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RESUMEN GENERAL
En el presente trabajo se analizd el sistema de lacasas en especies de hongos del
género Trichoderma. El andlisis bioinformético en los genomas de las cepas de
referencia indica que el ancestro comun del género Trichoderma poseia dos genes
funcionales de lacasa, uno para la actividad extracelular y otro para la actividad
intracelular. La evidencia bioinformética y filogenética muestra que las especies
actuales presentan patrones diferenciales de retencion de ambos genes (T. atroviride
IMI 206040 y T. virens Gv29-8), pérdida de la actividad extracelular (T. harzianum y
T. reesei) y adquisicion adicional de genes mediante transferencia horizontal (T.
asperellum CBS 433.97). En 23 aislados silvestres de Trichoderma spp. se
encontraron diferencias en la capacidad para decolorar/oxidar medio de cultivo sélido
suplementado con colorantes y compuestos fendlicos indicadores de la actividad de
lacasa extracelular. La méxima actividad basal (763.88 mU/mL) e inducible con
rastrojo de sorgo (2115.97 mU/mL) en cultivos liquidos fue producida por la cepa de
T. viride. T. atroviride, no presenta actividad basal pero si inducible por rastrojo de
sorgo. La actividad extracelular en T. harzianum y T. tomentosum es atribuible a una
ferroxidasa-lacasa y no a una lacasa sensu stricto. Se disefiaron iniciadores
especificos para la amplificacion por PCR de los genes de lacasa extracelular en el
género Trichoderma y se analizaron los productos de amplificacion obtenidos para
cepas silvestres de T. atroviride, T. gamsii, T. viridescens, T. viride y T. koningii. El
analisis bioinformético estructural muestra proteinas con una arquitectura similar a
las lacasas cristalizadas de hongos ascomicetos, con sutiles cambios
conformacionales en el sitio activo y en la cavidad del sustrato, lo que sugiere un
actividad catalitica diferencial intra e interespecifica. La cepa de referencia IMI
206040 de T. atroviride tampoco mostré actividad basal pero si inducible por
compuestos organicos, rastrojo de sorgo y CuSO,, comprobandose en éste ultimo
caso la regulacion transcripcional del gen Talacl, el cual presenta diferentes
elementos de regulacion en cis, incluidos los de respuesta a metales. La
confrontacion in vitro de la cepa IMI 206040 contra hongos fitopatdgenos mostré una
regulacion transcripcional patdgeno-especifica. La transcripcion del gen Talacl

parece estar asociada a la densidad celular (quorum sensing).
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SUMMARY
In this work, the laccase system from species of the fungal genus Trichoderma was
analyzed. The bioinfomatic analysis in the genomes of reference strains showed that
the common ancestor possessed two laccase genes, one coding for an enzyme with
extracellular activity and the other, for intracellular activity. Bioinformatic and
phylogenetic evidence show that species T. atroviride (IMI 2016040) and T. virens
(Gv29-8) have differential patterns of conservation of those genes; that T. harzanium
and T. reesei have lost the extracellular activity, and that T. asperellum (CBS 433.97)
has acquired genes by horizontal transfer. Differences in the capacity to discolor
colorants or oxidize phenolic compounds were observed in 23 wild Trichoderma spp.
strains. Both, colorants and phenolic compounds are indicators of the extracellular
laccase activity. T. viride showed the highest basal and induced with Sorghum
stubble activities (763.88mU/mL and 2115.97mU/mL, respectively). T. atroviride did
not shown basal activity but it was induced by Sorghum stubble. Extracellular laccase
activity in T. harzianum and T. tomentosum is attributable to a ferroxidase-laccase
and not to a laccase sensu-stricto. Specific primers for PCR amplification of
extracellular laccase genes were designed. Amplification products and its sequences
were obtained from wild T. atroviride, T. gamsii, T. viridescens, T. viride and T.
koningii. Structural bioinformatic analysis showed that in silico translated proteins
have a similar architecture to the Ascomycota crystallized laccases, with subtle
conformational changes within the active site and the substrate cavity. This suggests
intra and interspecies differences in the catalytic activity. Similar to the wild strain, the
reference strain T. atroviride IMI 206040 showed no basal activity, but it was induced
by organic compounds, sorghum stubble, and CuSO,. The laccase gene of this strain,
Talacl, presents different cis-regulatory elements, including those for metal response.
The transcriptional regulation of Talacl during the confrontation of IMI206040 strain
against phytopathogenic fungi was assessed and it showed a pathogen specific
regulation. The transcription of Talacl gene seems to be associated to quorum

sensing.
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l. INTRODUCCION GENERAL

1.1 Distribucién y funciones de las lacasas fungicas

Las lacasas (benzenediol:oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2) son metaloenzimas
que pertenecen a la familia de las multicobre oxidasas (MCOs). Dichas proteinas
estan definidas como oxidorreductasas por la nomenclatura de la “Enzyme
Commission” (EC), debido a su capacidad para acoplar la reduccion del oxigeno
molecular con la oxidacién de un amplio rango de sustratos aromaticos, a través de
un mecanismo de transferencia de electrones (Baldrian, 2006). Las lacasas son
enzimas comunes en la naturaleza y se han encontrado ampliamente en plantas
(McCaig et al. 2005) y hongos (Giardina et al. 2010), asi como en insectos (Dittmer et
al. 2004) y bacterias (Sharma et al. 2007). La primer lacasa fue reportada por
Yoshida en 1883 al ser aislada del latex del arbol japonés de la laca Rhus vernicifera,
del cual se deriva su nombre. En 1896, Bertrand y Laborde demostraron la presencia
de las lacasas en hongos y a partir de entonces se han encontrado en diversas
especies de Basidiomicetos y Ascomicetos (Kunamneni et al. 2007), pero no se ha
determinado su presencia en Zigomicetos y Quitridiomicetos (Baldrian 2006). Entre
los mayores productores de lacasa extracelular se encuentran los hongos
basidiomicetos Pleurotus ostreatus (Lettera et al. 2010), Cerrena maxima (Lyashenko
et al. 2006a), Rigidoporus lignosus (Garavaglia et al. 2004), Coprinopsis cinerea
(Ruhl et al. 2013), Pycnoporus cinnabarinus (Camarero et al. 2007), Lentinula edodes
(D’Annibale et al. 2004) y Lentinus tigrinus (Ferraroni et al. 2007), asi como diversas
especies de Trametes (Galhaup y Haldrich 2001, Smolander et al. 2008). La
produccion de lacasas extracelulares también se ha descrito en ascomicetos
fitopatbgenos como Rhizoctonia solani (Crowe y Olsson 2001) Gaeumannomyces
graminis (Litvintseva y Henson 2002), Fusarium oxysporum (Cordoba y Roncero
2008) y Botrytis cinerea (Schouten et al. 2008), asi como en especies de vida libre
que incluyen a Podospora anserina (Fernandez-Larrea y Stahl 1996), Neurospora
crassa (Poggeler 2011) y Aspergillus niger (Tamayo-Ramos et al. 2011).
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Tabla 1. Papel fisioldgico de las lacasas en especies fangicas.

FUNCION

ESPECIE

REFERENCIA

Degradacion de
lignocelulosa

Morfogénesis

Sintesis de pigmentos

Patogénesis

Cerrena maxima
Coprinopsis cinerea
Rigidoporus lignosus

Tricholoma giganteum
Pleurotus cornucopiae
Pleurotus ostreatus
Armillaria spp.

Cryptococcus neoformans
Trychophyton rubrum
Microsporum gypseum
Lentinula edodes
Pycnoporus cinnabarinus

Fusarium oxysporum
Trichoderma viride
Cryptococcus neoformans

Lyashenko et al. 2006a
Radhl et al. 2013
Garavaglia et al. 2004

Wang y Ng 2004
Wong et al. 2010
Lettera et al. 2010
Worrall et al. 1986

Eisenman et al. 2007
Youngchim et al. 2011

Nagai et al. 2003
Eggert et al. 1995

Cordoba y Roncero 2007
Catalano et al. 2011
Zhu y Williamson 2004

Proteccién

Schouten et al. 2008
Ramesh et al. 2008
Fang et al. 2010

Botrytis cinerea
Heveloma cylindrosporum
Metarhizium anisopliae

En los hongos, las lacasas llevan a cabo una gran variedad de funciones
fisiologicas (Tabla 1), asociadas tanto al grupo taxonémico como al nicho ecoldgico
de la especie en cuestion. En basidiomicetos, éstas enzimas participan
principalmente en la biodegradacion de la lignina (Sanchez 2009) y en la formacion
del cuerpo fructifero (Lettera et al. 2010). En hongos fitopatégenos las lacasas
constituyen importantes factores de virulencia, ademas de estar implicadas en la
protecciéon del hongo contra los mecanismos de defensa de la planta (Cordoba y
Roncero 2007). En diversas especies flngicas la actividad de lacasa esta
relacionada con la sintesis de pigmentos, asi como en procesos de esporulacion,
morfogénesis y detoxificacion (revisado en Baldrian 2006, Giardiana et al 2010).
Mientras que las lacasas involucradas en la degradacion de lignina y en procesos de
patogénesis son enzimas extracelulares, aquellas responsables de otros procesos
fisiolégicos actuan a nivel intracelular (Kellner et al. 2007). En algunos casos la

actividad de lacasa tiene una funcién principal asociada a diversos fenémenos
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fisiolégicos. Por ejemplo, en el caso de Pycnoporus cinnabarinus la actividad de
lacasa asociada a la sintesis de pigmentos (Eggert et al. 1995) también interviene en
la defensa antibacteriana (Eggert 1997). Algo similar se ha documentado en el hongo
patbgeno de insectos Metarhizium anisopliae, en el cual la actividad de lacasa
relacionada con pigmentacion, contribuye en la virulencia del hongo y su tolerancia a

estrés abidtico (Fang et al. 2010).

1.2 Aspectos estructurales de las lacasas de hongos

El conocimiento actual sobre la estructura y las propiedades quimicas y
fisicoquimicas de las lacasas est4 basado en el estudio de mas de 100 proteinas
fungicas que han sido purificadas, aunque sélo de algunas de ellas se tienen datos
cristalograficos (Baldrian 2006). Las lacasas son proteinas monomeéricas con pesos
moleculares que van de los 50 a los 130 kDa, poseen puntos isoeléctricos (pl) acidos
(pH 2.6 - 6.7) y son estables en un intervalo de temperatura entre 30 y 50 °C
(Morozova et al. 2007). Como ya se menciond, no todas las lacasas son
extracelulares, pero las lacasas secretadas estan glicosiladas y presentan entre 3 y
10 sitios de N-glicosilacion. El patron de glicosilacién de la mayoria de las lacasas
consiste de cadenas ramificadas de manosa conectadas a residuos de Asn a traves
de moléculas de N-acetil-D-glucosamina. No obstante, también se han identificado
unidades de arabinosa, xilosa, galactosa y glucosa (Vite-Vallejo et al. 2009). El
contenido de carbohidratos representa entre el 10 y 35% del peso molecular de la
enzima y contribuye al plegado y secrecion de la proteina, a la proteccion contra
protedlisis, a la estabilidad de los centros de cobre, y a la termoestabilidad de la
proteina (Rodgers et al. 2009).

A la fecha se cuenta con la estructura cristalizada de las lacasas de los
hongos basidiomicetos C. cinerea (Ducros et al. 1998), T. versicolor (Piontek et al.
2002), R. lignosus (Garavaglia et al. 2004), Coriolus zonatus (Lyashenko et al.
2006b), C. maxima (Lyashenko et al. 2006a), L. tigrinus (Ferraroni et al. 2007), T.
trogii (Matera et al. 2008), T. hirsuta (Polyakov et al. 2009), Trametes sp. AH28-2 (Ge
et al. 2010) y de los hongos ascomicetos Melanocarpus albomyces (Hakulinen et al.

2002) y Thielavia arenaria (Kallio et al. 2011). El analisis conformacional de éstas

5
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enzimas ha contribuido a definir las caracteristicas estructurales y cataliticas de las

lacasas fungicas (Figs. 1y 2).
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Figura 1. Representacién esquemética del sitio activo de las lacasas y los sitios de unién a cobre L1-
L4 (A) Sitio activo de las lacasas. La figura muestra un modelo del estado oxidado (reposo) de la
enzima CueO (cédigo PDB: 1KV7). El &tomo de cobre T1 se encuentra de color azul, el cobre T2 de
color amarillo y el par de cobres T3 de color naranja. La via de transferencia de electrones del cobre
T1 al CTN esté indicada por una doble flecha amarilla. Los enlaces de coordinacion de los 4tomos de
cobre con los residuos de aminoécidos His-X-His estan representados por lineas de puntos rojos. La
flecha negra superior indica el canal de entrada del oxigeno al CTN vy la flecha negra inferior indica el
canal de salida de las moléculas de agua. Las lineas de puntos negros representan puentes de
hidrégeno. Imagen tomada de RuliSek y Ryde (2013). (B) Representacion general del alineamiento
multiple de secuencias de lacasa. Las zonas sombreadas corresponden a las regiones conservadas
L1-L4. Por debajo de éstas zonas se encuentran las secuencias logo que representan la frecuencia
con la que aparece cada aminoacido en una posicion determinada de las secuencias proteinicas
alineadas. Imagen tomada de Kumar et al. (2003).

El sitio activo de las lacasas esta constituido por cuatro atomos de cobre en su
estado de oxidacion +2 (Fig. 1A). Estos atomos de cobre estan clasificados en tres
tipos diferentes de acuerdo con sus patrones de absorcion UV/Vis y su deteccion
mediante Resonancia Paramagnética Electrénica (RPE), los cuales son clasificados

como Tipo 1 (T1), Tipo 2 (T2) y Tipo 3 (T3). El cobre T1 es responsable del intenso

6
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color azul que poseen estas enzimas a 600 nm y es detectable mediante RPE. El
cobre T2 tiene una débil absorcion en la region visible, pero es activo en RPE. El par
de cobres T3 forman un centro dinuclear que se caracteriza por una absorcion a 330
nm y no son detectables por RPE (Ferraroni et al. 2007). El cobre T1 constituye un
centro mononuclear y es el sitio de oxidacion de los sustratos, en tanto que los
cobres T2 y T3 forman un centro trinuclear (CTN) en donde se lleva a cabo la
reduccion del oxigeno molecular a agua (Quintanar et al. 2007). En el centro
mononuclear, el cobre T1 esta coordinado trigonalmente por dos residuos de His y
uno de Cys como ligandos ecuatoriales y una posicion axial correspondiente a
residuos de Met, Leu o Phe. El CTN T2/T3, esta coordinado por ocho His que
aparecen en un patron altamente conservado de cuatro motivos His-X-His. El cobre
T2 esta coordinado por dos de éstas His y por una molécula de oxigeno. Los cobres
T3 estan unidos a la proteina por las seis His restantes y un ion hidroxilo, el cual
mantiene el fuerte acoplamiento antiferromagnético distintivo de éste par de cobres
(Bento et al. 2010) (Fig. 1A). Los residuos de aminoacidos que coordinan los atomos
de cobre estan distribuidos en zonas altamente conservadas de la proteina
denominadas segmentos L1 a L4 (Fig. 1B). Dentro de estas regiones se encuentran
también residuos conservados o parcialmente conservados que son criticos para
mantener el plegado conformacional caracteristico de las lacasas (Kumar et al.
2003).

Los estudios de cristalografia de rayos X (Piontek et al. 2002, Hakulinen et al. 2002,
Kallio et al. 2011) revelaron la arquitectura molecular comun de las lacasas (Fig. 2).
El plegado general de estas enzimas consiste de tres dominios cupredoxina
ordenados de manera secuencial (denominados con numerales romanos I-lll) que
estan organizados en una estructura globular alrededor del sitio catalitico (Fig. 2A).
Cada dominio exhibe una topologia de barriles-B estrechamente relacionada a las
proteinas azules de cobre como azurinas y plastocianinas (Nakamura et al. 2003)
(Fig. 2B). El atomo de cobre T1 esta localizado en el dominio I, en tanto que el CTN
se encuentra en la interface entre los dominios | y Il (Fig. 2B). Ademas, estan
presentes dos canales de solventes que proporcionan una ruta de acceso hacia el

CTN. El primer canal permite la entrada y union del oxigeno molecular a los cobres
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T2/T3, en tanto que el segundo esta involucrado en la translocacion de las moléculas
de agua desde el cobre T2 hacia la superficie de la proteina (Piontek et al. 2002)
(Fig. 1A). En las lacasas de ascomicetos, el canal de entrada del oxigeno esta
bloqueado por los ultimos residuos (13-14 aminoacidos) del extremo C-terminal.
Esta region es escindida por protedlisis de tal forma que abre la entrada del oxigeno
y produce la forma activa de la enzima (Hakulinen et al. 2002). La estructura
tridimensional de las lacasas es estabilizada por dos puentes disulfuro que conectan

el dominio I con los dominios Il y Il cada uno (Piontek et al. 2002).

(%773
B H418
meam
G FH128
w.mw oa e
s |Het
cm, H\)Q:M Vo

DOMINIO 1t

////////;/
= 7 —

DOMINIO 1

ey

LOOPI

DOMINIO 1

Figura 2. Representacion esquematica de la estructura tridimensional y topologia de las lacasas. (A)
Diagrama de cintas de la lacasa de Trametes sp. AH28-2. Los atomos de cobre T1, T2 y T3-T3 se
encuentran en negro. Los dominios cupredoxina se presentan en amarillo, verde y rosa. Imagen
tomada de Ge et al. (2010) (B) Esquema de la topologia de barriles B. Los dominios cupredoxina se
presentan en lila, verde y dorado. Los residuos que coordinan a los atomos de cobre estan mapeados
en los dominios cupredoxina. Imagen de Taylor et al. (2005). (C) Superimposicién estructural de los
loops que forman el sitio de unién a sustrato de las lacasas de T. versicolor (rojo, codigo PDB: 1KYA),
T. versicolor (rosa, codigo PDB: 1GYC), C. cinereus (naranja, cédigo PDB: 1A65) y M. albomyces
(azul, cédigo PDB: 1GEQ) y de la ascorbato oxidasa de Cucurbita pepo var. melopepo (verde, codigo
PDB: 1GYC). Imagen de Larrondo et al. (2003).

1.3 Mecanismo de oxidacion de la lacasa
El analisis detallado de lacasas cristalizadas revel6 que la unién del sustrato ocurre

cerca del cobre T1 (Piontek et al. 2002). Los residuos que constituyen el sitio de

8



Cézares-Garcia, S. V. J UM.S.N.H., 2014
s P s S i =

unidn a sustrato forman “loops” (I-1V) y se encuentran en los dominios Il y Ill. En las
lacasas de diversos organismos éstos “loops” poseen diferente longitud y
composicién de aminoacidos, lo que resulta en una gran diversidad del tamafio y la
forma del sitio de unién a sustrato (Ge et al. 2010) (Fig. 2C). Esta caracteristica
estructural les ha proporcionado a las lacasas la capacidad de oxidar un amplio
rango de sustratos, incluidos orto- y para-difenoles, fenoles metoxi-sustituidos,
diaminas aromaticas, benzenotioles y algunos iones inorganicos como (Mo(CN)g)*,
(Fe(CN)g)*, (Os(CN)e)* y (W(CN)g)*™ (Morozova et al. 2007). Cuando es oxidado por
una lacasa, el sustrato pierde un solo electron y usualmente forma un radical libre. El
producto inicial es inestable y puede someterse a una segunda oxidacién catalizada
por la enzima (por ejemplo, la conversion de fenoles a quinonas) o llevar a cabo
reacciones no enzimaticas como hidratacién, deprotonacion o polimerizacion
(Thurston 1994). La catalisis de las lacasas inicia con la oxidacion de la molécula de
sustrato en el cobre T1. Posteriormente, los electrones extraidos del sustrato son
transferidos al CTN a través del tripéptido His-Cys-His, localizado en L4 (Fig. 1A),
resultando en la conversion del estado oxidado de la enzima a un estado
completamente reducido. A continuacion, el par de cobres T3 transfieren los cuatro
electrones al dioxigeno, produciendo dos moléculas de agua (Claus 2003) (Fig. 1A).
La reduccion del dioxigeno se lleva a cabo mediante dos pasos secuenciales
de transferencia de electrones. En el primer paso, el dioxigeno es reducido por dos
electrones provenientes del par de cobres T3 y se genera un intermediario peroxi.
Luego, los cobres T1y T2 donan los electrones al intermediario peroxi, lo que resulta
en la formacion de un intermediario nativo, en el cual los cuatro cobres de la lacasa
estan en su forma oxidada y los 4tomos del CTN estan unidos a grupos oxo e
hidroxilo. El ligando facilita la deslocalizacion de los electrones en el CTN y hace que
el intermediario nativo sea propenso a la reduccion, permitiendo que la enzima entre
rapidamente en otro ciclo catalitico (Giardina et al. 2010). La reduccién del dioxigeno
requiere también la transferencia de cuatro protones provenientes del sustrato. En
las lacasas fungicas la via de transferencia de protones corresponde a un grupo de
aminoacidos especializados cercanos al CTN (Hakulinen et al. 2008, Bento et al.

2010). Con el fin de reducir el oxigeno molecular, la lacasa opera como una bateria
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almacenando electrones de las oxidaciones individuales. Por lo tanto, es necesaria la
oxidacion sucesiva de cuatro electrones para reducir completamente a la enzima,
generando asi cuatro radicales libres (Bento et al. 2010).

Los estudios de cristalografia de rayos X han demostrado que el sitio de cobre
T1 exhibe pocos cambios geométricos tras la reduccion, dando lugar a altas tasas de
transferencia de electrones. En este sentido, el potencial de reduccion (Cu+2/Cu+)
del cobre T1 determina la eficiencia de la catalisis sobre la oxidacion de la mayoria
de los sustratos de las lacasas (Li et al. 2004). Ademas, factores como la
accesibilidad del sustrato, la formacion de puentes de hidrogeno, el tipo de ligando
axial del cobre T1, la orientacién de los dipolos, la distancia entre los ligandos y los
atomos de cobre y la distancia entre el cobre T1 y el CTN, afectan el potencial de
reduccion del cobre T1 (Piontek et al. 2002) En las lacasas fungicas, el potencial de
reduccion del cobre T1 oscila entre 0.4 y 0.8 V vs ENH (Electrodo Normal de
Hidrégeno) (Li et al. 2004). Los sustratos que poseen potenciales redox mayores a
los calculados para las lacasas no pueden ser oxidados directamente por éstas. No
obstante, el rango de sustratos disponibles para las lacasas puede incrementarse
mediante la inclusion de mediadores redox de bajo peso molecular como el acido
2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato) (ABTS), el 1-hidroxibenzotriazol (HBT) y
el 3-hidroxiantranilico (Claus et al. 2007). Esta caracteristica ha sido aprovechada
para la aplicacion de las lacasas en diversos procesos industriales y biotecnoldgicos,

los cuales se mencionan en el siguiente apartado.

1.4 El sistema de lacasas en hongos y sus aplicaciones

En general, una misma especie fungica produce mas de una isoenzima de lacasa. El
namero de isoenzimas varia en cada especie y son el resultado de la presencia y
expresion de diversos genes de lacasa en el genoma del hongo. También se han
reportado isoformas que provienen del mismo gen y que difieren entre si debido a
splicing alternativo o modificaciones postraduccionales (Ruhl et al. 2013). El hongo
basidiomicete C. cinerea posee 17 genes de lacasa, siendo el mayor reportado hasta
el momento en una misma especie fungica (Kilaru et al. 2006). De éstos genes, al

menos 5 son expresados funcionalmente y se tienen datos bioquimicos de dos de
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ellos (Ruhl et al. 2013). Otro basidiomiceto con un numero elevado de genes de
lacasa es P. ostreatus, en el que se ha documentado la presencia de 12 genes, de
los cuales Unicamente 6 se han asociado a la funcidén catalitica y se conocen sus
caracteristicas bioguimicas (Castanera et al. 2012). Dentro de los ascomicetos, el
hongo fitopatdogeno F. oxysporum posee 6 genes de lacasa, todos caracterizados
funcionalmente (Cordoba y Roncero 2007). En Clavariopsis aquatica se identificaron
5 genes y Unicamente 2 se han asociado a actividades cataliticas (Solé et al. 2012).
La redundancia de genes de lacasa también se ha descrito en G. graminis
(Litvintseva y Henson 2002), A. niger (Tamayo-Ramos et al. 2011), P. anserina y N.
crassa (Poggeler 2011). En la mayoria de éstas especies, los genes de isoenzimas
de lacasa se identificaron mediante herramientas bioinformaticas por lo que adn no
han sido relacionados a una actividad funcional especifica.

