National Museum 

2.1 | Lacasas 

La lacasa (Lac, EC 1.10.3.2, benzenodiol: O2 oxidorreductasa), fue descrita por primera vez en 

1883 como parte del extracto de la savia del árbol Toxicodendron verniciflum (antes Rhus vernicifera), 

una mezcla de urishiol (o laccol), agua, polisacáridos y otras enzimas (Yoshiba 1883; Kumanotani 

1988). Para 1894, esta enzima fue aislada, purificada y nombrada como tal por Gabriel Bertrand, 

quien en trabajos posteriores detectó su presencia en muchos otros vegetales y en hongos, además 

descubrió y comprobó la acción oxidativa de la lacasa sobre polifenoles, en especial aquellos con 

grupos oxhidrilo en posiciones orto (-o-) y para (p-), por ejemplo, el urishiol, con el cual se genera la 

laca utilizada en las artes decorativas de China y Japón (Figura 2-I); siendo este uno de sus usos más 

antiguos. También detectó como elemento activo de la enzima al manganeso (Mn) (Dawson & 

Mallette 1945; Reynolds 2014; Wisniak 2014), que 50 años más tarde se comprobaría se trataba en 

realidad de Cobre (Cu) (Keilin & Mann 1939; Tissières 1948). 

Actualmente las lacasas, principalmente las de origen fúngico, son reconocidas por sus cada 

vez más diversas aplicaciones, desde el campo médico, las industrias química y alimenticia hasta la 

ingeniería ambiental (Senthivelan et al 2016). En las siguientes secciones se abordarán de manera 

sucinta las fuentes, características, funciones y aplicaciones de esta enzima. 
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2.1.A | Fuentes: distribución y funciones biológicas 

Actualmente las lacasas se creen ubicuas, pues se han encontrado en organismos procariotas 

(Martins et al. 2015), así como en muchos otros organismos eucariotas como algas, insectos y hongos 

(Figuras 2-II y 2-III) (Mayer 1986; Mayer & Staples 2002; Otto et al. 2010; Claus 2004). 

En procariotas, encontramos que la lacasa mejor estudiada es CotA, de la endospora de la 

bacteria Bacillus subtilis, que parece estar implicada en la biosíntesis de pigmentos marrones en 

esporas para su protección de la radiación ultravioleta (UV) y de agentes químicos. Las lacasas 

bacterianas son de interés en la industria e investigación por ser termoestables y servir como modelos 

útiles para la ingeniería de proteínas, aunque, comparadas con lacasas de otros organismos poseen 

bajo potencial redox y un rango limitado de sustratos (Hullo et al. 2001; Sharma 2006; Singh 2011). 

En algas, a partir de su primer reporte en Tetracystis aeria, se han encontrado funciones 

como la degradación de sustancias fenólicas tóxicas en ambientes terrestres y acuáticos, la síntesis 

de compuestos asociados a pared celular y absorbentes de UV, y la adquisición de nutrientes a través 

de la transformación de sustratos lignocelulósicos; además se ha propuesto su uso para la remoción 

de xenobióticos, disruptores endocrinos y compuestos aromáticos naturales (Otto et al. 2010; Otto 

& Schlosser 2014; Otto et al. 2015). 

En insectos, como la mariposa o gusano de la seda (Bombyx mori), se ha relacionado la 

presencia y actividad de lacasas con su fisiología, a través de la síntesis de agentes esclerotizantes 

quinonoides propios de la melanización cuticular que da forma a su exoesqueleto (Hopkins & Kramer 

1992; Kramer et al. 2001; Yatsu & Asano 2009). También se han encontrado actividades metabólicas 

y de homeostasis de iones metálicos en otros insectos como Manduca sexta y Anopheles gambiae 

(Dittmer & Kanost 2010). 

     

Figura 2-II Ejemplos de fuentes de lacasa: a)Toxicodendron vernicifluum, b)Tetracystis aeria, c)Boletus cyanescens, 
d)Bombyx mori  y e)Bacillus subtilis. Tomado de enciclopedia britannica, funghiitaliani y SYKOA. 

 

a b c d e 
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En plantas, se ha detectado actividad de lacasas en la lignificación de xilemas en varias 

especies, en un proceso que aún continua en estudio, pues aunque algunos perfiles de transcripción 

específicos sugieren que las lacasas son correguladas por genes de biosíntesis de monómeros de 

lignina y genes secundarios que forman la pared celular, y en pruebas in vitro han actuado como p-

difenol: O2 oxidorreductasas, oxidando junto a fenoloxidasas todos los tipos de monolignoles, los 

monómeros base de la lignina (alcoholes coniferílico, sinapílico y cumarílico), y produciendo 

polímeros de deshidrogenación que tienen características similares a la lignina, estas enzimas 

parecen estar implicadas de manera diferente en la lignificación de la pared celular de tipos celulares 

específicos (O’Malley 1993; Dean & Eriksson 199; Barros 2015). Por otra parte, algunos estudios 

sugieren que la dinámica de la lignificación debería centrarse más en los compuestos intermediarios, 

aunque sin dejar de lado a los tres precursores clásicos, pues existen especies, como la picea de 

Noruega (Picea abies), que están formadas en su mayoría por uno de estos, en este caso alcohol 

coniferílico (Elfstrand et al 2001; Boerjan et al 2003). 

En cuanto a los hongos, la presencia y actividad intra o extracelularmente de las lacasas se 

ha demostrado en decenas de especies, principalmente en los hongos xilófagos de los filos 

Basidiomycota (Basidiomicetos) y Ascomycota (Ascomicetos), sin haberse comprobado producción 

por parte de hongos de los filos Chytridiomycota y Zygomycota (Yaropolov 1994: Baldrian 2006), a 

excepción del género Mucor en este último (Bonugli-Santos et al 2010). 

Las principales funciones de las lacasas fúngicas son la morfogénesis, la interacción 

patogénica en infecciones en plantas, la defensa contra el estrés y la degradación de la lignina 

(Thurston 1994). Esta última es considerada una de las más importantes, incluso sirve para 

clasificarlos como hongos de la podredumbre blanca, marrón y blanda, según las coloraciones o 

modificaciones resultantes de su mecanismo de ataque enzimático sobre la madera. El primer 

mecanismo remueve la lignina y la celulosa, el segundo elimina los componentes celulósicos y 

modifica la lignina, mientras que el tercero degrada preferentemente la celulosa (Luley 2006). 

De esta clasificación, se consideran como los degradadores de lignina más eficientes a los 

hongos de la podredumbre blanca, al tener una alta actividad de lacasas y otras enzimas como la 

manganeso peroxidasa (MnP, EC 1.11.1.13) o lignina peroxidasa (LiP, EC 1.11.1.14), definidas como 

un mínimo necesario para dicho proceso, ya que este debe ser asistido por muchas otras enzimas 

como peroxidasas, glioxal oxidasa, glucosa oxidasa, aril alcohol oxidasa, así como componentes no 

enzimáticos. También se pueden agrupar a los hongos según la predominancia de sus enzimas en la 
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degradación de lignina como: grupo I, de la lignina-manganeso peroxidasa (e.g. Phanerochaete 

chrysosporium); grupo II, de la manganeso peroxidasa (e.g. Dichomitus squalens), y grupo III, de la 

lignina peroxidasa-lacasa (e.g. Phlebia ochraceofulva) (Mayer & Staples 2002; Dwivedi et al 2011). 

2.1.A.1 | Funciones ecosistémicas 

La lignina es un componente principal de la materia orgánica presente en los ecosistemas del 

suelo y una fuente potencial de dióxido de carbono (CO2); sin embargo, su degradación es difícil dada 

su naturaleza recalcitrante y estructura compleja, y además requiere de múltiples organismos y por 

tanto de enzimas (Datta et al 2017). Como es el caso de la lacasa, cuya actividad en suelos ya ha sido 

comprobada (Ruggiero 1984; Criquet et al 1999). 

En este punto, la lacasa, con su comprobada abundancia en hongos y actividad degradadora 

de lignina, así como su actividad en la polimerización de lignina en las plantas, ha llevado a suponerle 

un papel importante en el control del ciclo biogeoquímico del carbono (Figura 2-IV) (Luis et al 2004; 

Baldrian 2006; Luo et al. 2017). Por ejemplo, en pruebas de mineralización de los compuestos 

recalcitrantes de la materia orgánica del suelo (SOM – del ingl. soil organic matter), se analizó la 

influencia de las concentraciones de CO2 y la participación de plantas de crecimiento activo, como el 

heno Deschampsia flexuosa, encontrando que la exposición de suelos a elevadas concentraciones de 

CO2 a largo plazo, aumenta la producción vegetal y la respiración subterránea, estimula la microbiota 

del suelo y la actividad de las lacasas, es decir, el crecimiento activo de las plantas puede estimular la 

actividad de la lacasa en el suelo, pero el potencial de producción de lacasa inducida por las plantas 

parece depender del potencial de producción de lacasa del suelo (Partavian et al 2015). 

Es claro que existe interacción entre lacasas entre organismos, pero un análisis profundo de 

esta dinámica es complejo y los resultados de estudios ecológicos, enzimáticos y moleculares pueden 

discrepar entre sí y hacer difícil una mejor comprensión de la actividad de lacasas por hongos en los 

ecosistemas del suelo (Theuerl & Buscot 2010). Por otra parte, las predicciones de estructura 

tridimensional, a nivel monomérico, para las lacasas bacterianas, fúngicas y vegetales, sugieren una 

alta conservación en los motivos de unión a Cu de las secuencias de los dominios de cupredoxina, 

especialmente en los dominios 1 y 3, donde se encuentran tales motivos. Sin embargo, existen 

diferencias significativas en los residuos conservados de los sitios de unión a Cu entre las enzimas de 

diferentes organismos, lo que podría explicar las funciones duales y contrastantes de la lacasa, 

principalmente entre hongos y plantas (Dwivedi et al. 2011; Janusz et al. 2020). 
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2.1.B | Sustratos 

Propiamente, las lacasas son enzimas oxidasas pertenecientes a las oxidorreductasas y a las 

oxidasas multicobre (MCO - del ingl. multicopper oxidases), junto a la ceruloplasmina (EC 1.16.3.1), la 

nitrito reductasa (EC 1.7.2.1) y la ascorbato oxidasa (EC 1.10.3.3), caracterizadas por su capacidad de 

oxidación de sustratos acoplada con la reducción de oxígeno molecular. En el caso de la lacasa, en un 

balance de 4 moléculas oxidadas de sustrato por cada una de oxígeno reducido, generando como 

productos agua (H2O) y no sustancias indeseables como el peróxido de hidrógeno (H2O2), además de 

productos diméricos o poliméricos con carboxilaciones oxidativas, dependiendo de los radicales 

libres generados y las condiciones de reacción. Tienen baja especificidad de sustrato, por lo que 

utilizan una amplia variedad de sustancias, sean: 

Orgánicas con sustituyentes en posiciones: 

Orto (e.g. guayacol, pirocatecol, ácido caféico y ácido gálico),  

Meta (e.g. m-fenilendiamina, orcinol, resorcinol y floroglucina) o  

Para (e.g. p-fenilendiamina, p-cresol e hidroquinona), e 

Inorgánicas, como los iones:  

Mo(CN)8
4-, Fe(CN)6

4-,  Os(CN)6
4- y W(CN)8

4 (Morozova 2007a; Solomon et al 2008). 

 

 

Figura 2-III Funciones fisiológicas de las lacasas en diversos 

organismos. Elaboración propia basada en Janusz et al. 2020. 

Figura 2-IV Presunta dinámica de las lacasas de hongos y plantas 

dentro del ciclo biogeoquímico del carbono. Elaboración propia 

basada en Janusz et al. 2020. 
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2.1.C | Estructura y mecanismo catalítico 

Estructuralmente, la lacasa es una de las MCO más sencillas, en su forma de holoenzima 

activa es una glicoproteína dimérica o tetramérica, con un peso molecular entre 50 y 130 kDa, donde 

cada monómero tiene un sitio activo formado por cuatro átomos de Cu que pueden dividirse en tres 

sitios de oxidorreducción denominados T1, T2 y T3 (Figura 2-V), de acuerdo con sus propiedades 

espectrofotométricas (Farver & Pecht 1984). 

El sitio T1 define la eficiencia catalítica de estas enzimas, al definir también su potencial de 

oxidorreducción (ε, ORP - del ingl. Oxidation-Reduction Potential). Este sitio es originado de un 

coordinado trigonal entre un átomo de Cu y dos residuos de Cys (cisteína) y un residuo de His 

(histidina) (Solomon 1996; Kunamneni et al. 2008 a), que en su forma oxidada se característica por 

una intensa Absorbancia a ~600 nm (color azul) detectable por resonancia paramagnética 

electrónica (EPR - del ingl. Electronic Paramagnetic Resonance) debido a la naturaleza altamente 

covalente del enlace Cu – S (Cys) (Li et al. 2004; Madhavi & Lele 2009). 

Algunas enzimas parecidas que carecen de Cu se denominan lacasas amarillas o blancas, ya 

que sin Cu no poseen coloración azul. A veces no se consideran lacasas verdaderas (Baldrian 2006). 

El sitio T2 presenta paramagnetismo no visible detectable por EPR, debido a la coordinación 

entre el Cu y dos residuos de His (Madhavi & Lele 2009), mientras que el sitio T3 presenta Absorbancia 

no detectable por EPR. En este sitio el Cu es coordinado por seis His (Figura 2-VI) (Kunamneni et al. 

2007). 

Relacionado a la estructura de la enzima, el mecanismo enzimático empieza con cuatro 

oxidaciones monoelectrónicas del sustrato en el sitio T1, donde los residuos de esfera primaria y 

secundaria1 que rodean a este sitio controlan la transferencia de electrones tanto de manera 

intermolecular, desde el sustrato al T1, como intramolecular mediante la vía de Cys – His, desde el 

T1 al grupo de cobre trinuclear (TNC - del ingl. trinuclear copper), que está formado por los sitios T2 

y T3. Ahora con la enzima completamente reducida, el mecanismo continua con la reducción de 

oxígeno molecular (O2) a H2O por medio de dos electrones, primero se forma un intermediario 

peróxido, donde su unen los átomos de Cu de los sitios T2 y T3 y que es el lugar de la reducción del 

 
1 Se denomina esfera de coordinación primaria al complejo formado por los ligandos unidos directamente a un centro 

metálico, mientras que la segunda esfera comprende iones, moléculas y porciones de una cadena principal de un ligando. 
La interacción entre ambas esferas influye en la reactividad y propiedades del complejo metálico (Raymo & Stoddart 1996). 
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O2 a H2O. Esta transferencia de dos electrones se repite ahora reduciendo al peróxido y originando al 

intermediario nativo, implicando para ello la ruptura del enlace O-O de la molécula de dioxígeno y la 

entrada de la enzima a su estado de reposo, la cual posee cuatro cobres oxidados que incluyen un 

centro T3 con puentes de hidróxido. La enzima vuelve a estar reducida cuando un reductor dona 

cuatro electrones para reducir los cuatro átomos de cobre (II) (Cu+2) a cobre (I) (Cu+) transferidos del 

T1 al TNC (Figura 2-VII) (Solomon et al. 2008; Jones & Solomon 2015). 

2.1.C.1 | Potencial de óxido reducción y eficiencia catalítica 

Como ya se ha mencionado, el sitio T1 determina el ORP de las lacasas y otras MCO, pues 

estas enzimas sólo pueden oxidar directamente compuestos con potenciales menores o ligeramente 

mayores que el de sus sitios T1. En lacasas, estos ORP varían entre 0.4 y 0.8 V (frente a un electrodo 

normal de hidrógeno2, NHE - del ingl. normal hydrogen electrode), y son dependientes de muchos 

factores a nivel molecular, algunos de estos son: (1) un ambiente hidrófobo, que puede aumentar el 

ORP, (2) enlaces de hidrógeno (H) en átomos de azufre (S) unidos a metales, que también lo aumenta, 

(3) estado entático o restricción de proteínas, que puede modular el ORP cambiando las posiciones 

y orientaciones de los ligandos del Cu, así como ajustando las fuerzas de los enlaces de coordinación, 

(4) interacciones electrostáticas intraproteicas, y principalmente (5) ligandos axiales como Met 

(metionina), Gln (glutamina) y Glu (glutamato), que pueden disminuir los ORP al estabilizar al Cu. (Li 

et al. 1994; Jones & Solomon 2015). 

La presencia de un ligando axial Cu – Ser (Met) disminuye el ORP del sitio T1 y da a la enzima 

una geometría tetraédrica alargada trigonalmente coordinada, debido a que se trata de un ligando 

más largo y débil que los otros tres enlaces de ligando con el sitio T1. Este tipo de estructura es típico 

de las lacasas de plantas, mientras que las lacasas fúngicas muestran una estructura plana trigonal 

de tres coordenadas, resultado de la presencia de un residuo hidrofóbico no coordinado, como Phe 

(fenilalanina) o Leu (leucina), en lugar de Met axial. Así, las lacasas de plantas, con un ligando Met, a 

menudo tienen potenciales aproximados a 0.4 V, mientras que las lacasas fúngicas, sin un ligando 

axial, tienen en su mayoría potenciales más altos, algunos cercanos a 0.8 V (Jones & Solomon 2015; 

Seckretaryova et al. 2019). 

 
2 Potencial de un electrodo de platino en solución ácida 1 M (Spitzer et al. 2013) 
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Figura 2-V Representación gráfica de los centros de cobre de la 
lacasa CotA de B, subtilis, incluyendo sus distancias interatómicas. 
Tomado de Enguita et al. 2003 

Figura 2-VI  Representación tridimensional de la lacasa de Trametes 
versicolor (TvL) con los tres sitios de cobre señalados. Modificado de 
Protein Data Bank (código 1GYC) 

 
 

 
Figura 2-VII Mecanismo de reducción de oxígeno a agua por lacasas. Tomado de Mot & Silaghi-Dumitrescu 2012 
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Los cambios en el ORP también tendrán efectos en la cinética de reacción, pues la velocidad 

de una reacción de oxidación con lacasa depende de la diferencia de potenciales entre la enzima y el 

sustrato, por tanto, las constantes de Michaelis-Menten (Km) de estas reacciones también varían 

según el sustrato. A nivel estructura, esto se puede relacionar con el tamaño y la forma del sitio de 

unión del sustrato cerca del sitio T1, (Frasconi et al. 2010) donde, en el caso de las lacasas, se sugiere 

que, para alcanzar un Km bajo, se requiere de una unión favorable entre el sitio T1 y el sustrato, es 

decir, es dependiente de la afinidad y características electrónicas de los sustratos, ya que soólo 

contribuyen a la cinética las conformaciones que participan activamente en la transferencia de 

electrones por asociación óptima con el sitio T1 (Mehra et al. 2018). 

2.1.C.2 | Sistema lacasa - mediador 

A finales de los años 70´s (s. XX), investigaciones promovidas por la industria papelera acerca 

del bioblanqueo de pulpa, permitieron conocer más sobre la biodegradación de la lignina; como un 

proceso de naturaleza multienzimática y donde intervienen metabolitos aromáticos sintetizados por 

organismos degradadores, principalmente hongos (Eggeling 1983; Gutiérrez & Martínez 1996). 

 

Figura 2-VIII Ciclo catalítico de un Sistema Lacasa Mediador. Elaboración propia basada en Christopher et al. 2014 

Para 1983, estas bases permitieron encontrar a la lignina peroxidasa (EC 1.11.1.14), 

constituyente enzimático principal de este proceso, así como establecer la función de otras enzimas 

como la lacasa que, por su baja especificidad de sustrato, se había relacionado principalmente con la 

oxidación de fragmentos fenólicos de la lignina para la formación de radicales fenoxi, involucrados 

en reacciones de condensación posteriores (Glenn et al. 1983; Tien & Kirk 1983).  

Más tarde, en 1990, Bourbonnais & Paice encontrarían que se podía acoplar la actividad 

enzimática de la lacasa a la reactividad de mediadores, pequeños compuestos de bajo peso molecular 

con un alto potencial redox (> 900 mV); formando así un sistema lacasa - mediador (LMS - del ingl. 

Laccase-Mediator System) capaz de oxidar la parte no fenólica de la lignina. 
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El primer mediador probado fue el 2,2´-azinobis 3-etilbenzotiazolin-6-sulfónico (ABTS), 

considerado sintético; existiendo también mediadores naturales derivados de la lignina, como el 

siringaldehído y la vainillina. En la industria se han preferido a los mediadores sintéticos, sin embargo, 

se ha comenzado a apostar por los naturales por su menor impacto ambiental y bajo costo (Morozova 

2007 b; Kunamneni 2007). 

Los mediadores funcionan como transportadores de electrones entre la lacasa y el sustrato, 

idealmente deben poder ser oxidados y reducidos de manera cíclica sin inhibir la reacción (Figura 22-

VIII). Se hipotetiza que cuando son oxidados por la lacasa se vuelven intermediarios altamente 

oxidantes (co - mediadores), que una vez fuera de su sitio activo, se reducen oxidando los sustratos 

que la enzima antes no podía, sea por tamaño, impedimento estérico o alto potencial redox. Los 

electrones tomados por las lacasas son finalmente transferidos nuevamente al oxígeno para formar 

peróxido de hidrógeno. (Morozova 2007 a; Datta et al. 2017)  

Las aplicaciones de los LMS son tan amplias como los de la lacasa misma (Véase 2.5), sea en 

las industrias textil, cosmética, alimenticia, entre muchas otras, incluyendo a la del papel, precursora 

de su estudio (Rodríguez & Toca 2006). 

2.2 | Lacasas fúngicas 

Las lacasas fúngicas fueron descritas desde 1896, pero fue hasta el comienzo de los estudios 

de degradación enzimática de la madera por hongos de la podredumbre blanca, que éstas 

comenzaron a crear mayor interés. Actualmente, el registro de hongos productores de lacasas es 

amplio, diverso y generalmente relacionado con la degradación de lignina en el suelo (Véase 2.1.A.1) 

(Baldrían 2006). 

En general, las lacasas fúngicas son proteínas globulares monoméricas de entre 60–70 kDa, 

con un punto isoeléctrico (pI) de pH 4.0, aunque existen varias excepciones. La mayoría son enzimas 

extracelulares generalmente glucosiladas, entre 10 y 25% y sólo en algunos casos superior al 30% 

(Piscitelli et al. 2010). 

Dentro de los hongos productores de lacasa destacan hongos basidiomicetos y ascomicetos, 

sean filamentosos, levaduras, micorrizas o de la pudrición blanda, blanca y marrón, según el criterio 

de clasificación (Baldrían 2006; Lundell et al. 2010). De estos grupos destacan las lacasas de 
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basidiomicetos de podredumbre blanca por sus altos ORP (ε0 ≈ 0.8 V para el sitio T1), en comparación 

con ascomicetos con un ε0 = 0.4–0.7 V (Haddad Momeni et al. 2019). 

Comparando la estructura de las lacasas fúngicas, vegetales y bacterianas, se ha observado 

que todas conservan en común la presencia de tres dominios de cupredoxina, con el centro de Cu 

mononuclear en el dominio 3, donde aparentemente también se ubica el sitio de unión a sustrato. 

Sin embargo, las dos primeras parecen tener más similitud entre sí, respecto a las bacterianas, que 

se distinguen en las conexiones entre dominios y por la presencia de un bucle y una hélice corta en 

el sitio de unión a sustrato, lo que puede explicar la relación función–estructura de las lacasas y la 

diferencia de sus propiedades según su fuente (Dwivedi et al 2011). 

2.2.A | Lacasas de hongos termofílicos 

Las condiciones de operación de muchos procesos industriales o aplicaciones biotecnológicas 

requieren de enzimas termotolerantes y termoestables, es decir, enzimas que mantengan su 

actividad catalítica y no se inactiven o desnaturalicen a altas temperaturas.  Los microorganismos 

termofílicos son una excelente fuente de estas enzimas pues, en su adaptación a sus respectivos 

ambientes, se caracterizan por tener un óptimo crecimiento a temperaturas entre los 45°C y 80°C, 

siendo hipertermofílicos aquellos con una temperatura optima de crecimiento cercana a 80°C, y 

mesofílicos aquellos con una por debajo de 45°C (Haki & Rakshit 2003; Salar 2018).  

Estas características enzimáticas se han buscado sustentar a nivel molecular a partir de su 

estudio y comparación con otras no provenientes de fuentes termofílicas, encontrando que algunos 

factores fisicoquímicos relacionados son el empaquetamiento de las proteínas, la hidrofobicidad, un 

mayor número de pliegues helicoidales, la densidad de enlaces internos de hidrógeno y puentes 

salinos, la proporción de aminoácidos, así como la glicosilación; que también es importante en la 

sensibilidad a las proteasas y la conformación de proteínas (Hildén et al 2009). 

En general, los microorganismos termofílicos pertenecen a los dominios Bacteria y Archea, 

pero también existe una pequeña fracción en el dominio Eukarya, representada, entre otros, por 

hongos con una temperatura óptima de crecimiento entre 20° - 50°C, y que esporulan a 45°C (Cooney 

& Emerson 1964, citado en Stoll 2007), pero que puede extenderse hasta 62°C (Salar 2018). 

Los hongos termofílicos se encuentran en distintos hábitats naturales o artificiales asociados 

a altas temperaturas; como son las regiones tropicales, las industrias donde se genera calor y sus 
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efluentes, o sitios donde se descompone materia orgánica por acción metabólica, sean montículos 

artificiales de composta o producto de la degradación natural en suelos; siendo estos últimos los 

principales sustratos para el aislamiento de estos hongos (Maheshwari et al. 2000; Salar & Aneja 

2007; Salar 2018; De Oliveira & Rodriguez 2019). 

Existen otras fuentes de enzimas fúngicas con propiedades interesantes como 

halotolerantes, alcalifílicas y psicrofílicas, provenientes respectivamente, de hábitats extremos como 

ambientes marinos y aguas profundas (dentro de esponjas), sitios hiperalcalinos y ambientes de bajas 

temperaturas. Además de líquenes, una asociación simbiótica entre hongos y cianobacterias, 

considerada como un ambiente extremo por la deficiencia de nutrientes (Prakash et al. 2019). 

2.2.B | Asco-lacasas y Thielavia sp.  

Como se ha mencionado antes, las lacasas fungicas más exploradas son las de basidiomicetos 

(basi-lacasas), en comparacion con las denominadas asco-lacasas, provenientes de ascomicetos, 

tanto asi que, por ejemplo, existen diversos reportes sobre las estructuras cristalinas de las basi-

lacasas, mientras que hasta el momento de la presente revisión, sólo se han obtenido 4 estructuras 

de asco-lacasas de los organismos Melanocarpus albomyces, Aspergillus niger, Botrytis aclada y 

Thielavia arenaria.  Estas lacasas estan caracterizadas por un grupo carboxilo terminal que apunta al 

centro trinuclear, en lugar de la superficie de la proteina, como ocurre en otras lacasas, aunque claro 

con diferencias estructurales debido a su distancias evolutivas entre si (Kallio et al. 2011, Mot & 

Silaghi-Dumitrescu 2012, Ernst et al. 2018). 

De las especies anteriores, M. albomyces y T. arenaria son reconocidas como termofílicas, 

pero sólo de la primera abundan estudios en torno a lacasa, como su caracterización, purificación, 

expresión heteróloga y, claro, obtención de su estructura (Kiiskinen et al. 2002, Kiiskinen et al. 2004). 