En los hongos, la sintesis y secrecion de las diferentes isoenzimas de lacasa
estan influenciada por diversos factores como los niveles de nutrientes, las
condiciones de cultivo (Levin et al. 2010), el estado de desarrollo del hongo (Lettera
et al. 2010), asi como por la adicion de diferentes inductores organicos e inorganicos
al medio de cultivo (Pezzella et al. 2012). Se ha demostrado el efecto de éstos
factores a nivel de la transcripciébn de los genes de lacasa en muchas especies
fungicas (Piscitelli et al. 2011). En la mayoria de éstos trabajos se han reportado
respuestas diferenciales entre especies y entre isoenzimas de una misma especie
(Ruhl et al. 2013). Por ejemplo, en el hongo ectomicorrizico Tuber melanosporum los
genes Tmellccl y Tmellcc2 presentan diferentes niveles de expresion en tres estados
de desarrollo distintos del hongo, sugiriendo diferentes funciones fisioldgicas (Zarivi
et al. 2013). El perfil transcripcional de los genes de lacasa de P. ostreatus bajo
diferentes condiciones de crecimiento (fermentacion en estado sélido, liquido e
inducido) mostrd un patron complejo de expresion, siendo los genes Lacc2 y Laccl0
los responsables primarios de la actividad de lacasa detectada en el medio de cultivo
(Castanera et al. 2012). También se demostro la sintesis diferencial de los transcritos
de los genes lccl, lcc2 y lec3 en Coriolopsis rigida, al adicionar Cu*?, Mn*?, Fe*?,
cafeina, anfotericina B y acido siringico al medio de cultivo. Ademas, se encontro que

la induccidén por cobre esta asociada al estado de crecimiento del hongo, siendo
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mayor durante la trofofase que durante la idiofase (Saparrat et al. 2010). En la cepa I-
62 de Trametes sp., los genes lccl y Icc2 son inducidos por la adicion de alcohol
veratrilico al medio de cultivo en diferentes estados de desarrollo, mientras que el
gen Icc3 no es inducido por dicho alcohol y es reprimido por glucosa (Mansur et al.
1998). Dada la multiplicidad de genes de lacasa en los hongos, los ensayos de
expresion bajo diferentes condiciones de cultivo y fase de desarrollo son de utilidad
para determinar el papel fisiolégico de las isoformas encontradas en un mismo
organismo. Aunado a ello, el estudio de la regulacion de la expresion de los genes de
lacasa puede aprovecharse para incrementar los niveles de actividad de lacasas
nativas en hongos con fines biotecnoldgicos.

Como se menciond anteriormente, tanto la baja especificidad por sustrato
como los amplios potenciales redox posibilitan el uso de las lacasas fungicas en
diversos procesos biotecnoldgicos. Entre las aplicaciones de las lacasas se pueden
mencionar la delignificacion y blanqueo de pulpa Kraft, el tratamiento de aguas
residuales, la remocién de hidrocarburos policiclicos arométicos y compuestos
xenobidticos como pesticidas, explosivos y colorantes, la construccién de celdas de
biocombustible y biosensores, la sintesis de pigmentos y compuestos
antimicrobianos, y la remocién de lignina de material lignoceluldsico (Baldrian 2006,
Morozova et al. 2007, Giardina et al. 2010). Algunas de estas aplicaciones y las
especies fungicas de las cuales provienen las lacasas evaluadas se muestran en la
Tabla 2.
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Tabla 2. Aplicaciones biotecnol6gicas de lacasas fungicas.
APLICACION FUENTE REFERENCIA

Biosensores y células
de combustible

Aspergillus oryzae Kulys y Vidziunaite 2003
Cerrena unicolor Jarosz-Wilkolazka et al. 2005
Trametes hirsuta Smolander et al. 2008

Campo médico
Myceliophthora thermophila Mikolasch et al. 2007

Trametes sp. Mikolasch et al. 2007
Paraconiothyrium variabile Faramarzi y Forootanfar 2011
Industria alimentaria
Pycnoporus cinnabarinus Georis et al. 2003
Trametes versicolor Minussi et al. 2007
Pleurotus ostreatus Mensah et al. 2012
Industria textil
Melanocarpus albomyces Shaw et al. 2004
Trametes versicolor Pazarlioglu et al. 2005
Aspergillus niger Naeem et al. 2008
Procesamiento de
lignocelulosa
Trametes hirsuta Palonen y Viikari 2004
Trametes hirsuta Kudanga et al. 2008
Pycnoporus Camarero et al. 2007

Cinnabarinus
Biorremediacion

Coriolopsis gallica Yagie et al. 2000

Lentinula edodes D’Annibale et al. 2004

Pycnoporus coccineus Jaouani et al. 2005
Sintesis organica

Coriolus hirsutus Karamyshev et al. 2003

Myceliophthora thermophila Hahn et al. 2009

Pycnoporus cinnabarinus Hahn et al. 2009

1.5 Las lacasas como una nueva herramienta en el potencial biotecnolégico de
Trichoderma spp.

Las especies del género Trichoderma son hongos ascomicetos de vida libre
colonizadores de suelo, raices y ambientes foliares, que se caracterizan por un
rapido crecimiento, su habilidad para asimilar una gran variedad de sustratos y por su
capacidad para degradar compuestos toxicos (Sharma et al. 2011). Las especies del
género Trichoderma se consideran los estados anamorfos del género Hypocrea, la
fase sexual que se encuentra dentro del orden Hypocreales y la familia Hypocraceae
(Samuels 2005). Algunas de las especies de Trichoderma, particularmente Hypocrea

jecorina/T. reesei son conocidas como productoras de enzimas y proteinas
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recombinantes a nivel industrial, especificamente celulasas y hemicelulasas
(Saloheimo y Pakula 2012). Otras, como H. lixii/ T. harzianum, H. virens/ T. virens y
H. atroviridis/ T. atroviride producen altos niveles de compuestos antifingicos,
antibioticos, reguladores del crecimiento de las plantas y enzimas degradadoras de
pared celular, por lo que son usados como agentes de control biolégico contra

hongos fitopatégenos y nematodos (Sharma et al. 2011) (Tabla 3).

Tabla 3. Aplicaciones industriales de especies del género Trichoderma.

ESPECIE(S)

MOLECULA

APLICACION

REFERENCIA

H. jecorinal/ T. reesei
H. koningii/ T. koningii
H.horientalis/

T. longibrachiatum

H. atroviridis/
T. atroviride

H. lixii/ T.harzianum

H. koningii/ T. koningii

H. rufa/ T. viride

Celulasas

Xilanasas

Lacasa

6-pentil-a-pirona

Destefiido de telas
Detergentes

Biopulpeo

Clarificacién de jugos y vinos
Industria del almidén vy
panificacion

Tratamiento de forrajes

Produccién de biocombustibles

Produccion de xilitol
Extraccion de saborizantes
y pigmentos

Panificacion

Peeling enzimatico de cereales

Estudios estructurales
de carbohidratos

Biorremediacion
Aroma para alimentos

Karmakar y Ray 2011

Watanabe et al. 2006
Polizeli et al. 2005

Chakroun et al. 2010
Oda et al. 2009

Lacasa Degradacién de colorantes Sadhasivam et al. 2009
Lacasa Biopulpeo y biorremediacion Sadhasivam et al. 2010
Mutanasa Pasta de dientes Wiater et al. 2005
Azafilona Biopesticidas/Biofertilizantes Vinale et al. 2006
Butenolida

Trichokoninas

Control biolégico

Xiao-Yan et al. 2006

Lacasa Micoparasitismo Catalano et al. 2011
Gliotoxina Control biol6gico
Gliovirina
Viridiol Herbicida Mukherjee y Kenerley
2010
H. gelatinosa/
T. gelatinosus
Hirsutellone A Antibiotico Supothina et al. 2007
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La Tabla 2 permite tener una idea del alto impacto que las especies del género
Trichoderma han tenido sobre la humanidad. No obstante, las posibilidades
biotecnolégicas de dicho grupo taxonémico estan lejos de encontrarse agotadas,
reportandose continuamente nuevas caracteristicas bioquimicas o fisioldgicas
susceptibles de alguna aplicacion. Una de las propiedades bioquimicas a la fecha
poco exploradas en Trichoderma spp. es la produccion de lacasas extracelulares. La
actividad de lacasa extracelular ha sido detectada en varias cepas de Trichoderma
spp., incluidos aislados no identificados a nivel de especie (Flegel et al. 1982,
Assavaning et al. 1992), asi como en distintas cepas de T. atroviride (Holker et al.
1999), T. viride, T. reesei, T. harzianum (Holker et al. 2002; Pokorny et al. 2005) y T.
longibrachiatum (Krastanov et al. 2007; Gochev y Krastanov, 2007).

Recientemente se ha reportado la purificacion y caracterizacion bioguimica de
una lacasa extracelular de la cepa silvestre CTM 10476 de T. atroviride (Chakroun et
al. 2010). Dicha cepa mostré una actividad maxima de 4.36 U/mL hacia el ¢? de
cultivo en presencia de CuSO,. La enzima purificada presenté un peso molecular de
80 kDa y un pl de 3.5. La lacasa fue estable en un intervalo de pH entre 4 y 5, siendo
el 6ptimo de 3 para la oxidacion del ABTS y de 5 para la de 2,6-Dimetoxifenol (2,6-
DMP). La proteina retuvo el 80% de su actividad luego de 4 h de incubacion a 40 °C,
mostrando actividad éptima a 50 °C en presencia de 2,6-DMP. La documentada
capacidad de las lacasas extracelulares de especies del género Trichoderma para
oxidar compuestos xenobidticos que incluyen tanto pesticidas como colorantes
(Sadhasivam et al. 2009, Chakroun et al. 2010, Sadhasivam et al. 2010), genera
amplias perspectivas para su aplicacién en procesos de biorremediacién.

La evidencia sobre la participacion de las lacasas en procesos fisioldgicos y
ecolégicos en especies de Trichoderma spp. es escasa. En ese sentido, se ha
reportado la supuesta actividad de lacasa asociada a la pared celular de conidias de
T. harzianum y T. atroviride, proponiéndose su participacion en la sintesis de
pigmentos (Holker et al. 2002). Mas recientemente se utilizé la cepa Atku70 de T.
virens para determinar la participacion de la lacasa LCC1 en el micoparasitismo de
esclerocios de los hongos fitopatdgenos Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum

(Catalano et al. 2011). La cepa Atku70 tiene eliminado el gen de la proteina KU70, la
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cual participa en procesos de reparacion de ADN mediante recombinacién no-
homologa, por lo que al eliminar dicha proteina se incrementa la posibilidad de
generar mutantes especificas mediante la recombinaciéon homologa. De manera
interesante, en la cepa silvestre el gen lccl mostré una induccién de la transcripcion
significativa inicamente en etapas tempranas de la colonizacién de esclerocios de B.
cinerea, mientras que en el caso de la colonizacion de esclerocios de S. sclerotiorum,
los niveles de transcrito estuvieron altos a lo largo de todo el proceso. La eliminacion
del gen Iccl (mutante Atku70Alcct) alterd la habilidad de T. viride para atacar a los
dos tipos de esclerocios; no obstante, mientras que la capacidad para parasitar
esclerocios de B. cinerea se redujo significativamente, la invacidn contra esclerocios
de S. sclerotiorum incrementdé. Tomados en conjunto, los datos del estudio de
Catalano et al. (2011) sugieren la participacion de la lacasa LCC1 de T. viride en mas
de un mecanismo de micoparasitismo, que funciona de manera diferencial
dependiendo del hongo fitopatdgeno en cuestién.

Es importante hacer énfasis en el hecho de que el estudio de Catalono et al.
(2011) es el unico en cual se describe un gen de lacasa extracelular en Trichoderma
spp. Y se analiza su regulacion transcripcional. No obstante, no existe informacion
alguna respecto a las caracteristicas estructurales del (los) gen(es) o la(s) proteina(s)
en dicho grupo taxondmico. La falta de analisis genético molecular sobre la actividad
de lacasa extracelular limita el conocimiento sobre el papel fisologico y disminuye las
posibilidades de aplicacion biotecnoldgica de dicha actividad enzimética en especies

del género Trichoderma.
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Il. HIPOTESIS

Las especies del género Trichoderma producen lacasas extracelulares con
caracteristicas bioquimicas semejantes, codificadas por genes relacionados
estructural y filogenéticamente.
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[I. OBJETIVOS

3.10BJETIVO GENERAL
Caracterizar el sistema de lacasas en Trichoderma spp.

3.20BJETIVOS PARTICULARES

O Seleccionar cepas productoras de lacasa extracelular a partir de aislados
silvestres de Trichoderma spp. Depositados en el Cepario Michoacano
Universitario.

Q Caracterizar los genes y las proteinas putativas de lacasa extracelular tanto en
cepas de coleccion como en aislados silvestres de Trichoderma spp.

O Evaluar la posible regulacién transcripcional de la actividad de lacasa extracelular
en T. atroviride durante el proceso de micoparasitismo.
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V. RESULTADOS

4.1 CAPITULO |

Cazares-Garcia SV, Vazquez-Garcidueias MS, Vazquez-Marrufo G (2013)
Structural and phylogenetic analysis of laccases from Trichoderma: a
bioinformatics approach.

ARTICULO |

Se reporta la identificacion y caracterizacion bioinformética de los genes
codificantes de lacasas sensu stricto en las especies de Trichoderma spp. de las
cuales se cuenta con la secuencia completa del genoma; se documenta el analisis
estructural y filogenético para diferenciar las lacasas intracelulares de las
extracelulares y se propone un modelo evolutivo sobre la actividad de lacasa en el
género Trichoderma. Articulo pubilicado en la revista internacional indizada PL0S
ONE.
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Abstract

The genus Trichoderma includes species of great biotechnological value, both for their mycoparasitic activities and for their
ability to produce extracellular hydrolytic enzymes. Although activity of extracellular laccase has previously been reported in
Trichoderma spp., the possible number of isoenzymes is still unknown, as are the structural and functional characteristics of
both the genes and the putative proteins. In this study, the system of laccases sensu stricto in the Trichoderma species, the
genomes of which are publicly available, were analyzed using bioinformatic tools. The intron/exon structure of the genes
and the identification of specific motifs in the sequence of amino acids of the proteins generated in silico allow for clear
differentiation between extracellular and intracellular enzymes. Phylogenetic analysis suggests that the common ancestor of
the genus possessed a functional gene for each one of these enzymes, which is a characteristic preserved in T. atroviride and
T. virens. This analysis also reveals that T. harzianum and T. reesei only retained the intracellular activity, whereas T.
asperellum added an extracellular isoenzyme acquired through horizontal gene transfer during the mycoparasitic process.
The evolutionary analysis shows that in general, extracellular laccases are subjected to purifying selection, and intracellular
laccases show neutral evolution. The data provided by the present study will enable the generation of experimental
approximations to better understand the physiological role of laccases in the genus Trichoderma and to increase their
biotechnological potential.
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Introduction flexibility, these enzymes are able to act on artho- aod para-
i . diphenols, methoxy-substituted phenols, aromatic diamines and
Laccases (benzenediol:oxygen axidareductase, EC 1.111.3.2) are benzenothiols. Farthermore, thess enzvmes can oxidate organic
metalleenzymes that belong to the multicoppet m“idme (MCO} and inorganic metallic compounds. Ia addition, the gamur of
tarnity. Th"{e enzYInes "3'3‘1}’2" the m‘idat“’“ of various aramatic substrates for laccases can extend to non-phenolic compounds
substrates with the concomitant reduction of molecular axygen ta through the inclusion of redox mediators, with which they are able
water. This redox process is mediated by two centers that contain to axidize large palvmners, such as ligoin, cellulose ar starch [5].
four atoms of copper in their +2 axidation state. These coppeT  This peculiarity has heen explaited by various biotechnalogical
atams are classified as T1 [blue capper), T2 or T3 according to pracesses, including biopulping, biaremediation, the breakdown of
their spectroscopic characteristics [1]. Laccases are generally colorants, the enzymatic canversion of chemical intermediates and
manamenic glycoproteins with malecular weights chat range from the synthesis af pharmaceutical products, among others [6].
60 ta 70 kDa, and up to 1% of their malecular weight & made up The majority of laccases vsed in biatechnolagy are derived fom
of carhabydrates [2]. These enzymes are widely distributed in fungal spelcie.s, The presence of laccases has been documented in
nature, and the physialogical functions that they perfarm depend various groups of fung, including veasts [7], Glamentous
both an their arigin and on their biochemical and structural ascomycetes [8] and white [9] and brown ot fungi [11)], as well
properties. In fungl, laccase activities have been related ta the as myecorrhizal species [11]. [n general, until now it has been found
degradation of lignocellulase material, the production of pigments, that fungi praduce more thao ane laccasze enryme, the exprasion
sporulation, processes of morphogenesis, phenomena of patho- of which are clasely related to environmental conditians ar the
genesis toward plants and animals [4], the oxidation af antibiatics stage of the ke cycle and lifestyle of the fungus [12,19]. Far these
produced by wicroorganisms chat are antagonists of plant reason, these enzymes are synthesized in variable quantities, which
pathogens and antmicrabial components of plants, such as makes the identification of the complete laccase system 1o a single
flavanaids or phytaalexins [4]. This great functional versatility is species diffimit. The characterization of families of laccase genes
partly due ta the fact that laccases posmess low substrate specificity has progressed dues o the availability of genomic sequences.
and cxhibit a broad range of redax potentials [2]. Because of this Thlastn analysis has allowed for the definition of the complete
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number of laccase genes and their corresponding proteins in both TriasLhome.html), 7.  atrowiride  (http://genome.jgi-pst.org/
basidiomycete [11.14,15] and ascomveete fungi [8.12]. Triat2/Triat2. home.html), 1. harzanum (http://genome.jgi-pst.
Species of the genus Trichoderma are characterized by rapid org/ T'rihal/Trihal.home.html), 7. vipns (http://genome jgi-pst.
growth, the ability to assimilate a large variety of lignocellulose org/ TriviGv29_8_2/TriviGv29_8_2 home.hmml} and 7. reesei
substrates and resistance to toxic chemical products [16]. Several (http://genome jgi-pst.org/ Trire2/ Trire2 home html). Sequences
species in the genus, particularly T. reeset/ Hypocrea jecorina, are good were selected for the presence of the four preserved motifs of
producers of extracellular enzymes that degrade plant cell walls, copper-binding characteristic of all MCOs,
such as cellulases and hemicellulases, for which reason they have To analyze the structural characteristics of Trichoderma spp.
been used in the production of recombinant proteins at industrial laccases, the online programs of the Center for Biological
levels. Other species, such as 7. harzganum/H. lixi, T. virens/H. Sequence Analysis (CBS) (hitp:/ /www.chs.dtu.dk/services/) were
virens and T atroviride/ H. atroviridis, are used as biological control used. The programs SignalP Version 4.0 and PrediSi were used to

agents against fungal pathogens of plants and nematodes [17]. determine the presence of the peptide signal for secretion and

Extracellular laccase activity has been detected in various strains putative cleavage sites, whereas NetNGlye 1.0 was used to
of Trichoderma spp., including isolates not identified at the species determine the sites of N-glycosylation (Asn-XXX-Ser/Thr). For
level [18] as well as distinct strains of 7. wride, 7. reeser, T. atrovinide ~ those proteins that were classified as intracellular, we used the

and T. longibrachiatum [19,20]. Laccase activity associated with the packages TargetP Version 1.1, iPSORT (http://ipsort.hgejp/)
conidia of T. atrovinde, T. mnde and T, harzzanum has also been and MitoProt (http://ihg.gsf.de/ihg/mitoprot.html) to establish

documented. In these strains, it is hypothesized that the enzyme is their putative subcellular localization. The position and compo-
found in the membrane or in the periplasmic space [21,22].  sition of the cupredoxin domains were analyzed in SWISS-
Recently, the purification and characterization of extracellular ~ MODEL (hitp:/ /swissmodel.expasy.org/).

laccases in wild strains of T. harzianum [23), T. atrovinde [24] and T. For the phylogenetic analysis of the putative sequences of

reesei |25] have been documented. Catalano & al [26] have laccase, multiple alignment was performed with CLUSTALX
evaluated the role of an extracellular laccase from 7. sirems in the Version 2.0.11 (hitp://www.clustal.org/clustal2/) using the pre-

mycoparasitism of that species against the sclerotia of the determined parameters. The sequences used for phvlogenetic
phvtopathogens Botrytis cinerea and Selerotinia selerotiorum. analysis with their respective accession numbers for GenBank and

Despite the fact that currently there are access to the complete  JG1 genome portal are presented helow (the key used in this article
sequence of the genomes of T. atroviride, T. virens [27], T. reesei |28], for each species appears in parentheses). Ascomycetes: Apllomyces
T.  harzianum  (http://genome jgi-psforg/ Trihal/Trihal home. dermatitidis (Ade) 327349048; Arthroderma gypseum (Agy) 315039999;
html) and T. asperellum (http://genome jgi-psforg/ Triasl /Trias]. Aspergillys mpger (Ani)  fgel_e_gwl_ 12409, e_gwl_4.1637,
home html), at this date, an i sifico analysis has not been gwl_10.607; Botriotyma _fuckeliana (Bfu) 15022487, 15022489,
performed that would characterize the number of genes coding for 347830053; Botpytis aclada (Bac) 378942783; Chaetomium globosum
laccase activity in these species and the structural characteristics of  (Cgl) CHGGO03552.1, CHGG02290.1, CHGG10025.1, 06172.1;
the coded proteins. Colletotrichum lagenarium (Cla) 12862766, Cryphonectria parasitica (Cpa)

It has been documented that laccases semsu stnico from 167469, 69047730; Fusarum oxysporum (Fox) 152013644; Gaeuman-
asomycetes has a number of signatur characteristics not present nomyces graminis var. graminis (Ggg) 19309738, 19309740; Gaeuman-
in laccases from basidiomycetes. These signatures that are nomyces gramins var, tritici (Ggt) 19171197, 19171195, 19171193;
additional to the L1-14 domains [29] and allow differentiate Hortaca acdophila (Hac) 63146072, 67773582; Magnaporthe onizae
such proteins from other Multi-copper oxidases (MCOs), includes  (Mor) 389627974; Melanocarpus albomyces (Mal) 40788173: Monilinia
an SDS-gate [30], a C-terminal DSGL/1/V domain [31], and the  fructigma  (Mfr)120431232:  Myceliophthora  thermophila  (Mth)
presence of a I'/L residue in axial coordination of the T1 copper 367028915: Myrioconium sp. (Msp) 160332827 Newrospora crassa
[32]. Although two of the studies cited above included a search to ~ (Ner) NCU9279.5, NCU05604.5, NCUO05113. NCU04528,
detect the presence of laccases in some of the genomes available NCU02201.5, NCU07920.5, NCU09023.5, NCUO00526.5; Phoma
for the species of the Trchoderma genus [25.26], a comparative sp. (Psp) 166812033; Podospora  ansering (Pan)  Pa_7_4200,
analysis of the identified genes to elucidate the number of laccases  Pa_5_4660, Pa_5_1200, Pa_5_9860, Pa_6_7880, Pa_7_3560,
sensui stricto, the relationships between them, their possible cellular Pa_1_15470; Pa_1729781, Pa 5_4140; Pyrenophora tritici-repentis
localization and their pul:ll'iwf functions has not been pt.'rfnrrne-.d. (Pn".] 189188518, 189192570; Seclerotinia minor [.S“T-'J 120431228;
This analysis constitutes the principal objective of the present Sclerotinia sclerotiorum (Ssc) 156056931; Sordaria macrospora (Sma)

study. SMAC09326, SMACO06098, SMACO03641, SMAC035042,
SMAC09228. SMAC09572, SMACO01222; Sporotrichum thermophile
Materials and Methods (Sth) 99853; Thielama aremaria (V'ar) 333361328; Thielana terrentris

(Tre) 201 1187; Trichoderma asperellum (Tas) 154312, 716635, 68620;

From the NCBI GenBank datahase, we obtained the sequences Trchoderma atroviride (1Ta) 54145, 40409; Trchoderma harziamm (Th)
of various multicopper oxidases, including those of Saccharomyces 539081: Trichoderma reesei (1v) 122948; Tnichoderma virens (1v)
cerevisiae  (Fet3p, 763529), Melanocaspus  albomyces  (Laccase, 48916, 194054 Yarwia lipolytica (Y1) 340748006, Basidiomy-
40788175), Cucurbita maxima (Ascorbate oxidase, B85589) and cetes: Agaricus bisporus (Abi) 2833227, 2833228; Coprinopes cinerea
Myrothecium verrucaria (Bilirubin oxidase, 456712), which were used  (Cci) 42721544, 4838342, 4838344, 4838346; Coriolopsis gallica
as queries to search for laccase genes in species of Trichoderma. (Cga) 12484399; Coriolus farsutus (Chi) 167465; Gelatoporia sub-
Various members of the family of MCOs were used to assure the vermispora  (Gsu) 31088842;  Lentinula  edodes (Led) 18146854,
identification of all possible laccases in the genomes analyzed 18146856, 6466812: Marasmus  quercoplulus  (Mau) 6318611;
based on the identity of copper binding sites. In addition, only the Plewrotus ostreatus (Pos) 15594026, 2833235, 28332537, 3006039;
genes and sequences of amino acids from crystallized proteins Polyporus  ciliatus (Pci) 9957143, 9957145, 9957147; Prenaporus
were used, for which there is no doubt regarding their identity. A connabarinus (Pen) 10179427, 3128389, 5732664 Trametes pubescens
Blastp/Blastn analysis was performed on the database of the public (Tpu) 20270770; Trametes sp. (I'sp) 21616730, 56785436; Trametes
genomes of 7. asperellum  (http:// genome jgi-psLorg/ Triasl/ trogit (L'} 119416759; Trametes versicolor (Tve) 15778442, 2388517,
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298057 Trametes eiffesa (ThA) QB42752, 0842753, Polvanella onkacea
Vet R TRYED, Plane e sdgain thalivia A0 S50 MIL0T: R
cermiefera (Rved 19912797, Redundant sequences, that is, those
frowm the same spec than 15%, were
discarded.

The aligrenens obwained were manaally adjusied. Based on the
generated shigumenes, phylogencae rees were covaraoed satl
MEGA Verdon 5.05% thup://megasoltware.net/] through the
Nreighbor  Joining method  wsing three  dilerene madels of
evoludonary  ditance jpedistances, Daylefl and JooesTaylor-
Tornwon), Statistical dgmificance was evaluated with a hoousirap-
pang of TG repetitens, The pthylogenstie irees were confirmed
wing dhe maximum likelihood methiod ida ne showty, and dhe
alignmenes were dilferengally eded to gomebomte the wpology of
the phtaiied uees.

A phylogram of dhe analyerd specics of Trchodenma was

wang the b gene (codling {or KNA polymerae R
I dhrough Bayesiai analysis in accordance with [27]. The rates of
syrmcyiows and meu-syuooymous subsomnons ol Facbedema
laccases in the noclecide sequences aligned by codons were
caloulated with the SWNAP package o hiv lanlgov/content/
sequetce /SN APSSNAP Lunl),

#owith an ety greac:

Results and Discussion

Mumber and Structure of Laccase Genes in Trichudermu

To determine the number of laccase genes in the five analyeed
spwecies o Frchademma, we conduced a Bla
database of the gennme of each species. The search produced
a tetal ol 47 sequences thae presemed e Tour copper tioding
metifs characterisic of MCOs. In T reessd, a wotal of 7 genes were
idennfied: in ¥ hersiennm. O ogenes; F obecimde and T e
prezeited [ eenes sacl, and i 70 aspereffem, 11 zenes were foamnd.
To determine which of the identified genes coded {or laccases seusx
atvica, the stroctaral chamscten-tes previasty reported o the
literarure that distinguish laccases from other copper blue oxddases
were sought based on a comparadve analysis of laccase sequences
and crystallographic evidence (Table 1), Based on this analysis,
a single gene coding for bocases was found in T reaer and T
Aarzienum, two genes were found in T2 atrowiride and T wdens and
three genes in T asperaflinn (Uable 23 the rest of the idennlied genes
belong o other members of the MCGO family and were not
considered in funther analyses

The number of laccase genes W ascomycetz fungl varies
considerably, Amnng the species that are characierized by having
a larger number of laccase genes are B ansenng and 5. maoospors
with 9 genes [12], N erasse with 8 [12], A. niger with 6 [3], and C.

stpd Rlastn analysis ol the

Table 1. Obscrved signature scquences in laccases.
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gehosum with 4 [13]. Among the species characterized by having
a L numbier of lagease gen

are 17 gramming with 5 genes nonae
it [3%] and 2 in zer. graedics [33). Yeasts are a pardeular case
within the ascoryoe

L s 10 s been repomed these chey do oo
have lacrase genes [13], although the presence of 2 genes [/] has
heen documened in Hoersdapdsfe Vhus, Trckedensa belomgs within
the group of fuogl widt a2 low nember of laccae  genes.
Nevertheless, the resulets of the structural analysis performed in
the present study dicate that e laccase genes previmasly
reported in ascomycetes should be reviewed in dhe furure, as i is
rwssable it several of them de nme code Tor smos sdocte laceases
(see below).

To determine the relative position of the laccase genes in dhe
geummes of all Fackedemma species, approsionaely [ kb ypstream
aild downstream regions were analyzed in each case. This anabysis
sheras thag the dillerem Laccase encoding geues wittun the samn
genome of the analyeed :pecies are ot arranged i clusters, but
arc far froun cach other, Iowas also fownd thar the genomic conrexe
of e vorre:pouding orthologou: gene: s sundlar Letween all
analyzed species idara not diown), In general, the genes encoding
for mtracellular laccases shimw a0 bigher syueny than the
extuacellular nnes. To date, there are no data in e literature
thia allows ws (o conmpare the telative pessttinn ol Lacase
ascomycetes. However, the arrangement of the laccase genes
Trckadrane is consistent with what was fund in the basidiomycore
L brwdor, wlhers most laccases encoding genes are raudomly
disributed [11]. Neverthel the exisence of laccase gene
clusters Tias been nbserved e €0 riverea [ 14] and Poonadezini (1],
These differences in genomic architectars indicate thar this wpe of
genes does ot bave o conserced Lwarion watlnn fungal genenes
Lt that their disposidon reflecws the evoludonary history of gach
ries,

enes {nc

The nuclentide sequemce length ol Fackedenmg spp. Laccase
siroding genes varies bevween 1765 [Tas_L34312) and 2308 Lp
(las_7TRAL. The GO percentage of these genes ranges from $6%,
(Tas_71663) to 58% [Tr_122348). The number and position of
introns in laccase eucoding geues in Tungi have been employed 1o
classify them into subfamilies [11,14]). The stracture of the genes
found in the five species of Trohaderma separates them into tree
subfamilies. Tn each subfamily, the number of introns s preserved,
and their positions are dmilar (Fig, 1), The fiese subfamily exhibics
an inuon between 64 and 63 bp in 3ize and & made up of 2 gene
ol each mme of the species T alwcinde, T asperalfam and T ot
{Fig. lA). The second subfamiy s chamctenzed by having cwo
inrons of bevween 53 and 111 bp, with one of these genes being
found in the fve speaes of Trchedema (Fig. 1Bi. In general, die
subdivision of Trichedermre laccase encoding genes in these two

Signature Refarence
Axinl coprdination Leu ar Phe B

Ly H-W-H-G-X5-D-G-X5-2CFI 1291

L2 G-T-XAW-Y-H5-H- X33 D-G-L-X-E-X{FLIM)

L3 H-P-X-H4 -H-GrH

L4 G-IPA-W-X-ILFVHCHEDAE- X-H-G-G-{LMF-XE LR

5D5 gate Ser143, Ser511 and AspS61 in Talezd 142]
C-termini Asp-Ser-Gly-[Leulleal [31]

residue,
dol: 01371 Journal pone. 055795 400"
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subfamilies is in agreement with previous reports of a low number
of introns in this type of genes in the ascomyeetes, In two varieties
of G. gramminis, the gene sequences of LACT and LAC? present 2
introns [33], just as in the single gene for extracellular laccase
I'{'l]Ul'l('lI ﬁ!] li]l' i'll!llil'l]ll SIH‘l il'h' J{Th’“{f}.’”‘!{"l’ SI]. [3]]. .T\lll' l]]\‘sl'“('i'
of 3 introns has been reported in the fae2 gene [35] in the case of F.
ansering and in the Beleel and Belee? genes of B. dnerea [4]. In the
yeast I, acidophila, 3 introns have been documented in the gene
that encodes for the extracellular enzyme and 2 for the
intracellular enzyme gene [7]. A unique case is that of the Tas_
1665 gene ol T. avperelfum, with a structure ol seven introns and
for which no orthologous genes were found in the other analyzed
Trtckaderma species (Fig, 103, The only ascomycetes laccase gene
that surpasses this number is the fee-7 gene of G perasitice, which
postesses 12 inweons  [36]. These two lase genes represent
iermediaries in the structure of inwons/exons beween the
wajeriy of ascomycetes and the basidiomycetes € anereg and L
bicelor, in which two subfamilies of genes have been found whose
umber of inrons vanes becween 13 and 15 [LL 14 The mrons
found in the Trichederma laccase genes preserve the splicing sites
that comply with the GTAAG rule [37]. Previous data show the
wsefulness of the number and location of introns for generating
subfamilies ol ascomycetes laccase genes. This miormadon could
be wselul for the idemification of genes with distine fanctions
within a single species or {for recognizing the same gene in didferent
species, This analysis is beyond the scope of the present study and
should be conducted in greater detail in the future, Interestingly,
a3 a demonsuation of the usefulness of gene family classification
based on the presence of intrens, the subfamilies of laccase genes
formed in Trichoderna agree with classes established according o
laccase protein structural characterisics (zee below).

Structural Characteristics of Trichodermo Laccases

In general, the Wendficadon of laccases acconding w their
amino acid sequence involves the recognition of the four segments
L1-L4 [29]. However, such regicns are common o all MCO
family members including ascorbate exidases, ferroxidases and

FLOS ONE | www . plosone.org

Table 2. Accession numbers and structural characteristics of laccases sensu stricto from Trichoderma spp.
MN-glycosylation
Species 0" Length precursor  Signal p® Asn-X-Ser/Thr® MW* (kDa) p.rd
T. asperelfum 154312 566 VLA-FP N91, N120, N132, N232, N245, N273, N309, N409, 62.05 435
N544
GB620 590 nd nd 64.90 6.25
71665 600 AVALS N36, M85, N129, N320, N351, N351, N421, N425, 6634 543
N455, N472, N508
T. atroviride
54145 566 VYA-FP N1, N120, N132 N232, N245, N273, N290, N309, 61.83 444
N402, N544
40409 590 nd nd 65.21 651
T. harzianum 539081 589 nd nd 65.16 497
T. reesei
122948 568 nd nd 63.37 6.06
T. virens
48916 566 VICA-IP N91, N120, N132, N232, N245, N273, N309, N402, 62.14 432
N412, N426, N544
194054 588 nd nd 65.23 649
“ID, identification number in the Trichoderma species genome; “Denotes the location of signal peptide cleavage sites in amino acid sequences from Trichoderma
laccases; nd, non detected. “MW, estimated molecular weight “pl, predicted isoelectric point.
doi:10.1371/journal pone.0055295.1002

|Jll|iI'lJ]Jil] [].‘i.i{L'lh'l'S. llll‘iLIIi[]_S.: ‘I]-'H ‘I]l"‘l]' presence IIS not .\'Ul“{'il'[ll { (8]

l'l)JlﬁI'II'I l]l,l] a ]I!'(}[t‘ill sequence l'f]|1'!'H'[]l}llth w a ]ZI['[':IS!' SENsH

\f”‘hfl}. Bt'('i‘ll]&'{' Ur li]]‘?\' rlllli]lll;.:, i]l |]ll‘ [1]'(‘5{'“[ Hllllll\ we  also

considered the SDS-gate and the C-terminus end, which are

distinctive characteristics of ascomycetes laccases (Table 1). The

set of structural characteristics [ound in the amino acid sequence

l\]‘ ?J"{.:'fa’un':'l"mr.' !NL'\'H.!‘!':\' s iIl'l&liit'[l ll'lii\\'.

The analysis of the amino acid sequences of the 9 putative

laccases that were found shows that their lengths are similar o the
typical laccases of fungm (566600 aal, and the calculbaed

molecular mass for the prowin sequences is bewween 6183 and

66.81 kDo with acidic seelectic poims (Vable 23 These resuls
are in apreement with what has previowly been reporied for
fungal laccases, which regularly have molecular weighis becween
60 and 70 kDa and which have isoeleciric points {(pf) that vary

betwsen pH 1.0-45.0 [3].
Trichoderma, purilied laccases from the wild straing WLL of 7.

In pamcular, wihin the genus

harcignum aud CTM LM?6 of 7. aieeinds presenied, i thelr
dycosylated form, molecular weights of 7% and 80 kDa, re-
spectvely [25,24]. Analysis m SWISS-MODEL of dhe proteins
found in the genomes reviewed in this study showed thae each one
of the sequences is formed by three cupredo:an domains that are
ordered in sequential form and are common to all the MCO
family members [30]. As expected, the residues of amino acids that
bind o copper T1 were locawed in domain I, whereas che residues
that coordinate coppers T2/ T3 were distnbuted between domains
T and MI (Fig. 2).

Laccages are disungushed by the presence of lour consensus

sequences, L1-L4, which possess a length of between 8 and 24
aming acid residues and are distributed along die polypepude
chain, Within these regions, one finds amino acid residues that
serve a3 ligands Tor die copper atoms, as well as other preserved or
parually preserved residues, which are critical for maintaining the

conformatonal [olding of e engme.

Such charactersuc

sequences are found based on the multiple alignment of more
than 103 laccases of planes and fung [29] and represent the
diginctive mark for the ideadificatinn of putaive new laccases,
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Figure 1. Intron positions within the laccase genes of Frichodemiz spp. define three gene subfamilies. The thin lines indicate intron
pasitions and the black lines indicate the exons. The first subfamily (&) contains only ane intron, the second subfamily (B} contains two introns and

the final (€1 subfamily contains seven introns.

doin 101371 ournal pone0055295.9001

Regions 11 L4 in the Trchudensa sequences have a high degree of
similarity with the consensus designated by [29] (Fig. 20, However,
some amino acid redducs differ from the consensus, This Gnding is
especially evident in L2, where Thr i replaced by a Ser in the
second postion, "Uhis change ol amine acid is found in the Lac? of
Cegpameptin var. fatted awd 5 gramini var, gramioi [33], 23 well as In
the Lacl of B. ficketione (anamorph = B. cinerea) [4], both ol which
are ascomyeete fung, [nochis same segment, i Tedhofomme,
changes in the consensus QYCDGL are observed: Tyt is replaced
by Ala, Cys by Ser/Ala/ T'ep, Asp by Gly/Gle and Leu by Val
( 2, Thuas, the results obtained here show that although
laccases of basidiomycetes {ully comply with the consensus
designaed by L2 [lh], this region wvaries oowdderably o
aseomyeett laccases. In segments Ll and L4 of the Trdhodema,
geue clhauges dut wvobve residues of amin acids wide pee-
pensides wward dmilar conformadons or similar hydropathic
wilices are observed. For cxample, o L1 T s
(Fig. 21 This same change is observed in € purasitica Lac3 [38]. In
segment L4 the aminn acid located 10 redducs downsiream from
tie preserved Cy: corresponds to die axial posiuen ol copper TL.
This residue s wsually a Mer in the MCOOs however. i (he
Lagcases, the Met residue i replaced by o Lew or Phe [A4], a0 che
Trichodermea spip. putative laccases [Fig. 2

Axial coordinatdon s once ol the Tacers allecting the redox
potential (g of laccases [39]. Tt has been previoudy suggesed that
laccases with high &, 70 800 oV posess a Lew or Phe o asial
coordination, whereas laccases with a Met reddoe have low Fp
(500 my". Based on dhe subsdiution of s residue, lagoases are
classified 1ote three chassess Lac 1M, Med, Lac 201, Lew! and Lac
3L, Pher [32]. Taking this characteristic iwo account, the
pratarieg laccases "Ua_ 40400 s _hERY0, "Th_ 3%k "Ur_120M8
and Tv_ 194054, are dassified as Lac 2, whereas Tas_ 71663,
Tas_ 194310, Ta_54045 and "[v_4306 are classified as Lac 4,
These rezults ars consbiant with the hypochesss duat Lac [ laceases
are primarily present in plants [32]0 This classificadon has heen

replaced by Pl

PLOS GHE | www plosoneorng

perinmmed moone sncuryme of cach of the asomycetes: €0
parasitica, N come, and Pooamseriie, belonging o dass 2 [32].
Although this classification is still used w elucidace the faucdonal
relatedness between laccases, It s Imporant Lo taxe Mo account
thay crystallographic daa sbuained {rom native high porential
laccaze of T. peeareder (TwL) lave helped w describe odier
structural characeerindcs that mighy contribrate 1o high £, in these
engymes M) Such stroctaral feacares mclude s reduction ol
eleceron density in the meral and the lipadng amine acid. In high
oo prwenidal laccases, the distanne hetween Cau™ aud one ol the
hisudings from the T1 binding pocket s longer comparsd with diat
in emeyme: ol the middle powemtal gooap; the hydmgen bond

bietwern Glu-t60 and Ser-113 m TvL seemns w be vespoassible Tor
this [43]. Inceresingly, this pardcular serine is conserved in
Trrchodermra lacvases, but e Glu residue  uoe preeut. Further-
move, it 1s well known that several factors can affect the E; value ol
netalleproweing, ucluding elecimeseaty Immmolecubar inerac-
o, and solvaton effeces [31]. Tt is inportane w conduc further
stadics that allow for dewermining those factors invelved in the
mwdulaton of redox potendal e Frickedomae laccases,