Sobre T. arenaria y en general sobre Thielavia sp. hay escasa información en torno a lacasas. En los 

estudios mas relevantes, se han realizado con cultivos identificados como Thielavia sp. (cepa HJ22), 

análisis de actividad de lacasas con la capacidad de remover colorantes textiles y compuestos 

fenólicos (Mtibaà et al. 2018, Mtibaà et al. 2019) (Tabla 2-I), asi como con otras especies en co-

cultivos aplicados para remoción de contaminantes y el fraccionado de compuestos de lignina (van 

de Pas et al. 2011, Ammann et al. 2013). 

Es por lo anterior que este género representa un recurso biológico con amplio potencial 

biotecnológico aún por explorar, y en particular con las especies identificadas como termofílicas. 
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2.2.B | Thielavia terrestris 

Tomando en cuenta que ascomicetos, deuteromicetos y zigomicetos se consideran 

termófilos verdaderos, y que sólo los dos primeros grupos son mayoritariamente productores de 

lacasas (Véase 2.1.A), el estudio de lacasas fúngicas termoestables y termotolerantes podría 

centrarse en las especies termofílicas de estos. 

Thielavia terrestris ((Apinis) Malloch & Cain 1973), por ejemplo, es un hongo ascomiceto 

termofílico y filamentoso, que fue primero encontrado como teleoformo en suelos aluviales en 

Nottingham (Reino Unido), y posteriormente fue descrito su anamorfo3, Acremonium alabamense 

(Morgan-Jones 1974); estableciéndose su conexión en 1977 por Samson et al. 

Acerca de su crecimiento, T. terrestris, tiene una temperatura mínima de crecimiento de 

20°C, óptima de 45°C y máxima de 52°C. Morfologicamente, su ascoma se desarrolla debajo de la 

estera micelial lanosa, no ostiolada, esférica, lisa, negra y de 150-300 µm de diámetro, peridio marrón 

oscuro, con hifas unidas y superficie de textura epidermoidea, ascocarpos subglobosos a globosos de 

100-200 µm de diámetro, con ascos de 14-20 X 6-8 µm y de 8 esporas por cada uno. Estas ascosporas 

son de forma ovoide, de coloración marrón oscura y de poro germinal apical y conidios en cadenas 

de conidióforos simples o poco ramificados, hialinos, ovoides a piriformes, lisos, unicelulares y de 3-

5 X 1.5-2.5 µm. (Malloch & Cain 1973; Mouchacca 1999). 

Este hongo destaca también por su capacidad de producción de enzimas termotolerantes de 

importante actividad conversora de biomasa; como son: xilanasas (Gilbert et al. 1993), glucoamilasas 

(Rey et al. 2003), cutinasas (Yang et al 2012), glucuronil esterasas (Tang et al. 2019), inulinasas, (Fawsi 

2011) y celulasas (Gilbert et al. 1992; Rosgaard et al. 2006), por mencionar algunas. 

Por otra parte, Berka et al. 2011, obtuvieron el genoma de la cepa NRRL 8126 de Thielavia 

terrestris (Tht. N-6) y lo compararon con el de la cepa ATCC42464 de Myceliophthora thermophila, 

además de la predicción de sus secretomas con 789 y 683proteínas, respectivamente. 

 
3 Algunos hongos se diferencian entre individuos por su forma de reproducción, por lo que son consideradas 

especies distintas, pese a que están relacionadas morfológica, bioquímica y genéticamente entre sí. Aquellos 
sin un ciclo sexual registrado se denominan anamorfos y se clasifican como deuteromicetos (Deuteromycota), 
mientras que sus contrapartes teleomorfas, son aquellas con un ciclo de reproducción específico, y se 
encuentran en diversos filos y géneros (Braus et al 2002). Debe mencionarse que recientemente se han 
realizado clasificaciones taxonómicas que no reconocen a Deuteromycota como un filo real (Ruggiero et al 
2015). 
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2.3 | Genes de lacasa 

La mayoría de los hongos reportados como productores de lacasas, lo son para más de una 

de estas, por lo que, a la fecha gracias a los trabajos de expresión y secuenciación, el total de genes 

de lacasa ha aumentado a varios cientos. Se ha comprobado de manera general que estos genes 

codifican isoformas proteicas de lacasa de entre 520 - 550 aminoácidos, incluyen una péptido señal 

N-terminal de secreción de 20 aminoácidos, cuatro regiones conservadas de Cys (cisteína) y diez de 

His (histidina), que forman un entorno de ligandos quelantes para iones de Cu ubicados en el sitio 

activo de la enzima. Cuentan también con intrones de 50–90 pb de longitud y se han reportado hasta 

19 en Basidiomicetos y hasta 6 en Ascomicetos (Janusz et al. 2013). 

2.3.A | Secuencias firma para lacasas 

A partir de investigaciones enfocadas en el análisis de secuencias de aminoácidos de lacasas 

y otras MCO, desde finales de los años 80´s (s. XX) y hasta la fecha, se han definido aún más sus 

propiedades a partir de patrones relacionados con su estructura tridimensional, principalmente con 

los sitios de Cu: T1, T2 y T3 (Figura 2-X). 

En T1, se encontró de manera conservada la presencia de dos residuos de His y uno de Cys, 

como ligandos ecuatoriales del Cu de este sitio; al igual que un ligando axial que varía según la fuente 

de la enzima y que tiene efectos importantes sobre su ORP (Véase 2.1.C.1). 

 

Figura 2-IX Estructura de lacasa a nivel de secuencia. Elaboración propia. 

En el sitio T3, el Cu cuenta con ocho residuos de His como ligandos, en un patrón de cuatro 

secuencias HXH. Siendo X en una de estas secuencias, una Cys que se une al Cu del sitio T1 formando 

la ruta de transferencia de electrones al centro trinuclear. Estas secuencias se encuentran separadas 

por 25-175 residuos (Kües & Rühl 2011; Janusz et al. 2020). Así, con un total de 10 His y una Cys, los 

ligandos del Cu se alojan en cuatro secuencias firma altamente conservadas de al menos ocho 

residuos de longitud, denominadas L1, L2, L3 y L4: 
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L1 H-W-H-G-X9-D-G-X5-QCPI 

L2 G-T-X-W-Y-H-S-H-X3-Q-Y-C-X-D-G-L-X-G-X-(FLIM) 

L3 H-P-X-H-L-H-G-H 

L4 G-(PA)-W-X-(LFV)-HCHI-DAE-X-H-X3-G-(LMF)-X3-(LFM) 

Donde (según código IUPAC-IUB): 

X = residuo indefinido 

A = Ala, alanina 

C = Cys, cisteína 

D = Asp, ácido aspártico 

E = Glu, ácido glutámico 

F = Phe, fenilalanina 

G = Gly, glicina  

H = His, histidina 

I = Ile, isoleucina 

L = Leu, leucina 

M = Met, metionina 

P = Pro, prolina 

Q = Gln, glutamina 

S = Ser, serina 

T = Thr, treonina 

V = Val, valina 

W = Trp, triptófano 

Y = Tyr, tirosina 

Considerando que antes de estas secuencias, se reportaron algunas similares a L1 y L3 en 

otras MCO, y que estas mismas secuencias, así como L2 y L4, comparten homología. Se han definido 

a L1 y L3 como secuencias firma para MCO, mientras que L2 y L4, al sólo haberse encontrado en 

lacasas, se han definidos como secuencia firma para éstas. También se han identificado en MCO 

cuatro regiones de unión a sustrato (I, II, III y IV), donde la lacasa ha mostrado poca relación con sus 

similares proteicos, aparentemente debido a su diversidad de sustratos (Messerschmidt & Huber 

1990; Larrondo et al. 2003). 

Adicionalmente, para las lacasas sensu stricto de hongos ascomicetos, se han propuesto 

como elementos distintivos la presencia conservada de un triángulo Ser-Asp-Ser/Ala (denominado 

como SDS-gate), un dominio DSGL/I/V (Asp Ser Gly Leu/Ile/Val) en el C-terminal y un residuo F/L 

(Phe/Leu) como ligando de coordinación axial del cobre T1 (Véase 2.1.C.1) (Hakulinen et al. 2008; 

Cázares-García et al. 2013). 

2.3.B | Regulación de la expresión 

La regulación de la expresión ocurre como respuesta de las células a cambios y estimulos en 

el medio, y señales de otras células, alterando la cantidad o el tipo de proteínas que expresan. Este 

conjunto de procesos se regula genéticamente por promotores, que determinan el nivel potencial 

máximo de expresión génica en la transcripcion; operadores, que inhiben la transcripción; y 

elementos de control positivo, que son reconocidos por las proteínas activadoras que estimulan la 

transcripción en el promotor (Bertrand et al. 2013). 

En amplio sentido, la expresion de genes de lacasa se regula de manera diferencial en 

respuesta a factores internos, siendo todos aquellos relacionados al microorganismo modelo (cepa, 
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etapa de crecimiento, promotor de lacasa, etc.), y a factores externos, todos aquellos relacionados 

al medio (composicion, nutrientes, iones metalicos y xenobioticos, etc.) (Bertrand et al. 2013; Yang 

et al. 2017). No como se consideraba en un principio, atribuyendo la diferencia entre lacasas a 

modificaciones postraduccionales, sin embargo, varias especies de hongos poseen más de un gen 

codificante para lacasa, y con diversidad de secuencias moderadas. 

Los fenomenos de regulación de lacasa son complejos y los mecanismos moleculares precisos 

a través de una variedad de elementos de acción cis sólo se conocen parcialmente (Piscitelli et al. 

2011). En las secuencias promotoras de lacasa se han descrito regiones sensibles, que se creen 

capaces de regular las transcripciones de genes (Figura 2-IX), así como su número de copias en acido 

ribonucleico mensajero (mRNA - del ingl. messenger ribonucleic acid). Estas contienen secuencias 

TATA y al menos un motivo CAAT, encargados de iniciar y controlar la transcripción, 

respectivamente. La posición de estas secuencias difiere entre genes y pueden relacionarse con 

regiones conservadas (Galhaup et al. 2002; Janusz et al. 2013). 

 

Figura 2-X Elementos de regiones promotoras para lacasas 

Dentro de estas regiones se han identificado varios elementos que actuan en cis en las 

regiones promotoras de lacasa, como el elemento de respuesta a metales (MRE – del ingl. metal 

response element), los sitios de union al factor de transcripción sensible al cobre (ACE1 – del ingl. 

Cooper-Dependent Transcription Factor), los elementos de respuesta a xenobióticos (XRE – del ingl. 

xenobiotic response elements), los elementos de respuesta a antioxidantes (ARE – del ingl. antioxidant 

response elements), los elementos de respuesta a choque térmico (HSE – del ingl. heat shock response 

elements), el elemento de respuesta a la represión por nitrógeno (NIT2 – del ingl. nitrogen catabolic 

enzyme regulatory protein) y los sitios de unión a los elementos de respuesta al catabolismo (Cre – 

del ingl. catabolite responsive element), mediada por cAMP (Adenosín monofosfato cíclico), y de los 

cuales CreA es el más conocido. 

Las secuencias de lacasa MRE se adhieren a la región consenso TGCRCNC, mientras que las 

secuencias XRE tienen secuencias menos conservadas T / GCG / AT / CGC / G y NGAAN repetidas 

en cualquier orientación para HSE. El sitio CreA participa en la represión de glucosa y se conserva 
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estrictamente entre los hongos y requiere un sitio de unión de la caja GC con las secuencias consenso 

SYGGGG y SYGGRG. El NIT2, que activa la expresión de muchos genes estructurales durante 

condiciones de limitación de nitrógeno, contiene copias de secuencias GATA que se encuentran 

dentro de 30 pb entre sí y el sitio de unión de NIT2 con consenso adherido a la secuencia TATCDH 

(Janusz et al. 2013; Yang et al. 2017). 

2.3.C | Secreción 

Se suele denominar secretoma a todas aquellas enzimas extracelulares, incluida la lacasa, 

que en hongos permiten adaptar su metabolismo a diferentes fuentes de carbono (C) y nitrógeno 

(N), por ejemplo mediante la degradación de las lignocelulosas y otros biopolímeros. 

Para ser excretadas, las lacasas requieren al menos tres pasos de procesamiento: co-

traducción de plegamiento en el retículo endoplásmico, incorporación de una secuencia precursora 

(glucosa 3 manosa 9-glucosa-N acetilglucosamina2) que se une con la asparagina (Asp) de la mayoría 

de las secuencias NXT/S de la proteína, y union a iones de calcio (Ca) que estabilizan la apolacasa 

resultante. Posteriormente, en el aparato de Golgi, se añaden los iones de Cu junto con carbohidratos 

adicionales antes de la secreción. 

Las lacasas también contienen una secuencia de secreción N terminal abundante en arginina 

y lisina. No todas las lacasas son extracelulares, algunas otras se han encontrado localizadas en la 

pared celular y el citoplasma (Bertrand et al. 2013). 

2.3.D | Analisis: RT-qPCR 

Desde su descubrimiento y desarrollo en los 80´s (s. XX ), la Reacción en Cadena de la 

Polimerasa  (PCR – del ingl. Polymerase Chain Reaction), se ha adaptado para numerosas aplicaciones 

de Biología Molecular. El análisis de expresión génica por PCR cuantitativa de transcripción inversa 

(RT-qPCR) ha sido una tecnología habilitadora clave de la era posterior al genoma. Toma como base, 

primero una reacción de PCR con transcriptasa inversa (RT-PCR – del ingl. Reverse Transcriptase PCR), 

donde se parte de RNA como molde y se sintetisa DNA complementario (cDNA – del ingl. 

Complementary DNA) mediante retrotranscripción y luego amplificación de la primer hebra de cDNA; 

y posteriormente un determinado número de reacciones de PCR cuantitativa (qPCR – del ingl. 

quantitative PCR), también conocida como  PCR en tiempo real (del ingl. real time PCR), que permite 

amplificar y simultáneamente cuantificar de forma absoluta el producto de dicha amplificación y para 
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lo cual se utilizan reporteros fluorescentes; siendo uno de los más comunes SYBR Green, un colorante 

que después de la replicación mediada por cebador de la secuencia objetivo durante la PCR, se une 

al producto y emite una señal fluorescente detectable. 

La cuantificación se puede hacer de manera absoluta, obteniendo la cantidad exacta de 

moléculas de cDNA por comparación con una curva estándar, o de manera relativa comparando una 

muestra control con la muestra a analizar. En el caso de la cuantificación relativa es necesario analizar 

tanto los genes de referencia (housekeeping) con expresión constitutiva como los genes de interés. 

Siendo utilizado para ello comúnmente el método 2-ΔΔCT, que emplea valores de CT (del ingl. cycle 

threshold) correspondiente al número de ciclo de PCR en el cual la fluorescencia detectada se puede 

diferenciar del ruido de fondo. Este valor es inversamente proporcional a la cantidad de DNA inicial y 

es característica de cada una de las reacciones (VanGuilder et al. 2008; Becker et al. 2010; EMBL-EBI 

2016; Taylor et al. 2019). 

2.4 | Producción de lacasas 

Dadas sus propiedades y su amplio potencial de aplicaciones (Véase 2.5), la optimización y 

aumento de la produccion de lacasa, ha atraido el interés de muchas investigaciones, que aunado al 

aislamiento de productores naturales, han probado el mejoramiento mediante cocultivos o técnicas 

de tipo molecular para aumentar no sólo la producción de lacasa y sino tambien su actividad (Yang 

et al 2017) (vide infra). 

2.4.A | Cultivo 

Como factores principales de la regulacion de la expresion de lacasas, destacan las fuentes y 

concentraciones de nutrientes presentes en los medios de cultivo, sea C, N o microelementos. La 

relacion oóptima entre las fuentes de C y N para la produccion de lacasas varia según el organismo 

productor, así, algunos reportes mencionan altas actividades enzimáticas en cultivos con altas 

relaciones C/N, mientras que otros reportan mayores actividades enzimáticas ante una relación C/N 

baja. De manera similar, se ha reportado que la producción de lacasas se desencadena con el 

agotamiento de N, sin embargo, otros estudios reportan que el N no presenta efecto sobre la 

actividad enzimática. 

En general, las fuentes de N órganicas dan altos rendimientos de biomasa y en comparación, 

las fuentes inorganicas conducen a bajos niveles de lacasa y suficiente producción de biomasa. 
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Además se han reportado al extracto de levadura y el aminoácido L-asparagina (Asn), como buenas 

fuentes de N que aumentan el rendimiento de la enzima. En cuanto a la glucosa y sacarosa, como 

fuente de C, se ha reportado un efecto inhibitorio cuando se agrega en exceso, pues permite la 

producción constitutiva de la enzima, pero reprimen su inducción (Gochev & Kratanov 2007; Brijwani 

& Vadlani 2010; Senthivelan et al. 2016). 

En una misma tendencia, condiciones como la temperatura y tiempo de incubación también 

varían entre especies, como ocurre con los microorganismos termofílicos que tienen temperaturas 

de crecimiento óptimas cercanas y por encima de 45 °C, muy diferentes a otros organismos 

productores de lacasa. El potencial de Hidrógeno (pH), si bien, tampoco está definido, muchos 

reportes concuerdan en un pH 4.5 - 6.0 en el medio antes de la inoculación, que, aunque no se 

mantiene, permite el crecimiento del hongo y la producción de lacasa. (Gochev & Kratanov 2007; 

Muthukumarasamy & Murugan 2014). 

2.4.A.1 | Escala biorreactor 

La producción de lacasas a nivel biorrector suele dificultarse por las variaciones reológicas 

generadas por diferentes tipos de morfología fúngica que afectan la transferencia de masa y la 

productividad, aunque se ha encontrado que la producción de altos títulos de lacasa no depende de 

altos rendimientos de biomasa (Gochev & Kratanov 2007). 

La produccion de lacasa se puede efectuar mediante varios modos de fermentación, como la 

fermentación sumergida y en estado sólido. 

Fermentación sumergida (SMF - del ingl.  Submerged fermentation): Implica el cultivo de 

microorganismos en medio líquido con un contenido rico de nutrientes requeridos, así como 

otras condiciones, como oxígeno. En este tipo de fermentación debe de considerarse la 

viscosidad del líquido tras el crecimiento de hongos y la transferencia de masa. 

Fermentación sólida (SSF - del ingl. Solid-state fermentation): Implica la ausencia o reducción 

de líquido en el cultivo, con un sustrato sólido inerte sea sintético o natural. Como sustratos 

naturales se han utilizado residuos agrícolas lignocelulósicos, que por su contenido de lignina, 

celulosa y hemicelulosa actuan como inductores naturales y por también contener azúcares, 

promueve el crecimiento de de hongos. Este tipo de fermentación resulta adecuado porque 

imita las condiciones naturales de crecimiento para hongos filamentosos (Couto & Toca-

Herrera 2007; Brijwani & Vadlani 2010; Yang et al 2017). 
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Es importante, también considerar el modo de operación de los biorreactores (internitente, 

contínuo o semicontínuo), por ejemplo, mientras que algunos reportes apuntan a que la agitación 

puede dañar el micelio del hongo y disminuir su producción; otros reportes mencionan excelentes 

resultados en tanques agitados, con enzimas previamente inmovilizadas, y otros encontraron 

irrelevancia de la agitaciión en la producción (Brijwani & Vadlani 2010). 

2.4.B | Inducción 

En hongos las lacasas generalmente se producen en bajas concentraciones, mejorándose los 

rendimientos con la adición de suplementos a los medios, afectando así el metabolismo y/o la tasa 

de crecimiento de las fuentes, como respuesta desarrollada contra compuestos tóxicos. Algunos de 

los compuestos xenobióticos suplementarios más utilizados son compuestos fenólicos y aromáticos 

como xilideno, lignina, alcohol veratrílico e incluso etanol y celobiosa, cuyo efecto inductivo depende 

de sus estructuras moleculares, concentración y tiempo de adición a los cultivos (Gochev & Kratanov 

2007; Brijwani & Vadlani 2010; Píscitelli et al 2011). 

Se ha comprobado que los iones metálicos, como plata (I) (Ag+), manganeso (II) (Mn+2), y 

principalmente  cobre (II) (Cu+2), tienen efectos sobre la expresión a nivel transcripcional en diversos 

hongos, los dos primeros como moduladores de la transcripción, y el último como inductor y también 

disminuye la actividad proteolítica extracelular, por lo tanto deteriorando la degradación de lacasa. 

Es importante señalar que el mismo metal puede ejercer efectos opuestos en diferentes especies de 

hongos y que la inducción varía según el organismo y parece ser específica de ciertos compuestos 

aromáticos. (Píscitelli et al 2011). 

2.4.B.1 | Inducción por cobre 

De acuerdo con diversos reportes, se ha relacionado a las MCO en la homeostasis del Cu, por 

ejemplo, en Aspergillus fumigatus, las lacasas se han visto implicadas como factor de virulencia en la 

aspergilosis, donde utilizan al Cu como cofactor (Antsotegi-Uskola et al. 2019). 

Como otra respuesta a la presencia de iones de Cu en el medio, se ha comprobado que la 

adición a los medios de cultivo de bajas concentraciones de cobre, por ejemplo, en forma de sulfato 

cúprico (CuSO4), estimula la producción de lacasa en los hongos productores y la actividad de la 

enzima, por tener también un efecto regulador en los niveles de mRNA de genes codificantes para 

lacasa (Gochev & Kratanov 2007; Vrsanska et al. 2016). 
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A nivel molecular, los sitios de unión al factor de transcripción sensible al Cu, como ACE1 en 

P. brumalis o  CUF1 en C. neoformans, representan el elemento regulador mejor entendido en la 

región promotora de la lacasa, que al interactuar con iones de Cu durante la inducción, aumenta su 

expresión. Por otra parte, se ha registrado que cuando los iones de Cu no cumplan una función 

inductora, estos estabilizan el centro catalítico de la enzima que contiene Cu. La regulación por Cu es 

analoga al efecto del Mn en la expresión del gen mnp de la MnP (manganeso peroxidasa) a través de 

los MRE que se ajustan a la secuencia consenso, TGCRCNC, propia de promotores de genes de 

metalotioneína (MT) en eucariotas superiores, y que se caracteriza por operar mediante un sistema 

de un sólo componente, donde una proteína metaloreguladora intracelular única funciona como 

receptor de metal y como factor de transcripción en trans (Collins & Dobson 1997; Yang et al. 2017). 

2.4.C | Inmovilización 

La inmovilización celular es una técnica que busca contrarrestar los problemas asociados a la 

viscosidad del caldo y la transferencia de oxígeno y masa en cultivos líquidos, aumentando la vida útil 

de la enzima al unirla a un soporte insoluble, haciéndola más resistente ante las condiciones de 

operación (pH, temperatura, agitación, inhibición, etc.), aunque generalmente a costa de la 

disminución de su actividad específica y volumétrica, la flexibilidad enzimática, el impedimento 

estérico y las limitaciones de difusión (Brijwani & Vadlani 2010; Yang et al. 2017). 

Para las lacasas fungicas, los reportes de inmovilización son tan diversos como lo son los 

materiales de soporte, los cuales están recientemente enfocados en las innovaciones tecnológicas 

de nanomateriales y la creación de materiales resistentes a condiciones extremas (Brijwani & Vadlani 

2010; Fernández-Fernández et al. 2013; Yang et al. 2017). 

Los métodos de inmovilización de lacasas las comunes son: atrapamiento, encapsulación, 

adsorción, unión covalente y autoinmovilización. 

El primero consiste en la retención de las enzimas sobre una matriz sólida porosa (e.g. 

poliacrilamida, colágeno, alginato o gelatina); en el segundo, la enzima queda aislada del medio 

dentro de un soporte, por lo que la transferencia de masa se ve limitada, a menos que se encapsulen 

en materiales semipermeables (e. g. polietilenimina y SiO2). 

La adsorcion, por su parte, se sustenta en las fuerzas de atracción entre el soporte y la 

enzima, la hidrofobicidad de la superficie de soportey el pH y la fuerza iónica del medio. De manera 
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similar, en la union covalente, los grupos químicos de la superficie del soporte reacción con los grupos 

nucleofílicos de la proteina, generalmente lisina (Lys), formando enlaces covalentes. 

Por último, la autoinmovilización se basa en el uso de reticuladores bifuncionales (e. g. 

cristales enzimáticos reticulados (CLEC – del igl. cross-linked enzyme crystals ) o los agregados 

enzimáticos reticulados (CLEA – del ingl. cross-linked enzyme aggregates) ), donde se requieren 

enzimas de alta pureza para su posterior cristalización o precipitación (Fernández-Fernández et al. 

2012). 

2.4.D | Ingeniería  

Las lacasas más utilizadas en la industria provienen de hongos, logrando altos rendimientos 

en enzimas reactivas por vía nativa en producción optimizada. Sin embargo, con regularidad se 

producen isoformas con propiedades muy similares entre sí, lo que dificulta la purificación de estas, 

obstáculo que la producción recombinante supera, incluyendo su producción, que puede optimizarse 

mediante el uso de un promotor fuerte adecuado y una secuencia de señal que dirija la enzima a los 

medios de cultivo (Figura 2-XI) (Antošová & Sychrová 2015). 

La actual predominancia de las proteínas recombinantes en la industria está basada en el 

aumento de la producción de éstas en huéspedes de fácil manejo, sea por ser de fácil cultivo, no 

patógenos y/o generalmente reconocidos como seguros (GRAS – del ingl. Generally Recognized as 

Safe), en comparación con sus contrapartes nativas; además de reducir tiempos y costos en los 

procesos, como la purificación. A su vez el éxito de producir eficientemente lacasas en un huésped 

heterólogo depende en gran medida de la naturaleza de los cambios introducidos en el DNA original 

o la secuencia de aminoácidos (Piscitelli et al. 2010). 

Los sistemas de expresión para lacasas más comunes son: 

Levaduras (e. g. Saccharmoyces cerevisiae y Pichia pastoris): por su rapidez de crecimiento, 

facilidad de manipulación microbiana y genética, capacidad de realizar modificaciones 

postraduccionales específicas de eucariotas, como el procesamiento proteolítico, la 

formación de puentes disulfuro y la glicosilación. 

Hongos filamentosos (e. g. Aspergillus niger, Aspergillus oryzae y Trichoderma reesei): por su 

alta capacidad natural de secreción al medio, mejores rendimientos (mg/l) en comparación 

con levaduras. 
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Figura 2-XI Descripción general de los enfoques para optimizar los niveles de lacasas activas secretadas por levaduras. Traducido 

de Antošová & Sychrová 2015. 

Así mismo, también se han utilizado como sistemas de expresión a otros organismos como 

plantas e insectos.  En plantas destacan Arabidopsis thaliana, Lycopersicon esculentum, Oryza sativa, 

Nicotiana tabacum, Saccharum officinarum y Zea mays, obteniéndose plantas resistentes a bacterias 

patógenas o con la capacidad de degradar compuestos fenólicos, gracias a la expresión de lacasas. 

En cuanto a insectos, el estudio y determinación de la presencia de lacasas y sus funciones 

fisiológicas, fue posible gracias a su expresión en baculovirus (Piscitelli et al. 2010; Robert et al. 2011; 

Antošová & Sychrová 2015).  