Laccases have been the subject of bitense investigadion directed
at wndemtanding baoth their catalyie mechamsen and e
molecalar determinant: that modulate Wielr broad range of E;
(40, Abhough the laccase reaction scheme 5 ome eonniccly
andersood, s known that both binding and the oxdidadon of
the substrate occurs in the T site aud the electrons are translerred
tn the T2ATR cener, where the reduction of molecular neygen
takes place [#0]. The reducton of a dinsygzen molecule o wn
water mnlecules reguire: four electnoos and Tour protoas, "The
elecoron vander pathway w die winuclear center corresponds w
the peezerved motil Hys-Cys-Hys locared ac L4 [39], which 1
present in Trghodemia laccases (Fig. 27, Conversely, proton transfer
is assisted by the so-called SIDN-gare [$10], "This gate s formed by
e Tesidaes ol Serzud viee of Aspoand b oconserved e ascomycete
laccases but has now been derected in basidiomycere Llaccases, In 7.
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Tas &8620 ALEAPLLPSFLTH-——-NPTPNG-— Y PHST-LNAS TNY YDTE PNTGVIRPYEFTI SRGVIAPDGY QRNVLLVNGAF PGPLIEANWGDI IQVTMHNNIT 124
Ta_30408 LVAPLLPSFLTN-——-NETPNG- -~ FEWST - LOCHTHY YDTS PNTGVI ERYDFTI SAGVIAPDGY QRNVLLVNGAY PGPLIEANWGIM IQVTMHNNI S 124
Th_S538081 ALAAPMLPAFLTH= YPWST-LONTTHY YDTSFNTGVIRY YNETVSRGVIAPDGYQLNVLLINEAS PGPLIEANNGDT IQVTLINNIT 124
Tv_194054 ] GALTAPILPACLTN= ¥ PWSN-LOQHTNY YDTSFY TGVIRHY DETV SREVIAFDGY QRNVLL INGAF PGPLI EANRGUT IQUT LNNNIT 123
Tr_ 122948 --MS LAF = ===~ VADELFNKPT === === APFLPDELNN===-HPTPNG=-~~F PWSH=-YGIHTNY YNTS PNTGVLRS Y DE TISRGY IAFDGY QRIVLLINGAT PGPLIEANWGDT IQVTLHNNIT 103
Tas_T16E5 ~MPTLGALT TFFGVVGHAVAL SOWETHRE S THET LONPT Y PEWLSDPS I HOLOPRGS 557 PWEAR TARNTHE YT SF PV TGVT REYNFTLSRGLASFDGY CRHV I LVNDQF PGP LI ERANWGDT IQVT VNN TT 131
Tas_154312 - ———MMWPPLEVASLIAGTVLAFESF DRAVAPY LHPRS SC 86— NTATTR-—-NEWCN-FDISTDY Y IEAPDTGVTREYWLELT DI TVARDGE SEYAQAINGS 1 PGP ILFADWGDTVVVHVENALS 116
Ta_54145 -~ MWEPLLVASLFSGAVYAF P SLIXTAAFNLY PRESCSG - - NTATTR -~ - HERWCD-FDISTDYYTEAPDTGY YWLELTDGTVARDH QALNGSI PGPTLIAIWGDTVVVHVNNALS 116
Tw_48916 HIN’LPLM.S‘SLIH\E"LAI PEFDGTVIEVLHSRSSCSG—NTATTR- -—BM\’LU YOIETDY YNEVEDTGVTREYWLELTIVIVA PO(NSR:;J\\J\ 1”551 PGPTLFAIMGITVWVHVTNTLE 11&
. - t wp.ow . www & & 3 g4 g ;A A S R T T =
Tas_68620 GPDEGTALHWRGELOOGT PHEDGY PAVSQCFV PPGS S FT Y QF RASLYGT TWYRSAA S0 Y ASGLAG FMY THG FKS0KY VDI GPIMLSOW YHDO Y YDLVKK TM SWVI GANLE FSDMVL INGEMY FDCSEVTD 56
Ta_30409 APEEGTALHMWHGFLOOGT PWE DGVESVTCC PVPPGE SFT YU FRATL Y G T TWYHSHFESQYAGGLTGE TVVHG PR SQKY VDV G EVMLSDW YHDD Y YD LVKK TMSTVEGEN TFFSDNNLI HGKMFFDCSKVTD 256
Th_539081 GPEEGTALEWHGFLGHGT PWEDGY PSVT GO FVPPGK SFTYQFARSLYGS SWYRSHYES0YAGGL LGP TV IHG P SQDY DI DI GEVMLSDWYHEQY FDLVEK THSFVQALTRFNSDINL INGEGDFDCSQUTD 256
Ty 194054 GPEEGTALHWHGFLOKGT PWEDGVESVTCC PV PPGRS FTYQFARSLY G TWYRSHYR S0 Y SGGLLGPIVIHG PR SQEY DI DLGEVMLSDWYHEQY FDLVEK TMSTVEA LT RFK SUMNL INGKGVFNCSQUTD 255
SPEEGTALNWHGFLOOGT EWEDGAPAVTOC PYAPGR SFT YOFVASL YOS THYHSHYN SO YAGGLYGE LYVHG PR SRNY VDV G FVMLEDW YHDT Y FDLVERTHSTVEGEAFFPSONNL INGEMFFDCSQVTD 233
GPDEGTALEWRG F LR GT oW DGV P AROC PI VPG SLT Y FUADL YO T SHYRSRFNAQ YAGGL LG ILVHG PTHE DY DI DLG PV I LADWFHKE Y FDTVKLVASTOSSNWLOY SONNL IQGKGNEDCSLVTD 263
. TSN TS L RG LR N TN O DGV S LT Qe P T P PGS S LT TR A T G T TW R SR E R L O ANE GV GG IV THG PATANY DEDLGVL FLNOW SHOTADE LY QS AE TSGR F - — TLT TG LINGTHVFDDAGHRY 244
Ta_5414% TETHGTS LHFRG IRGN Y TN DGVVS TTOC PTPPGE S ITY TWRAT Y GTTW YH SHESLOAWE GVFGG TLING PATANY DEDLGVLFLNDWSHOTADE LY ASAE THGE P 244
Tv_4891€ TS T L G TR P THON DGV v L1 OC PTPE SIS IT Y TWRATO Y TTW AR IR ELOARE GV FEG PHAARY DR CRELADR A OTY e TR SR d0ge- 244
ahawas as & ww T T T el AW Rrw ipe o ww ;
i Bi-mz
Tas_ 68620 GTPCTNDAGIAXFRFHRGRTHLLALL ORFE DG M T LA DV DV R P Y E TEVVT LG IG0RE DV LVEADG - KL - AV WM SH L STEC S IT S0 PHALAA T Y Y INADTHEAP KEAPWDAR - DRGTCY 385
Ta_40403 T BTG LA PR P RS THLL AL TN T AR S LR T S I DGH KN TV I AN DV DVE P YV T OV YT L TC QR TNV LV ANG- T LD AYRMR SN T ST IO S LT S PNALAATY YDMADTHRAPQSTPWNAD-DECTCE 385
Th_S380E1 GTPCTMNAG I SKFKFERGK THLLRLMNT GAES LORF S IDGHNMT VI ANDFV DI QR YV TKYVT LG IGQRS DV LVKADG- DLO-AYHMR SN T 8- ACSHANG PYALAATY Y DDADTET DPESTPHOVE-DELTCY 384
Tv_194054 ST PCTONAG ISR FRFRROKTHLLRLMNT G AALORF 5 I DGHNMI VI ANDEV DVEPYETEVVT LG IGQRS DV LVKANG- DLD- AYWMR SN 1 5~ AL SGANG FY ALAATY Y DNADT GTTPESTPWDV P~ DPRTCY 383
Tr_122948 GTPCTHMAGT SKFRFRRGKTHLLRL IHAGRAGLORF S IDGHKMT VI ANDFV DVERYETEVVT LG IGQRS DVLVKADG- DLD-AYWMRSNT 5~ BCAFTROFNALAATY Y DNADTHAEPRST PRIV P-DSGICY 363
'I‘ns_'.l" B63 STPCSNNAGY AXFRFURGKEHLLAL INTSAAGLERF 5 IDGHT LT VVANDEVEVOFYNAT Y VT LGVGQRLHEVIVEAT G- ASDGAYWMA SN I SEICNLP LO PHGLAATY Y DOADTHALP TS AANFY PGODGTCT 394
Tas 154312 ~SFTEGKTYRLELVNGAT IDAHTMOVIANDLYPI TEFNTS I LS IGMEQRY DV ITANDS SYADNFHMRAT PQSACS SNENSDDIKGIVY YGESAGT PETTGYSYTD- —-8CD 361
45 e SFTEGKTYRLELVNGATDTHFKFS IDNHTMQVI SSDLVPI IPYNTSVLOIATGQRYDVI ITAND 1PQ DDIRGIVY YESSAGT PTTTGYS YT ——NCV 361
48916 TEGTTYRLALVNAAT DEHFKFS IDNHTHOVI ARDLY BT TPFNTS T LS IGMGQRYDVT ITANCSSVAENFRMRAT PG IRGIVYYG ETTGYSYID-—-5CR 361
- W, et wEEgE IEEEE 8y ®pq ®pw g &g 3 1 .t  dpp @ bt . i P [ -
-5 B7-88
Tas 68620 NDDLSLTEEVMALPVPEPAVTHDIE LKV SKNATGHT LNTLDGES FRGNFNS PTLLLSNLGNLTF -— QUOWSVENT THL MEFMMYTLHE TIV OVFLIR 515
Ta_40409 HODLSLTERFMKLPVEEPDVTHE IELNVFVHATHATLNT LOG DS FRGNFNS PTLLLENLGHLTF -—QS0W. TNIMNOS FVARPMHELAG MY I LEQGAGEWDGKTIVRESNPQRRINFLLE 515
Th_533081 HODFSVTERVMELALPEPDLE LDME LTI FONASGNT LRALDGVT FRGNYNS PTLLLENLGNY SF—EFE| RVHLFHNE PAE HLAGFHMY LLHEGPGOWDNKTI IRPENPORRINTLIE 514
Ty 194054 HDDFSMTEPVMKLPLEKPDLEVOME LTFFONATGESLNGLDGVS FRGNY NS PTLLLSNLGNLTE -~ EFEWAVENLG! VEVNE HOFNMYLLHEEGPGOWDRKTIT QREDVFMVE 513
NDDLSLTEPVMKLPLFKPDLT IDMEMDQYONE TOERLNRMDGYS FRGNENS PTLLLSNLGNHT F-~ DEQWSVENT RVNLINEIGAP RGENMY I LHEGPGEWDGKTT I RPSNPQRRETEMVA 453
TOPLOVTVEYYAIE PSVPSLTOF ITVRETVHATGRLVWT VDG SARH VD YNKAT YLLANEGNLTY PLE PNWNV YDVY DNSSVR LVIQNAHDESHE IR HGHNT Y ILAEGEGTWONKTI VAPNNPQREDTOQLE 26
= DEDISNLVEFVSKSVS DT TTEDEAVTYGKHA DY LEKNY LN S TTMVVDHEDES LLOVYNGRT TP D-ASHAV T 5. WYYTVISTTM VHLHGFDFY ILAQGTGTY SDSVTLIT LHEPRADVAMLE 432
Ta_54145 DEDASNLVE Y VSKTVESQTTTVEEAVTY SKNS N LEKNE LS TTMVVDMED PTLLOVYNGAT TFH-TSNAV I SLENANEWVY VVI STVIAS HLAGFDFYVLAGETGTY SDSVTLA PREOVAMLE 492
Tv_4891% N:D‘ISVL\-"FkVSKTVSSOTETLDES\'TVG&WSN’NLFMLNBTTWVUNLNP.I‘VLWYDGATAFN TSHA\’ISLPDWu’YTVISTmP\!PﬁPIMWHIMFTYSDSWL}MDNP?RRUVN{LP 432
cl-c2 ce-cs L3
Tas 68620 F CH TOFLTNEDEVENLAT PHVVAETCROWGRWTHTHI FOQIfsGL 590
Ta_ 40402 ESSHVVMOF DARSH PGV P FHCH TANRT fACRFTOF LTI PDEVRALST PRVVAETCEQWCERWTNTHI PDOTRSGL 530
Th_533081 RGGHYVEQE J H THF LADFEAVRGLET PNVVAETCROWGTWTOTH I FEQIRSGL 25
Tw_194054 RGGHVVEUF DARSHE H FTHFLTHFEGVRNLRI FHVVAETCROWGNWTNTH I FDOIBSGL 588
Tr_l22948 AGGHVVMOF DAASNEGVWE FHCH TUFLTAFREVRELRI ENVVAETCROWERWTNTNI PEQIRSGL 5¢8
Tas_7166% ANGYIVIQYETD: CH IALIERPDDIQCS PVEFATENT CTAWNK Y TKSNEVDQIRSGY €00
Tas_154312 ASGYLVLAFETD MHCHIGWHTBE GRALOW I VRESEITELIDY DTLNSTCARWKS YASDNS VI ZOESGY 566
Ta_ 54145 ASGYLVLAFETD-NE LMBCHIGHHTRE GRCLOWVVRESETADLLDY DALNSTCARRES YTSSNSVI EDBSGT S6E
Ty 4EI1E ASGYTVLAFETD-NPGAWLMHECHIGHATBE GBGLIWVVRES ;.;AnLrn?:.smATcnmwmsmswzr: 56T 566
poWpogpy weR, 4 cweww ke o g s g o o% gz, ey
— e

Figure 2. Alignment of laccase sequences from Trichoderma spp. The alignment was constructed with the Clustal X multiple-sequence
alignment program. The accession number of each sequence in the JGI GeneBank is indicated on the left of the alignment. An asterisk indicates that
the residues at a position are identical in all sequences in the alignment; a colon indicates that conserved substitutions have been observed and
a period indicates semiconserved substitutions, Putative signal sequences are indicated by italics and the mitochondrial targeting peptides are
enclosed in boxes. The conserved residues involved in copper binding are in red, and the complete L1-L4 regions are indicated by a double line
under the alignment. The sequences of potential substrate loops were identified based on loops I-IV of the rMalL [44] and Talcc1 [42], laccases of M.
albomyces and T. arenaria, respectively, and are underlined with a bold line. Amino acids shaded in yellow indicate residues in contact with the
substrate. The residues forming the SDS gate are shaded in green in color, and the amino acid shaded in blue classified the laccases as class 1 (Met),
class 2 (Leu) or class 3 (Phe). The conserved C-termini are in dark blue.

doi:10.1371/journal.pone.0055295.9002

amino acid residues that constitute the substrate cavity form
loops and are founds in domains IT and IIL. In the laccases of
various organisms, the loops have different amino acid
compositions, which results in diversity in the size and shape
of the substrate binding site [43]. The nine Trichoderma spp.
proteins present the substrate binding sites that are described in
the widimensional structure of crystallized laccases. As in other
laccases, the sequences that form loops I-IV are little conserved
in comparison with Mal. and Tal.cel (wild proteins of M.
albomyces and 1. arenaria, respectively), except in loop IV in G7-

arenaria laccase Talecl, this gate is formed by Ser143, Ser511 and
Asp561 [42]. Multiple alignment with TaLeel identified the SDS-
gate amino acids in Trichoderma spp. laccases (Fig. 2). However, in
Tas_154312 and Ta_54145, the amino acid that corresponds to
Serl43 in Taleel is replaced by Gly and in Tv_48916, by Ala,
Additionally, in Th_539081, the residue that corresponds 1o
Ser511 in TaLecl is replaced by a Thr (Fig. 2). This result suggests
that  Trichoderma laccases have adopted various strategies to
facilitate the transfer of protons to the wtinuclear site, thus
modifying its catalytic activity.

It has been

An essential aspect of the catalytic activity of laccases is the
mode of interacton and reaction with various substrates. The
availability of a chemical compound to be used as a laccase
substrate depends on both the nawre and position of the
substituents in the phenolic ring of the compound and also on
the chemical environment of the sustrate binding site. The

PLOS ONE | www.plosone.org

34

C8, which is also part of the L4 segmemt (Fig. 2).
determined that Prol92 in Mal. (Alal93 in Taleel) in the loop
1/B1-B2 interacts with the organic substrate [31]. This residue
is present in five Trdhoderma spp. laccases, although this
position, Th_539081 and Tv_194054 possess a Gln residue
whereas Tas_ 68620 and Tas 71665 have Thr and Ser,
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IWGL il i was recently established —wsing dicected evolution
approach  that the C-terminus would play a wole n eneyne
performance by inlluencing opdmal pH and A values for
phenolc wnpwond:  [43]. This evidencs Turtdier
comparathe stadies between ascomrycetes and basidiomycetes
regarding the evolutinn of the Clermimal end aod s fancrnal
role.

Duahe course of dhe aralyas o dennity Lccases amey aadow e

respeciively kg, P 1o Bt B3, fungal laccases rypically haee
Glu or Asp as the subswrate ligand [31,42]. Directed muatagen-
.. tudies perforned on bl have shown that the GLi2SES
(Asp 256 in Taleel) catboxy group is of great importance for
es (e cationic radical thay s

requires

subistrae binding becayse 0 seabill
formed when Hys303 inidates the catalytic cycle [$4]. However,
i Tas_7LRES, Tr 129048 and I'v_1'H054, «his residue i
replaced by Ala. The muldple alignment of these sequences
with other membines of the MO aled that e che
same position, Ala i only presemt in a laccase of the
dermaopbyie Tungus A grfoonsr (Ganamemh = Micrageomm gyd-
seun). In dhe vecombinane AL albemess lacrase fMal) expressed

iy re

Frrchodermes and o compare diem wildy s reporned e oder
ascomyeete:, the particular case of the 6 emevmes reponed Tor
Asgwrgaliee wgee 3] emerged, specilically those desigated as Mo

G, Meo J and Meo M. When we perform an analysis o find the

i e the Cys oresiduc "_1. _lhr-'- mI’CP_[idf‘- -'\1"39-'-_”'(:} 13- sigratures of laccases sawe srck {able 1)) we dind ¢hat the Meo G
Gly Leu2B7-Cys293-Gly204 in TaLeel) located in loop TL/ prowin lacks the DSGL modl Furdiermore, Moo J and Meo M

B7-BE iz couserved in Trckademae spp laccases, This amine acid
is also volved in substrate binding and was found in Y erass,
Fooonwerane and (L peresice lacases |30 Forthermone, che
involvement of Adal. Phed2? (Vald28 in Talecl) of loop TV
CA-Ch o aligning substrate mnlecules o the onrrey emiengatiom
lor oxidation has been suggested [$#4]. In the lace of various
nrganisms,  including this residue waries
nnsideralily, altdiough the majority of basidiomycete laccases
diglay Prov o chis pesidnn, The differences Anund e the loep
sequences of Trchoderma spp. laccases suggest a low substrate
iy and, minst Dkeby, warews catalytic oopacites, which
indicates that each possesses different physiological functions,
which s cemdorced by subeellular lovaligaten (ses belm,

A preserved segment of four residues of amine a has Leen
wlentified st e Coerminal end of Frchndemma sppa. laccases (B, 0,

a lighly conserved sequence n ascomycetes cortesponding o tie

bave a delevnn of appresmaely 51 aa menediely afer the 14

segment, which includes the DSGL mouf. Titeresungly, it was
found thay these o Last “truucated ™ enzymes oxidize a limired
nwnber of substrates, whereas the lormer stacks all pootsed
substrates. This suggeas that some laccases from aseomyeetes can
b partialby funcumal even i wet presenting all the elements e he
considered as laccases smisw ibictn. These beings 2 special case and
by ond the objectives of the presentwnek, fucther analyes of thee
three enzymes were not performed and they were excluded from
the phoylngeneae analyses (see below),

Owver die course of the svolutonary proves:, laccases lave
maintained a high degrec ol similarity in wems ol amine acid
sequence and three-dimensinual sroctore, Grenerally, the Licme
sequences of members of a group of fngd exhibit levels of aminn
acid ideuriy o 5% o mne, wheteas dhe deotny levels bone
SEQUENCES of membiers of differem aroups is a}'{nmximatel)- 30

Trrkederma 3L,

il
volsielsay Aqa-Ser-Gly-Lea/Me/Vall, Tu laccase: of die awomy-
cees M. albomyces (31, P anserine [35), T areoria [48]. N crasse
(451 and AL thermepdda [46] the C-ernural end 5 puost-
vanslationally processed. leaving the actdve protein with he
sequence  Acp-Ser-Gly-Leu (DSGL) a: the final amuno acd
residues au this end, As in the Trhdhedenna spp. laccases, e
majority of ascomyeete laccases do not present dus C-termnsl
extension, which s removed post-transladonally. Determinadon of
the three-dimensional stracture of bMal. and Tal.cel revealed that
the G-teranal end DSGL is packed within a twnnel that leads o
the winuclear dre and forms a plog [31]. o the crystal structuen of
other known laceases, this cavity 15 open and allows melecular
eeygen o access the catalyiic sie [47] In Mal. and Taleel dhe
Cetermuinus plug unpedes the movement of molecular oxygen and
other sobvems w e enzyme. Funhermore, the Ceerminus
vathosyl group fnmos s hydengen hrdge watle the Lateral chain
of Hys140 in Mal (Hysl4l in TaLecl), which also coordinates
copper LY Directed muatagenesis seadies performed oo Mal,
¢DXNA revealed that a change or deletion of the Goierminal end
dramatically ailects enzyne aciviey [47]. Given those fidhings, 1t
was suggested that ascomycete laccases wse the C-terminal DSGL
rlug 1 carmy o thioe cavaly oo luncaon, lorming a proten irnsfer

[49]. These jdenuny values are me, o gensral, lor Trachedemig spp.
laccazes, The idendty percemtage among the % laccases varied
between 3N and 38% (Uable 33 The Ta_5d4 145 Uas_3145127
Tv_ 48916 wiad is more similar among themselves with an identiey
value abiove 83%, The vest ol the laccases possess identity values
1 hegw

biepwenn O Land 6%, Ao wdenity percencage o
laccases of a single species has nowbeen conducted in ascomyceres,
In the case of basidiomycetes, vhe percentages of ideutiy of the 8
C. vitigrea laccases varied bewvween 36 and 77% [90], whereas in the
case of Poogtreatus, these valugs were between 43 and 89% bevween
the R oeneymes found [43], Thus, Frebedoma lweases prezent
a greater iterval of idemtity than those found in basidiomycere
species. indicating a sumong seleciive pressuen on the varinus gones,

With respect Ut their relagnnslop to the Lacases of ooher fungal
species, Tas_ 154312, Ta_54145 and Tv_ 48916 proteins share
35% adenwity with (7 grasmanis car. drticy andd €2 gramius o, graming
Lac? [33] and an identty of between 63 and 65 % with F. oxpspornm
Lecd laccase [L0]. The group of cnzymes Tas_ 68630, Ta_d400,
Th_bdsed ], Tr_ S awd e 13004 possess an adengry
greater than 3% with £ ogvsparws lacel [[0] and less tan 30%
with other ascomycete laccases, luterestingly. Fo oxyspornm fecl
laccase s an mtracellular laccase bke the Trckederme laccases,
which show a stronger phylogenede reladon with it (see belowl
The Tas_7IREY prowein has an dencry of between 504 aul
36.2% with the puative laccases of B. fuckeliona, §. selaoticran and
P tatict repentis. The identides of the nine Trckoderma spp. laccases
with respect w erystallieed Mal and Talecl laccases arve between
27 and 37%. When comparing Trchnderme laccases with those
froem the basidinty cens ungn 7 seoamedi, Boooseatusamd A diggeons,

man

patiway [12]. The C-terminuws block appears w be a claractersoe
uait of ascomveewe laccases hecause it has not been deseribed in
bazidinyeete laccasss, Nevertheless, Rigdubene s RILL
laccase presenw the Gaerminus sequence DSGLA. Among
brazidnycete laccases, RIL o de mwa dosely related plyloge-
netically with ascomycete laccases; for this reason, v was initially
suggested thar this seguence of the C-terminal ewd was more an

evolutionary relic than a funcuenal characterizue of the enwyme
[3%]. Howewver, more recent nbservations documenterd in (his study
have shown that the C-terminal end DSGL 15 not an evoludonary
rilic in fungd, as i provides important functions for che ascomycete
eneymne. Furthermore, even when laccases of baddiomyeetes lacks

PLOS ONE | www.plosonecrg

]

the idendry 5 below 2%, The tdenuty values clearly show die
separation of the Trckoderme spip. laccases into three subfamilies,
which s dirsedy related w die putadve subcellular Lwcalieaton of
laccases sence sirico Jsee following paragraph).
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Table 3, Identity {3} amang protein sequences of the members of the Trchoderma laccase family.

Frotein 2 3 ) 5 3 7 8 9
1 Tas_ 68620 85.4 769 7.7 771 531 3z Eva] 08
2 Ta_anaog 5.2 6. N LEN 338 334 127
3 Th_539081 867 757 521 305 315 305
a Tv_194054 773 519 321 324 0
5 Tr_122948 514 L 30 08
[ Tas_71665 09 12 304
7 Tas 154312 B85 862
] Ta_salas 817
4 Tv 48916
Prateins designated as the correspunding genes in the JGI GeneBank,
doi:10.137 1/journal pane 0055295 KO3

Prediction of Subcellular Localization of Trichoderma spp. T againsy X bt the same result wss nnt nhitaioed
Laccases and Possible Physiological Functions against B. ahzree scleroda, making it necessary w conduct more
studins i this area, Iowould alio be imprmang (o experimentally
evaluate other Tunctons of exwarelldar Trehoderna laccases, such
as those cited at the beginuing of this seainn,

The majority of ke fungal lacease: are monomerns proteins
with extracellular acdvity, although intracellular lagcases have also
Leen dentfied, parocaady w white roo fungl [3]. The Lcalizatuon

of laccases It associated with thelr physological function and The analyais cammied oot with wanows bioadrmate package:
determines the range ol sulstrate: available for die eneyme. In suggests the  inwacellular localizadon of laccases Ta 40400,

r 5 i - e pge o
fungi, the functions of extracelolar laccases related o the e 10004, "Iv_1THHE5d, lhfﬁﬁﬂl)&l aud la.-._h}in,‘_l),_l]nllk(,
degradation of hgnocellulnse matenal, cecyehing of  ergonic qu*acellula.r laccases, hld‘_& B own al'_]f)"‘"- the acuvity of
material, reducdon of oxidative sress and pachogenesis wward mrracellular Liccases, binh foor dhee grenas Wiacdoderee and e other
plane and anttnals bave been estensvely studied 340 OF e lungal species. In several veports, dhe presence of laccase activity
nine TFrchedemia spp. laccases, it was  determined dat four associated with the membrane or periplagnic space dwring the

cirrresprnend 1o evtracellular bicoases: eme each i T2 ogwsindes and maturation of 7, atowirtds, 7. virede and T2 harzigsan condia [21,22]
T cireas, and owr it 7. aiperellum. The rest are incacellalar proteins has been suggested. The results of the present study show thay
fiand i the e species analyred "Table ), The putative dgual Tichederma spp, deonen prossess laceases associated wath the plasona
peptide of the exracellular laccases corresponds w the firse 18 me:nbwane, sach laccase acdvity associated with conidia repored

residues and presents the wypical characteristics of signal peptides, in thowe studies &5 possibly due to the extracellular enzyme that
that s, 2 highly hydrophohic region and Ala and Val residues in  remained wapped iu the periplasmic space or the cell wall during

positions -1 and -3, respectively, relative to the cleavage site [51]. the process of mataradon of these structargs. In this sense, Tungal
The mature orms ol the laccases Uas_71665, "lag 15431%, proteing have been reported 1o be located eidher adhering 1o the
Ta_54145 and Tv_43916 possess between 9 and |1 putative N- cell wall or in the extracellular medium, among which are
glycosylation sites Tlable 2), "The average glycosylation is usuwally included hydrophobins and adhesins [53,54], as well as hydrobytic
between 10 and 25%, although laccases with a rarbohydrate engymes [35]. Aldwough, in certain cases, the mteracton of the
content of greater than 30% have been detected [2]. Glycosylation protein with the cell wall s poly wansivory, occurring while the
mfluences enzyme secreton, and it has been suggested to play an protein reaches the extracellular medium, w otier cases, specific
imporiant role in catalydc cener stabilizadon, protection against mechanizms have been proposed for the retenton of the proweins
hydrolysis, copper retention, and laccase thermal stability [2]. in the wall and their simvaltanesys localization in the exeracellular
Exiracellular laccase activity has previously been reponed in medium [36]. There has also been documencation of Aeryzee

Trichodsoma spp. [L8,21], arriving in certain cases at purificaion of ~ enzymes that are secreted o the medium when the fungus is
the protein [23,24], Levasseur ef ol [25] reported homologous grown In & solid substrate but are retained in the cell wall when the
overexpression of the 7. recsst gene 12407% in the strain Rut-C30, fangus grows in submerged cultures [57]. This finding indicaues
and even when the recombinam pretein prezented binehemical that it is possible that some Trchodense laccases remain trapped in
properties similar o those repored for other laceases, the the perplasmic space or cell wall during conidia maturadon,
structural analysis carried out in this study suggess that dhe which is a possibilivy thay should be investigated more thoroughly
enwyme "UrLACT saudied by those authors corresponds o in the futare. In ascomyretes, the activity of intracellular laccase
a pigment synthesis MGO and not (o a lacrase in sense stricts, has been detecied in H acidsphile and has been related 1o the

That ig, the amino acid sequence obtained for this ensyme does synthesis of melanin [Y]. In the human pathegenic [ungus
ot present either die SDS-gate or the Geterinal end DSGL/T/ Copioloccus neoformans, laccase actvity is found 1o be asociaed
V. Recently, Catalano af . |76] evaluated the participauon of the with the membrane and constitutes a virulence factor [56],

extacellular 7. sirens LOCI laccase (corresponding o laccase whereas the phytopathogenic fungus F. oxyiponsn possesses two
Tv_48%16 analysed in this study) in mycoparasiism towards intracellular laccases, Leel and Lec3, which may be involved in
sclerotia of the phytopathogens B. rinereg and S, scleretioum. The the protection of the fungus against oxidative sress and toxic
hypothesis in that study was thay LCGL is capable of anacking the compounds [10]. Tn the hasidiomycewes L bieofor [11] and P

sclerotia melanin of the studied [ungl. However, although their astreatus [15], these soenzymes are mvolved in the development of
results show that the ensyme can participate in mycoparagdiism by the fruiting hody. In addition, it is possitle thar the intracellular
FLOS OME | www.plosone.org B lenuary 2013 | Volume & | Issue 1 | @55295
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cew ol Tongd pranticipare i the transfermain o lwe ninlec
weight phenolic compounds produced n the cell [3). Laccases
assoriaterd with conidia are linsed 1o the synihesis o pigments and
vileer sulstances duat procece die cell Trom suress Tacwors, such as
ey mais ysis, temperatare and UV Lighe [5.10], v s possible thay
Frrchoderrra wimcellular Lo ses are related ooy ol the poocesses
described above: further experimental work is needed w confirm
any of these fungtinos,

Surprisingly, wlen uswig warioe: blofonmades progranes w
analyze four of the laccases classified as invracellular by the
prackage SigualP A0 the Bocases peesented s
processing characteristics of miwochondval localizadon (Fig. 2;
Tahle ). The MitnProw peogram shows processing dees congrueny
widt the nutechondrially lewcated pepude of s cdher package:
(Table 4. These results should be viewed cautiowsly, as currently
there are un repores ol miatechoudoal Incalizanon o Laceases either
in fangi or in any other biological group in which this enzymatic
activity has beon found,

il pepacde and

Wi the unespected Tnding of sews mutochond ral localizaton
of laccase in Trichodemes, the Mrse guesdon that arises 1s whedier
this ks feasible for enzymmes thac i fung bave only been reportel a:

either vyoplasmic or assovated with the plaanz mewnbrae or
extractllular. Possibile hypotheses, assaming dhat the prediction of
miochondrial Incalizaton s comect, arse from what has heen
documented for proteins in other fangi. There are examples in
Tung of subcellular logslization changes or the presence i two
distinee cellular compartment: of die sane ensyade actvity, The
latrer case has been refeered twoas dual Iocalizadon, dual targeting
o dual disteibation [AH] Tn & e
w a third of the proteins considered o be mitnchondrial can
present an altemative subeellular lovalization |53, Awmoug the
Lest-studied examples of dual mitochondria-cytoplasmic localiza-
unn in fungi are acnaitase [AD] and fumarase [R1]. Mormover, in
these twn evammles, the protem: present o migochondnn angd
cytoplasm come [rom the same gene, which genersiwes a sinple
vanscripe and a single cansladon prodace, tar is, duey are o
oeteyttie st comparements, Fiwever, o thees e
cxamples, the “eriginal™ localizadon of the prowin is mitechon-
drial, and the “new’ lncalizaurm s ovinplasmie, which s the
oppoiite of what would be occorrig with the products of
Tirirkoderma laccaze proteing, Nevertheless, it ks possible to conader

Zary, s been v deay up

the relocaliztion ot s cecmeden protein ey mochendna o funm,
Recemly it has heen documented that wrvprophan-rich setsory
sreteind poapheral-type benendiazepine recepuor referred tnoas
I iy ¥l T T :
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TapC B MBE thar s lund 0 the Golgi-wseeciated seeretnry
pattway in plants is directed cowvard mitochondria when expressed
Teeterlognusly e &
subellular lovalieation of a protem may be vawsed by a clange
ol a single amino acid in he signal peptide, which ran be
gererated by a single nuclentide matanen [G3].

The second guesdont thay arises peraing w the fancdon of
a laccase e mitnchondoa, Expenmental eadence swggess thag

cormnre [BP]0 The modificaten of dhe

a protein duat reaches a new -obeellalar lcadon can develop new
luncuinns [A3]. Although it is difficult w secalate about the
pozable fweuon of a mitecheodrial lecease we fungy, 1t {easible
w establish hypotheses based on our wnderstanding of the
stractaral aspuets of ¢
arg etizymes that can bind four eopper atoms, which are imporan
lor catalytic actndty, Intracellular Gt can lave da gy el
because induces the formation of reactive oxygen species [ROSy
therefore, there are mechanisns thae regulate its concenwration
[54]. Further, 0 has Leen docwnented dhat micchoodeg possess
a pool of copper that responds o changes in copper levels in the
vetnplasm [RO]. Te s posabile thag the

ey, As mennoned shove, Luccases

michnodreial locagon of
Frichedsrma laccases conuibutes w the homeostasis of uwechon-
drial Cu™ under particular circumstances, which s a posibility
that weuld be enporant w evaluate expertnentally i the futare,

The predicdon of the subcellular localization of eukarvede
presteins s oa cmphoated gask e odeat there soalaays w cerain
degree of uncerwainty; therefore, prowcels and Lioinformatics
pacxages have heen designed thad bave optimized the cerainty ol
the predicaon [(6]. Although specalatve hypotheses are proposed
i agrecment with bioinformadics and experimental evirdence
collevted e sukarvotes w general and o fungl we partcalar, &t
would be mest prudent o assume that the four Thchoderm
ewgymes can be oonadersd to be ingracellular, whicl s sappaned
by the phyvlogenstc analysis 1see lollowing paragraph). The here
deseribed eole of putative mitochondrial signal pepiides in the
sabicellular bwsalizatinn of Federsrg Lavua-es o be eaerinen-
tally verified in the future. Oue way o do dhis, s w de

expresaon vector inowhich the putative miuochondeial wrget

3 izn an
segquences are fosed w de green uorescent protenn (gfpy? wene and
monitering the localization ofthe expressed recombinant prowin,

Phylogenetic Analysis of Trichoderma spp. Laccases

A phylogenetic analys: pedommed according 1o vwn distinet
criteria separated Trichoderma laccases o vwe disdnet clades with
a bormstrap value of ¥0%, Interestingly, all imracellular laceases

PLOS ONE | www plosonaorng 9
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Table 4. Signal peptide sequences from Trichoderme laceases prodicted by different software programs.

Pratain Signalp® Predisi® TargetP® iPSORT® MitoProt?
Tas_68620 N(0.140) N {0.4239) M [0.776) - Cleavsite 14 103387
Ta 40409 MI3.152) M {0.373) M 0.676) TR [0 65657) Cleavsite 4 (0.7464
Th_539081 N[0.168) N 09 M [0.531) mTP (0133333 — [03726)

Tv 194054 Mi0.159) H {0.4244) M 0.898) TP (0, 65557 CleauSite 13 (0,952
Tr 122948 NI0.148) N 0.0 Other Q779 - = [§1954)
Tas_71555 Y0680 ¥ (015662) 5 [.005) S [OGSAT) ~ 10379

Tas 154312 Y0878 ¥ (27464 5 in.3a7) SF 213 Cleavsite 26 10.2047)
Ta_s4145 YI0R27) ¥ (0.7953) 5 LT 5P (1.72667) - 10.45)

Tv 48916 Fl0.803) Y (26639 S 08493 SP (1.48567) - (01851

The values between parentheses are the prababiliby that the prediction s accurate, "N, non present; Y, present. ", mitechand rial; §, secretary. TP, mitnchonkdrial
targeting peptide: 5P, secretary signal peptide. “Cleavsite, kocation of signal peptide deavage sires.
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Pan_7_4200
Sma_09326
Cgl_03552.1
Cla_12862766
MNecr_09279.5
Pan_5_4660
Ner_05604.5
Ggt_19171197
Mor_389627974
MNecr_05113.5
Cpa_167469
Ncr_04528.5
Sma_06098
Pan_5_1200
Mth_367028915
Te_3670488592
Tar_333361328
Cgl_02290.1
Mal_40788173
Ade_327349048
Psp_166812032
Ptr_189192570
A Tas_154312
A Ta_54145
A Tv_48916
Fox_152013644
Ggt_19171195
wl Ggg_19309740
Anl_e_gw1_4.1637
Cpa_g9047730
Ani_fge1_e_gw1_12.409
Hac_&7773582
Ggt_19171193
Ggg_193209738
Pan_5_9860
Mer_02201.5
L Sma_03641
Msp_160332827
Bfu_15022487
Smi_120431228
Mfr_120431232
Bfu_15022489
=2l Bac_378942782
% Ncr_09023.5
Sma_09228
Pan_7_3560
Cgl_10025.1
Fox_152013642
Agy_3150
Pan_6_7880
Mer_07920.5
Sma_03042
Ani_gw1_10.607
Hac_863146072
Sma_09572
Tas_71665
Bfu_347830053
Ssc_156056931
Pit_189188518

75 Cgl_06172.1

4991: Pan_1_15470
Sth_99853
Ncr_00526.5
Wl Sma_01222

Fox_152013640
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A Ta_40409
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A Th_539081
A Tv_194054
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T. reesei

T. virens

T. harzianum

— T, asperellum

T. atroviride

Common ancestor
Futative gene loss
Gene retention

Putative horizontal gene transfer

] Plant laccases
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Figure 3. Phylegenetic analysis of laccases and of Tichoderma species. [A) Neighbor-joining tree of the deduced amino acd sequences of
the five Trichoderma laccases and selected laccases of other ascomycetes, basidiemycetes and plants. The tree is calculated using the Jones-Taylor-
Thornton (JTT model in Mega Ver 505 based on a ClustalX alignment. Bootstrap velues are from 1000 replications. The scale bar indicates a distance
equivalent to 0.2 aming acid substitutions per site. Species and strains are indicated in the experimental procedures. Upward trisngles indicate
Trichoderma intacellular laccases and downward triangles extracellular ones. Green circles denote the laccases from M. albomyees [44) and T. arenaria
[42]. (B) Phylogenetic tree of Trichoderma species showing gain, loss and retention of laccase genes.

dai: 101371 fjournal pone 0055265 g3

are groapedd me the fice ol these dades, The rermaining thres i ether geners ol ascomyreies, this protei shows bigher

extracellular laccases are included 1o the second clade with the wlentity walues Nl 400 0% wwh laccases of B furfelom, &
excepuon of Tas_71665 Fig. 3a), which grouped in e clade of  selmorionen and P trdiei-repentiz; vi) in the phologenedc analyss, die
intracellular peateins but in a differenr rerminal branch, prowin encoded by this gene does not duster toghether with other
Althnugh Darkafensa extracellular laccases exlnbie close pheyle- lanemies from Tovkadesmae, Most ol chese leares beve hbeeo
zenetic relation:hips with g, (7 gpummini, A gy angd € recognized as evidence of horfeontal gene wansfer in fungi [67]. To
parasitice nrthologs, intracellular laccases show relationships with S0 has been previoudy suggested dhat in 8. maerogpora and P, wisering -
thermmeiite, N g, S sracraguns Boodmertne, Fooewp ooz aud (L blenging oo the s Cbniler as Facfadne thie
ghdingm oethiolog:, One may sugeest the bynothesis e the acgquisition ol liceese genes occured theeugh horeeonal rans-
phylogenetc doseness benveen these foeneymes involves surae- ference — [12]: the author postaating the pessibility of gene
tural similarives moerns of the regions and amino acids discussed vansfer from S selerafirmen o S macreipers. Taken together, our
abiwee e Tirrkudrana laciees, [0 s impinegan e emphasiae gt all resitlts stremgly suggest et 7 asgeetfom acaired e Tas_7 THAL
the preteins included in the phylogeneue analysis of Figare Ja gene through horizonal gene wander, either from one of de
wore Courated” according (o the same criteria as those of snown necrounphic phytopathogens 8. fkelfons, S selootioren and
Fachndem: Tlable 1) o cwsure et they inchaded only Lageases Foomhicd seprndin, or T a0 relaved Tangas, Thiz s meteworthy
serish atrict, Becawse of dus approach, die phylogram zenerated brecmuse there 12 expenmental evidence showing mycopamasin:
sxcludes proteins that were wed i previous phylogenede acuvity of Tichedrne, althought nou specilically 70 asperaliem,
yies of ascomycete laccases [12.05], which are possibly against f. fuckefone aud S sideravesier 6], which indicates «hac this
anotier members of MOO Tendy, T de futars, 0owill be e Gvald bave been scuiced ducing the myeopamsinis prwess,
important w consider dhis aspect of weacnem w obwin more This patern of retendon/los/gain of lacrase genes by groups of
rotiust phylogenciic patterns that will provide a clearee idea ol the species in Thchedeme may reflece phenomena of selective pressare
evolatimiary poocess of this eneymeans funcoen o ascomyuetes, assrtated with the Weayle of cach ol these specins,
This approach will allow for a bewner definidon of laccases wich The phylngeny chiained  shmws e dhe bypothea: of pen
similar functions among distiner species of this group of fungl. lavase genes i the convnon Trghedamas acestor wity later events
T'he phylogenetic separaton of the sublamilics of Laecases s of retenton, loss or gain can he extended w the Ascomyoetes
Tully congruent with dee analyst- of sites e claractersue seguences growp. I face, dhis asymmerocal parern o cleange: e geoe: farmlies
of each subfamily of zenes discussed above. Both the stucture and has been reporied Tor che case of faraby 28 ol asenmycete: glyonayl

nunber of genes [ound in the species of Trichederma and the hydrolases [68], where duplications and losses of genes in distinct
phylogeneuc analysis suggest that the common ancestor ol said groups of fungi within this subdivision are observed, Detailed
genus possessed two laccases, with one being intracellular and the studies of ascomycete genomes o lorate more laccase soenzymes

other excracellular, and carry oul a broader phylogenetic analysis would allow for the
Comparative genomic aznalysis together with the results of  corroboration of this hypothesis,
molecular phylogeny leads w the conclusion that the ancestral Analysis of the evolutionary patterns ol Trihedsnme laccases

state of Trshodsrmal Hypocreg was mycoparasiical and that it later  shows that the proportion of synonymious substitutions of the
acquired saprophytic characteristics that helped it o purswe its majority of enzymes varies between 56 and 78%, indicadng
prey through lignified subswates [27]. These studies have shown saturation (Table 3}, The exceptions were Tas_154312 and
that 7. atraviridz is the earliest species within the genus, whereas T. Ta_54145 (36%), 25 well as Tag 68620 and Ta_40409 (43%).
wirens and T, reecel appeared later, Furthermore, during the The majority of the non-synonymous substtutions show values
evolutionary process, T. reered lost a dgnificant quantity of the higher than 0%, indicating saturation, A low percentage ol non-
genetic information present in 7. atroviride, which was retained in - synonymous substitution is found in 36-37%, between 6 and 8%.
T. warens [27]. The number of Trchederne laccase genes and the These values, wogether with the percentage non-synonymous/
phylogenetic analysis of the prowins coded by these genes are percentage synonymous (pn/ps) proportons, show that the
congruent with the described scenario (Fig. 3h). Wih the majority of Trichederma extracellular laccases evolved under
generated data, it is possible to support the hypothesis that during  a process of purifying selection with the exception of Ta_71665,
the process of speciation, species such as 7. atweiride and 7. virens which has walues that indicate neuwral modifications (Table 3). In
maintained the original number of laccase genes present in the the case of the intracellular laccases, che majority of values indicare
common ancestor, while T harsionam and T. receef represent species neutral changes, although in the case of the pair Tas_63620 and
that lost copies of extracellular laccase. On the other hand, several  Ta_40409, purifying selection is shown,

lines of evidence swongly suggest that the Tas_71665 gene of T. Levasseur ¢f o, [25] found chae the TrLACgene, idenuified by
aspercllem was acquired through @ horizontal gene wander event.  (hose authors asa 7, reese laccase, evolved under positve selection.
This gene has the following structural features, which are discussed  However, as mentioned above, our data suggest that this gene is
in the previows sections: i) it hag the lowest GG-content (46%) ol all not a laccase sesu séncle but rather 15 another member of the MCO
known laccase genes; i) it has a unique stucture with seven  family. To this date, there are no studies that would allow us o
introns; i) the genome conext of this gene differs from those of compare the evolutionary pauerns of Trdiodenna laccases found in
other laccase genes in 7. asparafln; 1v) no orthologous genes were this study with those of ascomycete laccases.

found in the other analyeed Trichoderma species; v) compared to
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4.2 CAPITULO I

ARTICULO Il

En éste articulo en preparacion se reporta el escrutinio y seleccién de cepas
con potencial ligninolitico en 23 aislados silvestres de Trichoderma spp., para
someter en la revista internacional indizada Journal of Microbiology and

Biotechnology.
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SELECCION DE CEPAS SILVESTRES DE Trichoderma spp. CON ACTIVIDAD DE
LACASA EXTRACELULAR

Saila Viridiana Cazares-Garcia®, Ma. Soledad Vazquez-Garciduefias®, Virginia A.

Robinson-Fuentes®, Marina Arredondo-Santoyo®, Gerardo Vazquez-Marrufo®
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RESUMEN

El género Trichoderma incluye especies de gran importancia biotecnolégica debido a
su capacidad para producir glucanasas y xilanasas extracelulares que atacan al
material lignocelulésico. Son pocos los estudios relacionados con la produccion de
lacasa extracelular en especies de Trichoderma, y se ha evaluado un numero
limitado de cepas. En el presente trabajo se reactivaron cepas silvestres de
Trichoderma spp. preservadas en agua por tres afios, identificAndose como T
harzianum, T. tomentosum, T. koningii, T. atroviride, T. viride, T. gamsii y T.
viridescens mediante andlisis de la region ITS de rDNA y el gen tefl. La seleccion de
cepas con actividad de lacasa extracelular se realiz6 con ensayos de
decoloracién/oxidacion en medio soélido, empleando colorantes azo, antraquinona,
indigoide y trifenilmetano, ademas de acido tanico y guayacol. Todas las cepas
fueron capaces de decolorar Naranja de Metilo y oxidaron eficientemente al acido
tanico, pero no pudieron decolorar Azul Directo 71 ni Chicago Sky Blue 6B y oxidaron
débilmente al guayacol. Se seleccionaron las cepas CMU-1 (T. harzianum), CMU-8
(T. atroviride), CMU-218 (T. viride) y CMU-221 (T. tomentosum) para evaluar la
actividad de lacasa extracelular en medio liquido. La cepa CMU-8 no presenté
actividad basal de lacasa, mientras que las cepas CMU-1, CMU-218 y CMU-221
presentaron una actividad basal de 1313.88 mU/mL, 763.88 mU/mL y 799.53 mU/mL,
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respectivamente. Al adicionar rastrojo molido en la cepa CMU-1 se inhibi6 la
actividad con respecto al cultivo basal 0.66 veces, mientras que las cepas CMU-8,
CMU-218 y CMU-221 incrementaron su actividad 1321.52, 2.77 y 1.87 veces,
respectivamente. Los resultados muestran que las cepas analizadas poseen
potencial biotecnoldgico en procesos de degradacion de xenobidticos y pueden ser

buena fuente de lacasa extracelular.

Palabras clave: Trichoderma, lacasa extracelular, decoloracion, rastrojo.

INTRODUCCION

La lignocelulosa es el bloque de construccion de las plantas y el material organico
renovable mas abundante sobre la Tierra. Los componentes mayoritarios de la
lignocelulosa son celulosa, hemicelulosa y lignina (Sanchez, 2009). La lignina es un
biopolimero aromatico que rodea a las microfibrillas de celulosa y hemicelulosa,
proporcionandole gran resistencia e insolubilidad a la estructura vegetal (Theuerl y
Buscot, 2010). Bioguimicamente, la lignina es una red polimérica heterogénea,
amorfa y altamente ramificada, sintetizada a partir de la copolimerizacion oxidativa de
alcoholes p-hidroxicinamilicos (p-cumarilico, coniferilico y sinapilico) que estan
unidos fuertemente mediante enlaces C—-C y C-O-C (Sanchez, 2009). Debido a su
complejidad estructural, la lignina es recalcitrante al ataque quimico y biolégico, por
lo que actia como barrera de la degradacion del material lignoceluldsico. En la
naturaleza, los organismos de vida libre principalmente responsables de la
degradacion de la lignina son los hongos aerébicos filamentosos (Dashtban et al.
2010). La habilidad de los hongos para degradar lignina se debe a su capacidad para
secretar enzimas oxidativas. Las enzimas ligninoliticas mas importantes a este
respecto son las lignino peroxidasas (LiP; EC 1.11.1.14), las manganeso peroxidasas
(MnP; 1.11.1.13), las peroxidasas versétiles (VP; EC 1.11.1.16) y las lacasas (EC
1.10.3.2) (Leonowich et al. 2001). En particular, las lacasas son consideradas las
enzimas mas activas en la depolimerizacion de la lignina debido a su capacidad para
oxidar subunidades fendlicas y no fendlicas mediante la inclusion de mediadores

redox de bajo peso molecular (Nyanhongo et al. 2002).
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Las lacasas son metaloenzimas que pertenecen a la familia de las Multicobre
Oxidasas (MCOs). Son proteinas con una presencia ubicua en la naturaleza, ya que
han sido reportadas en plantas, insectos, bacterias y en practicamente todas las
especies de hongos examinadas (Theuerl y Buscot, 2010). Las lacasas fungicas,
ademas de catalizar la oxidacion de la lignina, participan en la sintesis de pigmentos,
en procesos de patogénesis, en interacciones competitivas, en la formacién del
cuerpo fructifero y en la respuesta a estrés ambiental (Morozova et al. 2007). Esta
diversidad funcional se debe a que las lacasas exhiben altos potenciales redox y
tienen baja especificidad por sustrato, por lo que actian sobre difenoles,
aminofenoles, polifenoles, poliaminas, hidroxiindoles y benzenotioles (Giardiana et al.
2010). La versatilidad catalitica de las lacasas fungicas ha sido aprovechada para su
aplicacion en la delignificacidbn y blanqueo de pulpa Kraft, en la sintesis de
biopolimeros y biocombustibles, en el tratamiento de forrajes, en la remocion de
colorantes, en la fabricacion de biosensores y en nanotecnologia (Mikolasch y
Schauer, 2009; Kudanga et al. 2011).

La amplia utilidad biotecnolégica de las lacasas extracelulares ha motivado el
interés en el escrutinio de nuevas cepas fungicas con altos niveles de produccién de
dicha actividad enzimatica (Levin et al. 2004; Dhouib et al. 2005), buscando
proteinas con diferente especificidad por sustrato, estabilidad y actividad, bajo
diversas condiciones de pH y temperatura (Halaburgi et al. 2011). La seleccion de
cepas ligninoliticas se ha realizado tanto en medio sélido adicionado con colorantes o
sustratos fendlicos como indicadores (Kiiskinen et al. 2004), como mediante el
monitoreo espectrofotométrico de cultivos en medio liquido (Kumar et al. 2011). Entre
los indicadores de actividad de lacasa extracelular usados comunmente se
encuentran el guayacol, el acido tanico (Kiiskinen et al. 2004), el ABTS (acido 2,2’-
azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato)) (Dhouib et al. 2005) y colorantes
poliméricos como el Azul Remazol Brillante-R (RBBR) y Poly R-478 (Selvam et al.
2012). Por otra parte, ademas de inductores inorganicos y organicos (Piscitelli et al.
2011), se ha evaluado la induccién de la actividad de lacasa extracelular de hongos
durante el proceso de degradacion de distintos residuos agricolas (Arora y Gill 2000).

lo cual tienen particular importancia en procesos de biocomposteo y alimentacion
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animal (Okano et al. 2005). Entre los residuos agricolas de mayor interés en términos
de nutricibn de rumiantes se encuentran los rastrojos de sorgo, maiz y trigo
(Dashtban et al. 2009), con los cuales se ha evaluado la induccion de lacasa
extracelular en distintas especies fangicas (Arora y Gill 2000; Patel et al. 2009).