La disponibilidad de estos sistemas de expresión recombinante para lacasas y sus isoenzimas, 

ha permitido desde los años 90´s (s. XX) su ingeniería, con el objeto principal de profundizar el 

conocimiento de las relaciones de función - estructura y mejorar, según necesidades industriales 

específicas, varias características enzimáticas, como estabilidad, actividad, especificidad, parámetros 

bioquímicos y/o catalíticos (Figura 2-XII). La mutagénesis (racional o aleatoria), junto a otras técnicas 

como fusión, deleción, marcado (tagging) y barajado (shuffling) de dominios, han sido descritas en 

lacasas para generar variantes, ya sea en levaduras o en hongos filamentosos (Piscitelli et al. 2010; 

Robert et al. 2011). 
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Figura 2-XII Regiones objetivo para mutaciones de lacasa. Elaboración propia basada en Stanzione et al. 2019 y 
modificado de Protein Data Bank (código 1GYC). Lacasa de Tramestes versicolor (TvL). 

A estas técnicas, también se puede incluir la producción quimérica de lacasas, siendo la 

primera de estas enzimas descrita en 2009, fusionando una lacasa de Pycnoporus cinnabarinus con 

el conector C-terminal y el módulo de unión a carbohidratos de la celobiohidrolasa B de Aspergillus 

niger, mismo organismo donde fue producida (Ravalason et al. 2012). 

Con la incorporación de herramientas informáticas que permiten pronosticar confiablemente 

las regiones enzimáticas específicas que se mutarían, las investigaciones recientes han tendido a la 

combinación de un enfoque computacional con validación experimental, que ha dado buenos 

resultados (Stanzione et al. 2019). Por ejemplo, la ingeniería de novo para nuevas proteínas, permite 

el diseño de sistemas complejos en biología sintética, incluso basados en datos cristalográficos y en 

la mecánica molecular (Glykys et al. 2011). 
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2.5 | Investigaciones y aplicaciones 

Las comprobadas propiedades de las lacasas como biocatalizadores para una amplia 

diversidad de reacciones, así como su capacidad de acoplarse para muchas otras mediante Sistemas 

Lacasa-Mediador, junto a tecnologías cada vez más innovadoras y sustentables, han priorizado su 

aplicación en distintos campos, buscando así reemplazar agentes químicos de mayor riesgo y 

establecer nuevos y más eficientes procesos. Esto es perceptible en las investigaciones en la materia 

al igual que en la oferta de estas enzimas o sus derivados como producto de consumo (Figura 2-XIII-

d). Actualmente hay reconocidas compañías productoras de lacasas, entre las que destacan 

Novozymes (Dinamarca), Genencor Inc. (Estados Unidos), Lignozym GmbH (Alemania), Zytex Biotech 

Pvt. Ltd. (India) y Season Bio-Chemicals Ltd. (China), cuyo principal mercado se encuentra en el sector 

textil, papelero y alimenticio. 

Las investigaciones en torno a las aplicaciones de lacasas siguen una tendencia similar de 

acuerdo con las industrias a las que están orientadas; destacan la textil, alimenticia, papelera, 

farmacéutica y cosmética, así como otras dedicadas a la biorremediación, biocombustibles y 

biosensores. Según el número de reportes (hasta 2016), el campo más investigado es el 

medioambiental (29%), seguido por el de biosensores (22%), textiles (20%), papel (11%), alimentos 

(10%), síntesis orgánica (4%) y otros (4%, biocombustibles, paneles de fibra, cosméticos y pinturas) 

(Osma et al. 2010; Mate & Alcalde 2016; Moreno et al. 2019). 

2.5.A | Industria química y bioquímica 

El uso más directo que se puede encontrar para las lacasas es el de biocatalizador, siendo 

utilizadas en una amplia gama de reacciones cuyo interés reside en el producto obtenido, algunos 

ejemplos son: reacción de Diels-Alder para la síntesis de orto y para naftoquinonas, reacción tipo 

Michael de oxidación en cascada para la síntesis de benzofuranos, α-arilación de acetonitrilo de 

benzoilo, acoplamiento de catecol y aminas aromáticas con un sistema cocatalitico de lacasa-lipasa, 

y síntesis de 2,3-etilenditio-1,4-quinonas (Cannatelli & Ragauskas 2016). 

Otro ejemplo, lo encontramos en los polímeros, pues esta enzima logra la formación inicial 

de radicales a partir de un sustrato, entonces, estos radicales pueden sufrir reacciones de 

polimerización hacia materiales homopoliméricos. A pesar de esta capacidad comprobada, la 

implementación a corto plazo de la síntesis de polímeros mediada por enzimas aún no se reportaba 

viable económicamente (Burton 2003; Pezzella et al. 2015). 
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Dentro de las reacciones mediadas por lacasas, también se han descrito algunas cuyos 

productos son considerados como de valor agregado, como en reacciones de oxidación de 

flavonoides (e. g.  catequina) obteniendo polímeros con una mayor actividad antioxidante. También 

se pueden obtener sustituyentes de urishiol natural para la elaboración de laca a partir de derivados 

de catecol en reacciones in vitro; en reacciones con poliestireno sulfonado mediadas por 

oxidorreductasas pueden obtenerse polímeros conductores, como la polianilina (PANI), incluso se ha 

logrado sintetizar por polimerización oxidativa de 4-fluoroguayacol en presencia de disolventes 

orgánicos, un material fotoluminiscente con emisiones en azul, verde y rojo, con muchas potenciales 

aplicaciones (Pezzella et al. 2015; Senthivelan et al. 2016). 

2.5.B | Industria alimenticia 

En esta industria, las lacasas son utilizadas principalmente en productos horneados, 

procesamiento de jugos y vinos. En los productos horneados esta enzima da mayor resistencia a la 

estructura del gluten en la masa, obteniendo un producto más suave, y mejora la panificación con 

harina de avena para productos para celiacos (Brijwani et al. 2010). 

De acuerdo con diversos estudios, en el procesamiento de jugos y vinos, e incluso cerveza, la 

lacasa puede ser utilizada para la estabilización del color y aroma del producto, removiendo fenoles 

y polifenoles naturales de este, ya que al oxidarse producen cambios indeseables en sus 

características organolépticas (Brijwani et al. 2010; Osma et al. 2010). 

Es importante recalcar que, paradójicamente, en el caso de algunos vinos, las lacasas y otras 

fenoloxidasas, como la tirosinasa, son predominantemente indeseables durante el macerado, dado 

que una vez que se destruye la integridad de las bayas y son expuestas al aire, estas enzimas 

oxidativas alteran la composición fenólica final mediante un pardeamiento enzimático (Claus & 

Mojsov 2018). Por otra parte, la presencia de lacasas suele estar asociada a uvas demasiado maduras 

infectadas por Botrytis cineerea (infección denominada "podredumbre noble"), dando lugar a vinos 

botritizados (Figura 2-XIII-c) con un contenido de azúcar residual mayor o menor y una composición 

aromática única que los vuelve especiales (Magyar & Soós 2016). 

Las lacasas también se han relacionado con la obtención de productos de valor agregado para 

la industria alimenticia, como la pectina de remolacha azucarera (SBP- del ingl. Sugar beet pectin) y 

emulsificantes como la proteína aislada del suero de la leche (WPI – del ingl. Whey protein isolates) 

(Senthivelan et al. 2016). 
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2.5.C | Industria papelera 

En la industria del papel, la lacasa se utiliza principalmente para el blanqueo de pulpa, ya que 

esta enzima puede despolimerizar la lignina y deslignificar las pulpas de madera, reduciendo así el 

uso de productos químicos a base de cloro y la generación de compuestos alifáticos y aromáticos 

clorados que podrían ser cancerígenos, mutagénicos y tóxicos (Widsten & Kandelbauer 2008; 

Upadhyay y Agrawai 2016; Christopher et al. 2014; Singh & Arya 2019). 

Es en este campo, donde el LMS es altamente apreciado, ya que incluso fue por 

investigaciones de esta industria que dicho sistema fue descrito por primera vez (ver 2.1.C.2). Uno 

de los primeros sistemas implementados fue Lignozym, donde se acoplo la lacasa y compuestos con 

grupos –NO, –NOH o HRNOH– para la deslignificación (Call & Mücke 1997; Kunamneni et al. 2008 b). 

2.5.D | Industria cosmética 

En el campo cosmético, las lacasas se han aplicado para tratamientos aclaradores de la piel, 

removiendo incluso manchas derivadas de melanina, además de utilizarse como catalizador en la 

síntesis de productos como tintes capilares y en la formulación de desodorante, pasta dental, 

enjuague bucal, detergente y jabón (Figura XIII-b) (Pezzella et al. 2015; Upadhyay & Agrawai 2016). 

 

Figura 2-XIII Ejemplos de productos relacionados con lacasa: a) Chaqueta de mezclilla de H&M decolorada con lacasa; b) Tratamiento 
capilar Link-D con lacasa como parte de sus ingredientes activos; c) Château d'Yquem, vino botritizado francés; d) Producto a granel 
de Novozymes, uno de los principales productores de enzimas para uso industrial. Tomado de H&M, Linkl-D, Yquem, Novozymes. 

a 

b 

c 
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2.5.E | Industria textil 

En la industria textil, las lacasas se han incorporado en procesos como el blanqueo y teñido 

de fibras (Figura 2-XIII-a), resultando ser una alternativa más ecológica respecto a los procesos 

tradicionales. En el blanqueo, se utilizan para la eliminación de pigmentos naturales e impurezas 

celulósicas antes del teñido de fibras, donde las lacasas participan en la síntesis in situ de colorantes. 

Las lacasas también se han aplicado en la modificación de fibras proteicas, como la lana y el algodón, 

mejorando sus propiedades originales, haciéndolas repelentes al agua (Pezzella et al. 2015). 

2.5.F | Industria médica y farmacéutica 

Parte de los productos generados por síntesis mediada por lacasas son anestésicos, 

antimicrobianos, desintoxicantes, antiinflamatorios, antibióticos o sedantes, por lo que esta enzima 

se encuentra en investigación para la síntesis de compuestos como los antibióticos mitomicina, 

cefalosporinas y vinblastina (droga contra el cáncer), por mencionar algunos. Adicionalmente, 

algunos reportes han relacionado a las lacasas con la síntesis de prostaglandinas, importantes 

mediadores inflamatorios; así como en la inhibición de la proliferación de líneas celulares de leucemia 

y hematoma humano, y la reducción de la actividad de la transcriptasa inversa del VIH-1 (Upadhyay 

& Agrawai 2016) 

En este mismo sentido, las lacasas obtenidas de extractos de hongos han sido investigadas 

por su actividad anticancerígena, en concreto contra la línea celular de cáncer de mama MCF-7 y la 

línea celular de carcinoma hepatocelular hepático Hep-G2, y aún más importante, fue capaz de matar 

selectivamente las células cancerosas sin causar daño a las células normales (Guest & Rashid 2016). 

2.5.G | Biosensores 

Gracias a su amplia especificidad de sustrato y catálisis de reacciones de transferencia de 

electrones sin cofactores adicionales, éstas han sido empleadas para la detección de un amplio rango 

de fenólicos, oxígeno o azidas, presentes en contaminantes ambientalmente importantes, 

metabolitos clínicamente relevantes. Esta capacidad de detección acoplada a nanomateriales ha 

permitido crear biosensores para compuestos en té y vino, así como la detección de 

neurotransmisores como dopamina, epinefrina y norepinefrina, por citar algunos ejemplos 

(Upadhyay & Agrawai 2016; Yasha et al. 2018). 
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2.5.H | Biorrefinerías 

En la producción de biocombustibles, las lacasas, en particular las termoestables, e 

incluyendo los LMS, pueden contribuir en una mayor utilización de la biomasa lignocelulósica, ya sea 

modificando y/o eliminando parcialmente la lignina de la biomasa pretratada y mediante la oxidación 

selectiva de compuestos fenólicos, mejorando así la posterior hidrólisis enzimática de los 

carbohidratos y reduciendo la carga de enzimas hidrolíticas para su correcta valoración. Esto según 

métodos más recientes como el ligning-first biorefinery, enfocado en evitar la condensación de 

lignina sin comprometer la integridad estructural de los carbohidratos, en comparación con otros 

métodos que no atienden la propensa degradación irreversible de la lignina que genera estructuras 

recalcitrantes (Renders et al. 2017; Liu et al. 2019; Sharma et al 2019; Moreno et al. 2020). 

2.5.I | Biorremediación 

La biorremediación es un proceso basado en el uso de plantas, microorganismos o sus partes 

para degradar compuestos xenobióticos en una matriz ambiental, transformándolos en sustancias 

menos o no tóxicas, y en comparación con otros métodos físicos o químicos, se considera más seguro, 

barato y eficiente. Dentro de los organismos utilizados, destacan los hongos por soportar condiciones 

de estrés, y por poder inducirse mediante diversas fuentes de carbono. 

En suelo, se utilizan en su mayoría hongos basidiomicetos, cuyas enzimas, como la lacasa, 

pueden degradar compuestos considerados contaminantes en esta matriz como clorofenoles, 

nitrofenoles e hidrocarburos poliaromáticos, (Guimarães et al. 2017). 

En aguas residuales, las lacasas han obtenido buenos resultados en la remoción de 

contaminantes de aguas residuales de algunas industrias en particular, como la alimenticia, con aguas 

con predominancia de residuos orgánicos y azúcares; textil, para la remoción de colorantes 

(antraquinonas); y farmacéutica, con contaminantes emergentes como los antibióticos (penicilinas, 

tetraciclinas, sulfonamidas, quinolonas y trimetoprima) (Strong & Burgess 2008 a & b; Brijwani et al. 

2010; Kant 2012; Guimarães et al. 2017; Yang et al. 2017; Arikan et al. 2019; Unuofin et al. 2019). 

En ambientes naturales, se han implementado sistemas de reacciones de humificación 

mediadas por lacasa (L-MHRs – del ingl. laccase-mediated humification reactions) para la remoción 

de estrógenos, contaminantes orgánicos no degradables (Chen et al. 2019). 
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Mención especial en la biorremediación merece la ingeniería de proteínas, que ha permitido 

enriquecer el catálogo de lacasas altamente eficientes y con propiedades biotecnológicas 

personalizadas, viéndose buenos resultados en la remoción de contaminantes, incluidos los 

hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAP), colorantes recalcitrantes, disruptores endocrinos (EDC) 

y compuestos organofosforados, todo a través de la combinación de la evolución de laboratorio con 

estrategias racionales y semi-racionales (Piscitelli et al. 2010; Stanzione et al. 2019). 

Por último, si bien, las investigaciones en torno a las lacasas han permito aumentar el 

conocimiento acerca de estas enzimas y su aplicabilidad, hoy en día su potencial completo está sin 

explotar, por ello bien vale la pena hacer una retrospectiva de los enfoques desde su primer reporte 

en 1883 hasta nuestros días, pudiendo encontrar cuatro eras en la producción de lacasas, 

actualmente con una perspectiva mucho más ecológica y sustentable (Figura 2-XIV y Tabla 2-I). 

1. Búsqueda de fuentes naturales para la obtención de lacasas con características deseables e 

inmovilización de enzimas para mejoramientos en costos y desempeño. 

2. Producción recombinante homóloga y heteróloga para aumentar rentabilidad. 

3. Ingeniería de proteínas para mejorar características y dotar de propiedades específicas. 

4. Metagenómica para identificar nuevas enzimas de fuentes no cultivables e incorporación de 

diseños más robustos soportados por un enfoque computacional (Stanzione et al. 2019). 

 

Figura 2-XIV Evolución de las investigaciones sobre lacasas. Elaboración propia basada en Stanzione et al. 2019. a) Estructura 
tridimensional de lacasa de Trametes versicolor, b) Ilustración de Toxicodendron vernicifluum, c) Ilustración de Trametes 
versicolor, d) Mapa del plásmido de expresión pTA946 para la expresión de lacasa de Trametes versicolor en Saccharomyces 
cerevisiae, e) Representación tridimensional de una sustitución hidrofóbica en la estructura de una lacasa. Obtenido de 
Protein Data Bank in Europe, Huang 2017, Biodiversity Heritage Library. Iimura et al. 2018, Santiago et al. 2016. 
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Tabla 2-I Publicaciones sobre investigaciones y aplicaciones de lacasas fúngicas desde 1974 a 2020 

FTE CCF LAB ORG M PROD COND A ENZ +PM P CIN +PI APLI REF 

Myceliophthora thermophila A T RS CM DK 
Exp. heteróloga en Aspergillus oryzae 
INM en nanopartículas de sílice 

pH 6.8 
L: 1220 IU/ml 
I: 13.1 IU/mg prot. 

X 
Degradación de 
lindano 

Bebić et al., 
2020 

Fusarium oxysporum D PV PL CA ES 

Exp. heteróloga en Saccharomyces cerevisiae y 
diseñó de una nueva enzima mediante 
mutagénesis aleatoria y técnicas de saturación 
del sitio 

pH  
R: 3 
M1&2: 4 
T 40 °C 

R: 6.23 U/mg 
M: 35.4 U/mg 

Kcat/Km  
R: 0.01 
M: 0.21 4C1 

X 
Kwiatos et al., 
2020 

Cerrena unicolor B S 

PL 

IE 

JP 

CA PL 

Biosensor a base de lacasa liofilizada y electrodo 
de carbono vítreo por la técnica de 
Polimerización de Plasma Blando 
FC/N residuos agrícolas como fuente de carbono 
IND con CuSO4 

pH 5 
L: 186 000 nkat/l 
Lio: 24,000 nkt/l 
Rh: 141 U/mL 

X 

Biosensor a base de 
lacasa para 
isómeros de 
dihidroxibenceno  

Malinowski et 
al., 2020 
Mazur et al., 
2015 

Trametes versicolor B IM CN CM CN 
INM en materiales biomiméticos con marcos 
organometálicos que contiene cofactor Cu2+  

L: T 50 °C  
I: T 60 °C  
L&I: pH 4  

L: 0.5 U/mg 
L: Kcat/Km 33.984 
I: Kcat/Km 122.619 

Degradacion de 
bisfenol A 

Zhang et al., 
2019 

Pleurotus dryinus 
Trametes hirsute 

B 
B 

C 
S 

MX

CA 

IN 

IE 

CA US 
CA IN 

Cultivo de Pleurotus dryinus, Trametes hirsute, 
Phanerochaete chrysosporium, Aspergillus 
caesiellus, Pseudogymnoascus sp, Trichoderma 
atroviride y Emericellopsis sp. 
FC/N Glucosa y astillas de madera 
Solo P. dryinus y T. hirsute tuvieron lacasa. 

pH 7 

P. dryinus 
G: 31.7 U/l  
AM: 47 U/l  
T. hirsute 
G: 17 U/l  
AM: 60 U/l  

X 

Biorremediación de 
aguas residuales 
con compuestos 
fenólicos y HAPs 

Ariste et al., 
2019 

Saccharomyces cerevisiae A I IT CA LMS con ácido clorogénico  
T 
pH  

2.5 U/ml X 
Elaboración de 
queso Giancata 

Loi et al., 2019 

Phellinus igniarius B IM CN CA Mutagénesis por láser He-Ne 
T 28 °C 
pH 

0.13 mmol/l/min Km 0.21 mmol/ml X Zhu et al., 2019 

Panus strigellus B - BR CA 
FC/N; Bagazo de caña y 4 fuentes de N 
IND con compuestos fenólicos, CuSO4

 

T 30 °C 
pH 5 

55342 U/l X 
Decoloración de 
RB220 y RBBR 

Cardoso et al., 
2018 

Thielavia sp. A T 

TN 

ES 

CH 

NS Árido 
Cultivo 
INH con Hg2+ y Fe2+ 

T 70 °C 
pH 5-6 

7400 U 
PM 70 KDa 

Km 23.7μM 
Kcat 4.14s-1 

Decolorar RBBR 
(90%) 

Mtibaà et al. 
2018 

Marasmiellus palmivorus B PV IN - 
Diseño de Taguchi, cultivo SSF 
Factores: pH, T, galactosa, conc. Inóculo  
IND con CuSO4 

T 28 °C 
pH 5 

667.4 U/ml X X 
Chenthamar-
akshan et al., 
2017 

Pleurotus ostreatus B C EG CA 
IND Tween-80, CuSO4 y metionina  
FC/N residuos orgánicos como fuente de C y 6 
fuentes diferentes de N 

X 4610 U/gfs X 
Síntesis de 
partículas de oro 

El-Batal et al., 
2015 

Trametes hirsuta B PV IN NS Glaciar 
Cultivo  
IND con CuSO4 
FC/N Fructosa y (NH₄)₂SO₄ 

T 35 °C 
pH 5-7 

394.5 U/l 
PM 45KDa 

X X 
Dhakar & 
Pandey, 2013 

Pycnoporus sp B - 
US 

CN 
CA CN 

Producción de un crudo de lacasa en un reactor 
air-lift de 65 litros 

T 50 °C 
pH 3.5 

72,000 U/l X 
Producción a nivel 
industrial 

Liu et al., 2013 

Penicillium martensii A IM EG CA 
Cultivo considerando: tiempo de incubación, 
vol. de inóculo, pH, T, fuentes de C y N 
IND con Tween 80 y CuSO4 

T 30 °C 
pH 5.5 

39.52 U/mg X X 

Elshafei et al., 
2012 
 

Trametes versicolor B IM CN CM 
Cultivo 
INM con C. mesoporoso magnético 

I&L: T 45°C  
pH I:3 L:4  

23.3 U/mg 
I: Km 0.550 mM  
L: Km 0.232 mM  

Remoción de ρ-
clorofenol y fenol 

Liu et al., 2012 
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Melanocarpus albomyces 
Trametes hirsuta 
Thielavia arenaria (2 lacasas) 
Chaetomium thermophilum 

A 
B 
A 
A 

T 
PV 
T 
T 

FI CA 
Exp. heteróloga en Trichoderma reesei 
INH con alcoholes 

T 50 °C 
pH 4-6 

OC: 200  
OC: 185  
OC: 198/140  
- 

X X 
Maijala et al., 
2012 

Funalia floccosa 
Penicillium commune 

B 
A 

IA 
I CZ 

NM AR 
NSA café MX 

Cultivo de Funalia floccosa, Penicillium 
commune, P. brevicompactum, P. chrysogenum, 
y Fusarium graminearum 

X 
60 U/ml 
PM 60 KDa 

X X 
Rodríguez et 
al., 2012 

Pleurotus sp. B - IN NS Bosque 
Optimización por diseño de Box-Behnken en 
SSF.  
Se consideraron 5 factores 

pH 7.99 3,412,500 U/l PI 3.8 - 9.3 X 
Bhattacharya 
et al., 2011 

Funalia trogii  
Trametes versicolor 

B 
B 

- 
- TR 

NF 
Populus sp 
Cupressus sp 

Cultivo batch con pellets 
INM en alginato de sodio 
Factores: T, pH, agitación, ciclos 

X 
39.32 U/ml 
11.04 U/ml 

X X 
Birhanli & 
Yesilada, 2010 

Pleurotus florida B - IN CA 
Diseño factorial de Plackett Burman 
IND con CuSO4, xilidina y alcohol  
FC/N 4 Fuentes de C y 4 de N 

T 
pH 

286 U/ml X 
Remoción de 
colorantes 

Palvannan, & 
Sathishkuma, 
2010 

Hongo marino no identificado B - IN NF Manglar 
Cultivo y aislamiento 
IND con compuestos fenólicos, CuSO4 y 
colorantes 

T 
pH 3 

85829 U/l X 
Remoción de 
colorantes 

D’Souza et al., 
2006 

Trametes villosa B S 
PT 

AT 
CM DK 

Cultivo 
LMS con 1-hidroxibenzotriazol 
INM en grafito 

T 
pH 

600 U/ml 
MA: 8.20 Μm  
OC: 7.40 μM  

Remoción de 
colorantes azoicos 

Zille et al., 
2005 

Pleurotus ostreatus B C CN CA 
Cultivo 
IND con ABTS, Guayacol y A. ferúlico 
FC/N Celobiosa y Urea 

T 30 °C 
pH 5 

85 U/ml 
120 U/ml 

X 
Decolorar 
antraquinona 

Hou et al. 2003 

Trametes versicolor B IM 
FR 

CM 
Cultivo 
IND con Xenobióticos 

T 30 °C 
pH 3 

0.13 X X 
Mougin et al., 
2002 

Trametes versicolor 
Grifola frondosa 

B 
B 

IM 
C KR 

CA 
Cultivo 
IND con Alcoholes 

T 
pH 

2.6 U/ml 
0.58 U/ml 

X X Lee et al., 1999 

Trichoderma sp 
Lentinula edodes (shiitake) 

A 
B 

I 
C FR 

CA 
CA MX, US 

Cultivo e inducción 
T 30 °C 
pH 5 

75.4 nmol/min/ml 
56.6 nmol/min/ml 

X X 
Savoie et al., 
1998 

Phanerochaete chrysosporium B S 
ES 

CM 
Cultivo e inmovilización 
INM en Nylon y paja de cebada 

T 
pH 4.5 

EN: 67 U/l 
PC: 360 U/l 

X X 
Rodríguez et 
al., 1997 

Lentinula edodes (shiitake) B C 
HK 

CA 
Cultivo 
FC/N NH4NO3 y Asparagina 

T 37 °C 
pH 5 

26 U/ml X X 
Buswell et al., 
1995 

Phlebia radiata B IM FI - Exp. heteróloga en Trichoderma reesei 
T 
pH 

7-7.7 nkat/ml X X 
Saloheimo & 
Niku-P., 1991 

Trametes versicolor B IM 
IN 

CA 
INH con ácido salicílico 
IND con Deriv. de fenol y lignina 
FC/N Extracto de malta y sorbitol 

T 20 °C 
pH 

> 4 U/ml Km 74μM X 
Sandhu & 
Arora, 1984 

Neurospora crassa A IA SE CA US 
IND con Puromicina, Actinomicina y 
Cicloheximida 

T 
pH 

25.5 U rel X X 
Froehner & 
Eriksson, 1974 

FTE, Fuente. CCF, Características de la fuente. LAB, Laboratorios. ORG, Origen de la fuente. M PROD, Método de producción. COND, Condiciones de producción. A ENZ +PM, Actividad enzimática y peso molecular. P CIN +PI, Parámetros cinéticos y punto 
isoeléctrico. APLI, Aplicación. REF, Referencias. 
CCF. 1ra columna: A, Ascomiceto (Ascomycota). B, Basidiomiceto (Basidiomycota). D, Deuteromiceto (Deuteromycota). 2da columna: IA, de Interés Académico. C, Comestible. IM, de Interés Medico. PV, Patógeno Vegetal, T, Termofílico. S, Saprofito. 
LAB: AT, Austria. BR, Brasil. CA, Canadá. CH, Suiza. CN, China. CZ, Republica Checa. DK, Dinamarca. EG, Egipto. ES, España. FI, Finlandia. FR, Francia. HK, Hong Kong. IN, India. IE, Irlanda. IT, Italia. JP, Japón. KR, Corea del Sur. MX, México. PL, Polonia.  
LAB: PT, Portugal. RS, Serbia. SE, Suecia. TN, Túnez. TR, Turquía. US, Estados Unidos. 
ORG: CA, Colección Académica. CM, Comercial. NS, Natural, Suelo. NSA, Natural, Suelo Agrícola. NF, Natural, Forestal. NM, Natural, Marino. Delante se especifican características de su origen o el país del que procede, cuando es distinto a LAB. 
M PROD: FC/N, variaciones en Fuentes de Carbono y Nitrógeno. IND, Inducción. INH, Inhibición. INM, Inmovilización.  
Otras claves:  T, temperatura. pH, potencial de Hidrogeno. PI, Punto isoeléctrico. OC, Consumo de Oxígeno. MA, Medición con Amperímetro. LMS, Sistema Lacasa Mediador. R, enzima Recombinante. M, enzima Mutante.  
I, enzima Inmovilizada. L, enzima Libre. Lio, liofilizada. Rh, Rehidratada. EN, Esponja de Nylon. PC, Paja de cebada. G, Glucosa. AM, astillas de Madera. SSF, Fermentación en Estado Sólido. ABTS, acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico. 
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3. ANTECEDENTES DIRECTOS 

En 2011, en el grupo de trabajo, Cervantes aisló la cepa Co3Bag1 a partir de un conjunto de 

29 cepas de hongos identificados como termófilos productores de enzimas con actividad ligninolítica, 

y que fueron aislados de montículos de composta con bagazo de caña como fuente de carbono. 