Las especies del género Trichoderma son habitantes ubicuos del suelo, de
distribucién cosmopolita, considerados como los estados anamorfos del género
Hypocrea, la fase sexual que se encuentra dentro del orden Hypocreales y la familia
Hypocraceae, en el grupo Ascomycota (Samuels, 2006). Son componentes
predominantes de la micoflora en suelos agricolas, praderas, bosques, marismas,
desiertos y agua, en donde actian como degradadores del material lignoceluldsico
de troncos y hojarasca (Kubicek et al. 2003). Algunas de las especies de Hypocrea/
Trichoderma, particularmente H. jecorina/ T. reesei son conocidas como productoras
de celulasas y hemicelulasas a nivel industrial (Hermosa et al. 2000). Otras, como H.
lixii/ T. harzianum y H. atroviridis/ T. atroviride producen altos niveles de compuestos
antifangicos, antibiéticos y enzimas degradadoras de quitina y B-glucano, por lo que
han contribuido al control biolégico de fitopatbgenos y nematodos (Roberts et al.
2010). La alta adaptabilidad ecologica, asi como las capacidades metabdlicas de las
especies de Hypocra/ Trichoderma lo han convertido en uno de los géneros fangicos
de mayor interés industrial.

Aungue algunos trabajos han documentado la actividad extracelular de lacasa
en cepas silvestres de Trichoderma spp. (Sadhasivam et al. 2008; Chakroun et al.
2010), todavia es escaso el numero de cepas caracterizadas en ese sentido.
Recientemente se ha evaluado el papel de la actividad de lacasa extracelular de T.
viride en el proceso de micoparasitismo (Catalano et al. 2011) y nuestro grupo de
trabajo ha extendido la evidencia sobre la presencia de genes de lacasa extracelular
a otras especies del género (Cazares-Garcia et al. 2013). En el presente trabajo se
reactivaron de su conservacion en agua a 23 aislados silvestres de Hypocra/
Trichoderma provenientes del estado de Michoacan, México y se evaluo su
capacidad de decoloracién/oxidacién mediante ensayos en medio sélido. Las cepas
que presentaron mejores resultados de decoloracion y oxidacion fueron

seleccionadas para determinar los niveles de actividad de lacasa extracelular en
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cultivo en medio liquido tanto en estado basal como inducido con rastrojo de sorgo.
Se comparan los resultados obtenidos con los reportes existentes sobre
decoloracion/oxidacion y produccion de lacasa extracelular en Trichoderma spp. y

otros grupos de ascomicetes.

MATERIALES Y METODOS

Cepas de estudio

Se analizaron un total de 23 aislados silvestres los cuales forman parte del Cepario
Michoacano Universitario (CMU), perteneciente al Laboratorio de Conservacion y
Biotecnologia de Microorganismos de la Universidad Michoacana de San Nicolas de
Hidalgo (Michoacan, México). Las cepas de estudio se obtuvieron de muestras
obtenidas de distintos ecosistemas de bosque templado del estado de Michoacan
(Tabla 1, Fig. 1). Los aislados provienen de muestras de cuerpos fructiferos de
distintas especies de basidiomicetos. El aislamiento de las primeras cepas fue
circunstancial, pero debido a la presencia frecuente de Trichoderma spp. asociado a
basidiocarpos se considero interesante mantener las cepas obtenidas y aislar mas
cepas con el interés futuro de buscar asociaciones Trichoderma-basidiomycetes. Las
cepas tenian 3 afios guardadas en agua a temperatura ambiente y se reactivaron
para su estudio. Antes de su almacenamiento, las cepas fueron asignadas al género
Trichoderma mediante el andlisis de la regién interespaciadora (ITS) de la Unidad
Ribosomal Nuclear, aunque no se identificaron a nivel de especie. Las cepas se
almacenaron en el Cepario Michoacano Universitario y a cada una de ellas se le
asigno una clave de identificacion que consiste en las siglas del nombre del cepario
(CMU) seguido de un numero que hace referencia a su localizacion dentro del mismo
(Arredondo-Santoyo, 2009) (Tabla 2).
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Tabla 1. Datos de los aislados silvestres de Trichoderma spp. analizados en el presente trabajo.

CLAVE Fecha de Localidad de colecta Tipo de Sustrato de  CG
CMU colecta vegetacion colecta
dominante

CMU-1 24.09.05 Puerto Madrofio Bosqgue Pino- Basidiocarpo N 19°34°26.7”, W 101°13’36”
(Atecuaro) Encino

CMU-8 03.09.05 Parque Nacional Bosqgue Pino- Humus N 19° 39'44”, W 101°00°27”
“José Ma. Morelos”. Charo  Encino

CMU-14 03.09.05 Parque Nacional Bosqgue Pino- Basidiocarpo N 19° 39'44”, W 101°00°27”
“José Ma. Morelos”. Charo  Encino

CMU-16 03.09.05 Parque Nacional Bosqgue Pino- Basidiocarpo N 19° 39'44”, W 101°00°27”
“José Ma. Morelos”. Charo  Encino

CMU-18 08.09.05 Parque Nacional Bosqgue Pino- Basidiocarpo N 19° 39'44”, W 101°00°27”
“José Ma. Morelos”. Charo  Encino

CMU-19 08.09.05 Parque Nacional Bosqgue Pino- Basidiocarpo N 19° 39'44”, W 101°00°27”
“José Ma. Morelos”. Charo  Encino

CMU-21 25.09.04 Presa Gachupina. Bosqgue Pino- Basidiocarpo N 19°49.368’, W 100°39.246’
Cd. Hidalgo Encino

CMU-23 25.09.04 Presa Gachupina. Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°49.368’, W 100°39.246’
Cd. Hidalgo Encino

CMU-25 25.09.04 Presa Gachupina. Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°49.368’, W 100°39.246’
Cd. Hidalgo Encino

CMU-34 08.09.05 Parque Nacional Bosque Pino- Basidiocarpo N 19° 39'44”, W 101°00°27”
“José Ma. Morelos”. Charo  Encino

CMU-43 08.09.04 Cuto de La esperanza Pastizal Basidiocarpo N 19°17.00’, W 101°22.00’

CMU-44 25.09.04 Presa Gachupina. Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°49.368’, W 100°39.246’
Cd. Hidalgo Encino

CMU-51 25.09.04 Patzcuaro Bosque pino Basidiocarpo N 19°31.00’, W 101°36.00’

CMU-66 25.09.04 Presa Gachupina. Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°49.368’, W 100°39.246’
Cd. Hidalgo Encino

CMU-90 24.09.05 Puerto Madrofio Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°34°26.7”, W 101°13’36”
(Atecuaro) Encino

CMU-181 24.09.05 Puerto Madrofio Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°34°26.7”, W 101°13'36”
(Atecuaro) Encino

CMU-183 24.09.05 Puerto Madrofio Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°34°26.7”, W 101°13’36”
(Atecuaro) Encino

CMU-218 24.09.05 Puerto Madrofio Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°34°26.7”, W 101°13’36”
(Atecuaro) Encino

CMU-221 24.09.05 Puerto Madrofio Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°34'26.7”, W 101°13'36”
(Atecuaro) Encino

CMU-222 24.09.05 Puerto Madrofio Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°34°26.7”, W 101°13’36”
(Atecuaro) Encino

CMU-231 24.09.05 Puerto Madrofio Bosque Pino- Basidiocarpo N 19°34°26.7”, W 101°13’36”
(Atecuaro) Encino

La fecha aparece por dia/mes/afio; CG, Coordenadas Geograficas; Cd., Ciudad.
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Medios de cultivo

Se empled el medio minimo Vogel (MM) para el cultivo y mantenimiento del micelio
vegetativo de los aislados de Trichoderma spp., asi como para la generacién de
in6culos y para los ensayos de decoloracion y oxidacion en placa. La solucion stock
(50X) de MM estd compuesta por (g/L): NazCegHsO7-5H,0, 150; KH,PO,4 250;
NH4NO3, 100; MgSO,4-7H,0, 10; CaCl,-2H,0, 5; biotina (5 mg/100 mL etanol al 50%),
5 mL; solucion de oligoelementos, 5 mL. La solucién de oligoelementos contiene
(g/0.1 L): acido citrico-2H,0, 5; ZnSO4'H,0, 5; FeCl3-6H,0, 1; CuSO45H,0, 0.25;
MnCl,-4H,0, 0.072; H3BOgs, 0.05; Na,MoO42H,0, 0.05. Para la siembra de las
cepas, el stock se diluyé en agua destilada hasta obtener una concentracion final 1X
y se adicion6 1.5% de glucosa y Agar bacteriolégico (15 g/L). El Caldo Extracto de
Malta (CEM) se utilizd para la determinacién cuantitativa de la actividad de lacasa
extracelular. EI CEM consta de 1.0% de glucosa y 2% de extracto de malta. Los
medios se esterilizaron a 121 °C (15 Ib/in®) por 15 minutos.

Viabilidad celular

Inicialmente se confirmé la viabilidad de los aislados silvestres de Trichoderma spp.,
para ello, se recuperaron las cepas del CMU y se inocularon en MM sdélido. Los
cultivos se incubaron a 28 °C y se evalu6 diariamente el desarrollo del micelio. A
partir de estos cultivos se realiz6 una segunda resiembra y se incubaron a 28 °C
hasta que alcanzaron la fase de crecimiento logaritmica. Se obtuvieron porciones del
micelio vegetativo de cada una de las cepas y se colocaron en tubos de 1.5 mL que
contenian H,O destilada estéril y se almacenaron a 4 °C. A partir de estas muestras

se realizaron resiembras en MM sdélido para la obtencion de indculos.

Extraccion de ADN, ensayos de PCR y secuenciacion

El ADN gendmico se extrajo de cultivos con 5 dias de incubacion. Se recupero el
micelio y se congel6 en N liquido, se macero y se adiciond buffer de lisis (SDS 0.5%,
NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, Tris-HCI 200mM, pH 8.5). Se agregdé un volumen de
fenol/cloroformo, se agité en vortex por 1 min y se centrifugd para extraer la fase

organica. Después del tratamiento con RNAsa, se extrajo nuevamente con
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fenol/cloroformo y el ADN se precipitd con isopropanol. La pastilla se lavo con etanol
(70%) y se resuspendié en 30 uL de H,O destilada desionizada estéril (Kurtzman y
Robnet, 1998). La integridad del ADN se corroboré en geles de agarosa al 1%
tefidos con bromuro de etidio (BrEt) a una concentracién final de 0.5 pg/mL
(Sambrook y Russell, 2001). EI ADN de cada uno de los aislados se us6 como
templado para la amplificacion de la region ITS de la Unidad Ribosomal Nuclear
utilizando el par de oligonucleotidos ITS-1 (5—=TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e
ITS-4 (5-TCCTCCGCTTATTGATATGC-3') (White et al. 1990). Para la amplificacion
del gen que codifica para el Factor de Elongacion 1a (tefl) se usaron los primers
EF1-728F (5'-CATCGAGAAGTTCGAGAAGG-3') y EF1-986R (5'-
TACTTGAAGGAACCCTTACC-3') (Ru y Di, 2012). Las reacciones de amplificacion
se realizaron en un volumen final de 25 uL. Para todas las muestras la concentracion
de la mezcla de reaccion fue la misma: 10 mM de Buffer Tris-HCI pH 8.0; 1.5 mM de
MgCly; 0.2 mM de cada dNTP; 1 pM de cada oligonucleotido; 0.05 U de Taq
polimerasa recombinante (Invitrogen, USA); 1-2 ng/uL de ADN; el volumen final se
ajusté con H,O destilada desionizada estéril a 25 pL. Las reacciones de PCR se
realizaron en un termociclador Palm-Cycler™ Gradient thermal cycling (R Corbett Life
Science, USA) mediante el siguiente protocolo de amplificacion: un ciclo inicial de
desnaturalizacion a 95 °C por 3 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacién a 95
°C por 1 min, alineamiento a 55 °C por 30 segundos y extension a 72 °C por 2 min,
con una extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos de amplificacion
obtenidos se analizaron en geles de agarosa al 2% tefidos con BrEt a una
concentracion final de 0.5 pg/mL (Sambrook y Russell, 2001). Los productos de PCR
(ITS1-4, 650 pb; FE1a, 300 pb) fueron purificados y secuenciados por Macrogen Inc,
USA.

Identificacion y analisis filogenético

Las secuencias obtenidas de la amplificacion de las regiones ITS y tefl de los 23
aislados silvestres de Trichoderma, fueron analizadas individualmente en
TrichoMARK  (http://www.isth.info/tools/blast/preblast.php) y TrichoBLAST V1.0
(http://www.isth.info/tools/blast/preblast.php). Posteriormente, cada una de las
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secuencias se compard con la base de datos de NCBI GenBank mediante el
algoritmo BLASTnN. Las secuencias que presentaron una similitud mayor al 95% con
las secuencias de Trichoderma spp., fueron seleccionadas para crear una base de
datos local, a partir de la cual se construyeron alineamientos multiples con ClustalX
Vv2.0.11 (http://www.clustal.org/clustal2/) utilizando los parametros predeterminados.
Los alineamientos obtenidos se ajustaron manualmente y se realizé un analisis de
patron de sustitucion de nucleétidos en MEGA V5.05 (Tamura et al. 2011). El
algoritmo seleccionado fue Kimura-2 con distribuciéon gamma. Se construyé un arbol
filogenético con MEGA mediante el método de Méxima Probabilidad. La topologia del
arbol se corrobor6 con Neighbor-Joining (Kimura-2-Gamma) y la significancia

estadistica se evalud con un Bootstrap de 1000 réplicas.

Ensayos de decoloracién y oxidacién en placa

La determinacién cualitativa de la produccion de lacasa extracelular por parte de las
cepas silvestres de Trichoderma spp., se llevé a cabo en placas Petri (90 mm de
didmetro) que contenian 25 mL de MM suplementado con diferentes indicadores. Se
usaron los colorantes Naranja de Metilo (NM), Azul Directo 71 (AD-71), Azul Acido 1
(AA-1), Chicago Sky Blue 6B (CSB-6B) del grupo de los colorantes azo, indigo
Carmin (IC, indigoide), Azul Remazol Brillante-R (RBBR, antraguinona) y Fucsina
Acida (FA, trifenilmetano), todos a una concentracion de 250 mg/L (Nyanhongo et all.
2002). La solucién stock de cada uno de los colorantes se esterilizé por filtracion a
través de membranas Millipore de 0.45 uM de poro y se adicioné al medio de cultivo
después de que éste se esterilizd por autoclave. Los sustratos guayacol y acido
tanico se emplearon a una concentracion de 0.01 y 0.04%, respectivamente
(Kiiskinen et al. 2004). El guayacol se disolvio por separado en 20 mL de H,0
destilada y se adicion6é al medio de cultivo al momento de la esterilizacion por
autoclave. El acido tanico se disolvié en 50 mL de H,O destilada y se esterilizd por
separado antes de su adicion al medio de cultivo. Las placas fueron inoculadas con
precultivos en fase logaritmica de crecimiento, los inéculos se obtuvieron del borde
de la colonia con un sacabocados de 6 mm de diametro. El in6culo se coloco en el

centro de la placa y en todos los casos se incubé en oscuridad a 28° C. El
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crecimiento micelial se determind cada 12 horas, mediante la medicion del didmetro
colonial. El grado de decoloracion se determiné visualmente mediante la formacion
de un halo de decoloracion alrededor del micelio en crecimiento; la oxidacion del
guayacol se registré por la formacién de un halo café-rojizo en el medio de cultivo; y
la reaccion positiva con acido tanico se reveld con la aparicion de una zona café
oscuro (Kiiskinen et al. 2004; Nyanhongo et al. 2002). Todos los ensayos se

realizaron por triplicado.

Cultivo en medio liquido

Las cepas que presentaron los mayores niveles de decoloracion y oxidacion en placa
fueron cultivadas en medio liquido para determinar el crecimiento y los niveles de
actividad de lacasa extracelular en estado basal e inducido. Se utilizaron inoculos de
micelio provenientes de cultivos solidos en fase logaritmica de crecimiento. Los
inodculos se obtuvieron de los bordes de la colonia con un sacabocados de 6 mm de
didmetro. Las cinéticas de crecimiento y actividad en condiciones basales se
iniciaron adicionando tres inéculos en matraces Erlenmeyer de 125 mL conteniendo
25 mL de CEM. Los estudios de induccion enzimatica se llevaron a cabo mediante la
adicién de 0.5 g de rastrojo de sorgo (Sorghum sp.) por cada 25 mL de CEM. El
rastrojo fue macerado y esterilizado dos veces antes de su adicion al medio de
cultivo. Los matraces inoculados de la manera previamente descrita se incubaron a
28 °C y 120 rpm de agitacion. Se tomaron muestras cada 12 horas para determinar
el peso seco y la actividad de lacasa extracelular. Todos los ensayos se realizaron
por triplicado calculandose el promedio y la desviacién estandar y realizando una
prueba t de Student (p<0.05) para evaluar la significancia estadistica de las

diferencias entre las cepas y las condiciones de cultivo.

Actividad de lacasa extracelular y proteina total

La actividad de lacasa extracelular se determind espectrofotométricamente utilizando
ABTS como sustrato (Nagai et al. 2002). La mezcla de reaccion contenia 800 uL de
buffer Macllvaine pH 4.0 (0.1 M de acido citrico, 0.2 M de fosfato de sodio dibasico),
100 uL de ABTS 10 mM y 100 uL de la fase acuosa. La fase acuosa se obtuvo al
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filtrar el medio de cultivo a través de papel Whatman No. 2 y se centrifugd a 10,000
rpm por 1 min, para eliminar restos de micelio. Las muestras se incubaron a 30° C
por 20 min y la reaccion se detuvo al adicionar 100 pL de &cido tricloroacético al 5%
(v/v en agua). La formaciéon del radical cationico ABTS+ se midié por el incremento
de la absorbancia a 420 nm (es0 = 36 000 M cm™). Una unidad de actividad
enzimatica (U) se defini6 como la cantidad de enzima que cataliza la oxidacion de 1
umol de ABTS a 30 °C en 1 min. La proteina total se determind mediante el método
de Bradford (Bio-Rad Protein Assay) utilizando albumina bovina como estandar
(Bradford, 1976). Todos los ensayos se realizaron por triplicado calculandose el
promedio y la desviacién estandar y realizando una prueba t de Student (p<0.05)
para evaluar la significancia estadistica de las diferencias entre las cepas y las

condiciones de cultivo.

Compuestos quimicos

Los compuestos Naranja de Metilo, Azul Directo 71, Azul Acido 1, Chicago Sky Blue
6B, indigo Carmin, Azul Remazol Brillante R, Fucsina Acida, guayacol, acido tanico,
acido citrico, ABTS y la albamina bovina se obtuvieron de Sigma-Aldrich® (USA). El
acido tricloroacético de Fluka® (USA). El NaH,PO4-7H,0 y la glucosa de JT Baker®
(USA). El reactivo de Bradford se adquirié6 de BioRad® (USA). El extracto de malta y
el agar bacterioldgico de Difco® (USA). Todos los compuestos y reactivos empleados

fueron grado analitico y/o biologia molecular.

RESULTADOS

Cepas de estudio y viabilidad celular

Los aislados silvestres analizados en éste trabajo forman parte del Cepario
Michoacano Universitario que contiene mas de 150 especies de hongos filamentosos
incluidos basidiomicetos y ascomicetos. Las cepas de estudio se identificaron
previamente como especies del género Trichoderma y en base a ello fueron
seleccionadas para evaluar su capacidad para producir lacasas extracelulares. Se
recuperaron 23 cepas silvestres del género Trichoderma que fueron cultivadas en

MM solido para corroborar la viabilidad celular, esto debido a que estuvieron
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almacenadas por un periodo de 3 afios en el CMU. Las 23 cepas mostraron
crecimiento micelial a 28 °C, iniciando con el desarrollo de micelio sumergido que
evolucion6 a micelio aéreo de color blanco con un aspecto algodonoso o
aterciopelado de borde regular e irregular, dependiendo de la cepa. La formacion de
conidias hialinas fue evidente a partir del tercer dia de incubacion. En el caso de los
aislados CMU-14, CMU-16, CMU-18 y CMU-43 las conidias desarrollaron una
pigmentaciéon amarilla que con el tiempo fue cambiando a verde, indicando su
maduracion. No se observo coloracion en el anverso de las colonias. En todas las
cepas se detectd un ligero aroma a coco o alcanfor, siendo mas intenso en la cepa
CMU-8 y CMU-221. La mayoria de las cepas crecieron rapidamente, alcanzando el
limite de la placa entre las 72 y 96 horas de incubacién. Las cepas CMU-66, CMU-
218, CMU-231, CMU-234 y CMU-236 presentaron un crecimiento mas lento, que se

extendio hasta las 192 horas de incubacion (Fig. 2).
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Figura 2. Cinética de crecimiento de las cepas silvestres de Trichoderma spp. en MM sdélido. Las
cepas se incubaron a 28 °C y se midi6 el diametro colonial cada 24 h.

Identificacién genético molecular de los aislados silvestres

Las cepas de estudio se identificaron de manera preliminar como especies del
género Trichoderma con base en el analisis de la secuencia ITS. La identificacion a
nivel de especie de los aislados silvestres del género Trichoderma se llevo a cabo
mediante la amplificacion, secuenciacion y analisis filogenético de la region ITS y del
gen tefl. El analisis realizado en TrichoMARK y TrichoBLAST de las secuencias ITS

y tefl de los 23 aislados silvestres, confirmd que pertenecen al género Hypocrea/
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Trichoderma. En cada una de las secuencias se detectaron los codigos de barras
propuestos por Druzhinina et al. (2005) y que se utilizan para la discriminacion de las
especies de Trichoderma. Con base en éste andlisis los aislados CMU-1, CMU-14,
CMU-16, CMU-18, CMU-19, CMU-23, CMU-25, CMU-34, CMU-43, CMU-44, CMU-
51, CMU-90, CMU-181 y CMU-183 pertenecen a la especie H. lixii/ T. harzianum. El
aislado CMU-8 a H. atroviridis/ T. atroviride; CMU-21 a T. gamsii; CMU-66, CMU-231
y CMU-236 a H. viridescens/ T. viridescens; CMU-218 a H. rufa/ T. viride; CMU-221y
CMU-222 a T. tomentosum; y CMU-234 a H. koningii/ T. koningii. Estos resultados se
confirmaron mediante el andlisis filogenético (Fig. 3) realizado con la secuencia
parcial del gen tefl, en el cual se puede observar que los aislados CMU-1, CMU-14,
CMU-16, CMU-18, CMU-19, CMU-23, CMU-25, CMU-34, CMU-43, CMU-44, CMU-
51, CMU-90, CMU-181 y CMU-183 se agrupan con especies previamente
reportadas de H. lixii/ T. harzianum. Los aislados CMU-221 y CMU-222 se agrupan
con especies de T. tomentosum. Los aislados CMU-8, CMU-21, CMU-218 y CMU-
234 se agrupan con especies de H. atroviridis/ T. atroviride, T. gamsii, H. rufa/ T.
viride y H. koningii/ T. koningii, respectivamente. Los aislados CMU-66, CMU-231 y
CMU-236 se agrupan con distintas cepas de H.viridescens/ T. viridescens (Fig. 3-A).

El arbol filogenético generado muestra la separacion de las especies en dos
grandes clados. El primero de ellos estd formado por especies de la seccion
Pachybasium B, que incluye a H. lixii/ T. harzianum y T. tomentosum. El segundo
clado incluye a las especies de H. atroviridis/ T. atroviride, T. gamsii, H. rufa/ T.
viride, H. koningii/ T. koningii y H.viridescens/ T. viridescens que pertenecen a la
secciéon Trichoderma. Con las secuencias de la region ITS se construyeron diversos
arboles filogenéticos, sin embargo, en todos ellos se obtuvo una baja resolucion
(datos no mostrados). El patron de agrupamiento de los aislados silvestres de
Trichoderma spp., la separacion de los clados por secciones y un valor Bootstrap del
99%, respaldan fuertemente la identidad de las cepas silvestres de Trichoderma spp.
agui estudiadas.

Debido a que 14 de los 23 aislados silvestres de Trichoderma spp.,
pertenecen a la especie H. lixii/ T. harzianum, la resolucion del arbol en el clado de la

seccion Pachybasium es baja y por lo tanto, es dificil definir si se trata de cepas
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distintas de H. lixii/ T. harzianum. Para determinar la relacion filogenética entre estos
aislados, se vincularon las secuencias de la region ITS y tefl de los 23 aislados
silvestres de Trichoderma spp., y se construydo un &rbol filogenético. La
concatenacion de las secuencias produjo mayor resolucion entre los aislados de H.
lixii/ T. harzianum, confirmando la presencia de cepas genéticamente diferenciadas
(Fig. 3-B). Ademas, el arbol generado es consistente con el agrupamiento del arbol
del gen tefl (Fig. 2-A), excepto que hay un cambio en el agrupamiento de los
aislados CMU-19 y CMU-23, los cuales forman un solo clado con las cepas CMU-14,
CMU-18, CMU-16 y CMU-25. Este cambio de posicion al concatenar las secuencias
ITS y tefl, sugiere que puede haber diversidad genética adicional en el genoma de
estas cepas, lo que las hace aislados potencialmente prometedores para analisis

genomico.
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Figura 3. Relaciones filogenéticas de los aislados de Trichoderma estudiados. A. Arbol filogenético de
las secuencias de nucleotidos del gen tefl. Las secuencias de los aislados silvestres de Trichoderma
spp., estan indicadas con la clave CMU. Las secuencias seleccionadas de NCBI aparecen con el
namero de acceso al GenBank El arbol se construyd mediante el método de Maxima Probabilidad
utilizando el modelo Kimura-2-Gamma en Mega V5.05, a partir de alineamientos obtenidos en
ClustalX. Los numeros sobre las ramas representan el valor bootstrap y son el resultado de 1000
réplicas. La escala indica una distancia equivalente a 0.05 sustituciones de nucle6tido por sitio. B.
Dendograma de las regiones genéticas ITS-tefl concatenadas de las cepas silvestres de Trichoderma

Spp.
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Ensayos de decoloracién/oxidacion de las cepas de estudio

La capacidad de los aislados silvestres del género Trichoderma para degradar
compuestos fendlicos se evalu6 mediante ensayos de decoloracién y oxidacion en
placa. Todas las cepas de Trichoderma decoloraron mas de un colorante con
diferente nivel de eficiencia, pero ninguna fue capaz de decolorarlos todos (Tabla 2).
El Naranja de Metilo fue degradado por las 23 cepas evaluadas. Aunque el colorante
Fucsina Acida fue decolorado con mayor eficiencia que el Naranja de Metilo, los
aislados CMU-23, CMU-231 y CMU-236 no fueron capaces de actuar sobre éste. En
relacion a los colorantes Azul Acido 1, indigo Carmin y RBBR, la decoloracion inicié
con la formacién de zonas claras en el centro de la colonia, las cuales se extendieron
conforme incrementd el diametro micelial. Ninguna de las cepas fue capaz de
decolorar los medios con los colorantes Azul Directo 71 y CSB6B (Tabla 2). El tiempo
de decoloracion varié de acuerdo a la cepa y al tipo de colorante empleado. No
obstante, la decoloracion se observo después de 5 a 10 dias de que el micelio
alcanzé el limite de la placa.

Los ensayos con acido tanico resultaron en la aparicion temprana de una
coloracion café oscuro en el medio de cultivo. En algunos casos, particularmente en
las cepas CMU-1, CMU-8 y CMU-218, esta coloracién aparecio incluso desde las 12
horas de incubacion y se extendio con el avance micelial. La mayoria de los aislados
silvestres de Trichoderma spp., fueron capaces de oxidar el acido tanico con
diferente eficiencia; sin embargo, en las cepas CMU-18, CMU-25, CMU-34, CMU-43
y CMU-90 no se observo oxidacion aun cuando el micelio cubrio la placa. La mayoria
de las cepas de Trichoderma no fueron capaces de oxidar el guayacol. No obstante,
en algunos cultivos se observé una tenue coloracién café rojizo luego de que el
micelio llend la placa. En el caso de la cepa CMU-218 la oxidacion del guayacol se
presento desde el segundo dia y a medida que incrementd el tiempo de incubacion la

coloracién café rojizo fue mas intensa (Tabla 2).
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Al adicionar los diferentes compuestos al medio de cultivo, la mayoria de los aislados
presentaron un crecimiento micelial similar al control en MM (Tabla 2). En
condiciones control, la tasa de crecimiento oscilé entre 0.42 y 3.12 cm/dia, mientras
qgue el promedio del diametro micelial en cultivos suplementados con los indicadores
Naranja de Metilo, Azul Acido 1, Fucsina Acida, indigo Carmin, RBBR y Guayacol se
encontrd entre 0.71 y 3.03 cm/dia (Tabla 2). La presencia de Azul Directo 71, CSB6B
y acido tanico, inhibi6 el crecimiento de las cepas. Este efecto fue mas pronunciado
con CSB6B. En el caso de los aislados CMU-23, CMU-90, CMU-181, CMU-183,
CMU-218, CMU-221, CMU-222 y CMU-236 la adicion de los compuestos fendlicos
inhibid el crecimiento micelial, en tanto que en las cepas CMU-66, CMU-231 y CMU-
236 lo incrementd. En todos los cultivos se observé abundante formacion de

conidias.

Cinéticas de crecimiento en medio liquido y actividad de lacasa extracelular

Con base en los resultados de decoloracion y oxidacién, asi como en la capacidad
de crecimiento en presencia de los colorantes y sustratos empleados se
seleccionaron las cepas CMU-1, CMU-8, CMU-218 y CMU-221 para evaluar la
actividad de lacasa extracelular en medio liquido. En las cinéticas de crecimiento de
las cepas analizadas se observo una fase lag de duracién variable, seguida de un
crecimiento exponencial que se mantuvo hasta el noveno dia de incubacién. La cepa
CMU-218 mostré una fase lag de ocho dias, luego de la cual presentd una fase
exponencial de 12 h (Fig. 4). La produccion de biomasa fue similar en todas las
cepas analizadas, siendo T. atroviride (CMU-8) la que presenté los niveles mas bajos
(Tabla 3). La adicion de rastrojo de sorgo al medio de cultivo estimul6 el crecimiento
de todas las cepas. Este efecto fue mas pronunciado en la cepa CMU-8, seguido de
la cepa CMU-221 y CMU-1. En la cepa CMU-218, la produccién de biomasa entre el
cultivo con rastojo y el cultivo en estado basal no mostré diferencias significativas,

contrario a lo que se observé en el resto de las cepas (Tabla 3).
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Tabla 3. Actividad extracelular de lacasa y produccién de biomasa en cepas silvestres de Trichoderma spp.

Especie (Clave CMU) Biomasa Biomasa Relacién Actividad Actividad maxima Relacién de
(Basal) (RS) de biomasa maéaxima (Basal) (RS) actividad
Mg Mg (RS/ Basal) mU/mL mU/mL (RS/ Basal)
T. harzianum (CMU-1) 55.33 104.00 1.87 1313.88 875.42 0.66
(+ 0.001)* (+0.01)% (+0.04)% (+0.08)%
T. atroviride (CMU-8) 43.36 151.60 3.49 nd 1321.52 ~1321.52
(+0.002)° (+0.04)° (+0.03)°
T. viride (CMU-218) 65.96 79.20 1.20 763.88 2115.97 2.77
(+ 0.002)° (+ 0.003)° (+0.08)° (+0.1)°
T. tomentosum (CMU-221) 63.63 106.90 1.68 799.53 1502.31 1.87
(+0.001)" (+0.003)" (+0.06)° (+0.08)"

RS, incubacion en presencia de rastrojo de sorgo; nd, no detectada

En cada columna los valores que tienen diferente letra de superindice presentan diferencias son significativas (p<0.05).Para todas las
cepas, excepto para el crecimiento de CMU-218, las diferencias en los valores de crecimiento y actividad enzimatica entre los cultivos
basales y con RS son significativas.

En condiciones basales, la cepa CMU-1 mostré la maxima actividad de lacasa en el
sexto dia de incubacion, en tanto que en el cultivo con rastrojo de sorgo la maxima
actividad se present6 en el tercer dia de incubacion (Fig. 4). De manera interesante,
mientras que en condiciones basales la actividad de lacasa se presenté en fase
estacionaria, en el cultivo inducido ésta se mostré hacia la etapa final de la fase
exponencial y en el inicio de la estacionaria (Fig. 4).

Para la cepa CMU-8 no se detecto actividad de lacasa extracelular en el medio
no inducido, mientras que en el cultivo con rastrojo dicha actividad se extendié desde
el primero hasta el sexto dia de incubacion, con un maximo hacia el quinto dia (Fig.
4), momento en el que inicia una segunda fase logaritmica de crecimiento, después
de un estado estacionario transitorio.

En la cepa CMU-218 la actividad maxima de lacasa extracelular del cultivo
basal se presenté en el cuarto dia de incubacién, manteniéndose en niveles
detectables hata el sexto dia. En el cultivo con rastrojo de ésta cepa, la maxima
actividad de lacasa se detectd en el quinto dia de incubacion (Fig. 4). Mientras que la
actividad en el cultivo con rastrojo se presenté durante la fase estacionaria, en el
cultivo basal ésta aparecid durante la prolongada fase lag de la cepa y se detecto
todavia en el inicio de una fase logaritmica tardia.

Para el caso de la cepa CMU-221, en estado basal la maxima actividad de
lacasa se detectd en el noveno dia de incubacion, en tanto que en rastrojo de sorgo
fue en el cuarto dia de incubacion. Mientras que en el cultivo con rastrojo la actividad

de lacasa aparece desde el primero hasta el noveno dia de incubacién, en cultivo
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basal Unicamente se detecté en el noveno dia, en ambas condiciones dentro de la

fase estacionaria de crecimiento (Fig. 4).
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Figura 4. Cinéticas de crecimiento y actividad de lacasa extracelular de las cepas silvestres de
Trichoderma spp. Los cultivos se incubaron a 28 °C y 120 rpm. Se muestran las cinéticas de T.
harzianum (CMU-1), T. atroviride (CMU-8), T. viride (CMU-218) y T. tomentosum (CMU-221).

DISCUSION
Crecimiento de las cepas de estudio
En el presente trabajo se realizé un escrutinio del potencial ligninolitico en 23 cepas
silvestres de Trichoderma spp., con base en ensayos de decoloracion/oxidacion en
medio soélido. A las cepas seleccionadas se les realizé una evaluacién para
determinar la capacidad de produccion de lacasas extracelulares. Adicionalmente,
debido a que las cepas analizadas provenian de distintos ecosistemas de bosque
templado del Estado de Michoacan, pero no se habia corroborado plenamente su
identidad taxonomica, se realiz6 un analisis filogenético molecular con tal objetivo.

En México, los estudios enfocados a la caracterizacion de cepas de hongos
silvestres con potencial ligninolitico son escasos y estan enfocados principalmente a

la seleccion de basidiomicetos (Hernandez-Luna et al. 2008; Tapia-Tussell et al.
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2011; Cruz et al. 2012), aunque también se han evaluado especies de ascomicetos
(Vazquez-Garcidueias et al. 2012). Este estudio es el primero en analizar de manera
sistematica una coleccion de aislados del género Trichoderma provenientes de
México, con la finalidad de evaluar su capacidad para oxidar/decolorar distintos
compuestos fendlicos y producir lacasas extracelulares.

El aislamiento, preservacion y estudio de cepas fangicas nativas es de gran
importancia tanto para la proteccion del germoplasma como para ampliar los
conocimientos acerca de la biodiversidad en una regién determinada (Ryan y Smith,
2004); ademas, los ceparios fungicos ayudan a promover el desarrollo de procesos y
productos biotecnoldgicos en diversas areas de la industria (Ryan y Smith, 2004;
Cameotra, 2007). En particular, debido a la diversidad de aplicaciones potenciales, el
aislamiento de hongos silvestres con actividad ligninolitica ha sido de interés para
distintos grupos en diferentes regiones geograficas (Levin et al. 2004; Dhouib et al.
2005). Las cepas analizadas en el presente trabajo se recuperaron de stocks
conservados en agua destilada por mas de tres afios, por lo que la evaluacion de la
capacidad de crecimiento de dichas cepas era importante. Aunque las cepas
presentaron diferencias significativas en velocidad de crecimiento en medio solido,
los resultados obtenidos mostraron que todas las cepas analizadas conservaron una
capacidad fisiolégica adecuada para el crecimiento in vitro, ya que aun las cepas de
crecimiento mas lento fueron capaces de llenar la caja de cultivo en un maximo de 8
dias de incubacion.

Se ha documentado que T. viride (McGinnis et al. 1974), Trichoderma
harzianum, Trichoderma koningii y Trichoderma sp. (Bueno y Gallardo, 1998) pueden
sobrevivir almacenados en agua destilada hasta 24 meses. Aqui se reporta la
posibilidad de conservar cepas de distintas especies del género Trichoderma hasta 3
afios en agua. La preservacion en agua puede ocasionar modificaciones fisiologicas
y genéticas de las cepas; no obstante, dicho método sigue siendo ampliamente
utilizado debido a su bajo costo y sencillez (Ryan y Smith, 2004). Los resultados aqui
obtenidos confirman que la preservacidon en agua es un método adecuado para
conservar a mediano plazo cepas del género Trichoderma, aunque no se evaluo la

presencia de modificaciones genéticas durante el proceso de guardado, algo que
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seria interesante analizar a futuro. Adicionalmente, aunque previamente se ha
documentado la aplicacion de marcadores genético moleculares para la identificacion
de cepas de Trichoderma depositadas en ceparios (Kuhls et al. 1995), en este
trabajo se utilizan por primera vez la region ITS de la Unidad Ribosomal Nuclear y el
gen del factor de alargamiento de la traduccion (tefl), para validar la identidad de

cepas de Trichoderma spp. depositadas en un cepario y reactivadas para su estudio.

Andlisis filogenético de las cepas de Trichoderma spp.

La correcta identificacion de las especies del género Hypocrea/Trichoderma es de
suma importancia para establecer patrones de diversidad, ecologia y filogenia.
Ademas, una identificacion adecuada posibilita un buen uso de especies de interés
biotecnoldgico e industrial. El enfoque clasico para la identificacion de las especies
del género Trichoderma se ha basado en las diferencias morfolégicas y en los
patrones de crecimiento. Sin embargo, debido a la homoplasia de los caracteres
morfologicos dentro del género, la identificacidn de las especies es complicada y
propensa a errores (Kubicek et al. 2008).

El desarrollo de técnicas moleculares ha facilitado en gran medida la
taxonomia y filogenia de las especies del género Trichoderma (Lu et al. 2004). A la
fecha, se ha reportado la identificacibn de cientos de cepas de Hypocrea/
Trichoderma mediante el uso de diversos marcadores filogenéticos. La region
interespaciadora (ITS) de la Unidad Ribosomal Nuclear es uno de los marcadores
mas usados, debido a que es especifica de especie y esta presente en mas de 90
copias por genoma, por lo que puede ser facilmente amplificada. Por lo anterior, los
primeros analisis filogenéticos se realizaron empleando dicha regién genética. Asi,
Hermosa et al. (2000) reportaron la identificacién y caracterizacion molecular de 16
aislados de Trichoderma spp., a partir del analisis de la region ITS1-5.8S-ITS2
(identificada también solo como ITS). No obstante, un inconveniente en el uso de la
region ITS es que en algunos clados proporciona baja resolucion filogenética,
particularmente en aquellas que estan formadas por especies estrechamente
relacionadas (Samuels, 2006). Esta puede ser una de las razones que contribuye a

explicar la baja resolucion filogenética obtenida en los distintos arboles construidos
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en base a la region ITS de los aislados silvestres de Trichoderma spp., analizados en
éste trabajo (datos no mostrados).

Los estandares actuales indican el empleo de dos o mas marcadores
moleculares para la correcta identificacion de las especies dentro de Trichoderma y
que la relacion filogenética debe de ser congruente entre arboles construidos a partir
de diferentes genes (Chaverri et al. 2003). Ademas de la region ITS, otros 10 loci o
fragmentos de genes han sido evaluados con el objetivo de incrementar la certeza en
la identificacion de las especies de Hypocrea/ Trichoderma, siendo los mas
prometedores el factor de elongacion 1-alfa (tefl y EF-7a) y la endoquitinasa 42
(ech42) (Kullnig-Gradinger et al. 2002; Druzhinina et al. 2005). El gen tefl es mas
variable que la regién ITS, por lo que proporciona una excelente resolucién y altos
valores bootstrap en cladas conformadas por taxones estrechamente relacionados
como H. lixii/ T. harzianum, o especies de H. rufa (H. atroviridis/ T. atroviride, H.
koningii/ T. koningii y H. rufa/ T. viride) (Druzhinina et al. 2005). Empleando la
combinacion de genes ITS y tefl, Roberts et al. (2010) pudieron identificar 33
aislados de Trichoderma spp.

Por todo lo anterior, en el presente trabajo se realizé el andlisis filogenético de
las cepas de estudio empleando la region ITS y del gen tefl, lo cual permitié definir
de manera robusta la identidad taxonOmica de los aislados silvestres de
Trichoderma. Con base en dicho andlisis, se logré determinar que 14 de las 23 cepas
pertenecen a la especie T. harzianum (CMU-1, CMU-14, CMU-16, CMU-18, CMU-19,
CMU-23, CMU-25, CMU-34, CMU-43, CMU-44, CMU-51, CMU-90, CMU-181 y CMU-
183) y el resto a H. atroviridis/ T. atroviride (CMU-8), T. gamsii (CMU-21), H.
viridescens/ T. viridescens (CMU-66, CMU-231 y CMU-236), H. rufa/ T. viride (CMU-
218), T. tomentosum (CMU-221 y CMU-222) y H. koningii/ T. koningii (CMU-234). La
identificacion de las especies de Hypocrea/ Trichoderma se ha realizado alrededor
del mundo (Kubicek et al. 2003), siendo T. harzianum la especie mas comunmente
encontrada y la Unica realmente considerada como cosmopolita (Samuels, 2006).
Esto puede explicar por qué el 60% de los aislados silvestres de Trichoderma
reportados en éste trabajo pertenecen a la especie de T. harzianum. No obstante, es

importante tener en cuenta que T. harzianum es considerado un complejo, el cual
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esta constituido de subgrupos cuya jerarquia taxondémica aun no ha sido bien
definida (Druzhinina et al. 2010). Por lo que algunos de los aislados aqui estudiados,
pueden pertenecer a distintos subgrupos dentro de dicho complejo, algo que tiene

que ser evaluado con mayor profundidad a futuro.

Ensayos de decoloracién/oxidacién de Trichoderma spp.
Los ensayos de decoloracion/oxidacion en medio sélido han sido ampliamente
utilizados para la seleccion de cepas fungicas productoras de enzimas ligninoliticas
extracelulares. Sustratos fenolicos como el guayacol (Arora y Sandhu, 1985; Morisaki
et al. 2001; Kiiskinen et al. 2004; Erden et al. 2009) y el &cido tanico (Kiiskinen et al.
2004; Lin et al.,, 2011); asi como colorantes entre los que se incluye al RBBR
(Kiiskinen et al. 2004; Yamaguchi et al. 2007; Casieri et al. 2010) y otros utilizados
en el presente trabajo, han mostrado su eficiencia para la seleccion de cepas con
potencial biotecnolégico. Este tipo de ensayos ha permitido aislar cepas de
Trichoderma spp. con capacidad de decoloracion (Kiiskinen et al. 2004; Dhouib et al.
2005; Gochev y Krastanov, 2007), algunas de las cuales presentan actividad de
lacasa extracelular en medio liquido (Dhouib et al. 2005; Gochev y Krastanov, 2007).
Hay pocos reportes sobre la capacidad de decoloracion de colorantes
industriales por parte de cepas de Trichoderma. En la mayoria de los casos se ha
analizado especificamente la capacidad del micelio para absorber colorantes, sin
evaluar alguna posible actividad enzimatica involucrada (Abd EI-Rahim et al. 2003,
Sadhasivam et al. 2007 a, Sivasamy y Sundarabal 2011). Se ha documentado la
capacidad de una cepa marina de Trichoderma sp. para decolorar medio liquido con
RBBR, aunque no esta claro si es mediante absorciébn o proceso enzimatico (Da
Silva et al. 2008). Solo un estudio documenta la actividad de lacasa de T. harzianum
en extracto crudo y fue purificada para degradar colorantes (Sadhasivam et al. 2009),
pero como se discute mas adelante es poco probable que dicha enzima sea una
lacasa sensu stricto, ya que esta especie no posee genes de lacasa extracelular.
Aungue en este estudio no se evalud la capacidad de decoloracion en medio liquido

en relaciéon a la actividad de lacasa extracelular, el escrutinio en medio soélido
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permitio identificar cepas con actividad de lacasa extracelular, lo cual fue corroborado
con ensayos en medio liquido.

Las cepas silvestres de Trichoderma spp. aqui estudiadas presentaron
diferente capacidad para decolorar/oxidar los compuestos utilizados. En la busqueda
de hongos ligninoliticos previamente se han documentado distintos patrones de
decoloracion/oxidacion entre cepas; aunque la mayoria de dichos andlisis se han
realizado en distintos grupos taxondémicos o ecologicos de hongos basidiomicetes
(Jaros-Wilkolazka et al. 2002, Barrasa et al. 2009, Anastasi et al. 2010, Casieri et al.
2010). En basidiomicetes de especies del mismo género se han documentado
diferencias interespecificas e intraespecificas para decolorar el colorante RBBR y
otros colorantes probados en el presente estudio, por ejemplo, en especies de los
géneros Agaricus, Heterobasidion y Suillus, entre otros (Casieri et al. 2010). No
obstante, en ascomicetes o sus estados anamorfos no existen estudios similares en
los que se documenten diferencias interespecificas o intraespecificas en un grupo de
especies del mismo género. En el presente trabajo, las diferencias tanto
interespecificas como intraespecificas son evidentes ya que ain en T. tomentosum,
del cual Unicamente se contrastaron dos cepas, se pudieron observar variaciones en
la capacidad de oxidacion/decoloracion. Este resultado enfatiza la importancia de
seguir realizando estudios de seleccion de cepas en hongos en general y dentro del
género Trichoderma en particular; ya que siempre es factible encontrar nuevas
variantes fisiolégicas/genéticas de una especie previamente estudiada y descartada
por su aparente falta de potencial biotecnolégico.

Kiiskinen et al. (2004) reportaron una mejor correlacion entre los ensayos de
decoloracién y la oxidacién de guayacol, que con el empleo de acido tanico, algo no
observado en las cepas de Trichoderma aqui estudiadas. En general, la mayoria de
las cepas pudieron oxidar mas eficientemente el acido tanico que el guayacol. El
guayacol es un monofenol sustituido que es oxidado por las lacasas a aldehidos y
mediante una reaccidén de polimerizacién forman zonas café-rojizo en el medio de
cultivo (Buddolla et al. 2008). El acido tanico es un compuesto polifendlico, con una
estructura similar a la lignina, que al ser oxidado por las lacasas forma estructuras

cromoforas facilmente detectables. Cuando es oxidado por una lacasa, el sustrato
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pierde un solo electréon y usualmente forma un radical libre (Bento et al. 2010). En el
caso de los cultivos de Trichoderma spp. adicionados con acido tanico, los radicales
libres pueden estar actuando como mediadores redox para facilitar la oxidacion de la
molécula.

La eficiencia de la oxidacién depende de la estructura quimica de cada
colorante, ya que pequefas diferencias estructurales pueden afectar marcadamente
su oxidacion. Estas diferencias son debidas, al menos en parte, a la distribucion
electronica y a la densidad de carga (Lucas et al. 2008). Se ha reportado que los
colorantes tipo azo son mas recalcitrantes a la transformacién fangica que colorantes
con otras estructuras quimicas (Jaros-Wilkolazka et al. 2002), debido a que los
grupos azo y sulfo unidos a anillos aromaticos no se presentan naturalmente. Esto
coincide, de manera general, con el esquema de decoloracion de las cepas silvestres
de Trichoderma spp., puesto que no fueron capaces de degradar los colorantes azo
Azul Directo 71 y CSB6B. No obstante, el Naranja de Metilo, otro colorante azo, fue
el Unico colorante degradado por todas las cepas de Trichoderma spp. En éste
sentido, se ha reportado que la biodegradabilidad del colorante esta relacionada a la
naturaleza, al numero y a la posicion de los sustituyentes en el anillo fendlico. La
posicion para- en relaciéon al grupo azo, asi como la presencia de grupos metil o
metoxi, parecen ser mas favorables para la donacién de los electrones (Pasti-Grigsby
et al. 1992). Estas dos caracteristicas estan presentes en la estructura quimica del
Naranja de Metilo, lo que podria explicar por qué fue el Unico azo-colorante atacado
por todas las especies y cepas de Trichoderma.