En el mismo año, dicha cepa fue identificada por López-Olguín como Corynascus sepedonium 

mediante análisis taxonómico de rDNA 28S e ITS, y mediante análisis filogenético se relacionó con los 

géneros Chaetomium y Chaetomidium. Fue hasta la actualización de la base de datos del grupo que 

fue identificada como Thielavia terrestris por Charles River Laboratories International, Inc. (EE. UU.). 

Referente a lacasas, previo al presente trabajo, Cervantes (2011) también reportó actividad 

de lacasa en la cepa de estudio utilizando ABTS como sustrato, mientras que López-Olguín (2011) 

purificó una lacasa de 97 kDa (Lac 97) por cromatografía de intercambio aniónico a partir del 

sobrenadante de cultivo, Lac97 mostro ser ácida y termotolerante con un pH y temperatura óptimos 

de 3.0 y 60 oC, además de valores de vida media (t½) de 3.5, 21 y 60 h a 70, 60 y 50 °C, 

respectivamente. La actividad de Lac97 fue inducible en un 25 % en presencia de iones Cu2+ e inhibida 

por iones Fe3+ y Hg2+. Paralelamente López-Olguín, también amplificó dos fragmentos de DNA de 1.0 

y 1.1 kb por ensayo de RT-PCR, utilizando iniciadores diseñados a partir de secuencias conservadas 

de lacasas fúngicas reportadas en bases de datos. 

En 2018, Gutiérrez Antón et al. comprobaron que la producción de lacasa de T. terrestris 

Co3Bag1 en medio de cultivo líquido se vió favorecida por la sustitución de fuentes de carbono y 

nitrógeno, así como por la incorporación de cobre como inductor, aunque tanto la biomasa como la 

producción de lacasa fue baja (2018). 

En este mismo estudio, se secuenció el fragmento de 1 kb y se logró obtener una secuencia 

de DNA de 447 pb con secuencias codificantes para una lacasa. La secuencia deducida de 

aminoácidos (149 aa) de la lacasa de Thielavia terrestris cepa Co3Bag1 presentó altos porcentajes de 

identidad con lacasas de Chaetomium globosa (85 %), Verticillium albo-atrum (71%) y Colletotrichum 

graminícola (71 %). Además, dentro de las 447 pb, se encontraron secuencias codificantes para 

regiones conservadas en lacasas fúngicas, que corresponden a los sitios de unión a cobre T1 y T3. 
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4. JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

 

Justificación 

Dada la importancia de las lacasas en la ciencia básica y aplicada, la identificación, análisis y 

entendimiento de los genes codificantes para lacasas y los mecanismos reguladores que llevan a su 

expresión, son relevantes, en principio para aumentar su producción, así como para mejorar su 

actividad enzimática. 

Objetivos 

General 

Evaluar la expresión génica de lacasas del hongo termófilo Thielavia terrestris en presencia 

de cobre como inductor. 

Particulares 

Determinar la cinética de crecimiento del hongo en presencia de cobre. 

Diseñar cebadores específicos para genes codificantes para lacasa de T. terrestris. 

Analizar los patrones de expresión de genes codificantes para lacasa de T. terrestris en 

ausencia y presencia de cobre como inductor 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



36 
 

 

5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL 

La metodología ejecutada para el alcance y cobertura de los objetivos del presente proyecto 

se presenta de manera sucinta en el siguiente diagrama. 

 

Figura 5-I Esquema general de trabajo. Elaboración propia. 

5.1 | Organismo fuente 

Thielavia terrestris Co3Bag1 (Tht. C3B1) se aisló de un montículo de composta de gabazo de 

caña por el grupo de trabajo a cargo del Dr. Sergio Rubén Trejo Estrada, Investigador Titular del 

Centro de Investigación en Biotecnología Aplicada del Instituto Politécnico, Tlaxcala, México. El 

género y especie del organismo fueron identificados por Charles River Laboratories International, Inc. 

(EE. UU.), además por métodos moleculares de secuenciación del rDNA 28S (García-Huante, 2017). 

Tht. C3B1 fue depositado en la Colección de Cultivos (CDBB) del CINVESTAV Unidad Zacatenco, con 

número de acceso CDBB-H-1938. 

5.2 | Cinética de crecimiento 

A priori, para la obtención de esporas de Tht. C3B1, se sembró por picadura un inoculo de 

este organismo en matraces de 250 ml de volumen con 100 ml de medio sólido descrito por Tien & 

Kirk, 1988 (Tabla 5-I). Este cultivo se incubo a 45 oC por alrededor de 12 días, hasta su esporulación. 

Posteriormente, las esporas fueron recolectadas mediante agitación magnética y agua destilada para 

su suspensión, después se continuo con su filtración con fibras de nylon, para reducir la cantidad de 
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micelio en la suspensión y que esta fuese más homogénea. Todo el manejo del cultivo se realizó en 

condiciones de esterilidad y con material previamente esterilizado a 121°C y 15 psi durante 15 

minutos. Por último, se efectuó la lectura de absorbancia a 650 nm de una muestra representativa 

de esta suspensión para garantizar que los inóculos derivados tengan una concentración de 1x106 

esporas, de acuerdo con la ecuación 1 (vide infra). 

5.3.A | Medios de cultivo 

A partir del trabajo realizado por Gutiérrez Antón et al. 2018, donde se mejoró la producción 

y actividad de lacasa de Tht. C3B1, a través de la modificación de nutrientes y sus concentraciones en 

el medio de crecimiento y producción de lacasas reportado por Zouari-Mechichi et al. 2006; se inició 

con la determinación de la cinética de crecimiento de esta cepa a lo largo de 14 días, considerando 

el medio original (ZMO) y modificado (ZMM) (Tabla 5-I), a fin de registrar el efecto de las diferentes 

fuentes de nitrógeno y carbono, determinando la biomasa por peso seco y la actividad enzimática 

por medición de absorbancia. 

Tabla 5-I Composición por litro de los medios para esporulación y producción de lacasas 

Componentes Tien & Kirk ZMO* ZMM* 

Agar 20g - - 

Glucosa (C₆H₁₂O₆) 10g 10 g - 

Fructosa (C6H12O6) - - 20g 

Tartrato de amonio ((NH4)2C4H4O6) - 2 g - 

Peptona 2g 5 g - 

Extracto de levadura 2g 1 g - 

Extracto de malta 10g - - 

Nitrato de sodio (NaNO3) - - 5g 

Cloruro de potasio (KCl) - 0.5 g 0.5 g 

Fosfato de potasio monobásico (KH2PO4) 2g 1 g 1 g 

Sulfato de magnesio (MgSO4 7H2O) 1g 0.5 g 0.5 g 

Tiamina-HCl (Vitamina B1) (C12H17N4OS+, HCl) 1mg - - 

Solución de elementos traza** - 1 ml 1 ml 

*Ajustar pH a 5.5 antes de esterilizar. **Composición por litro: B4O7Na2 10H2O (0.1g), CuSO4 5H2O (0.01g), FeSO4 
7H2O (0.05g), MnSO4 7H2O (0.01g), ZnSO4 (0.07g), (NH4)6Mo7O24 4H20 (0.01g). Para ZMM excluir CuSO4 5H2O. 

Para la puesta en marcha de la cinética se cultivó con un inoculo de esporas a una 

concentración de 1x106 en matraces de 125 ml de volumen con 75 ml de medio ZMO y ZMM, 

previamente esterilizado a 121°C y 15 psi durante 15 minutos. Los matraces inoculados se incubaron 

a 45oC y 120 rpm. Para cada día de la cinética se consideró un matraz y su duplicado de cada medio 

para ser sacrificados, es decir, cuatro matraces detuvieron su cinética cada 24 horas para la 

determinación de biomasa y actividad. 
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5.3.B | Biomasa 

El contenido de cada matraz fue filtrado con embudo y papel filtro, de peso previamente 

conocido, reservando el extracto líquido para determinar actividad enzimática; mientras que la 

biomasa junto al papel filtro, sin exceso de líquido, fueron pesados y después sometidos a 100 oC en 

mufla por entre 30 – 60 minutos, según los cambios en la cantidad de biomasa a lo largo de los días. 

Eliminada la humedad, se pesa el papel filtro y la biomasa. El valor del peso seco se obtiene por 

diferencia entre el peso antes y después del tratamiento, así como del papel filtro. 

5.3.C | Actividad enzimática 

La mezcla de reacción se compone de 800 µl de amortiguador Glicina-HCl, compuesto por 

glicina (75.07 g/mol) 100 mM a pH 3 (ajustado con HCl), y 100 µl de extracto enzimático que son 

incubados 5 minutos a 50oC. Después se agrega como sustrato una solución 5 mM de 

etIlbenzotiazolina-6-sulfónico (ABTS, 514.62 g/mol), mientras simultáneamente se lee la reacción a 

una longitud de onda (λ) de 420 nm en periodos de 10 a 20 segundos por hasta 2 a 5 minutos, Como 

blanco de reacción se utiliza la misma mezcla de reacción bajo el mismo procedimiento, excluyendo 

de la mezcla al extracto enzimático. A simple vista, la reacción se muestra positiva con una coloración 

azul resultado de la oxidación del sustrato. Con base en las lecturas de absorbancia, se procede a 

calcular la actividad enzimática por medio de la ecuación 2. 

 

Vi = ( 
Vm ∙ 0.5

λ 650 nm
 ) ∙ 0.1 (1) 

Donde: 

Vi = Volumen del inoculo (ml) 

Vm = Volumen del medio a inocular (ml) 

λ 650nm = lectura de absorbancia a 650 nm 

AE =
m ∙ fd ∙Vt

ε ∙ L ∙ Ve
 (2) 

Donde: 

AE = actividad enzimática (U/l) 

m = ∆abs/min, variación de absorbancia en min 

        pendiente al graficar abs vs min 

fd = 1000, factor de conversión a μmol/ml 

        1mol=1000000 μmol/1litro=1000ml 

Vt = volumen de la mezcla de reacción (ml) 

ε = coeficiente de extinción molar del sustrato 

       (ε420nm ABTS = 36000 M-1cm-1) 

L = 1 cm, longitud de celda (cm) 

Ve = volumen de extracto crudo (ml 
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5.3 | Inducción por cobre 

Partiendo de los resultados obtenidos en 5.2, se efectuó una nueva cinética bajo las mismas 

condiciones de preparación, incubación y evaluación tanto para ZMO como ZMM, añadiendo además 

el efecto inductivo del cobre al inicio de la fase logarítmica (fase log), mediante la adición en dicho 

momento de 150 μl de una solución 0.5 M de sulfato cúprico (CuSO4∙5H2O, 249.68 g/mol), 

obteniendo una concentración final de 1mM en los medios de cultivo, denominados ahora ZMO+Cu 

y ZMM+Cu. De nueva cuenta se determinaron actividad enzimática y biomasa según 5.2.B y C. 

5.4 | Análisis bioinformático de secuencias 

Tomando como base el genoma secuenciado de Tht. C3B1, se buscaron secuencias de 

aminoácidos que compartieran las secuencias firma L1, L2, L3 y L4 para enzimas MCO y lacasas. 

Adicionalmente, considerando el reporte de Berka et al. de 2011, se procedió a la búsqueda 

de secuencias de aminoácidos reportadas como lacasas o MCO de T. terrestris NRRL 8126 en el 

repositorio de datos UniprotKB. A partir de las secuencias encontradas se ejecutó un alineamiento 

de estas con las secuencias de Tht. C3B1, mediante la herramienta BLAST (Basic Local Alignment 

Search Tool) del programa ClustalΩ, disponible en la plataforma EMBL-EBI (European Bioinformatics 

Institute). Las secuencias de Tht. C3B1 con mayor similitud con las secuencias de NRRL 8126, se 

consideraron putativas para lacasas u otras MCO. 

Para cada una de las secuencias putativas seleccionadas se buscó mediante BLAST de la 

plataforma ExPASy (Expert Protein Analysis System), otras secuencias de lacasas fúngicas con las que 

compartiesen mayor identidad, a fin de corroborar su estatus como putativa de lacasa. 

Cada secuencia putativa encontrada se buscó caracterizar mediante herramientas 

bioinformáticas a fin de dotarle de características y propiedades cuando menos teóricas. 

5.4.A | Diseño de cebadores para lacasa 

Mediante la herramienta Primer designing tool de la plataforma NCBI (National Center for 

Biotechnology Information), se procedió al diseño de cebadores para cada secuencia putativa de 

lacasa, previendo las condicionantes estándar para el diseño de cebadores como son: 18 – 30 

nucleótidos de longitud, contenido de citosinas (C) y guaninas (G) entre el 40 – 60%, temperatura de 

fusión (Tm - del ingl. melting temperature) cercana a 50 - 65 oC y evitar secuencias complementarias 

(Dieffenbach et al. 1993). Adicionalmente se eligieron regiones no conservadas entre secuencias, 
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evitando principalmente las regiones L1-L4, debido a que desea identificarse el nivel de expresión de 

un gen respecto a los demás. 

Para corroborar la elección de cebadores, cada uno de estos fue evaluado mediante la 

herramienta OligoAnalyzer Tool de la plataforma IDT (Integrated DNA Technologies, Inc).  

5.4.A.1 | Diseños de cebadores para β-tubulina 

Para los cebadores de β-tubulina, se planteó seguir una metodología similar. Sin embargo, se 

observó que toda la secuencia es altamente conservada y aunque esto facilito encontrar la secuencia 

putativa para β-tubulina en el genoma de Tht. C3B1, no se encontró una secuencia conservada en 

particular de la cual partir. Por lo que, recurriendo a la literatura (Einax & Voigt, 2003), se encontró 

que se han reportado regiones en las secuencias de β-tubulina fúngicas que han sido comúnmente 

útiles para el diseño de cebadores. Considerando esto, se diseñaron cebadores para β-tubulina de 

Tht. C3B1 en Primer designing tool y evaluándolos con Olygoanalizer, utilizando como criterios de 

selección los valores de diseño y análisis y que los cebadores incluyeran dentro de su región parte o 

totalidad de las regiones comunes. 

5.5 | Extracción de gDNA y evaluación de cebadores 

La extracción de DNA genómico (DNA genómico) de Tht. C3B1 se efectuó acorde con Abd-

elsalam et al. 2003, con algunas modificaciones. 

Como fuente de extracción de DNA, se partió del crecimiento de cultivos de Tht. C3B1. Para 

ello se inocularon con 500 μl de esporas suspendidas (ver 5.2), 5 matraces de 250 ml de volumen con 

100 ml de medio PDA (papa-dextrosa-agar), previamente esterilizado a 121°C y 15 psi durante 15 

minutos, Los matraces se incubaron a 45oC por entre 72 y 96 horas. 

Se inició con la recuperación de biomasa de los matraces, raspando con una espátula el 

micelio en cada uno y depositándolo en un microtubo hasta llenar una tercera parte de su capacidad, 

cuidando no mezclar con el agar.  

Al microtúbulo ya con biomasa se le agregó 500 μl de buffer TE (Tris-HCl y EDTA) y se 

centrifugaron por 10 minutos a 14000 rpm, posteriormente se desechó el sobrenadante, 

conservando el pellet formado. Después, se añadieron 100 μl de buffer de extracción. El micelio se 

macero con un pistilo y se mezcló con un agitador vortex por cerca de 10 minutos. 
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Se agregaron 4 μl de RNAsa y se incubo la mezcla por 10 minutos a 65°C. Pasado el tiempo, 

el microtubo se mezcló por inversión tres veces. Después se agregaron 130 μl de acetato de sodio 

(C2H3NaO2, 82.03 g/mol) 3M a pH 5.2 y se incubo por 10 minutos a 0°C. Después se centrifugo a 

14000 rpm a 4°C por 15 minutos. 

El sobrenadante se transfirió a un microtubo nuevo y se agregaron 650 μl de isopropanol frio. 

Se centrifugo a 14000 rpm a 4°C por 15 minutos. En este paso se observó el DNA precipitar en forma 

de pellet después de centrifugar. 

El pellet formado se lavó con etanol al 70% frio. Se centrifugó por 30 segundos más para 

formar nuevamente un pellet y decantar el etanol. El DNA se resuspendió en 100 μl de buffer TE. 

El buffer TE está compuesto por tris(hidroximetil)aminometano (Tris, 121.14g/mol) 10 Mm a 

pH 8 (ajustado con HCl) y ácido etilendiaminotetraacético (EDTA, 292.25g/mol) 1mM. El buffer de 

extracción se compone de cloruro de sodio (NaCl, 58.44 g/mol) 250 mM, dodecilsulfato sódico (SDS) 

al 0.5%, Tris-HCl 200 mM a pH 8.5 y EDTA 25mM. Para la preparación del buffer TE y de extracción 

se prepararon soluciones de mayor concentración de Tris-HCl, EDTA, NaCl y SDS por separado que, 

al mezclarse y ajustar su volumen con agua destilada, tuvieran la concentración requerida. Todas las 

soluciones y todo el material utilizado fueron previamente esterilizado a 121°C y 15 psi durante 15 

minutos. 

5.5.A | Electroforesis de DNA en gel de agarosa 

El análisis de la muestra de DNA genómico se realizó por electroforesis con un gel de agarosa 

al 0.8% como matriz, disolviendo 0.2 g de agarosa en 25 ml de buffer TBE (Tris-ácido bórico-EDTA), y 

calentando la mezcla en microondas hasta provocar hervor.  Posteriormente se vacía la mezcla 

caliente en el molde de la cámara de electroforesis, se coloca el peine para la formación de los pozos 

y se espera hasta su polimerización.  

El gel se colocó en la cámara de electroforesis con los pozos hacia el sentido negativo del 

circuito. Se llenó la cámara con buffer TBE hasta llenarla. Se cargaron la muestra de DNA y el marcador 

o Marcador: 1 μl marcador + 1 μl buffer de corrida + 4 μl agua libre de RNAsas 

o Muestra DNA: 1 μl buffer de corrida + 5 μl muestra DNA 

Llenados los pozos, se cerró la cámara y se inició el paso de corriente a 80 voltios por 45 minutos. 
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Posteriormente se abrió la cámara y el gel se tiñó por 10 minutos en una solución de bromuro 

de etidio (2.5 μl de bromuro de etidio en 50 ml de agua destilada), y se lavó dos veces en agua 

destilada por 5 minutos. Finalmente, el gel fue revelado con luz UV. 

Para la realización del buffer TBE, primero se realizó una solución stock 5X, compuesta de 54 

g de Tris, 27.5 g de ácido bórico y 20 ml de solución 0.5 M de EDTA pH 8, ajustando con agua destilada 

a un volumen final de 1 litro. De esta solución TBE 5X, se tomó suficiente volumen para ajustar con 

agua destilada a 1 litro de solución TBE 0.5X. Esta última fue la utilizada para la electroforesis. 

5.5.B | Amplificación por PCR con cebadores diseñados 

Los cebadores diseñados fueron sintetizados y liofilizados por la compañía T4Oligo, para su 

uso fue necesario rehidratarlos en buffer TE (Tris-HCl 10 mM y EDTA 1 mM) para así obtener una 

concentración final de 100 μM. 

Se comprobó la efectividad de los cebadores mediante PCR con un gradiente de temperatura 

(55.7°C, 58.8°C, 63.0°C. 65.0°C) cercano a su Tm de diseño (60°C). Estas reacciones se efectuaron 

utilizando la mezcla de reacción HotStarTaq Master Mix, de Qiagen, según el protocolo de esta 

(Anexo 1-A). La mezcla de reacción para cada par de cebadores, considerando que estos se 

encuentren en una solución 10 μM, fue: 12.5 μl HotStarTaq Master Mix + 0.5 μl DNA molde + 1 μl 

primer forward + 1 μl primer reverse + 10 agua. 

Las condiciones para la PCR fueron: Activación de la HotStarTaq DNA Polymerase; 15 min a 

95°C, Desnaturalización: 1 min a 94°C, Alineamiento: 1 min a 55°C - 65°C, Extensión; 1 min a 72°C, 

Numero de ciclos: 30 y Extensión final: 10 min a 72°C. 

Los productos de PCR fueron analizados mediante electroforesis con gel de agarosa como 

matriz a una concentración de 1.8% y siguiendo lo descrito en 5.5.A. 

5.6 | Extracción de RNA 

Siguiendo la misma metodología y condiciones de las cinéticas anteriores, se incubaron 2 

matraces por medio de cultivo, de los cuales 1 fue inducido con CuSO4 1mM y el otro se mantuvo sin 

inducir. Para cada cultivo se realizó la medición de actividad enzimática por absorbancia y la 

extracción de RNA de la biomasa. 
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La extracción de RNA se inició macerando la biomasa con nitrógeno líquido mediante 

mortero y maja, para después utilizar el kit Direct-zol RNA Miniprep de Zymo Research, empleando 

también el reactivo TRIzol y tubos homogeneizadores (beads tubes), todo acorde al protocolo del 

fabricante (Anexo 1-B). Las muestras obtenidas se analizaron mediante electroforesis con gel de 

agarosa como matriz a una concentración de 1.8% y siguiendo lo descrito en 5.5.A. 

Para la preparación de la solución madre del buffer TBE (5X) se empleó agua ultrapura (Mili-

Q), mientras que para la dilución de esta para buffer de trabajo (0.5X) se utilizó agua ultrapura tratada 

con pirocarbonato de dietilo (DEPC – del ingl. Diethyl pyrocarbonate). El agua DEPC se preparó al 1%. 

El gel de agarosa se preparó con buffer TBE 0.5X. Todo el material y soluciones empleadas tanto para 

la maceración de biomasa, extracción de RNA, purificación de RNA y preparación de buffers se 

esterilizo cuando menos dos veces a 121°C y 15 psi durante 15 minutos. 

5.6 | Síntesis de cDNA 

Para la síntesis de la primera hebra de cDNA se empleó el kit cDNA RevertAid de Thermo 

Fisher Scientific, siguiendo las indicaciones del fabricante (Anexo 1-C), obteniendo a partir de 1 μl de 

RNA un volumen final de 20 μl de cDNA. Se procesaron por duplicado 4 muestras de RNA (ambos 

medios, con y sin inducción), obteniendo un total de 8 librerías. 

5.7 | Evaluación de librerías y detección de expresión 

Con las librerías realizadas se procedió a su amplificación por PCR con la polimerasa Platinum 

Taq DNA Polymerase de Thermo Fisher Sientific. La mezcla de reacción incluyó: 2.5 μl Buffer 10X para 

PCR sin MgCl2, 0.75 μl MgCl2 50 mM, 0.5 μl Mezcla 10mM dNTP, 0.5 μl 10mM cebador forward, 0.5 

μl 10mM cebador reverse, 0.5 μl cDNA, 0.1 μl 10mM Platinum Taq DNA Polymarase y agua libre de 

nucleasas hasta completar 25 μl como volumen final. 

Las condiciones para la PCR fueron: Activación de la Platinum Taq DNA Polymerase; 2 min a 

94°C, Desnaturalización: 1 min a 94°C, Alineamiento: 1 min a 60°C, Extensión; 1 min a 72°C, Numero 

de ciclos: 40 y Extensión final: 10 min a 72°C. Los productos de PCR fueron analizados mediante 

electroforesis en gel de agarosa a una concentración de 1.5% y siguiendo lo descrito en 5.5.A 
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6. RESULTADOS 

6.1 | Cinéticas  

En general, posterior a la determinación de biomasa y actividad enzimática, se observaron 

discrepancias entre las cinéticas de ambos medios (con y sin inducción), principalmente en las fases 

de crecimiento y el aspecto morfológico de los cultivos, pudiendo ser indicadores de cambios 

metabólicos, que a su vez afectasen la producción y actividad de lacasas. Los valores de biomasa y 

actividad de lacasa para ZMO y ZMM con y sin cobre completos se encuentran en el anexo 2 y 3, 

respectivamente. 

Los cultivos en medio ZMO sin inducir (Figura 6-I-a), presentan un crecimiento exponencial de la 

biomasa del día 3 al 4, con 1.15 g/l como máximo al 5, seguido de un decrecimiento hasta el día 8, 

con un ligero repunte al día 9, y una subsecuente caída hasta el término de la evaluación. A esa 

tendencia le acompaña una contraria, en cuanto a la actividad de lacasa se refiere, donde esta 

aumenta conforme avanza la cinética, encontrando su máximo (5.82 U/l) al día 14. 

En cuanto al medio ZMM sin inducir (Figura 6-I-b), la relación entre la generación de biomasa y la 

actividad de lacasa tiende más a ser estable, alcanzando para la actividad de lacasa su máximo (3.3 

U/l) al día 11 y para biomasa (0.45 g/l) al día 7. Ambos parámetros logran ser estables a partir del día 

5 y hasta el día 11, en el caso de la actividad de lacasa se mantiene en variaciones de no más de 0.5 

unidades, mientras que para biomasa varia en no más de 0.2 unidades hasta el final de la cinética. 

En cuanto a la morfología de la biomasa, a partir del día 3 se observó en ambos medios la formación 

de micelios en pellets, siendo esto coincidente con el inicio del registro de la actividad enzimática; 

desde entonces los pellets aumentan de tamaño hasta un aparente lisado al día 13, en el caso de 

ZMO; o se mantienen en un crecimiento más lento, en el caso de ZMM.  

Así mismo se registraron cambios destacables en la coloración de los medios (Figura 6-III), que, si bien 

ambos medios presentaban coloraciones diferentes desde el inicio, siendo ZMO de color amarillo y 

ZMM translucido, con el avance de la cinética ZMO se tornó opaco a partir del día 4 y marrón desde 

el día 10, mientras que ZMM se volvió rojizo desde el día 4, siendo más intenso los días 6 y 7. Estas 

diferencias pudieran relacionarse con la producción de lacasas.
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Figura 6-I Cinéticas de crecimiento de Tht. C3B1 en a) ZMO y b) ZMM. 

 

 

 
Figura 6-II Cinéticas de crecimiento de Tht. C3B1 en a) ZMO+Cu y b) ZMM+Cu 
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Figura 6-III Crecimiento en matraces desde el día 3 al 14 de la cinética. En cada fotografía el matraz de la derecha 

corresponde al medio ZMO y el matraz de la izquierda al ZMM. 

 

 

 

    

Figura 6-IV Aspectos de los cultivos de Tht. C3B1. a) ZMO, b) ZMO+Cu, c) ZMM, y d) ZMM+Cu. 

Dia 3 Dia 4 Dia 5 Dia 6 

Dia 7 Dia 8 Dia 9 Dia 10 

Dia 11 Dia 12 Dia 13 Dia 14 

a) b) c) d) 
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Bajo el efecto inductivo de CuSO4 1mM, agregado al tercer día de incubación, siendo este el inicio del 

crecimiento exponencial, de acuerdo con las cinéticas sin inducción de ambos medios; en general, se 

observaron valores mayores de los parámetros evaluados en ZMO+Cu respecto a ZMM+Cu. 

En ZMO+Cu (Figura 6-II-a) se observó una tendencia similar a la presentada en la cinética en el mismo 

medio, pero sin inducción; donde el máximo de actividad de lacasa (25.856 U/l) se registró al final de 

la cinética, con el descenso de la biomasa, aunque en este caso ocurrió de manera abrupta desde el 

día 12 al 14. En este sentido, la cinética en general se vio afectada en sus fases respecto a la cinética 

sin inducción, el crecimiento exponencial de la biomasa inicio desde el día 4 y continuo hasta el día 

12, donde alcanzó su máximo (0.79 g/l) y posteriormente descendió.  

Para el medio ZMM+Cu (Figura 6-II-b), se observa que a partir del día 5, donde se presenta el máximo 

de actividad de lacasa, después de 4 días sin registro de actividad, esta comienza una disminución 

progresiva hasta el día 9, donde cae abruptamente al día 10 (5.2 U/l), repuntando ligeramente hasta 

8.1 U/l y finalmente cae los últimos dos días por niveles más bajos a la unidad. En comparación con 

la cinética sin inducción, la biomasa presenta valores muy similares, incluso ligeramente mayores y 

con un crecimiento estable, desde el día 3, donde empieza a incrementarse la biomasa, hasta el día 

10, donde se presenta su máximo (0.43 g/l.), para posteriormente disminuir abruptamente. Esto 

último similar a lo identificado en ZMO+Cu. 

Comparando ambas cinéticas, es claro el efecto inductivo del Cu, ya que además de presentarse una 

generación menor de biomasa en ambos medios respecto a sus símiles sin inducir; en ZMM la 

actividad en su punto máximo paso de 3.3 U/l sin inducción a 19.9 U/l con cobre, mientras que en 

ZMO paso de 5.82 U/l a 256.85 U/l. Es decir, en ambos medios el cobre logro incrementar la actividad 

hasta 6 veces para ZMM+Cu y sorprendentemente hasta 44 veces para ZMO+Cu. 

En cuanto a la apariencia y morfología de los cultivos, los realizados en ZMO+Cu iniciaron un 

crecimiento de tipo pellet, a partir del día de la inducción (Figuras 6-IV-a), lo cual no se había 

presentado en el mismo medio sin inducción, por lo que quizás sea un efecto de esta. Por su parte 

en ZMM+Cu el crecimiento en pellets y la presunta generación de pigmentos presentado en el medio 

sin inducción también se presentó en esta nueva cinética (Figuras 6-IV-c). En ambos medios fue 

notorio el cambio de coloración del medio posterior a la inducción, no solo por el color azul propio 

de la solución de CuSO4, sino también por el oscurecimiento tanto del medio como de los pellets 

(Figuras 6-IV-b y d) y la aparente perdida de los pigmentos en ZMM+Cu. 
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6.2 | Análisis de secuencias 

Por medio de la identificación total o parcial de las secuencias firma L1-L4 dentro del genoma 

de Tht. C3B1 se encontraron 28 posibles secuencias para lacasas. Encontrando a la par, resultado de 

la búsqueda en UniprotKB, 7 secuencias reportadas para lacasas y otras MCO de Tht. N-6 (Tabla 6-I). 

Tabla 6-I Secuencias para lacasa reportadas en UniprotKB 

Entrada  Nombre  Gen codificante  Longitud  
G2RGX8 Proteína multicobre THITE_2123164 647 
G2QX58 MCO THITE_2038876 561 
G2QTJ8 MCO THITE_2038446 571 
G2QX45 Proteína multicobre THITE_124055 610 

G2R0D5 Proteína multicobre THITE_2112741 594 

G2RF82 Proteína multicobre THITE_2091867 664 

G2R6J2 Lacasa THITE_124911 (lcc1) 617 

Posteriormente, mediante el alineamiento y elaboración de árbol filogenético de estas 35 secuencias 

(Figura 6-VI), se encontró que solo seis de la cepa Co3Bag1 tienen similitud con las ya reportadas para 

NRRL8126. Estas seis secuencias, con la numeración 17, 06, 05, 10, 21 y 22, se consideraron putativas 

para lacasa u otra MCO de Tht. C3B1 y se denominaron Lac A, Lac B, Lac C, Lac D, Lac E y Lac N, 

respectivamente. En la figura 6-V se puede apreciar parte del alineamiento de estas secuencias 

putativas para lacasa de Tht. C3B1 y la ubicación de las firmas L1-L4. 

...                                                                               

CO3BAG1_LACE      AGLHFHGVSQLQTPEMDGPSGVTQCPVPPD-ASVKYQFTADAPGTFWYHSHNMGQYPDGLRGPL 140 

CO3BAG1_LACN      VSLHFHGLFMRNATHMDGPAGVTQCPIPPG-SRLTYNFTVDQPGTYWYHSHIRGQYPDGLRGPL 151 

CO3BAG1_LACC      TTIHWHGLYQNGTNWFDGTTGITQCGIPPG-QSLVYNFTLEQFGTYWYHSHYGTQYLDGILGPL 227 

CO3BAG1_LACB      TSIHWHGLRQLNNNLNDGVNGVTECPIPPKGGKKLYRFRAVQYGTTWYHSHFSAQYGNGVVGGI 196 

CO3BAG1_LACA      TTIHWHGFLQRETPWADGAPGISQCPIPPG-RSYTYEFVASLFGTSWYHAHYSAQYAGGVVGPI 197 

CO3BAG1_LACD      TGIHWHGIRQYHNNWQDGVPGVTECPTQPG-ESRTYEFKVTQYGTSWYHSHFSMQYSNGLYGPL 177 

                  . :*:**.        **  *:::*   *      *.*     ** ***:*   ** .*: * : 

... 

 

CO3BAG1_LACE      THPFHLHGHHFQVLARPSSGVGTWPG---------HE---GNYVSTPPMRDTVTVMPNSYAVLR 461 

CO3BAG1_LACN      KHPFHLHGHEFQVIWRSDDDAGTFAD---------SNVTADAFPAIPMKRDTVVVRPNGNMVLR 471 

CO3BAG1_LACC      SHPFHLHGHTFWILQA---GAGPFNWTAYQTTLYPSGGAASPLTANALRRDTFTLQPYSWTLLR 605 

CO3BAG1_LACB      PHPMHLHGHDFLVLGK---SPVSPPAAQVAYTFDPSTDLARLVSNNPVRRDVTMLPAKGWLLLA 529 

CO3BAG1_LACA      PHPMHLHGHNFYVLHE---GPGEW---------DGT--IVRPSN--PMRR-DVELVRGNGHLVI 524 

CO3BAG1_LACD      VHPMHLHGHDFVILAQ---GPGPF---------DPA--TVRPKLANPPRRDTLNLPPGSFAWIA 542 

                   **:***** * ::     .                             *    :   . 

 

CO3BAG1_LACE      FRADNPGVWLFHCHIEWHVEMGLTATIIEAPDRL-RNLT---FP---DDHIDVCKKSNTP 518 

CO3BAG1_LACN      FKSDNPGIWLFHCHIEWHIVSGLMATFVEAPLDIQKSIT---LP---SDHLAVCAAAGVP 529 

CO3BAG1_LACC      FVADNAGLWAFHCHIAWHLEAGLMMQFLSRPDVLARTA----VP---DDVRGLCAAAAGK 662 

CO3BAG1_LACB      FKTDNPGAWLFHCHIAWHVSGGLSVVFLERATDLRAQLNGAAAAADKAEFERVCAAWRDY 593 

CO3BAG1_LACA      QFDGAPGVWAFHCHIAWHSSGGFVASLLVQPHKVQQMH----LP---RDVEQNCRAWDLW 581 

CO3BAG1_LACD      FQVDSPGAWLLHCHIQGHAADGLALQYIEQPSRLRGLMQQAGAL---GRVADQCSSFNKW 603 

                     .  * * :****  *   *:    :     :                   *       

  ... 

 

Figura 6-V. Parte del alineamiento entre Lac A, B, C, D, E y N.  Secuencias firmas en colores: L1, L2, L3 y L4.   
Alineamiento completo en el anexo 4. 

https://www.uniprot.org/uniprot/?query=yourlist%3AM20200408A94466D2655679D1FD8953E075198DA8260A52Y&sort=id&desc=no
https://www.uniprot.org/uniprot/?query=yourlist%3AM20200408A94466D2655679D1FD8953E075198DA8260A52Y&sort=id&desc=no
https://www.uniprot.org/uniprot/?query=yourlist%3AM20200408A94466D2655679D1FD8953E075198DA8260A52Y&sort=protein_names&desc=no
https://www.uniprot.org/uniprot/?query=yourlist%3AM20200408A94466D2655679D1FD8953E075198DA8260A52Y&sort=protein_names&desc=no
https://www.uniprot.org/uniprot/?query=yourlist%3AM20200408A94466D2655679D1FD8953E075198DA8260A52Y&sort=genes&desc=no
https://www.uniprot.org/uniprot/?query=yourlist%3AM20200408A94466D2655679D1FD8953E075198DA8260A52Y&sort=genes&desc=no
https://www.uniprot.org/uniprot/?query=yourlist%3AM20200408A94466D2655679D1FD8953E075198DA8260A52Y&sort=length
https://www.uniprot.org/uniprot/?query=yourlist%3AM20200408A94466D2655679D1FD8953E075198DA8260A52Y&sort=length
https://www.uniprot.org/uniprot/G2RGX8
https://www.uniprot.org/uniprot/G2QX58
https://www.uniprot.org/uniprot/G2QTJ8
https://www.uniprot.org/uniprot/G2QX45
https://www.uniprot.org/uniprot/G2R0D5
https://www.uniprot.org/uniprot/G2RF82
https://www.uniprot.org/uniprot/G2R6J2
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Figura 6-VI Árbol filogenético realizado con el software MEGA X y obtenido del alineamiento de todas las secuencias para 
lacasa y MCO de las cepas NRRL8126 y Co3Bag1 de T. terrestris, realizado con el software MUSCLE. En la nomenclatura para 
Co3Bag1, se indica No.Identificación/No.Gen/CO3BAG1, para NRRL8126, AccesoUNIPROTKB/NRRL8126/TipoMCO, siendo 
MCO, multicobre oxidasa; MCP, multicobre peroxidasa; LAC, lacasa. Las secuencias de Co3Bag1 con mayor similitud a las de 
NRRL8126, fueron las identificadas como 17, 06, 05, 10, 21 y 22, y nombradas Lac A, B, C, D, E y N, respectivamente. 
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Con las secuencias putativas para lacasa ya definidas, se buscó caracterizar cada una de estas 

mediante herramientas bioinformáticas. 

Primero, una búsqueda en el repositorio UniprotKB arrojo que estas secuencias tienen en su mayoría 

altos índices de identidad con proteínas de ascomicetos, además de las ya reportadas por Berka et 

al. 2011, con otras de propiedades interesantes o no catalogadas como lacasas o MCO. 

Lac A mostro identidad con secuencias de proteínas multicobre, oxidorreductasas, lacasas, y 

policétida sintasa, todas de ascomicetos termofílicos y patógenos de plantas (Tabla 6-II).  

Tabla 6-II Secuencias de proteínas reportadas con las que Lac A guarda similitud 

Entrada Nombre Fuente Características Identidad Expect Mycobank 

G2R0D5_THETT 
Proteína 

multicobre 
Thielavia terrestris 

Ascomiceto 

termófilo 

582/594 

(98%) 
0.0 324578 

A0A3S4AJJ5_9PEZI 
Proteína 

multicobre 
Thielavia terrestris 

Ascomiceto 

termófilo 

582/594 

(98%) 
0.0 324578 

PTAK_PESFW Policétida sintasa Pestalotiopsis fici Ascomiceto 
262/552 

(47%) 
3e-159 282475 

OPS5_BEAB2 
Oxidorreductasa 

OpS5 

Beauveria 

bassiana 

Ascomiceto 

patógeno vegetal 

205/536 

(38%) 
3e-92 199430 

LAC2_BOTFU Lacasa 
Botryotinia 

fuckeliana 

Ascomiceto 

patógeno vegetal 

204/549 

(37%) 
4e-89 284645 

Lac B y C son las secuencias con mayor similitud con proteínas reportadas como lacasas, 

principalmente de ascomicetos para Lac B (Tabla 6-III) y basidiomicetos para Lac C (Tabla 6-IV). 

Tabla 6-III Secuencias de proteínas reportadas con las que Lac B guarda similitud 

Entrada Nombre Fuente Características Identidad Expect Mycobank 

A0A446BP36_9PEZI  Oxidorreductasa Thielavia terrestris 
Ascomiceto 

termófilo 

603/619 

(97%) 
0.0 324578 

G2R6J2_THETT Lacasa Thielavia terrestris 
Ascomiceto 

termófilo 

596/619 

(96%) 
0.0 324578 

LAC1_MELAO Lacasa 
Melanocarpus 

albomyces 

Ascomiceto 

termófilo 

440/626 

(70%) 
0.0 317449 

LAC2_PODAS Lacasa 
Podospora 

anserina 
Ascomiceto 

385/582 

(66%) 
0.0 100818 

LAC1_NEUCR Lacasa 
Neurospora 

crassa 
Ascomiceto 

392/617 

(64%) 
0.0 262212 
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Tabla 6-IV Secuencias de proteínas reportadas con las que Lac C guarda similitud 

Entrada Nombre Fuente Características identidad Expect Mycobank 

G2RF82_THETT 
Proteina 

multicobre 
Thielavia terrestris 

Ascomiceto 

termófilo 

643/664 

(97%) 
0.0 324578 

A0A446B6U3_9PEZI Oxidorreductasa Thielavia terrestris 
Ascomiceto 

termófilo 

631/653 

(97%) 
0.0 324578 

LAC1_CRYNB Lacasa 
Cryptococcus 

neoformans 
Basidiomiceto 

201/579 

(35%) 
1e-93 119294 

LAC2_CRYNH Lacasa 
Cryptococcus 

neoformans 
Basidiomiceto 

194/580 

(33%) 
1e-92 119294 

LAC1_CRYNH Lacasa 
Cryptococcus 

neoformans 
Basidiomiceto 

202/582 

(35%) 
6e-92 119294 

Lac D presenta identidad en su mayoría con secuencias de oxidorreductasas de ascomicetos tanto 

termofílicos como patógenos y otras MCO como la dihidrogeodin oxidasa (Tabla 6-V). 

Tabla 6-V Secuencias de proteínas reportadas con las que Lac D guarda similitud 

Entrada Nombre Fuente Características identidad Expect Mycobank 

A0A3S4AJJ5_9PEZI 
Proteina 

multicobre 
Thielavia terrestris 

Ascomiceto 

termófilo 

582/594 

(98%) 
0.0 324578 

G2QYR1_THETT 
Proteina no 

caracterizada 
Thielavia terrestris 

Ascomiceto 

termofílico 

566/607 

(93%) 
0.0 324578 

PTAE_PESFW 
Oxidorreductasa 

ptaE 
Pestalotiopsis fici 

Ascomiceto 

patógeno vegetal 

326/598 

(55%) 
0.0 282475 

TPCJ_ASPFU 
Oxidorreductasa 

tpcJ 

Neosartorya 

fumigata 

Ascomiceto 

patógeno 

327/590 

(55%) 
0.0 512563 

GEDJ_ASPTN 
Dihidrogeodin 

oxidasa 
Aspergillus terreus Ascomiceto 

321/595 

(54%) 
0.0 191719 

Lac E y N, por su parte, se relacionan con secuencias reportadas como MCO transportadoras de hierro 

provenientes de ascomicetos patógenos vegetales (Tablas 6-VI y 6-VII) 

Tabla 6-VI Secuencias de proteínas reportadas con las que Lac E guarda similitud 

Entrada Nombre Fuente Caracteristicas Identidad Expect Mycobank 

A0A446B6U3_9PEZI Oxidorreductasa 
Thielavia 

terrestris 

Ascomiceto 

termófilo 

589/600 

(98%) 
0.0 324578 

G2QX58_THETT MCO 
Thielavia 

terrestris 

Ascomiceto 

termófilo 

535/553 

(97%) 
0.0 324578 

PFMAD_PESFW MCO 
Pestalotiopsis 

fici 

Ascomiceto 

patógeno 

vegetal 

292/534 

(55%) 
0.0 282475 

FETC_EPIFE 
MCO transporta-

dora de hierro 

Epichloe 

festucae 
Ascomiceto 

262/546 

(48%) 
3e-167 

363267 

627456 

FET3_GIBZE 
MCO transporta-

dora de hierro 
Gibberella zeae 

Ascomiceto 

patógeno 

vegetal 

230/535 

(43%) 
6e-147 255496 
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Tabla 6-VII Secuencias de proteínas reportadas con las que Lac N guarda similitud 

Entrada Nombre Fuente características identidad Expect Mycobank 

G2RGX8_THETT 
Proteína 

multicobre 

Thielavia 

terrestris 

Ascomiceto 

termófilo 

556/586 

(95%) 
0.0 324578 

A0A3S4AQM5_9PEZI Oxidorreductasa 
Thielavia 

terrestris 

Ascomiceto 

termófilo 

537/583 

(92%) 
0.0 324578 

FET3_GIBZE 
MCO transporta-

dora de hierro 
Gibberella zeae 

Ascomiceto 

patógeno de 

plantas 

365/557 

(66%) 
0.0 255496 

FETC_EPIFE 
MCO transporta-

dora de hierro 

Epichloe 

festucae 
Ascomiceto 

360/554 

(65%) 
0.0 

363267 

627456 

FETC_ASPFU 
MCO transporta-

dora de hierro 

Neosartorya 

fumigata 

Ascomiceto 

endófito de 

plantas 

344/556 

(62%) 
0.0 512563 

En un segundo análisis, se recurrió a LccED (Laccase and Multicopper Oxidase Engineering Database), 

una base de datos de la Universidad de Stuttgart, específica para lacasas y MCO, utilizando su 

herramienta Standard Numbering, se identificaron en las secuencias, los dominios N- y C-terminal, al 

compararlas con una secuencia estándar representativa del repositorio. Se encontró en todas las 

secuencias que las firmas L1 y L2 se localizan dentro del dominio N-terminal, mientras que L3 y L4 se 

localizan en el dominio C-terminal (Figura 6-VII). 

En un posterior análisis, recurriendo a la plataforma DTU Health Tech de la Universidad de Dinamarca, 

se determinaron los sitios de o- y n-glicosilación, mediante sus herramientas NetOGlyc y NetNGlyc, 

respectivamente. Resultado de este análisis, Lac C es la secuencia con mayores predicciones de N-

glicosilaciones y O-glicosilaciones (principalmente en los aminoácidos S (Ser)), en contraste con Lac 

A, con el menor número de estas glucosilaciones.  En todas las secuencias, las N-glicosilaciones, si 

bien están distribuidas a lo largo de estas, puede verse cierta cercanía entre estas y destacablemente 

al menos una se encuentra cercana o dentro de la firma L1 (Figura 6-VII). 

Finalmente, gracias a Phyre2, del Imperial College de Londres, se obtuvieron las predicciones de 

estructuras tridimensionales de cada proteína teórica a partir del modelado (ab initio) por homología 

(Figura 6-VIII). En un índice de: % de residuos modelados / % de confianza, todos los modelos resultan 

confiables: Lac A (91%/>90%), Lac B (88%/>90%), Lac C (86%/>90%), Lac D (96%/>90%), Lac E 

(87%/>90%) y Lac N (85%/>90%). Las áreas de menor confianza son aquellas cercanas al extremo 3’ 

(Lac A-N) y en menor medida también las cercanas al extremo 5´ (Lac B, E y N). 
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LAC A 

MGLLRGLLES VSETLELFYT ATATLTQERT NGLSLLGTLL APVLPLFLTN  50 

NPLPDGFPWG SLSDTNTNPY AAYPRTGVVR YYDFTVSRGI IAPDGYQRDV  100 

LLVNGAYPGP LIEANWGDTI VVTVHNNISN PEDGTTIHWH GFLQRETPWA  150 

DGAPGISQCP IPPGRSYTYE FVASLFGTSW YHAHYSAQYA GGVVGPIVVY  200 

GPTHAKYDVD LGPIMLSDWY HREYFDIVKE LLSPNASPRV LSDNNLIDGK  250 

MNFDCSTVAP GDNTPCTDRA GISKFKFQTG KTHRLRLINS GADGVQRFSI  300 

DQHTLTVIAE DFVPVKPYNT TVVTLGVGQR TDVLVTANAG PPDSLFWMRS  350 

NLTSCSPARQ PNALAAVYYD KANISATPSS RPWDVPDPGT CANDPLDISE  400 

PLYPIPLPKP AITQTMDIET FKNASNVTLW KFNGVSMRTD YNSPVILLAN  450 

QGNFSYPPEW NVVNYQQTTA IRIIINNKGP GPHPMHLHGH NFYVLHEGPG  500 

EWDGTIVRPS NPMRRDVELV RGNGHLVIQF DGAPGVWAFH CHIAWHSSGG  550 

FVASLLVQPH KVQQMHLPRD VEQNCRAWDL WTKHNVVDQI DSGT 

LAC B 

MKSLAGAVAL MLGILAPTIT AAPPATPEQR DLLTPLESRD AAGLPSCNTP  50 

SNRACWTTGF DINTDYELKT PTTNVTRKYT LVLTEATNWK GPDGFVKERV  100 

MLVNNSIVGP TIFADWGDNL EITVINNLQT NGTSIHWHGL RQLNNNLNDG  150 

VNGVTECPIP PKGGKKLYRF RAVQYGTTWY HSHFSAQYGN GVVGGIQING  200 

PASLPYDIDL GVFPITDWYN LTADQLVLYT QNNGPPFSDN VLFNGTGVHP  250 

FTGEGKYANV TLTPGKRHRL RLINTSVENH FQVSLVNHTM TIIAADLVPV  300 

NALTVDSLFL GVGQRYDVTI DASRTPGNYW FNVTFGGSNQ CGGSNNHFPA  350 

AIFHYAGAPG GLPTDPGVAP VDHNCLDNMD LTPVVKRSVP ANSFVKKPEN  400 

TLDVHLDTTG TPLFVWKVNG SAINIDWNNP VDDYVMKGNS SFPTSDNIVA  450 

VDAANQWTYW LIENDPEAVI SLPHPMHLHG HDFLVLGKSP VSPPAAQVAY  500 

TFDPSTDLAR LVSNNPVRRD VTMLPAKGWL LLAFKTDNPG AWLFHCHIAW  550 

HVSGGLSVVF LERATDLRAQ LNGAAAAADK AEFERVCAAW RDYYPANDPF  600 

HKVDSGLKQR FVEVSEWMTV TGGQLGELWK QTYPPLLPQH CA 

LAC C 

MSDPQLSPPK EGTTAAATAA AKSTTRRPSL LLIVGGLVTF VVVALALGLG  50 

LGLGLTHRGG SSASSLLPPA SSSSPLPGSG AAHNASLEDW RLDPSHYVLD  100 

MAWDINAPPT TRHYDFVITE GRGWPDGVVR DMLFINGKFP GPLIEANMGD  150 

RLVINVTNKL TANATTIHWH GLYQNGTNWF DGTTGITQCG IPPGQSLVYN  200 

FTLEQFGTYW YHSHYGTQYL DGILGPLIIH APAEADARKL YDSDRVVLIQ  250 

DWYHDVSQVN LETYLAPDNE NTEPIPDNGL INGIGYFNCS SYDADSGYTC  300 

YDNSTYSVLS LEPNTRTRLR FINTGAFTEF DVSVDNHTLS VIEADATLVK  350 

PVSVHRFPIH VAQRYSVVVE TNQSTSTNYW LRGAMITSCF TGNNPVLDTT  400 

TKAVISYSGN STVVPSDGAS VDWTDAIPIH CIDLDDSTLV PTIPDPPPAA  450 

TKMWRLDFSF GIGAYQLDRA KFNGTSWSVL DNTTTLIQAV DGLAAGQAQG  500 

SSPSSSSSSK WAVDGPVSAF GSNQFVVGLS ANGSIDVVDI LLYSLDEGSH  550 

PFHLHGHTFW ILQAGAGPFN WTAYQTTLYP SGGAASPLTA NALRRDTFTL  600 

QPYSWTLLRF VADNAGLWAF HCHIAWHLEA GLMMQFLSRP DVLARTAVPD  650 

DVRGLCAAAA GK 

LAC D 

MLSPSLVLPV LALGLPSARA AAQETAETCV NGPKTRSCWQ RGFDIHTDYT  50 

ALQAPAGKLV EYDLTVSQAI VKPDGYEKLA MVVNGQYPGP TIEANWGDTL  100 

RITVHNNFTE NLNGTGIHWH GIRQYHNNWQ DGVPGVTECP TQPGESRTYE  150 

FKVTQYGTSW YHSHFSMQYS NGLYGPLVIH GPSSANWDVD LGPWLIADWY  200 

HTDVFGLVHQ GEAFNIPAVP DSTLINGKGK FNCDPARDPR CDGTGGEFFE  250 

VLLNHGTTYK LAIVSTASLL TYNFWIDGHN FTVISTDFVP IKPYTTNFLT  300 

VGIGQRFEII LHANASLANG TNFWIHAQDC RLPKALDWRA GIVRYDASDR  350 

RDPYTPPEGP ELDAFRHFEY GCADFDTPAI EPVVPKQVDS TSANELTSAD  400 

YLRIGQVNAT WPGSAAGSPP LFLWVLDKSP LYANWSQPTI KTLALDNGTV  450 

SQLPGYAAPI GLDYDTGAWV YVVVTSNYTA ADVAAAQGMP RTDVASVHPM  500 

HLHGHDFVIL AQGPGPFDPA TVRPKLANPP RRDTLNLPPG SFAWIAFQVD  550 

SPGAWLLHCH IQGHAADGLA LQYIEQPSRL RGLMQQAGAL GRVADQCSSF  600 

NKWYSSWGIP SEGSGI 

LAC E 

MFWSRCLELF LSLPALVIVV RAGTVTYDWN VTWVWAKPDG FGRPVIGINY  50 

KWPCPTLEAT VGDTVVVNFL NKLGNQTAGL HFHGVSQLQT PEMDGPSGVT  100 

QCPVPPDASV KYQFTADAPG TFWYHSHNMG QYPDGLRGPL IVHDPNDPYK  150 

SSYDEEVILS VSDWYHNSSL KAVQGMLSPS NTRFAPPIPD SLIVNEGLGS  200 

HINVTKGKTY RIRIINFAAF GSAMIHFDSH TMNIIANDAA YVKKTDAYQL  250 

RIAPAQRYDV LIAPLDQDSG NYPFLISLDL NRDWTNSSQK LQWAHNYTGY  300 

LVLDSSKKLD KKDVVNKWQP IDESLLEPYD GAPAYSSYDQ LIQLDFKFCL  350 

DQNGYPRSCF NNITYISQKV PTLYSVATTG DQNTNPVIYG QVNPFIVNFN  400 

QTVQIVVNNI DTATHPFHLH GHHFQVLARP SSGVGTWPGH EGNYVSTPPM  450 

RDTVTVMPNS YAVLRFRADN PGVWLFHCHI EWHVEMGLTA TIIEAPDRLR  500 

NLTFPDDHID VCKKSNTPYQ GNAAGNTKNV TDTSGFVTVP PTTYSGAVWS  550 

PSSTTKIPAY GRPTKTARAV ALAIEDQVDD ESLAEILTQA LSAIFSARKD  600 

LAC N 

MAWRTANRAA LPGRLGLVWL LCLLWHGLLA SAATVTYDFN ITWVTANPDS  50 

MADRRTIGIN GQWPIPTIRV NVGDRLVVNV LNSLGNESVS LHFHGLFMRN  100 

ATHMDGPAGV TQCPIPPGSR LTYNFTVDQP GTYWYHSHIR GQYPDGLRGP  150 

LIVHDPDSPF RDKYDEELVM TVSDWYHDPM PGLLSQFLNK ANPTGAEPVP  200 

NSALLNDTQN LTVSVQPGKT YLFRMVNIGA FAGQYVWFEG HNMTILEVDG  250 

VYTHPAEASM IYLAAAQRCS FLITAKNDTL ENFPIVASMD TDLFDQIPDG  300 

LNWNVTGWLV YDSAKPLPDP AVVYDAFEPF DDIGLVPWDN QTLLGEPDQT  350 

ITLDPRQSNT KDSAFFNDIT YVAPKVPTLY TALSAGDLAT NSAVYGTYTH  400 

PLVLEKDQVV EILINNLDSG KHPFHLHGHE FQVIWRSDDD AGTFADSNVT  450 

ADAFPAIPMK RDTVVVRPNG NMVLRFKSDN PGIWLFHCHI EWHIVSGLMA  500 

TFVEAPLDIQ KSITLPSDHL AVCAAAGVPT AGNAAANTVN FLDLTGQNAP  550 

PPPLPAGFTP RGIVALVFSC VSGILGVAVV SWYGFAGQVG GQGAAPAVLA  600 

RQGEKQQQKQ QLGGDGRTGS GAENAGADAG VGQQAAGGRR SGEAN 

Figura 6-VII Resultado de Standard Numbering para las secuencias putativas de lacasas: Lac A, B, C, D, E y N. Se resaltan para cada secuencia los 
dominios N-terminal y C-terminal, las secuencias firma (L1, L2, L3 y L4), y las predicciones realizadas en NetOGlyc y NetNGlyc para O-glicosilación y 
N-glicosilación, cuyo aminoácido N es predominantemente glicosilado. 
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Figura 6-VIII Modelo tridimensional obtenido mediante Phyre2 para ① Lac A, ② Lac B, ③ Lac C, ④ Lac D, ⑤ Lac E y ⑥ Lac N.  Se enmarcan las 
regiones con menor confianza. 

 

① ② 

③ ④ 

⑤ ⑥ 
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Para el establecimiento de los modelos, Lac A, presento identidad (36%) con parte de las estructuras 

de lacasa de Thielavia arenaria, Melanocarpus albomyces y Botrytis aclada. Lac B mostro una mayor 

identidad (73-74%) con las mismas estructuras de lacasa de Thielavia arenaria y Melanocarpus 

albomyces. Lac C y D mostraron identidad con las mismas estructuras de lacasa que Lac A, en un 

porcentaje de 30-33% y 36-39%, respectivamente. Lac E muestra identidad (26-38%) con las mismas 

estructuras que Lac A-D, además de estructuras de lacasa de Antrodiella faginea y la enzima fet3p, 

una MCO con funciones transportadoras de hierro (Fe) de Saccharomyces cerevisiae. Lac N mostro 

identidad (28-48%) con las mismas estructuras que Lac E. 

6.3 | Diseño de cebadores 

 Tomando en nucleótidos cada secuencia putativa de lacasa y mediante la herramienta Primer 

designing tool de la plataforma NCBI (National Center for Biotechnology Information), se obtuvieron 

para cada una 5 pares de cebadores. Para su elección se consideró que no incluyeran a las firmas L1-

L4 y en lugar incluyeran una región única de cada secuencia putativa (Figura 6-IX). Cumpliendo esto 

todos cada par fue evaluado con Oligoanalyzer, buscando que, de acuerdo con la plataforma IDT, el 

cambio en la energía libre de Gibbs (ΔG) para la formación tanto de autodimeros, heterodímeros y 

horquillas fuese mayor a -9 Kcal/mol (Tabla 6-XI). Para Lac D y N, fue necesario considerar más pares 

de cebadores (Figuras 6-IX-d y f), que las 5 primeras propuestas del software. 

Para el diseño de cebadores para β-tubulina de Tht. C3B1, se partió primero de la secuencia ya 

reportada para β-tubulina de Tht. N-6, encontrando dentro del genoma de Tht. C3B1 a la secuencia 

correspondiente al gen 1494, siendo esta la más idéntica. Esta fue denominada β-tub Tht C3B1, y 

posteriormente, se comparó con otras secuencias reportadas para β-tubulina, encontrando que 

comparte una alta similitud con secuencias principalmente de ascomicetos (Tabla 6-VIII), además de 

observarse altamente conservada (Anexo 5). 

Considerando esto, los cinco pares de cebadores obtenidos de Primer designing tool se compararon 

con algunos previamente reportados en la literatura, en particular por Einax & Voigt, 2003 (Tabla 6-

IX), que proponen dos pares de cebadores para hongos, dos forward y dos reverse, con cuatro 

posibles combinaciones, cada uno basado en una región de la secuencia en aminoácidos. La 

propuesta de estos autores se sustenta, en parte, gracias a trabajos previos donde dichas regiones 

han sido utilizadas para el diseño de cebadores de β-tubulina con buenos resultados. 
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Tabla 6-VIII Secuencias de β-tubulina reportadas con las que β-tub Tht C3B1 guarda similitud 

Entrada Fuente Características Identidad Expect Mycobank 

TBB_NEUCR Neurospora crassa Ascomiceto 423/428 (99%) 0.0 262212 

TBB_EPITY Epichloe typhina Ascomiceto 420/428 (98%) 0.0 165057 

G2QHT5_MYCTT Myceliophthora thermophila Ascomiceto termofílico 427/428 (99%) 0.0 317955 

W8NMT9_9PEZI Remersonia thermophila Ascomiceto 427/428 (99%) 0.0 437277 

W8NZ29_9PEZI Mycothermus thermophilus Ascomiceto termofílico 427/428 (99%) 0.0 807382 

 

Tabla 6-IX  Cebadores para β-tubulina fúngica descritos por Einax & Voigt, 2003 

Región* Secuencia del oligonucleótido* Nombre Tipo 

(Reg1) QA/T GQCGNQ CARGCYGGTCAR*TGY*GGTAACCA F-β-tub1 F 

(Reg2) WAKG H/Y/F YT TGGGCYAAGGGTY*AYTAYAC F-β-tub3 F 

(Reg3) FVEWIP GGRATCCAYTCRACRAA F-β-tub2r R 

(Reg4) MDEMEFTEA GCCTCAGTRAA*YTCCATYTCRTCCAT F-β-tub4r R 

*Secuencias y regiones según el código de una letra de IUPAC-IUB, donde R = A o G; Y = C o T. 

Es entonces que como criterio de selección para los cebadores de β-tubulina Tht. C3B1 se consideró 

primero que estos coincidieran total o parcialmente con las regiones 1, 2, 3 o 4, y en un segundo 

término que tuvieran valores adecuados según Oligoanalyzer. 

Después del análisis (Tabla X), el par número 1 de cebadores parece ser el más adecuado de acuerdo 

con su ubicación (Figura 6-IX-g), ya que además de sus valores de ΔGA, ΔGH y ΔGψ, coincide con la 

región común 2 (Reg2), a partir de la cual se diseñó el oligonucleótido denominado F-β-tub3. 

Tabla 6-X. Evaluación de cebadores para β-tub C3B1 
Par Secuencias (5'→3')* Ubicación* GC* TP* Tm* PM* ΔGA** ΔGH** ΔGψ** 

1 
F CCGCTTTTTGGCAGACCATC 53-72 55 

140 
60.11 6044 -5.02 

-6.68 
-0.92 

R GACGGCACGAGGGACATAC 192-174 63.16 60.23 5871.9 -3.61 -2.61 

2 
F GCCTCCGGCAACAAGTATGT 160-179 55 

141 
60.68 6102 -9.75 

-15.35 
-1.61 

R GTTGTTGCCAGCACCAGACT 300-281 55 61.10 6093 -5.09 0.67 

3 
F GTGCCGCTTTTTGGCAGAC 50-68 57.89 

140 
60.66 5810.8 -8.16 

-9.5 
-2.72 

R GGCACGAGGGACATACTTGT 189-170 55 59.75 6182.1 -3.61 -0.23 

5 
F CGGCCAATGCGGTAACCAAA 27-46 55 

140 
61.87 6120 -9.28 

-9.28 
-0.49 

R CGGAGGCCTCGTTGAAGTAG 166-147 60 60.18 6198.1 -15.62 0.41 

*Obtenido mediante Primer designing tool**Obtenido mediante Olygoanalizer. F, forward. R, reverse. GC, cantidad de Guanina/Citosina 
(%). TP, tamaño de producto esperado (número de nucleótidos). Tm, temperatura de fusión (oC). PM, peso molecular (g/mol). ΔG, cambio 
en la energía libre de Gibbs (kcal/mol) para la formación de: A, autodimero. H, heterodímero. Ψ, horquilla. Se enmarca el par elegido. 
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a) 

 

b) 

 

c) 

 

d) 

 

e) 

 

f) 

 

g) 

 

Figura 6-IX Representación gráfica de la posición de los 5 pares de cebadores obtenidos por Primer designing tool a lo largo de cada secuencia putativa 
de lacasa: A) Lac A, B) Lac B, C) Lac C, D) Lac D, E) Lac N y G) β-tubulina. Se resalta también la ubicación de las secuencias firma L1-L4, y las regiones 
comunes para β-tubulina si fueran retrotranscritas y sobrepuestas sobre las secuencias para lacasas y β-tubulina. 
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Tabla 6-XI Evaluación de cebadores para Lac A, B, C, D, E y N  
 Par Secuencias (5'→3')* Ubicación* GC* TP* Tm* PM** ΔGA** ΔGH** ΔGψ** 

 
1 

F AACAACCTGATCGACGGCAA 730-749 50 
141 

60.25 6104 -6.76 
-8.18 

0.17 
 R CGAATTGATCAGACGCAGGC 870-851 55 59.70 6151 -8.53 -0.03 

 
2 

F GGATTCCCATGGGGCTCTTT 166-185 55 
140 

59.74 6115 -17.66 
-6.14 

-0.75 

 R AGGAGAACGTCCCGTTGGTA 305-286 55 60.54 6182.1 -6.9 -1.84 

 
4 

F ACCTGATCGACGGCAAGATG 734-753 55 
140 

60.18 6151 -6.76 
-8.18 

0.22 

 R GCCCGAATTGATCAGACGCA 873-854 55 61.09 6111 -8.53 -0.03 

 
1 

F GCTGTTCGTCTGGAAGGTCA 1236-1255 55 
141 

59.97 6164 -3.61 
-6.6 

0.15 
 R TATGTCCACTGGTTAGCCGC 1376-1355 55 59.82 6084 -5.02 -0.04 

 
2 

F CACTCGGAAGTACACCCTGG 225-244 60 
141 

59.75 6087 -3.65 
-6.78 

-0.21 

 R ATTTCGAGATTGTCGCCCCA 365-346 50 59.75 6068 -6.76 -1.28 

 
3 

F AGCTGCAACACACCGTCTAA 136-155 50 
141 

59.89 6055 -7.05 
-6.68 

0.64 

 R CGGGCCTTTCCAGTTGGTAG 276-257 60 60.68 6140 -9.28 -0.76 

 
4 

F CACGGACTGGTACAACCTGA 645-664 55 
140 

59.32 6111 -4.41 
-4.95 

-0.92 

 R GCGTCACATTGGCGTACTTG 784-765 55 60.18 6124 -3.65 -1.13 

 
5 

F TCACGGACTGGTACAACCTG 644-663 55 
140 

59.32 6102 -4.41 
-4.95 

-0.92 

 R CGTCACATTGGCGTACTTGC 783-764 55 60.18 6084 -3.65 -0.41 

 
1 

F ATTCACGTTGCTCAGCGGTA 1075-1094 50 
141 

60.04 6108 -6.3 
-4.95 

-0.77 
 R GATGACGGCTTTCGTTGTCG 1215-1196 55 59.91 6155 -4.95 -1.63 

 
2 

F TTCCCCATTCACGTTGCTCA 1069-1088 50 
140 

59.89 5978.9 -6.3 
-6.91 

1.31 

 R GCTTTCGTTGTCGTGTCGAG 1208-1189 55 59.84 6146 -6.76 -0.8 

 
4 

F TACTCCGTCTTGTCGCTGGA 916-935 55 
141 

60.61 6075 -4.64 
-13.37 

0.01 

 R TACCGGTTTGACCAGCGTAG 1056-1037 55 59.76 6133 -12.43 -0.94 

 
5 

F GGTTCCCCATTCACGTTGCT 1067-1086 55 
141 

60.89 6034.9 -6.3 
-6.91 

0.09 

 R CTTTCGTTGTCGTGTCGAGC 1207-1188 55 59.84 6106 -6.76 -0.8 

 
2 

F CGTCGAGTATGACCTCACGG 177-196 60 
140 

59.97 6118 -6.76 
-5.19 

-0.57 

 R TGTGGACAGTGATTCGCAGA 316-297 50 59.32 6197.1 -3.61 0.01 

 
3 

F GGCCACAACTTCACCGTCAT 832-851 55 
140 

60.89 6022 -9.28 
-10.36 

1.41 

 R CAGAAGTTGGTTCCGTTGGC 971-952 55 59.69 6164 -3.61 -0.21 

 
4 

F GCCACAACTTCACCGTCATC 833-852 55 
140 

59.48 5981.9 -3.61 
-10.36 

1.58 

 R CCAGAAGTTGGTTCCGTTGG 972-953 55 59.05 6164 -5.02 -0.91 

 
13 

F TCGAGTATGACCTCACGGTCT 479-499 52.38 
140 

60.07 6397.2 -6.76 
-5.19 

-2.85 

 R GTTGTGGACAGTGATTCGCAG 318-298 52.38 59.8 6517.3 -3.61 0.22 

 
1 

F GACCAGAACGGATACCCACG 1051-1070 60 
141 

60.18 6105 -3.61 
-7.48 

-1.23 
 R GACGATGAACGGGTTGACCT 1191-1172 55 60.04 6182.1 -4.41 -1.6 

 
3 

F GTCACCAAGGGCAAGACGTA 610-629 55 
141 

59.97 6160.1 -6.31 
-6.53 

0.54 

 R CAACTGGTAGGCGTCAGTCT 750-731 55 59.4 6133 -4.89 -0.94 

 
4 

F TGGTATCACAACAGCAGCCT 490-509 50 
140 

59.31 6086 -3.14 
-5.09 

0.41 

 R TACGTCTTGCCCTTGGTGAC 629-610 55 59.97 6075 -6.3 0.22 

 
5 

F GCTGATTGTGCACGACCCTA 417-436 55 
140 

60.39 6093 -9.73 
-3.61 

0.01 

 R GCGCGAAACGAGTGTTAGAG 556-537 55 59.64 6231.1 -10.36 -1.59 

 
1 

F GCAGTACGTCTGGTTCGAGG 699-718 60 
140 

60.46 6189 -6.76 
-5.19 

-1.66 
 R AGGTATCGTTCTTCGCGGTG 838-819 55 60.18 6155 -10.36 -0.71 

 
2 

F CAGTACGTCTGGTTCGAGGG 700-719 60 
140 

59.83 6189 -6.76 
-5.19 

-0.94 

 R AAGGTATCGTTCTTCGCGGT 839-820 50 59.47 6139 -10.36 -0.71 

 
3 

F AGCCTGGCAAGACATACCTC 647-666 55 
140 

59.46 6071 -6.21 
-6.21 

-0.23 

 R GTAGATCATGCTCGCCTCGG 786-767 60 60.39 6109 -5.38 0.24 

 
5 

F ACGACTTCAACATCACCTGGG 110-130 52.38 
141 

60.27 6375.2 -3.61 
-6.82 

-0.03 

 R GCGAGTTGAGCACATTGACG 250-231 55 60.18 6182.1 -3.61 -0.08 

 
19 

F GACACCCAGAACTTGACCGT 766-785 60 
140 

62.15 6062 -6.21 
-6.68 

-0.11 

 R GTGTAAACGCCGTCGACCT 905-886 55 60.39 6115 -9.75 -0.69 

Lac A, B, C, D, E y N *Obtenido mediante Primer designing tool**Obtenido mediante Olygoanalizer. F, forward. R, reverse. GC, cantidad 
de Guanina/Citosina (%). TP, tamaño de producto esperado (número de nucleótidos). Tm, temperatura de fusión (oC). PM, peso molecular 
(Dalton). ΔG, cambio en la energía libre de Gibbs (kcal/mol) para la formación de: A, autodimero. H, heterodímero. Ψ, horquilla. Se 
enmarca el par de cebadores seleccionado para cada secuencia. 
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6.4 | Evaluación de cebadores con gDNA 

Se obtuvieron 100 μl de DNA en buffer TE con buena integridad (Figura 6-X-a). A partir de 

este, se ejecutó amplificación por PCR con un gradiente térmico de 55°C a 65°C en el alineamiento. 

Todos los cebadores, excepto los diseñados para Lac D, mostraron efectividad (Figura 6-X-b). 

  

Figura 6-X a) Extracción de gDNA de Tht. C3B1 a partir de cultivo en PDA de 3-4 días. M, marcador de tamaño molecular. 
I, muestra de gDNA (1 μl), II, muestra de gDNA (5 μl). b) PCR con gradiente térmico a 1 (55.7°C), 2 (58.8°C), 3 (63.0°C) 
y 4 (65.0°C). M. marcador de tamaño molecular, A. cebadores para lac A, B, cebadores para lac B. C, cebadores para 
lac C, D, cebadores para lac D. E, cebadores para lac E. N, cebadores para lac N. β, cebadores para β -tubulina.  

6.5 | Extracción de RNA y detección de expresión 

Para ZMO y ZMM la extracción se realizó a partir de 

cultivos con 3 días de incubación, mientras que para ZMO+Cu y 

ZMM+Cu con 5 días de incubación y 2 en inducción, buscando 

reproducibilidad con las cinéticas determinadas y un estado 

integro de la biomasa. Las actividades registradas para ZMO, 

ZMM, ZMO+Cu y ZMM+Cu fueron de 0.9, 1.8, 6.7 y 2.8 U/l, 

respectivamente (Figura 6-XI). A partir del RNA extraído, se 

obtuvieron 4 librerías por duplicado, las cuales posteriormente 

fueron amplificadas por PCR, mostrando posterior a electroforesis 

en gel de agarosa, diferencias a nivel transcripcional entre los 

diferentes medios con y sin inducción (Figura 6-XII). En el medio 

ZMO el efecto inductivo es visible a nivel transcripcional, mientras que, en el medio sin inducción, 

solo se confirma la expresión basal de la β-tubulina. En el medio inducido pareciese que la mayoría 

 
Figura 6-XI Extracción de RNA de 
cultivos en medios diferenciados 
ZMO y ZMM con y sin inducción.  M, 
marcador de tamaño molecular. 

a) b) 
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de los genes putativos para lacasa tienen una expresión detectable, y aunque es variable entre 

replicas, exenta a Lac D. En el caso de ZMM, el efecto inductivo no es claro, aunque si el del medio, 

pues en ambos casos se confirma la expresión de todos los genes putativos. Estos resultados fueron 

reproducibles con 27 ciclos (Figura 6-XIII). 

A) B) 

 
  

C) D) 

 
Figura 6-XII Electroforesis en gel de agarosa de productos de amplificación por PCR de librerías de cDNA 
con cebadores para lac A-N. A) Medio ZMO sin inducción, B) Medio ZMO+Cu con inducción. C) Medio ZMM 
sin inducción y D) Medio ZMM+Cu con inducción. A, Lac a. B, Lac b. C, Lac c. D, Lac d. E, Lac e. N, Lac n. 1, 
primera librería de cDNA. 2, duplicado de librería de cDNA. 
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Figura 6-XIII Electroforesis en gel de agarosa (1.5%) de productos 
de PCR (27 ciclos), M, marcador de tamaño molecular. 1, ZMO, 2, 
ZMO+Cu. 3, ZMM y 4, ZMM+Cu. A, Lac A, B, Lac B. C, Lac C. D, Lac 
D. E, Lac E. N, Lac N. β, β-tubulina. 
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7. DISCUSIÓN 

En este estudio se evidencian distintas respuestas en la producción de lacasas por Th t. C3B1 

a través de cultivos sumergidos en medios diferenciados en fuentes de C y N (ZMO y ZMM) e 

inducción por Cu (ZMO+Cu y ZMM+Cu). Considerando en principio, que este tipo de cultivos de 

hongos filamentosos pueden crecer en forma difusa o corpuscular (pellet), el crecimiento de Th t. 

C3B1 en ZMO resulto más bien mixto, primero en forma de pellets de gran tamaño y después en 

lisados agregados; mientras que en ZMM se desarrolló en forma de pellets pequeños, así como con 

la aparente generación de pigmentos rojizos/ocre. 

Diferencias en el tipo de crecimiento, como las antes mencionadas, se han relacionado con 

el contenido de biomoléculas en la biomasa de hongos; en el caso de Thielavia terrestris, 

generalmente una mayor proporción de proteínas y ácidos nucleicos en los cultivos con crecimiento 

difuso, y de lípidos y metabolitos extracelulares en los cultivos en pellets. Significando además para 

este último, el predominio de procesos catabólicos sobre anabólicos (Grube et al. 1999 Gromosova 

et al. 1991). 

Con la evaluación de generación de biomasa y de actividad enzimática se encontró que los 

cultivos en ZMO tenían un mayor crecimiento y actividad de lacasa en comparación con los cultivos 

en ZMM. Sin embargo, considerando lo antes descrito y dado que las lacasas son extracelulares en 

su mayoría, podría esperarse una mayor actividad de lacasa en los cultivos en ZMM. Quizás esto no 

ocurrió debido a que el crecimiento en forma de pellets se caracteriza también por tener una 

densidad inversamente proporcional a su porosidad, haciendo al oxígeno un factor limitante, además 

de depender para su formación de las interacciones electrostáticas e hidrofóbicas entre las esporas 

y el medio (Veiter et al. 2018). Así los cultivos en ZMM tuvieron una limitada producción de biomasa 

al quizás limitarse la entrada de oxígeno por la compactación de los pellets. En cambio, en ZMO, una 

mayor cantidad de biomasa significaría también más proteínas y ácidos nucleicos que podrían 

haberse reflejado en una mayor actividad enzimática para lacasa. 

Las diferencias en el aspecto morfológico y en los valores de biomasa en ambos medios se 

pueden referir claramente a cambios en las fases de crecimiento, y si se considera que las lacasas se 

generan principalmente durante el metabolismo secundario, que se suele empatar con la fase 

estacionaria (Fox & Howlett 2008; Calvo et al. 2002), un análisis de los mecanismos de regulación en 

esta fase podría dar más indicios de los mecanismos en Tht. C3B1 para la expresión de lacasas. Cabe 
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mencionarse entonces, que la regulación de la producción de metabolitos secundarios en hongos 

responde a varios factores, como las diferentes fuentes de C y N y sus concentraciones, la 

temperatura, el pH, entre otros; y que son generalmente identificados y transmitidos a través de 

reguladores, como CreA, encargado de la señalización de carbono y que por tanto afecta los niveles 

de transcripción de los metabolitos (Shwab & Keller 2008; Elisashvili & Kachlishvili 2009) 

En el presente trabajo, se buscó que los nutrientes diferenciados de los medios actuasen 

como factores de regulación, dado que pueden promover e inhibir cambios metabólicos, así todos 

los cultivos se incubaron bajo las mismas condiciones de agitación, pH y temperatura. Como se 

mencionó en el capítulo 5, el medio ZMO corresponde a la formulación original de Zouari-Mechichi 

et al. 2006, misma que en estudios posteriores del mismo grupo de trabajo ha sido utilizada para la 

obtención de lacasas de Chaetomium sp. (Mtibaà et al. 2017); sin embargo, previo a estos, se 

reportaron medios basales con sales minerales y extracto de malta (Arora & Gill 2001), medios con 

glucosa y tartrato de amonio y enriquecido con sales (Pointing et al. 2000; Raghukumar et al. 1994). 

Estos mismos compuestos pueden rastrearse hasta reportes clásicos, donde estos se sustentaban en 

el aislamiento de fuentes (Law 1955), por lo que todos estos suelen ser comunes en los medios para 

producción de lacasas por hongos. Analizando la composición de los medios, los elementos más 

contrastantes sean la fructosa (C6H12O6) como fuente de C y el nitrato de sodio (NaNO3) como fuente 

de N en ZMM.  

En este sentido, los estudios de optimización de la producción de lacasas fúngicas a través de 

medios de cultivo son amplios y diversos, y aunque principalmente enfocados en basidiomicetos; no 

apuntan a condiciones únicas y exactas de cultivo para obtener niveles altos de actividad, señalando 

en su lugar que estas son particulares y dependen de la adaptabilidad de cada microorganismo 

fuente. Así, para las fuentes de C, encontramos reportes de aumento en la actividad de lacasa gracias 

a la fructosa como única fuente de C en cultivos de Polyporaceae sp. (Mansur et al. 1997), mientras 

que en organismos como Edenia sp. no se observó un efecto significativo en la actividad de lacasa al 

utilizar fructosa como fuente de C, pero si la formación de un excelente LMS al provocarse la 

generación de complejos borato-fructosa (Cheng et al 2015).  

Esta selección de una fuente de carbono lo más energéticamente favorable responde a la 

represión catabólica por carbono (CCR - del ingl. Carbon catabolite repression), sustentada en la 

represión de enzimas para el aprovechamiento de fuentes secundarias, cuando un organismo tiene 

acceso a una fuente de carbono más fácilmente asimilable; siendo la glucosa, la fuente de carbono 
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preferencial para la mayoría de los microorganismos, porque rápidamente se metaboliza y genera 

energía útil para el crecimiento, en comparación con otros azucares. En los hongos filamentos este 

mecanismo parece ser más complejo que en otros como las levaduras, ya que no solo se regula por 

glucosa sino también por las altas concentraciones de otros monosacáridos, incluidas las pentosas 

(Ronne 1995; Jones et al, 2017; Adnan et al. 2018) 

Comparando las concentraciones de las fuentes de carbono en los medios diferenciados, en 

ZMM se utilizó el doble de azucares (20g de fructosa) que en ZMO (10g de glucosa), en términos de 

masa/volumen (1 litro), misma relación que se conserva en términos de molaridad (110 mM en ZMM 

y 55 mM en ZMO), al tener ambos azucares pesos moleculares muy similares. Esta concentración de 

fructosa pudo haber ocasionado represión catabólica en C3B1 que a su vez podría haber ocasionado 

la represión parcial directa o indirecta de uno o varios promotores y/o genes codificantes para lacasa, 

como ya ha sido registrado en especies de Trametes sp donde altas concentraciones de glucosa 

inhibieron la transcripción de lacasas (Galhaup et al. 2002; Xiao et al, 2005). Probablemente el 

mecanismo sea similar al mediado por CreA sobre la represión, por ejemplo, de los inductores de los 

genes codificantes para xilanasas en Aspergillus nidulans (Tamayo et al. 2008) o de celulasas en el 

ascomiceto termófilo Humicola insolens (Xu et al 2019), ya que esta regulación es esencial para el 

crecimiento en diversas fuentes de carbono, nitrógeno y lípidos, además, del transporte de 

aminoácidos y la asimilación de nitrógeno (Ries et al. 2016). 

En adición a la mediación catabólica, los hongos también pueden presentar niveles de 

organización de transporte de azucares, los cuales no parecen estar mediados por CreA y por tanto 

no se reflejan en la regulación transcripcional del catabolismo de carbono. En cultivos con mezclas 

de azucares, Aspergillus niger, ha mostrado importar parte de ellos secuencialmente y no 

simultáneamente, siendo claramente la glucosa la fuente preferencial. (Mäkelä et al. 2018). 

Referente ahora a las fuentes de N, los hongos utilizan preferencialmente amonio y 

glutamina, y en su ausencia pueden usar nitratos, urea, ácido úrico, aminas, amidas, purinas y 

pirimidinas (Tudzynski 2014). Las diferencias entre los medios ZMO y ZMM son más notorias que las 

del C, mientras el primero cuenta con fuentes de nitrógeno orgánicas e inorgánicas, como tartrato 

de amonio, peptona y extracto de levadura; el segundo solo cuenta con una fuente inorgánica, nitrato 

de sodio. La respuesta de los hongos frente a una determinada fuente es muy variable y depende del 

tipo de fuente y su concentración; en muchos de estos (excepto Saccharomyces cerevisiae), el nitrato 

de sodio como fuente de N es de fácil asimilación mediante su reducción a amonio, requiriendo para 
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ello del ensamblaje de un cofactor, una permeasa para transportar el nitrato a la célula y una nitrato 

y nitrito reductasa (Keller & Hohn 1997; Mazluf 1997).  

En lo relacionado a lacasas, se ha reportado que Lentinula edodes alcanza su máximo de 

actividad de lacasas en cultivos con altas concentraciones (26 mM) de nitrato de amonio y L-

asparagina, mientras que en Pleurotus sajor-caju la concentración de estas fuentes de N no parece 

influenciar la producción y actividad de lacasa, (Buswell et al. 1995; Fu et al. 1996).  

De manera canónica, esta selección de fuentes de N se refiere a la represión metabólica por 

nitrógeno prefiriendo aquellas fácilmente asimilables o secundarias de acuerdo con una determinada 

circunstancia o estimulo. En ascomicetos suele estar mediado por factores de transcripción como los 

genes areA en A. nidulans y Nit-2 en Neurospora crassa, considerados ortólogos. En las lacasas lcc1 y 

lcc2 del basidiomiceto I62 y lac4 de P. sajor-caju se han encontrado sitios de unión a Nit-2 en la región 

aguas arriba (Mansur et al. 1998). Existen además otros mecanismos reguladores que relacionan las 

fuentes de N con otros factores como la temperatura, como el identificado en el basidiomiceto 

Cryptococcus neoformans, donde un gen relacionado con la represión metabólica por nitrógeno, 

TAR1, es responsable de un aumento significativo en el nivel de mRNA de la lacasa LAC1 a 37 ° C y 

cuya región promotora contiene repeticiones de TTC / GAA que probablemente sean los sitios de 

unión del factor de choque térmico (HSF) (Jiang et al. 2009).  

Así, de manera similar a las fuentes de C, las fuentes de N debieron tener un efecto regulador 

en la expresión de lacasas en los medios ZMO y ZMM; siendo probablemente más compleja en el 

primero dado que hay diferentes fuentes de N y estas pudieron interactuar entre sí y a su vez tener 

efectos en conjunto, mientras que en ZMM el efecto del nitrato de sodio puso ser más directo. Aun 

con esto, en ambos medios es claro que el efecto de la fuente de N no es aislado al de las fuentes de 

C, ni otros factores como la temperatura y el pH. 

Revisando ahora el efecto inductivo del Cu sobre la producción y actividad de lacasas, este se 

encuentra muy bien documentado, partiendo de la identificación de este metal como parte de la 

estructura de las lacasas y su posterior suplementación en los medios de cultivo generalmente como 

solución de sulfato cúprico (Bocks 1967; Gilbert 1952), apuntando recientemente a nuevas formas 

de suministro, por ejemplo, en nanoparticulas (Ghany et al. 2020). En todos los casos de estudio se 

ha especificado como ciertas concentraciones resultan beneficiosas a través de la inducción, y como 

otras, generalmente mayores, resultan dañinas volviéndose toxicas y afectando el crecimiento y 

estructura del organismo. Como se ha reportado en Trichoderma virens y Rosea clonostachys, donde 
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metales como el Cu, disminuyen la tasa de utilización de carbono, afectando en consecuencia al 

crecimiento (Ramsay et al. 1999 citado en Fomina et al. 2003). 

Es en nuestro caso, visto el primer efecto, la solución 1 mM de sulfato cúprico logro inducir 

e incrementar la actividad de lacasas en ambos medios, predominantemente en ZMO que en ZMM, 

quizás al ser en este último donde se presume CCR. Este efecto inductivo está comprobado a niveles 

transcripcionales en organismos como Ceriporiopsis subvermispora y Trametes versicolor, donde la 

expresión de lacasas es regulada por factores de transcripción de tipo ACE (Alvarez et al. 2009; Gralla 

et al. 1991; Collin & Dobson 1997), por lo que podría suponerse que los mecanismos en Tht. C3B1 

también se regulen por factores similares. 

A continuación, se describen los resultados de otros estudios con los que existe cierta 

perpendicularidad con los resultados antes descritos. 

En los hongos termófilos Thielavia terrestris, Malbranchea cinnamomea y Scytalidium 

thermophilum, se evaluó la generación de L-asparaginasas a partir de diversas fuentes de C y N, entre 

estas se consideraron glucosa, fructosa, nitrato de sodio y extracto de levadura. En términos de 

desarrollo de biomasa para T. terrestris, la glucosa y la fructosa fueron las mejores fuentes de C, en 

ese orden; mientras que el extracto de levadura fue la 4ta mejor fuente de N y el nitrato de sodio 

mostro ser una fuente pobre para el crecimiento (Shanthipriya et al. 2015). 

En el medio ZMO (citado: Mtibaà et al. 2017), se cultivó un hongo identificado como Thielavia 

sp, obteniendo al 8vo día de incubación una actividad especifica de 0.26 U/mg (Mtibaà et al. 2018). 

En Trichoderma viride y Trichoderma longibrachiatum se obtuvieron como actividades 

máximas de lacasa, 3 U/ml y 2.25 U/ml, respectivamente; ambas alcanzadas a las 96 horas de 

incubación (inicio de la fase estacionaria), a partir de la inducción con sulfato cúprico (10 mg/ml) 

desde el día cero y con 20 g/l de glucosa y 0.5 g/l de glutamina como nutrientes. Concentraciones 

mayores a 20 g/l de glucosa provocaron CCR. No se observó correlación entre el desarrollo de 

biomasa y la actividad de lacasa (Krastanov et al. 2007). 

Se probaron ocho distintos medios de cultivo para la generación de lacasa por Penicillium 

martensii NRC 345, los mejores resultados se obtuvieron con nitrato de sodio (0.2 g/l) como fuente 

de N, una vez confirmada galactosa (5 g/l) como la mejor fuente de C. La adición de sulfato cúprico 

no produjo efecto inductivo relevante (Elshafei et al. 2012). 
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Mediante Metodología de Superficie de Respuesta y Diseño de Compuestos Centrales, se 

mejoró la actividad de lacasa de Penicillium chrysogenu, hasta un máximo de 7,9 U/ml, siendo las 

variables más significativas el pH (5.5), glucosa (17g/l) como fuente de C, extracto de levadura (1.3g/l) 

como fuente de N y la inducción con sulfato cúprico (0,9986 g/l) (Senthivelan et al. 2019). 

De acuerdo con lo anterior, Tht, C3B1, al igual que otros hongos, tiene como fuente 

preferencial de C, a la glucosa y es susceptible de presentar CCR con diversos azucares, como 

presuntamente ocurrió en ZMM con la fructosa. El crecimiento de Tht, C3B1 fue afectado también 

por la fuente de N, siendo la menos favorable nitrato de sodio en ZMM, en comparación con ZMO, 

donde fue mayor el desarrollo de biomasa. La actividad enzimática y el crecimiento se observan 

relacionados, aunque no directamente. La presencia de Cu 1mM en ambos medios incremento la 

actividad enzimática. Así ZMO es el mejor medio para el crecimiento y generación de lacasa en Tht. 

C3B1, en contraste a ZMM.  

Esta deducción, podría ser válida solo para T. terrestris como productor de lacasas en cultivos 

en medios de composición igual a la de ZMO, pues bien, la respuesta en la producción de lacasas por 

optimización o mejora de medios se presumía diversa según el organismo y condiciones de estudio, 

incluso variante aun manteniendo esto homologado. Tal y como ocurre con los resultados reportados 

por Gutiérrez-Antón, y que son en realidad el origen y antecesor del aquí versado. En este, la actividad 

de lacasa de Tht. C3B1 obtenida en el medio (ZMM) con fructosa (20 g/l) como fuente de C y nitrato 

de sodio (5 g/l) como fuente de N, alcanzó su máximo (25.28 U/i) en el día 12 de cultivo, comparado 

con el medio (ZMO) con glucosa y tartrato de amonio donde se detectó una actividad máxima de 

lacasa de 3.27 U/l en el día 13 de cultivo.  

Por otra parte, lo que pudiese ser más concluyente es el efecto del Cu (sulfato cúprico), que 

en ambos estudios hizo que la actividad de lacasa se viese incrementada, en el caso de Gutiérrez-

Antón, los mejores resultados se generaron al inducir al 4to día de incubación con una concentración 

1 mM de Cu en el medio ZMM con una actividad máxima de lacasa de 862.76 U/l en el décimo día de 

cultivo, 34 veces más que el obtenido en medio sin Cu (25.28 U/l). 

Con la detección de expresión, se corroboro que en Tht. C3B1 cultivado en ZMM se expresan 

todos los genes putativos de lacasa, mientras que en ZMO solo se expresan algunos a excepción de 

Lac D, como ocurrió en las pruebas preliminares con gDNA, debido probablemente a la presencia de 

un intrón o parte de este en el cebador, lo cual es resuelto con la síntesis de cDNA. Sin embargo 
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también sería valido suponerse que para la expresión de Lac D se requiere del estrés nutricional 

provocado por ZMM. 

La presencia de las bandas correspondientes a β-tubulina en todas las condiciones y la 

ausencia total de bandas correspondientes a lacasas en ZMO, corrobora que todos los genes 

codificantes para lacasa considerados son inducibles, pese a que todos se hayan confirmado en ZMM, 

así como también existen reportes de genes para lacasa constitutivos en Pleurotus sajor-caju, aun 

cuando la actividad de lacasa se ve afectada por los nutrientes nitrógeno y carbono, y por la adición 

de cobre y manganeso al medio de crecimiento. (Solen & Dobson 2001). Es importante aunar que, 

dependiendo del agente inductor, se puede presentar una regulación a nivel transcripcional, 

postranscripcional y postraduccional, y por tanto la actividad de lacasa en el medio comienza a 

aumentar después de determinado tiempo superada la regulación (Linden et al.1991). 

Pero ¿Porque si pareciese que ZMM logra inducir la expresión de todos los genes putativos 

de lacasa, esta expresión no se ve reflejada en los niveles de actividad enzimática?, lo cierto es que 

se requeriría de cuantificación de dichos niveles de expresión, así quizás, aunque ZMM induzca más 

genes que ZMO, este último puede inducir menos genes, pero en un mayor nivel transcripcional. Otra 

consideración, aunque menos probable, es la presencia de lacasas de acumulación en cuerpos 

fructíferos, que hasta ahora solo se han reportado en Lentinula edodes (Yano et al. 2009) 

Por otra parte, aunque en principio se partió del trabajo de Gutiérrez-Antón, el crecimiento 

de los cultivos en ZMM obtenidos entre el trabajo antes citado y el presente, fueron distintos. En el 

primero se obtuvo poca generación de biomasa, siendo compacta y oscura, en contraposición al 

segundo, donde se incremento considerablemente la generación de biomasa, lo que permitió la 

extracción de RNA. Este cambio morfológico, parece explicarse con la modificación del volumen del 

cultivo (75ml de medio liquido contenido en matraz de 125ml), lo que quizás pudo generar anoxia en 

los cultivos, condición que se asocia con el metabolismo anóxico de nitratos y que produce un 

aumento de la biomasa (Zhou et al. 2001).  

Es también contrastante la generación de pigmentos rojizos en nuestros cultivos y dado que 

en muchas especies fúngicas se han asociado a las lacasas con la polimerización de pigmentos (Chang 

et al. 2020), pudiese ocurrir que la mayoría de estas enzimas presentes en el extracto de ZMM se 

encuentren reaccionando con algún compuesto a fin de generar pigmentos y por tanto no sean 

detectables por reacción con ABTS. Siendo este caso, una de las causas de variaciones en la medición 

de actividad enzimática de lacasa (Baltierra-Trejo et al. 2015). 
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La generación de pigmentos en cultivos de hongos, es bien conocida, principalmente en 

hongos ascomicetos filamentosos y en un amplio rango de colores (Gmoser et al. 2017), las lacasas 

se han relacionado con la generación de un pigmento verde resultado de la conversión de una 

naftopirona (un pigmento amarillo) generado por una policétido sintasa en Aspergillus nidulans 

(Keller et al 2005), mientras que en Metarhizium anisopliae y Cryptococcus neoformans, se han 

relacionado algunas vías del metabolismo secundario a lacasas exclusivas en la generación de 

catecolaminas por reacciones de polimerización oxidativa de dihidroxifenoles, y que son propiciadas 

solo durante el crecimiento isotrópico, es decir, posterior a la conidiación, y que es indicativo de 

condiciones ambientales adversas (Garcia-Rivera et al. 2005; Fang et al., 2010). De ser cierta, esta 

síntesis de pigmentos, por ejemplo, melanina, también puede ser inducida por adición de cobre en 

bajas concentraciones (0.01 mM) (Caesar-Tonthat et al. 1995). 

En este sentido, también puede suponerse un efecto nocivo del sulfato cúprico (1 mM) sobre 

los cultivos en ZMM, que tras tres días de crecimiento ya se encuentran bajo estrés, con sulfato 

cúprico 1mM se pueden alcanzar niveles tóxicos, ocasionando retraso en el crecimiento y cuya 

regulación es dependiente de factores propios de la homeostasis de este ion metálico (Fonseca et al 

2010; Park et al. 2017)  

De esta manera se puede relacionar también la adición de sulfato cúprico con la generación 

de lacasas y cambios morfológicos en el crecimiento fúngico. Sakamoto et al. 2018, reportaron en 

Lentinula edodes, estructuras de hifas anormal y una pared celular más delgada en el micelio de cepas 

con genes codificantes silenciados. 

Puede añadirse, de acuerdo con la metodología para la medición de actividad enzimática, 

que esta depende de la capacidad de reacción de la enzima y esta en parte esta dada por su potencial 

de oxido reducción, originado inherentemente por características estructurales de las lacasa, como 

son los residuos presentes en los dominios N y C terminal, que se ha comprobado afectan las 

propiedades catalíticas y de estabilidad de las lacasas afectando sus actividades específicas para 

sustratos como ABTS y guayacol (Hu et al. 2014). La glicosilación en las mismas regiones puede afectar 

la afinidad de unión a los sustratos, la velocidad catalítica y estabilidad térmica (Xu et al. 2019) 

El efecto inductivo de la adición de Cu a los medios de cultivo volvió a ser corroborado, ahora 

a nivel transcripcional en ZMO+Cu, donde se indujo la expresión de varios genes de lacasa en 

comparación con ZMO, mientras que en ZMM+Cu se requiere de cuantificación para confirmar un 

aumento posterior a la adición de cobre. Sin embargo, en ambos casos puede presumirse efecto 
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particular sobre lacasas, pues en ambos medios se identificó la expresión de Lac B, secuencia con 

mayor identidad a la reportada como lacasa de Tht. N-6 

Este efecto fue también identificado en especies como Trametes hirsuta y Botrytis cinérea, 

con 5 (lac A – lac E) y tres (BcLCC1, BcLCC2, BcLCC3) genes codificantes para lacasas, respectivamente; 

a partir de cultivos con y sin inducción por CuSO4, mostrando que la inducción por Cu aumentó los 

niveles transcripcionales de algunos de los genes codificantes, mientras que los niveles de otros genes 

se mantuvieron muy similares, pero en ningún caso mostro disminuir su transcripción (Vasina et al. 

2017; Buddhika et al. 2020) A este respecto, el numero de genes codificantes de lacasa varía entre 

especies, siendo algunos putativos, por lo que en Tht. C3B1 seguramente habrá aún mas genes no 

estudiados en este trabajo. 

De acuerdo con los análisis de identidad, llaman la atención las secuencias putativas para Lac 

E y N, que comparten mayor identidad con proteínas multicobre oxidasas transportadoras de hierro. 

La expresión de estos genes quedo confirmada en ZMO, ZMM y ZMM+Cu. Genes codificantes para 

transportadores de hierro, como FET 3, han sido reportados en múltiples especies fúngicas y también 

han mostrado codependencia de los iones metálicos de cobre, como elemento estructural, y hierro, 

como elemento objetivo (Askwith et al. 1994; Spizzo et al. 1997). 

Así como esta probable función, la más probable, acorde a los índices de identidad, la mayoria 

de las secuencias se relacionan con otras implicadas en la infección de plantas, donde los hongos al 

adaptar su metabolismo a diversas fuentes de carbono y nitrógeno producen un arsenal de enzimas 

extracelulares, el secretoma, que permite una degradación eficiente de las lignocelulosas y otros 

biopolímeros. (Bouws et al. 2008). Esta función in vivo parece ser muy común, por ejemplo, en 

Heterobasidion annosum, con 18 genes codificantes para lacasa, 8 de estos están relacionados en la 

infección de pino silvestre, donde el efecto de la glucosa como fuente de C es significativo en la 

regulación positiva de estos genes y una mayor actividad de lacasa (Yakovlev et al. 2012) 
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8. CONCLUSIÒN 

 

El cobre (CuSO4 1mM) tiene un efecto inductivo significativo en la actividad enzimática de lacasas de 

Thielavia terrestris Co3Bag1 cultivado en los medios de cultivo ZMO y ZMM, en el primero también 

es identificable a nivel transcripcional. 

Los genes correspondientes a todas las secuencias putativas para lacasa parecen expresarse bajo el 

efecto inductivo del cobre y/o bajo estrés nutricional en fuentes de C y N (ZMM). 

La expresión de los genes putativos de lacasa puede no verse directamente reflejada en los niveles 

de actividad enzimática. 

In silico, todas las secuencias putativas para lacasa, poseen una o varias propiedades descritas de 

lacasas identificadas experimentalmente y reportadas en bases de datos. 

El diseño de cebadores fue certero para la amplificación de transcritos correspondientes a los genes 

putativos de lacasa: Lac A, B, C, D, E y N. 
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9. ANEXOS 

ANEXO 1-A PCR con HotStarTaq Master Mix de Qiagen 

1. Descongele las soluciones de cebadores. 

Mezclar bien antes de usar. Opcional: prepare una mezcla de cebadores de una 

concentración adecuada (consulte la Tabla AI-1) utilizando el agua 

proporcionada. Esto se recomienda si se van a realizar varias reacciones de 

amplificación utilizando el mismo par de cebadores. El volumen de mezcla de 

cebadores añadido a cada reacción de 50 μl es de 25 μl menos el volumen de 

DNA molde. 

2. Mezcle la HotStarTaq Master Mix agitando brevemente en vórtex y dispense 

25 μl en cada tubo de PCR de acuerdo con la Tabla AI-1. Es importante mezclar 

la HotStarTaq Master Mix antes de usarla para evitar concentraciones 

localizadas de sal. HotStarTaq Master Mix se proporciona como un concentrado 

2x (es decir, se requiere un volumen de 25 μl de HotStarTaq Master Mix para 

reacciones de amplificación con un volumen final de 50 μl). Para volúmenes 

inferiores a 50 μl, la proporción 1:1 de HotStarTaq Master Mix a la mezcla de 

cebadores diluida y la plantilla debe mantenerse como se define en la Tabla AI-

1. Siempre debe incluirse un control negativo (sin plantilla de DNA). No es 

necesario mantener los recipientes de reacción en hielo ya que la HotStarTaq 

DNA Polymerase está inactiva a temperatura ambiente. 

3. Distribuya el volumen apropiado de mezcla de cebador diluida en los tubos 

de PCR que contienen la mezcla maestra.  

4. Añada DNA molde (<1 μg / 50 μl de reacción) a los tubos de PCR individuales. 

Para RT-PCR, agregue una alícuota de la reacción de transcriptasa inversa. El 

volumen agregado no debe exceder el 10% del volumen final de PCR.  

5. Cuando utilice un termociclador con tapa térmica, no utilice aceite mineral. 

Continúe directamente con el paso 6. De lo contrario, cubra con 

aproximadamente 100 μl de aceite mineral. 

6. Programe el termociclador de acuerdo con las instrucciones del fabricante. 

Nota: Cada programa de PCR debe comenzar con un paso inicial de activación 

por calor a 95 ° C durante 15 min. En la Tabla AI-2 se describe un programa típico 

de ciclos de PCR. Para obtener el máximo rendimiento y especificidad, las 

temperaturas y los tiempos de ciclo deben optimizarse para cada nuevo modelo 

de objetivo o par de cebadores. Coloque los tubos de PCR en el termociclador e 

inicie el programa de ciclos. Nota: Después de la amplificación, las muestras se 

pueden almacenar durante la noche a 2–8 ° C o a –20 ° C para un 

almacenamiento más prolongado. 

 
 

Tabla AI-1 Composición de la reacción 

Componente Vol. Rn. Concentración final 

HotStarTaq Master Mix 25 μl 

2.5 u HotStarTaq DNA Polymerase 

1X PCR buffer (1.5 mM MgCl2) 

200 μM de cada dNTP 

Mezcla diluida de oligos (25 μl – volumen de DNA molde) 

Primer A variable 0.1–0.5 μM 

Primer B variable 0.1–0.5 μM 

Agua libre de RNAsa variable - 

DNA molde variable <1 μg/50 μl 

Volumen total 50 μl  

Tabla AI-2 Ciclos de PCR 

Activación inicial 15 min 95°C HotStarTaq DNA Polymerase 

Desnaturalización 0.1-1 min 94°C  

Alineamiento 0.1-1 min 50-

68°C 

5°C por debajo de la Tm 

Extensión 1 min 72°C +1min por kb en DNA > 1Kb 

Numero de ciclos 25-35  

Extensión final 10 min 72°C  

ANEXO 1-B Extracción de RNA con Direct-zol RNA Miniprep de Zymo  Research 

(I) Preparación de muestras 

Las muestras difíciles de lisar (es decir, bacterias grampositivas, levaduras, 

hongos, tejido animal, plantas, etc.) se pueden homogeneizar en TRI Reagent 

con un mortero / maja, triturador de tejidos o batido de perlas con un 

homogeneizador de alta velocidad. 

(II) Purificación de RNA 

1. Agregue un volumen igual de etanol (95-100%) a una muestra lisada en TRI 

Reagent o similar y mezcle bien. 

2. Transfiera la mezcla a una Columna IIC2 Zymo-Spin en un tubo de recolección 

y centrifugue. Transfiera la columna a un nuevo tubo de recolección y deseche 

el eluyente. 

3. Añada 400 µl de Direct-zol RNA PreWash a la columna y centrifugue. Deseche 

el eluyente y repita este paso. 

4. Añada 700 µl de RNA Wash Buffer a la columna y centrifugue durante 2 

minutos para asegurar la eliminación completa del tampón de lavado. Transfiera 

la columna con cuidado a un tubo sin RNAsa. 

5. Para eluir el RNA, agregue 50 µl de agua libre de DNAsa / RNAsa 

directamente a la matriz de la columna y centrifugue. Alternativamente, para 

RNA altamente concentrado use ≥25 μl de elución. El RNA puede usarse 

inmediatamente o almacenarse congelado a ≤ -70 ° C. 

ANEXO 1-C Síntesis de la primera hebra de cDNA con RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit de Thermo Scientific 

Después de descongelar, mezclar y centrifugar brevemente los componentes. 

del kit. Almacenar en hielo. 

1. Agregue los siguientes reactivos en un tubo estéril sin nucleasas en hielo en 

el orden indicado: 

2. Opcional. Si la plantilla de RNA es rica en GC o contiene estructuras 

secundarias, mezcle suavemente, centrifugue brevemente e incube a 65 ° C 

durante 5 min. Enfríe en hielo, centrifugue y vuelva a colocar el vial en hielo. 

3. Agregue los siguientes componentes en el orden indicado: 

 

Buffer de reacción 5X 4 µl 

RiboLock RNase Inhibitor (20U/µL) 1 µl 

10 mM dNTP Mix 2 µl 

RevertAid M-MuLV RT (200 U/µL) 1 µl 

Volumen total 20 µl 

4. Mezclar suavemente y centrifugar brevemente. 

5. Para la síntesis de cDNA cebado con oligo (dT) 18 o gen específico, incubar 

durante 60 min a 42 ° C. Para la síntesis cebada con hexámero aleatorio, incube 

durante 5 min a 25 ° C seguido de 60 min a 42 ° C. 

Nota. Para las plantillas de ARN ricas en GC, la temperatura de reacción se puede 

aumentar hasta 45 ° C. 

6. Termine la reacción calentando a 70 ° C durante 5 min. 

El producto de la reacción de transcripción inversa puede usarse directamente 

en aplicaciones de PCR o almacenarse a -20 ° C durante menos de una semana. 

Para un almacenamiento más prolongado, se recomienda -70 ° C 

RNA total o poly(A) mRNA o RNA 

especifico 

0.1 ng - 5 µg, 10 pg - 0.5 

µg, 0.01 pg - 0.5 µg 

Oligo (dT) o cebador hexámero 

aleatorio o cebador específico de gen 
1 µL, 1 µL, 15-20 pmol 

Agua libre de nucleasas hasta 12 µL 

Volumen total 12 µL 

Anexo 1 Protocolos (traducidos) para (I-A) amplificación de gDNA, (I-B) extracción de RNA y (I-C) Síntesis de primera hebra de cDNA, según 
fabricante (Qiagen, Zymo Research y Thermo Scientific, respectivamente). 

T DIAS 



ii 
 

(min) 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

CINETICA SIN INDUCCIÓN (absorbancia a 420 nm) 

0.00 0.0002 0.0008 0.0013 0.0072 0.0062 0.0067 0.0082 0.0180 0.0215 0.0112 0.0288 0.0297 

0.25 0.0012 0.0008 0.0020 0.0080 0.0070 0.0085 0.0095 0.0207 0.0247 0.0148 0.0327 0.0350 

0.50 0.0017 0.0012 0.0023 0.0090 0.0067 0.0090 0.0110 0.0230 0.0280 0.0330 0.0373 0.0412 

0.75 0.0022 0.0017 0.0025 0.0095 0.0093 0.0102 0.0125 0.0260 0.0313 0.0253 0.0412 0.0470 

1.00 0.0028 0.0023 0.0030 0.0102 0.0107 0.0112 0.0135 0.0280 0.0338 0.0290 0.0452 0.0527 

1.25 0.0032 0.0027 0.0032 0.0110 0.0192 0.0122 0.0147 0.0298 0.0316 0.0325 0.0493 0.0570 

1.50 0.0038 0.0030 0.0033 0.0113 0.0127 0.0132 0.0158 0.0322 0.0400 0.0357 0.0535 0.0620 

1.75 0.0042 0.0033 0.0037 0.0118 0.0137 0.0140 0.0172 0.0337 0.0420 0.0395 0.0572 0.0668 

2.00 0.0047 0.0037 0.0037 0.0128 0.0145 0.0150 0.0178 0.0355 0.0443 0.0423 0.0605 0.0715 

R 0.9940 0.9901 0.9761 0.9948 0.7929 0.9967 0.9973 0.9963 0.9769 0.9126 0.9995 0.9987 

m 0.0022 0.0016 0.0011 0.0027 0.0050 0.0040 0.0049 0.0087 0.0112 0.0141 0.0160 0.0210 

U/l 0.60 0.44 0.31 0.75 1.39 1.11 1.36 2.43 3.10 3.91 4.46 5.82 

CINETICA CON INDUCCIÓN (absorbancia a 420 nm) 

0.00 0.0680 0.1300 0.2400 0.1300 0.1600 0.2800 0.3850 0.8400 1.0500 1.2300 0.2500 0.3000 

0.25 0.0700 0.1300 0.2400 0.1400 0.1700 0.3200 0.4700 0.9400 1.1600 1.3400 0.3550 0.4300 

0.50 0.0710 0.1400 0.2500 0.1500 0.1800 0.3600 0.5450 1.0300 1.2700 1.4500 0.4650 0.6100 

0.75 0.0710 0.1400 0.2500 0.1600 0.1900 0.4000 0.6200 1.1200 1.3800 1.5600 0.6100 0.8200 

1.00 0.0710 0.1400 0.2500 0.1700 0.2000 0.4400 0.6800 1.2200 1.5100 1.6900 0.7500 1.0500 

1.25 0.0720 0.1500 0.2700 0.1900 0.2100 0.4800 0.7400 1.3000 1.6200 1.8000 0.9050 1.2900 

1.50 0.0730 0.1500 0.2700 0.2000 0.2200 0.5000 0.7850 1.3800 1.7300 1.9000 1.0750 1.5500 

1.75 0.0730 0.1500 0.2700 0.2100 0.2400 0.5400 0.8350 1.4500 1.8200 2.0000 1.2200 1.8300 

2.00 0.0730 0.1500 0.2700 0.2200 0.2600 0.5700 0.8800 1.5600 2.0000 2.1800 1.4150 2.1300 

R 0.9358 0.9311 0.9316 0.9966 0.9884 0.9978 0.9936 0.9991 0.9986 0.9984 0.9969 0.9946 

m 0.0023 0.0113 0.0180 0.0467 0.0473 0.1453 0.2450 0.3527 0.4627 0.4613 0.5847 0.9247 

U/l 0.62 3.14 5.00 12.96 13.14 40.37 68.055 97.96 128.51 128.14 162.40 256.85 

 

T 
(DIAS) 

ZMO ZMO+Cu 

 

BIOMASA 
(g/l) 

ACTIVIDAD 
(U/l) 

BIOMASA 
(g/l) 

ACTIVIDAD 
(U/l) 

1 0.06 0.00 0.03 0.00 

2 0.16 0.00 0.04 0.00 

3 0.32 0.60 0.06 0.63 

4 1.10 0.44 0.07 3.15 

5 1.16 0.31 0.16 5.00 

6 1.02 0.75 0.34 12.96 

7 0.88 1.39 0.58 13.15 

8 0.85 1.11 0.66 40.37 

9 0.96 1.36 0.76 68.06 

10 0.32 2.43 0.75 97.96 

11 0.32 3.10 0.75 128.52 

12 0.24 3.91 0.79 128.15 

13 0.22 4.46 0.44 162.41 

14 0.22 5.82 0.34 256.85 

 

Anexo 2 Recopilación de datos a partir de los cuales se 

determinó biomasa y actividad de lacasa para los 

cultivos en ZMO con y sin inducción por cobre. 
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T 
(min) 

DIAS 

3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 

CINETICA SIN INDUCCIÓN (absorbancia a 420 nm) 

0 0.0025 0.0048 0.0065 0.0195 0.0123 0.0050 0.0144 0.0037 0.0087 0.0073 0.0068 0.0097 

0.25 0.0033 0.0072 0.0100 0.0250 0.0163 0.0075 0.0212 0.0067 0.0197 0.0100 0.0101 0.0135 

0.50 0.0045 0.0088 0.0137 0.0288 0.0198 0.0108 0.0242 0.0091 0.0225 0.0125 0.0123 0.0165 

0.75 0.0053 0.0110 0.0133 0.0322 0.0228 0.0133 0.0256 0.0104 0.0227 0.0150 0.0148 0.0192 

1.00 0.0065 0.0132 0.0180 0.0343 0.0249 0.0155 0.0297 0.0146 0.0288 0.0175 0.0146 0.0220 

1.25 0.0072 0.0150 0.0213 0.0363 0.0270 0.0180 0.0320 0.0168 0.0308 0.0200 0.0188 0.0242 

1.50 0.0085 0.0174 0.0240 0.0367 0.0285 0.0203 0.0334 0.0183 0.0313 0.0220 0.0206 0.0262 

1.75 0.0097 0.0198 0.0251 0.0400 0.0313 0.0225 0.0357 0.0206 0.0338 0.0238 0.0222 0.0280 

2.00 0.0108 0.0214 0.0278 0.0437 0.0340 0.0247 0.0380 0.0228 0.0362 0.0258 0.0235 0.0300 

R 0.9983 0.9993 0.9907 0.9792 0.9919 0.9983 0.9812 0.9961 0.9491 0.9981 0.9902 0.9931 

m 0.0041 0.0084 0.0106 0.0108 0.0102 0.0098 0.0109 0.0095 0.0119 0.0093 0.0082 0.0099 

U/l 1.15 2.32 2.94 2.99 2.84 2.72 3.01 2.6514 3.30 2.58 2.28 2.76 

CINETICA CON INDUCCIÓN (absorbancia a 420 nm) 

0 0 0 0.1000 0.1750 0.1700 0.1200 0.1200 0.1200 0.1400 0.1100 0.0150 0.0190 

0.25 0 0 0.1150 0.2000 0.1800 0.1300 0.1400 0.1300 0.1400 0.1100 0.0160 0.0200 

0.50 0 0 0.1350 0.2200 0.1900 0.1400 0.1400 0.1400 0.1500 0.1200 0.0160 0.0200 

0.75 0 0 0.1550 0.2350 0.2100 0.1500 0.1500 0.1400 0.1500 0.1400 0.0160 0.0200 

1.00 0 0 0.1700 0.2500 0.2200 0.1600 0.1600 0.1400 0.1600 0.1500 0.0170 0.0210 

1.25 0 0 0.1850 0.2700 0.2400 0.1700 0.1700 0.1500 0.1700 0.1500 0.0170 0.0210 

1.50 0 0 0.2250 0.2800 0.2500 0.2100 0.2100 0.1500 0.1700 0.1600 0.0170 0.0220 

1.75 0 0 0.2300 0.2950 0.2800 0.2200 0.2200 0.1600 0.1800 0.1600 0.0180 0.0230 

2.00 0 0 0.2300 0.3150 0.3000 0.2300 0.2300 0.1600 0.1900 0.1600 0.0180 0.0230 

R - - 0.9863 0.9964 0.9900 0.9776 0.9704 0.9661 0.9833 0.9467 0.9585 0.9682 

m - - 0.0717 0.0667 0.0647 0.0580 0.0560 0.0187 0.0253 0.0293 0.0014 0.0020 

U/l 0 0 19.90 18.51 17.96 16.11 15.55 5.18 7.03 8.15 0.39 0.55 

 

T 
(DIAS) 

ZMM ZMM+Cu  

BIOMASA 
(g/l) 

ACTIVIDAD 
(U/l) 

BIOMASA 
(g/l) 

ACTIVIDAD 
(U/l) 

1 0.09 0.00 0.05 0.00 

2 0.05 0.00 0.06 0.00 

3 0.07 1.15 0.17 0.00 

4 0.17 2.32 0.22 0.00 

5 0.22 2.95 0.21 19.91 

6 0.25 2.99 0.29 18.52 

7 0.45 2.85 0.31 17.96 

8 0.43 2.73 0.36 16.11 

9 0.36 3.02 0.41 15.56 

10 0.33 2.65 0.43 5.19 

11 0.30 3.30 0.42 7.04 

12 0.27 2.58 0.40 8.15 

13 0.27 2.29 0.28 0.39 

14 0.33 2.76 0.26 0.56 
 

Anexo 3 Recopilación de datos a partir de los cuales se 

determinó biomasa y actividad de lacasa para los 

cultivos en ZMM con y sin inducción por cobre. 
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Lac_A  1    MGLLRGLLESVSETLELFYTATATLTQERTNGLSLLG-------------------------TLLAPVLPLFLTNNPLPD  55 

Lac_B  1    MKSLAGAVALMLGILAPTITAAPPATPEQRDLLTPLE-------------------------SRDAAGLP---SCNTPSN  52 

Lac_C  1    MSDPQ--LSPPKEGTTAAATAAAKSTTRRPSLLLIVGGLVTFVVVALALGLGLGLGLTHRGGSSASSLLPPASSSSPLPG  78 

Lac_D  1    ----------------------------------MLSPSL----VLPVLALGLPSA-------RAAAQETAETCVNGPKT  35 

Lac_E  1    M---------------FWSRC----------LELFLS--------LPALVIVVRAG------------------------  23 

Lac_N  1    M---------------AWRTANRAALPGRLGLVWLLC--------LLWHGLLASAA------------------------  33 

 

Lac_A  56   GFPW--GSLSDTNTNP---------YAAYPRTGVVRYYDFTVSRGI--IAPDGYQ-RDVLLVNGAYPGPLIEANWGDTIV  121 

Lac_B  53   RACW--TTGFDINTDY---------ELKTPTTNVTRKYTLVLTEATNWKGPDGFVKERVMLVNNSIVGPTIFADWGDNLE  121 

Lac_C  79   SGAAHNASLEDWRLDPSHYVLDMAWDINAPPT--TRHYDFVITEGR--GWPDGVV-RDMLFINGKFPGPLIEANMGDRLV  153 

Lac_D  36   RSCWQ--RGFDIHTDYT---------ALQAPAGKLVEYDLTVSQAI--VKPDGYE-KLAMVVNGQYPGPTIEANWGDTLR  101 

Lac_E  24   ----------------------------------TVTYDWNVTWVW--AKPDGFG-RPVIGINYKWPCPTLEATVGDTVV  66 

Lac_N  34   ----------------------------------TVTYDFNITWVT--ANPDSMADRRTIGINGQWPIPTIRVNVGDRLV  77 

 

Lac_A  122  VTVHNNISNPEDGTTIHWHGFLQRETPWADGAPGISQCPIPP-GRSYTYEFVASLFGTSWYHAHYSAQYAGGVVGPIVVY  200 

Lac_B  122  ITVINNLQT--NGTSIHWHGLRQLNNNLNDGVNGVTECPIPPKGGKKLYRFRAVQYGTTWYHSHFSAQYGNGVVGGIQIN  199 

Lac_C  154  INVTNKLTA--NATTIHWHGLYQNGTNWFDGTTGITQCGIPP-GQSLVYNFTLEQFGTYWYHSHYGTQYLDGILGPLIIH  230 

Lac_D  102  ITVHNNFTENLNGTGIHWHGIRQYHNNWQDGVPGVTECPTQP-GESRTYEFKVTQYGTSWYHSHFSMQYSNGLYGPLVIH  180 

Lac_E  67   VNFLNKLGN--QTAGLHFHGVSQLQTPEMDGPSGVTQCPVPP-DASVKYQFTADAPGTFWYHSHNMGQYPDGLRGPLIVH  143 

Lac_N  78   VNVLNSLGN--ESVSLHFHGLFMRNATHMDGPAGVTQCPIPP-GSRLTYNFTVDQPGTYWYHSHIRGQYPDGLRGPLIVH  154 

 

Lac_A  201  GPTHAK----YDVDLGPIMLSDWYH-REYFDIVKELLSPNASPRV--LSDNNLIDGKMNFDCSTVAPGDNTPCTDRAGIS  273 

Lac_B  200  GPASLP----YDIDLGVFPITDWYN-LTA-DQLVLYTQNNGPP----FSDNVLFNGTGVHPFT--GEGKYA---------  258 

Lac_C  231  APAEADARKLYDSD-RVVLIQDWYHDVSQVNLETYLAPDNENTEP--IPDNGLINGIGYFNCSSYDADSGYTCYDNSTYS  307 

Lac_D  181  GPSSAN----WDVDLGPWLIADWYH-----TDVFGLVHQGEAFNIPAVPDSTLINGKGKFNCDP--ARDPRCDGTGGEFF  249 

Lac_E  144  DPNDPYKSS-YDEE-VILSVSDWYH-NSSLKAVQGMLSPSNTRFAPPIPDSLIVNEGLG--------------------S  200 

Lac_N  155  DPDSPFRDK-YDEE-LVMTVSDWYH-DPMPGLLSQFLNKANPTGAEPVPNSALLNDTQN--------------------L  211 

 

Lac_A  274  KFKFQTGKTHRLRLINSGADGVQRFSIDQHTLTVIAEDFVPVKPYNTTVVTLGVGQRTDVLVTANAG-PPDSLFWMRSNL  352 

Lac_B  259  NVTLTPGKRHRLRLINTSVENHFQVSLVNHTMTIIAADLVPVNALTVDSLFLGVGQRYDVTIDASRT-P--GNYWFNVTF  335 

Lac_C  308  VLSLEPNTRTRLRFINTGAFTEFDVSVDNHTLSVIEADATLVKPVSVHRFPIHVAQRYSVVVETNQS-T-STNYWLRGAM  385 

Lac_D  250  EVLLNHGTTYKLAIVSTASLLTYNFWIDGHNFTVISTDFVPIKPYTTNFLTVGIGQRFEIILHANASLANGTNFWIHAQ-  328 

Lac_E  201  HINVTKGKTYRIRIINFAAFGSAMIHFDSHTMNIIANDAAYVKKTDAYQLRIAPAQRYDVLIAPLDQ--DSGNYPFLISL  278 

Lac_N  212  TVSVQPGKTYLFRMVNIGAFAGQYVWFEGHNMTILEVDGVYTHPAEASMIYLAAAQRCSFLITAKND--TLENFPIVASM  289 

 

Lac_A  353  -----TSCSPARQP--------NALAAVYYDKAN---ISATPSSRPWD---VPDPGTCANDPLDISEPLYPIPLPKPAIT  413 

Lac_B  336  GGS--NQCGGSNNH--------FPAAIFHYAGA--------PGGLPTDPGVAPVDHNCL-DNMDLT-PVVKRSVPANSFV  395 

Lac_C  386  ITSCFTGNNPVLDT--------TTKAVISYSGNS---TVVPSDGASVD-WTDAIPIHCI--DLDDSTLVPTIPDPPPAAT  451 

Lac_D  329  ------DCRLPKALD----W---RAGIVRYDASDRRDPYTPPEGPELD-AFRHFEYGCA--DFDTPAIEPVVPKQVDSTS  392 

Lac_E  279  DL-----NRDWTNSSQKLQWAHNYTGYLVLDSSK---K-L-DKKDVVN----------KWQPIDESLLEPYDGAPAYSSY  338 

Lac_N  290  DTDLFDQIPDGLNW--------NVTGWLVYDSAK---P-LPDPAVVYD----------AFEPFDDIGLVPWDNQTLLGEP  347 

 

Lac_A  414  Q----TMDI---ETFKNAS---------NVTLWKFNGVSMRTDYNSPVI-LLANQG------NFSYPPEWN---------  461 

Lac_B  396  KKPENTLDV---HLDTTGT---------PLFVWKVNGSAINIDWNNPVD-DYVMKG------NSSFPTSDN---------  447 

Lac_C  452  KMWR--LDF---SFGIGAY---------QLDRAKFNGTSWSVLDNTTTL-IQAVDGLAAGQAQGSSPSSSSSSKWAVDGP  516 

Lac_D  393  ANELTSADYLR-IGQVNATWPGSAAGSPPLFLWVLDKSPLYANWSQPTIKTLALDNGTVSQ----LPGYAA--------P  459 

Lac_E  339  DQLI-QLDFKFC-LDQNGY---------PR---SCFNNITYISQKVPTLYSVATTGDQNTN-PVIYGQ-VN---------  393 

Lac_N  348  DQTI-TLDPR----QSNTK---------DS---AFFNDITYVAPKVPTLYTALSAGDLATN-SAVYGTYTH---------  400 

 

Lac_A  462  ------------VVNYQQTTAIRIIINNKGPG-----PHPMHLHGHNFYVLHEGP---------GEWDGT----IVRPSN  511 

Lac_B  448  ------------IVAVDAANQWTYWLIENDPEAVISLPHPMHLHGHDFLVLGKSPVSPPAAQVAYTFDPSTDLARLVSNN  515 

Lac_C  517  VSAFGSNQFVVGLSANGSIDVVDILLYSLDEG-----SHPFHLHGHTFWILQAGAGPFNWTAYQTTLYPSGGAASPLTAN  591 

Lac_D  460  IGLDYDTGAWVYVVVTSNYTAADVAAAQGMPRTDVASVHPMHLHGHDFVILAQGPGPFDPA-----------TVRPKLAN  528 

Lac_E  394  ------------PFIVNFNQTVQIVVNNIDTA-----THPFHLHGHHFQVLARPSSG------VGTWPGH---EGNYVST  447 

Lac_N  401  ------------PLVLEKDQVVEILINNLDSG-----KHPFHLHGHEFQVIWRSDDD------AGTFADSNVTADAFPAI  457 

 

Lac_A  512  PMRRDVELVRGNGHLVIQFD-GAPGVWAFHCHIAWHSSGGFVASLL-------VQPHKVQQMHLPRDVEQNC--------  575 

Lac_B  516  PVRRDVTMLPAKGWLLLAFKTDNPGAWLFHCHIAWHVSGGLSVVFLERATDLRAQLNGAAAAADKAEFERVC--------  587 

Lac_C  592  ALRRDTFTLQPYSWTLLRFVADNAGLWAFHCHIAWHLEAGLMMQFLSR-------PDVLARTAVPDDVRGLC--------  656 

Lac_D  529  PPRRDTLNLPPGSFAWIAFQVDSPGAWLLHCHIQGHAADGLALQYIEQP----------------SRLRGLMQQAGA--L  590 

Lac_E  448  PPMRDTVTVMPNSYAVLRFRADNPGVWLFHCHIEWHVEMGLTATIIEAP-------DRLRNLTFPDDHIDVCKKSNTPYQ  520 

Lac_N  458  PMKRDTVVVRPNGNMVLRFKSDNPGIWLFHCHIEWHIVSGLMATFVEAP------LDIQKSITLPSDHLAVCAAAGVPTA  531 

 

Lac_A  576  -------RAW-DLWTKHNVVDQIDSGT-----------------------------------------------------  594 

Lac_B  588  -------AAWRDYYPANDPFHKVDSGLKQRFVEVSEWMTVTG--------------------------------------  622 

Lac_C  657  -------AAA--------------AGK-----------------------------------------------------  662 

Lac_D  591  GRVADQCSSFNKWYSSWGIPSE-GSGI-----------------------------------------------------  616 

Lac_E  521  GNAAGNTKNVTDTSGFVTVPPTTYSG--------AVWSPSS----TTKIPAYGRPTKTA-RAVALAI-----EDQVDDES  582 

Lac_N  532  GNAAANTVNFLDLTGQNAPPPPLPAGFTPRGIVALVFSCVSGILGVAVVSWYGFAGQVGGQGAAPAVLARQGEKQQQKQQ  611 

 

Lac_A       ----------------------------------   

Lac_B  623  --------------GQLGELWKQTYPPLLPQHCA  642 

Lac_C       ----------------------------------   

Lac_D       ----------------------------------   

Lac_E  583  L----------------AEILTQALSAIFSARKD  600 

Lac_N  612  LGGDGRTGSGAENAGADAGVGQQAAGGRRSGEAN  645 

Anexo 4 Alineamiento entre las secuencias putativas 

para lacasa, Lac A, B, C, D, E y N. Se resaltan las 

secuencias firmas L1, L2, L3 y L4. 
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E_typhina             MREIVHLQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDSNGVYNGTSELQLERMSVYFNEASGNKYV 60 

N_crassa              MREIVHLQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDASGVYNGTSELQLERMNVYFNEASGNKYV 60 

T_terrestrisC3B1      MREIVHLQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDSNGVYNGTSELQLERMNVYFNEASGNKYV 60 

M_thermophila         MREIVHLQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDSNGVYNGTSELQLERMNVYFNEASGNKYV 60 

M_thermophilus        MREIVHLQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDSNGVYNGTSELQLERMNVYFNEASGNKYV 60 

R_thermophila         MREIVHLQTGQCGNQIGAAFWQTISGEHGLDSNGVYNGTSELQLERMNVYFNEASGNKYV 60 

                      *******************************:.**************.************ 

E_typhina             PRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFGQLFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDQVLDVV 120 

N_crassa              PRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFGQLFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDQVLDVV 120 

T_terrestrisC3B1      PRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFGQLFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDQVLDVV 120 

M_thermophila         PRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFGQLFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDQVLDVV 120 

M_thermophilus        PRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFGQLFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDQVLDVV 120 

R_thermophila         PRAVLVDLEPGTMDAVRAGPFGQLFRPDNFVFGQSGAGNNWAKGHYTEGAELVDQVLDVV 120 

                      ************************************************************ 

E_typhina             RREAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGAGMGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVV 180 

N_crassa              RREAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGAGMGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVV 180 

T_terrestrisC3B1      RREAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGAGMGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVV 180 

M_thermophila         RREAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGAGMGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVV 180 

M_thermophilus        RREAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGAGMGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVV 180 

R_thermophila         RREAEGCDCLQGFQITHSLGGGTGAGMGTLLISKIREEFPDRMMATFSVVPSPKVSDTVV 180 

                      ************************************************************ 

E_typhina             EPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEALYDICMRTLKLSNPSYGDLNYLVSAVMSGVTTCL 240 

N_crassa              EPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEALYDICMRTLKLSNPSYGDLNHLVSAVMSGVTVSL 240 

T_terrestrisC3B1      EPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEALYDICMRTLKLSNPSYGDLNYLVSAVMSGVTVSL 240 

M_thermophila         EPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEALYDICMRTLKLSNPSYGDLNYLVSAVMSGVTVSL 240 

M_thermophilus        EPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEALYDICMRTLKLSNPSYGDLNYLVSAVMSGVTVSL 240 

R_thermophila         EPYNATLSVHQLVENSDETFCIDNEALYDICMRTLKLSNPSYGDLNYLVSAVMSGVTVSL 240 

                      **********************************************:**********..* 

E_typhina             RFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFFMVGFAPLTSRGAHSFRAVSVPELTQQMFDPKNMM 300 

N_crassa              RFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFFMVGFAPLTSRGAHHFRAVSVPELTQQMFDPKNMM 300 

T_terrestrisC3B1      RFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFFMVGFAPLTSRGAHSFRAVSVPELTQQMFDPKNMM 300 

M_thermophila         RFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFFMVGFAPLTSRGAHSFRAVSVPELTQQMFDPKNMM 300 

M_thermophilus        RFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFFMVGFAPLTSRGAHSFRAVSVPELTQQMFDPKNMM 300 

R_thermophila         RFPGQLNSDLRKLAVNMVPFPRLHFFMVGFAPLTSRGAHSFRAVSVPELTQQMFDPKNMM 300 

                      *************************************** ******************** 

E_typhina             AASDFRNGRYLTCSAIFRGKVAMKEVEDQMRNVQNKNSSYFVEWIPNNIQTALCAIPPRG 360 

N_crassa              AASDFRNGRYLTCSAIFRGKVSMKEVEDQMRNVQNKNSSYFVEWIPNNVQTALCSIPPRG 360 

T_terrestrisC3B1      AASDFRNGRYLTCSAIFRGKVSMKEVEDQMRNVQNKNSSYFVEWIPNNVQTALCSIPPRG 360 

M_thermophila         AASDFRNGRYLTCSAIFRGKVSMKEVEDQMRNVQNKNSSYFVEWIPNNVQTALCSIPPRG 360 

M_thermophilus        AASDFRNGRYLTCSAIFRGKVSMKEVEDQMRNVQNKNSSYFVEWIPNNVQTALCSIPPRG 360 

R_thermophila         AASDFRNGRYLTCSAIFRGKVSMKEVEDQMRNVQNKNSSYFVEWIPNNVQTALCSIPPRG 360 

                      *********************:**************************:*****:***** 

E_typhina             LKMSSTFIGNSTSIQELFKRVGEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS 420 

N_crassa              LKMSSTFVGNSTAIQELFKRIGEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS 420 

T_terrestrisC3B1      LKMSSTFVGNSTAIQELFKRVGEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS 420 

M_thermophila         LKMSSTFVGNSTAIQELFKRIGEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS 420 

M_thermophilus        LKMSSTFVGNSTAIQELFKRIGEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS 420 

R_thermophila         LKMSSTFVGNSTAIQELFKRIGEQFTAMFRRKAFLHWYTGEGMDEMEFTEAESNMNDLVS 420 

                      *******:****:*******:*************************************** 

E_typhina             EYQQYQDAGIDEEEEEYEEEAPVDEPLE 448 

N_crassa              EYQQYQDAGVDEEEEEYEEEAPLEGEE- 447 

T_terrestrisC3B1      EYQQYQDAGVDEDEEGYEEEVPVEQEE- 447 

M_thermophila         EYQQYQDAGVDDEEGEYEEEAPLEQEE- 447 

M_thermophilus        EYQQYQDAGIDEEEEEYEEEAPVEHEE- 447 

R_thermophila         EYQQYQDAGIDEEEEEYEEEAPLEHEE- 447 

                      *********:*::*  ****.*::     

 
Alineamiento de las secuencias de β-tubulina de Tht. C3B1 y con las que comparte mayor identidad. 
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