El hecho de que la mayoria de los aislados de Trichoderma spp. decoloraron
la Fucsina Acida y el Azul Acido 1 es interesante, ya que previamente se ha
documentado que la lacasa de hongos basidiomicetos (Trametes versicolor) y
ascomicetos (Aspergillus oryzae y Paraconiothyrium variabile) atacan lentamente a
los colorantes del tipo trifenilmetano, requiriendo de tiempos de incubacidon mas
largos para su degradacion (Forootanfar et al. 2012). Por lo anterior, este resultado
sugiere que las capacidades cataliticas de la lacasa producida por algunas cepas de

Trichoderma le permiten degradar colorantes recalcitrantes.
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Se ha reportado que la capacidad fungica para oxidar colorantes es un
proceso del metabolismo secundario que ocurre Unicamente cuando disminuyen los
niveles de nutrientes (Levin et al. 2004). Es muy factible que dicho proceso fisiol6gico
se esté presentando en las cepas de Trichoderma evaluadas, ya que la decoloracion
de algunos de los colorantes se evidencié después de 15 dias de incubacion, cuando
los cultivos se encuentran en fase estacionaria de crecimiento.

Ademas del presente trabajo, existen reportes previos sobre la capacidad de
hongos ascomicetos y sus estados anamorfos para decolorar colorantes con
distintas estructuras quimicas. Por ejemplo, se ha reportado la capacidad de los
hongos filamentosos Pestalotia sp. y Tolypocladium sp. y la levadura Geotrichum sp.
para decolorar colorantes tipo azo y antraquinona (Jarosz-Wilkoftazka et al. 2002). En
algunos casos dicha actividad ha sido directamente relacionada con la actividad de
lacasa extracelular. Asi, se ha documentado la capacidad de la lacasa del
ascomicete Myceliophthora thermophila para decolorar colorantes del tipo de las
antraquinonas y azo (Naranja de Metilo), en ausencia y en presencia de un mediador
redox (Kunamneni et al., 2008); aunque dicha enzima no atac6 al colorante RBBR.
Las lacasas de los hongos ascomicetos Aspergillus oryzae y Paraconiothyrium
variabile degradaron eficientemente el colorante RBBR (Forootanfar et al. 2012).

Tanto los resultados aqui mostrados como los antecedentes de la literatura,
muestran que la blsqueda de ascomicetes con capacidades de
decoloracién/oxidacion in vitro permite la identificacion de cepas con potencial
biotecnoldgico y, particularmente, de aquellas que producen lacasas extracelulares
con caracteristicas cataliticas particulares. No obstante, después del escrutinio en
medio sélido, siempre es necesario realizar ensayos que demuestren la actividad de
lacasa en las cepas seleccionadas, ya que se ha comprobado que la
oxidacion/decoloracion puede ser mediada por otras actividades enzimaticas (Yang
et al. 2003) o por procesos nho enzimaticos, como la oxidacion por metales

(Podgornik et al. 2001a) y la bioabsorcion (Anastasi et al. 2009).

Actividad de lacasa basal e inducida de las cepas seleccionadas
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Con base en los ensayos de decoloracién/oxidacién, las cepas seleccionadas para
los ensayos de actividad de lacasa en medio liquido fueron de las especies T.
harzianum (CMU-1), T. atroviride (CMU-8), T. viride (CMU-218) y T. tomentosum
(CMU-221). El cultivo en medio liquido de estas cuatro especies bajo condiciones
basales e inducidas con rastrojo de sorgo, permitié determinar cuantitativamente la
actividad de lacasa extracelular. En general, los picos de maxima actividad tanto
basal como inducida, se observaron en las fases estacionaras de crecimiento. No se
detectaron actividades de lacasa basales de T atroviride y T. tomentosum vy, de
manera interesante, en el caso de la cepa CMU-1 de T. harzianum, la actividad basal
de lacasa detectada es superior a aquella producida por la adicion de sorgo.

La deteccion de actividad enzimética de lacasa extracelular en la cepa de T.
harzianum resulta sorpresiva, ya que en el genoma de la cepa CBS 433.97 de dicha
especie, no se detectaron genes que codifiquen lacasas extracelulares (Cazares-
Garcia et al. 2013). No obstante, otros estudios ha reportado la actividad de lacasa
extracelular en cepas de T. harzianum (Savoie et al., 2001; Holker y Hofer, 2002;
Sadhasivam et al. 2008; Gao et al. 2013), y se ha vinculado dicha actividad en la
decoloracién de distintos colorantes azo (Sadhasivam et al. 2009) y al tratamiento de
residuos de papel con impresiones térmicas (Divya et al. 2013a). También se ha
reportado la actividad de lacasa asociada a conidias (Pokorny et al. 2005; Griffith et
al. 2007) y extractos de micelio (Griffith et al. 2007) de T. harzianum, pero dicha
localizacion intracelular si es congruente con con el analisis bioinformético.

Diversas explicaciones pueden responder a la contradiccién entre el analisis
gendmico y la evidencia experimental reportada. Asumiendo que los resultados del
analisis genémico bioinformético se aplican a todas las cepas de T. harzianum, una
posibilidad es que las cepas de dicha especie en las que se ha detectado actividad
de lacasa extracelular no se hayan identificado correctamente y pertenezcan a otra
especie del género Trichoderma. En algunos casos la identificaciéon de las cepas
reportadas ha sido unicamente morfologica (Sadhasivam et al. 2007 b), lo que, como
se comentd anteriormente, puede llevar a errores de clasificacion (ver apartado de
analisis filogenético en ésta discusion). Esto ha ocurrido en el caso de la cepa

NFCCI-2745, la cual fue inicialmente reportada como T. harzianum (Divya et al.

71



Cézares-Garcia, S. V. J UM.S.N.H., 2014
s P s S i =

2013a) y posteriormente ha sido documentada como T. viride (Divya et al. 2013b),
clasificacion que aun puede ser erronea debido a la falta de analisis filogenético en
dicha cepa. En el caso del presente trabajo, la posibilidad de una identificacion
erronea de la cepa CMU-1 es significativamente baja, ya que el analisis filogenético
realizado es robusto y se han contemplado los criterios estandar para la identificacién
y el barcoding de las especies dentro del género Trichoderma (ver apartado de
analisis filogenético de esta discusion).

Una segunda posibilidad para explicar la actividad de lacasa extracelular en
cepas de T. harzianum es que el resultado del analisis gendmico bioinformético de la
cepa CBS 433.97 no sea representativo de todas las cepas de esta especie y exista
variacion intraespecifica en ese sentido. Variaciones intraespecificas en el nimero
de genes de lacasa han sido sugeridas para el basidiomicete fitopatdgeno
Heterobasidion annosum, en donde es posible que una cepa homocariética haya
perdido uno de los genes para dicha funcidn enzimatica (Asiegbu et al. 2004). En el
caso del género Morchella de hongos ascomicetes se han encontrado diferencias en
los patrones de amplificacién mediante PCR y clonacion de genes laccasa-like entre
cepas de M. crassipes y M. elata, lo que puede sugerir diferencias intraespecificas en
el nimero de genes de lacasa en dichos taxa, lo cual no es explorado por los autores
(Kellner et al. 2007).

La tercera posibilidad es que las actividades extracelulares detectadas en las
cepas de T. harzianum no correspondan a las de lacasas sensu stricto. Aunque el
ABTS ha sido utilizado de manera universal para la medicion de la actividad de
lacasa en hongos, dicho compuesto puede ser oxidado por otras oxidasas y
peroxidasas extracelulares (Camarero et al. 1999, Larrondo et al. 2003). Por otra
parte, nuestro grupo de trabajo ha detectado la presencia de genes que codifican
para enzimas lacasa-like en T. harzianum (Cazares-Garcia et al. en preparacion), por
lo que este puede ser un factor que contribuya a detectar actividad extracelular de
lacasa en dicha cepa, aunque no se trate de una lacasa sensu stricto. Por ultimo, se
ha documentado que factores no enzimaticos como el Mn(ll) pueden producir la

oxidacion del ABTS, ocasionando falsos positivos en la deteccion de actividad de
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lacasa extracelular (Podgornik et al. 2001b), algo que también debe tomarse en
cuenta en relacion a la deteccion de actividad de dicha enzima en T. harzianum.

En el caso de T. atroviride se obtuvo una actividad méaxima de 1321.52 mU/mL
hacia el quinto dia de incubacion, en presencia de rastrojo. Previamente se ha
reportado la induccién en presencia de cobre de lacasa extracelular en la cepa CTM
10476 de T. atroviride, alcanzando un maximo de actividad de 661 mU/mL hacia el
séptimo dia de incubacion (Chakroun et al. 2010). En esta especie también se ha
reportado la actividad de lacasa en conidias (Pokorny et al. 2005). De manera similar
a lo encontrado en el presente estudio, en la cepa CTM 10476 no se observo
actividad de lacasa extracelular basal, por lo que es necesaria la adicién de cobre
para su medicion (Chakroun et al. 2010). Asi, aunque el inductor empleado y el
medio de cultivo fueron diferentes, los resultados encontrados para dos cepas
distintas de T. atroviride son congruentes, y muestran que sustancias organicas e
inorganicas pueden inducir significativamente la actividad de lacasa extracelular en
esta especie. Se ha comprobado que la adicion de cobre induce la transcripcion en
los genes de lacasa en hongos (Piscitelli et al. 2011). En el caso particular de
ascomicetes la regulacion transcripcional por cobre se ha documentado en
Gaeumannomyces graminis (Litvintseva y Henson 2002) y Podospora anserina
(Fernandez-Larrea y Stahl 1996). Aungque en otras especies de ascomicetes no se
presenta la regulacion transcripcional de lacasa con cobre (Cordoba-Cafiero y
Roncero 2008).

La cepa CMU-218 de T. viride presentd la maxima actividad de lacasa
extracelular tanto basal como inducida. En T. viride se ha documentado la actividad
de lacasa extracelular con valores maximos de 3 U/mL (Krastanov et al. 2007).
También se ha reportado la actividad de lacasa asociada a conidias de T. viride
(Pokorny et al. 2005). De manera interesante, la maxima actividad de lacasa
extracelular inducida con cobre en T. viride en el estudio de Krastanov et al. (2007)
se presenta hacia el cuarto dia de incubacion, mientras que en este estudio se
observa en el quinto dia de incubaciéon, lo cual muestra congruencia entre los

estudios, no obstante las diferencias en los medios de cultivo empleados.
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En distintas especies de hongos ascomicetes que incluyen a Podospora
anserina (Fernandez-Larrea y Stahl 1996), Botryosphaeria sp. (Dekker y Barbosa
2001) Gaeumanomyces graminis var. tritici (Litvintseva y Henson 2002), Fusarium
oxysporum (Cordoba y Roncero 2007) y A. niger (Tamayo-Ramos et al. 2011) se ha
reportado la presencia de isoenzimas de lacasa. En el caso de basidiomicetos,
también se han reportado isoformas que provienen del mismo gen y que difieren
entre si debido a procesos de splicing alternativo (Giardina et al. 2007) o diferentes
modificaciones postraduccionales (Ruhl et al. 2013). Por lo anterior, aunque el
analisis genémico bioinformético sugiere que, en general, las especies del género
Trichoderma tienen uno o maximo dos genes que codifican para la actividad de
lacasa extracelular (Cazares-Garcia et al. 2013), no se puede excluir la posibilidad de
que procesos de splicing alternativo o modificacidbn postraduccional generen
variantes de lacasa adicionales.

En este trabajo se reporta por primera vez la actividad de lacasa extracelular
en T. tomentosum (CMU-221). Otras especies del género no evaluadas en este
trabajo en las que se ha reportado la actividad de lacasa extracelular son T.
longibrachiatum (Krastanov et al. 2007), y Trichoderma reesei (Levasseur et al.,
2010). No obstante, en este ultimo caso es factible que no se trate de una lacasa
sensu stricto, ya que el andlisis genomico bioinformatico no detecté genes
codificantes para la actividad de lacasa extracelular sensu stricto en dicha especie
(Cazares-Garcia et al. 2013).

Aunque la mayor parte de los estudios de deliginificacion de rastrojo y de
actividad de lacasa extracelular en presencia de dicho sustrato se han llevado a cabo
en hongos basidiomicetes (Vyas et al. 1994, Arora y Gill 2000, Patel et al. 2009), se
ha sugerido que los hongos ascomicetes pueden participar en el reciclaje de lignina
en ecosistemas acuaticos (Simonis et al. 2008) y se han encontrado cepas de éste
altimo grupo de hongos capaces de actuar sobre lignina de rastrojo (Chang et al.
2012, Wulandari et al. 2013). Ya sea con fines ecolégicos o biotecnolégicos, la
participacion de cepas de Trichoderma en la degradacion de rastrojo utilizado como
alimento para rumiantes de granja se ha evaluado por cerca de 30 afos
(Meevootisom et al. 1984, Bowen 1990, Bowen y Harper 1990, Peiji et al. 1997,
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Thygesen et al. 2003, Llewellyn et al. 2010, van Gool et al. 2012). Aunque en la
mayoria de dichos estudios se ha evaluado principalmente el papel de Trichoderma
spp. en la degradacion de celulosa y hemicelulosa, también se ha considerado el
posible papel de fenol oxidasas en el ataque a la pared celular vegetal (Meevootisom
et al. 1984, Druzhinina et al. 2012).

El rastrojo mostré una inhibicién de 0.66 veces en la actividad enzimatica
extracelular detectada en T. harzianum (CMU-1) con respecto a la actividad basal.
Como se mencion6 anteriormente, muy probablemente la actividad que detectada en
este caso sea de una ferroxidasa-lacasa, y no de una lacasa sensu stricto. Aunque
en algunos de los estudios reportados en la literatura muy posiblemente la actividad
de ferroxidasa-lacasa sea la que se este midiendo, no se ha realizado a la fecha un
analisis de induccién especifico para evaluar esta actividad enzimatica en hongos. A
futuro seria interesante en estudios de induccion disefiar experimentos que puedan
distinguir entre las dos actividades enzimaticas para evaluar la redundancia funcional
o la expresion diferencial en un miso proceso fisiolégico.

El rastrojo produjo una induccion de la actividad enzimatica extracelular de
1.87 veces en T. tomentosum (CMU-221). No obstante, en esta cepa no se obtuvo
un producto de amplifcacion de lacasa sensu stricto con los iniciadores disefiados,
por lo que es factible que también en esta cepa se esté determinado la actividad de
ferroxidasa-lacasa; aunque, como se comentd anteriormente, no se puede excluir en
esta cepa la presencia de otra lacasa extracelular adquirida por transferencia
horizontal.

En las cepas CMU-8 deT. atroviride y CMU-218 de T. viride, el rastrojo
provocé una induccibn de aproximadamente de 2.77 y 1321.52 veces,
respectivamente, en relacion a la actividad basal. En éste ultimo caso se considera la
actividad detectada en medio con rastrojo con el nimero de veces que se indujo con
respecto a la basal que no fue detectada. La inhibicion de la actividad observada en
T. harzianum, apoya la hipotesis de que la actividad detectada no es de una lacasa
sensu stricto, puesto que el comportamiento enzimatico difiere del resto de cepas
analizadas. Recientemente se estudié el transcriptoma de T. reesei inducido con

rastrojo de trigo (Bischof et al. 2013) y el secretoma de la misma especie inducido
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con rastrojo de maiz (Adav et al. 2012); mientras que en el primer caso no se
reportan transcritos relacionados con la actividad de lacasa, en el segundo caso se
reporta la induccién de una proteina lacasa. El analisis bioinformatico (Cazares-
Garcia et al. 2013) es congruente con los resultados del transcriptoma, ya que no se
detectaron genes de lacasa sensu stricto en ésta especie, por lo que es muy posible
que el analisis protedomico esté detectando una lacasa-ferroxidasa, cuyos genes si
hemos detectado en T. reesei (Cazares-Garcia et al. en preparacion).

Como se menciond con anterioridad, debido a que no existen reportes de
induccion de actividad de lacasa con rastrojo en ascomicetes, las Unicas
comparaciones posibles de los resultados del presente trabajo son con hongos
basidiomicetes. Asi, la adicion de rastrojo de trigo incrementd 59 veces la actividad
de lacasa en Pleurotus floridensis, mientras que el rastrojo proveniente de arroz
mostré una induccion de 22 veces dicha actividad en esta especie (Arora y Gill
2000). Otros sustratos agricolas relacionados con la nutricibn animal también
incrementan la actividad de lacasa extracelular. En la cepa RC3 de Coriolus
versicolor la presencia de salvado de arroz indujo entre 2.4 y 22 veces la actividad de
lacasa extracelular (Chawachart et al. 2004) y la adicibn de aserrin de uva
incrementd significativamente la actividad de lacasa extracelular en P. pulmonaris
(Staji¢ et al. 2007). Sousa et al. (2002) reportaron que una cepa brasilefia de P.
pulmonaris presenta la mejor produccion de lacasa cuando es cultivada con salvado
de trigo. Como se ve, la induccién de actividad de lacasa con distintos materiales
agricolas en hongos basidiomicetes es significativamente mayor que la observada en
Trichoderma spp. No obstante, en el presente trabajo no se realizé un andlisis
detallado de las condiciones de cultivo 6ptimas para la produccion de lacasa
extracelular en las cepas de estudio, algo que tendra que ser evaluado a futuro.

Diferentes isoformas de lacasa reportadas en otras especies fungicas, se han
presentado tanto en la fase lag de crecimiento como en la fase exponencial y estan
relacionadas al desarrollo micelial y a la degradacion del sustrato; en otras especies
se han detectado lacasas en la fase estacionaria y se han implicado en procesos de
detoxificacion (Piscitelli et al. 2011). En la mayoria de los aislados silvestres de

Trichoderma spp., la adicion de rastrojo de sorgo al medio de cultivo indujo tanto la
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actividad de lacasa extracelular como el crecimiento micelial. El pico de mayor
actividad enzimatica se detect6 entre el segundo y el séptimo dia de incubacién, lo
gue sugiere que las lacasas de Trichoderma spp., participan en el establecimiento
del hongo sobre el sustrato ligninolitico. En funcién de la forma de ataque sobre el
material lignocelulésico, las especies del género Trichoderma estan clasificadas
como hongos de la pudricion blanda (Martinez et al. 2005). Varios estudios
bioquimicos han demostrado que la degradacion blanda da lugar principalmente a la
disminucién de los grupos metoxi del biopolimero de lignina, lo que conduce a la
formacién de cavidades microscopicas o0 a la erosion completa de las capas
secundarias de la pared celular vegetal (Arora y Sharma 2010). A futuro es necesario
evaluar si las cepas seleccionadas de Trichoderma spp. cumplen con las
caracteristicas de pudricién blanda antes mencionadas.

Dado que el tratamiento con hongos basidiomicetes puede incrementar la
digestibilidad del rastrojo en estudios in vitro (Akin et al. 1995, Arora y Sharma 2009),
es importante considerar a futuro la evaluacion de las cepas de aqui estudiadas u
otras del género Trichoderma en ese sentido. El hecho de que algunas especies del
género Trichoderma sean buenas productoras de celulasas y hemicelulasas que ya
son utilizadas en tratamiento de fibra para alimento animal (Morgavi et al. 2000),
puede hacer de dichas cepas una buena herramienta para incrementar la
digestibilidad de rastrojo destinado a alimentacién de rumiantes de granja de manera
significativa, si se afiade la produccién de lacasa a su arsenal enzimatico. La
utilizacion de residuos agricolas para inducir la actividad de lacasa extracelular
representa una alternativa para reducir los costos de produccién de estas enzimas,
permite ampliar sus aplicaciones, y representa un sistema eficiente para el uso de

materiales agricolas que en algunos casos ya nos son utilizados.

CONCLUSIONES

El presente trabajo contribuye a reforzar la utilidad de las colecciones de
hongos como herramienta para la conservacion de la diversidad genética y
fisiologica, y como fuente de cepas para la prospeccion biotecnologica dentro del

género Trichoderma. Las cepas de Trichoderma pueden preservarse hasta por 3
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afios en agua conservando su viabilidad y mostrando capacidad para producir
lacasas extracelulares. Los ensayos de decoloracién/oxidacion constituyen una
estrategia adecuada para seleccion de cepas con actividad de lacasa extracelular en
el género Trichoderma. La deteccion de la actividad de lacasa extracelular en los
cultivos liquidos de las cepas silvestres de Trichoderma seleccionadas sugiere que el
efecto observado en los ensayos de decoloracién y oxidacién se debe a la secrecion
de lacasas al medio de cultivo. El hecho de que la adicion de rastrojo de sorgo al
cultivo liquido incrementé tanto la masa micelial como la actividad de lacasa
extracelular indica que dichas especies utilizan el material lignocelulésico como
fuente de nutrientes. La capacidad oxidativa de las lacasas extracelulares puede
incrementar significativamente las aplicaciones biotecnolégicas de las especies del

género Trichoderma.
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4.3 CAPITULO I

Articulo Ill

En el presente articulo en preparacion se reporta el disefio de iniciadores para
la amplificacion especifica de genes de lacasa extracelular de Trichoderma spp., la
caracterizacion estructural de la lacasa extracelular de cepas silvestres de
Trichoderma atroviride, T. gamsii, T. viridescens, T. viride y T. koningii, asi como de
las cepas de referencia T. asperellum (CBS 433.97), T. atroviride (IMI 206040) y T.
virens (Gv29-8), para someter en la revista internacional indizada Journal of

Molecular Modeling.
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CEPAS SILVESTRES DE Trichoderma spp.
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RESUMEN

Mediante el andlisis de los genomas de las cepas de referencia de Trichoderma
asperellum (CBS 433.97), Tichoderma atroviride (IMlI 206040) y Trichoderma virens
(Gv29-8) se disefiaron iniciadores para la amplificacion especifica por PCR de genes
de lacasa extracelular sensu stricto de especies del género Trichoderma, con los
cuales se estudiaron 23 aislados silvestres. Con los iniciadores disefiados se obtuvo
amplificacion en cepas de T. atroviride, T. gamsii, T. viridescens, T. viride y T.
koningii, y con al ADN de especies de otros géneros fungicos los resultados fueron
negativos. El tamafio de los fragmentos de amplificacién obtenidos vari6 entre 1674
kb y 1683 kb, y todos los genes presentaron un intron central de 59 a 68 pb. Se
generaron modelos tridimensionales de las lacasas a partir de las secuencias de
aminoacidos deducidas, los cuales fueron validados empleando las estructuras
moleculares de lacasas cristalizadas de los ascomicetes Botrytis aclada,
Melanocarpus albomyces y Thielavia arenaria. Los porcentajes de identidad de las
secuencias de aminoacidos deducidas de las lacasas de Trichoderma spp. variaron
entre 83.6 y 100%. Las proteinas con las que las lacasas de Trichoderma spp.
presentaron una mayor identidad fueron las de Fusarium oxysporum (62.4 — 63.6%),
Cryphonectria parasitica (51.5 — 52.0%) y Aspergillus niger (51.3 — 54.06%). Las

lacasas de Trichoderma spp. contienen tres dominios cupredoxina, cada uno de los
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cuales posee una topologia de barriles-B que es fuertemente soportada por el
analisis tridimensional. En las lacasas de Trichoderma spp. estan presentes los
motivos estructurales que distinguen a las lacasas sensu stricto de otros miembros
de la familia de las Multicobre Oxidasas. El sitio activo mostr6 un patron
conformacional diferencial en el residuo de aminoacido que ocupa la posicion axial
del atomo de cobre T1 de las lacasas de Trichoderma spp. El analisis filogenético de
las proteinas deducidas es congruente con el andlisis estructural. Los resultados
obtenidos muestran el valor funcional y evolutivo del estudio bioinformatico de

variantes de lacasa extracelular en cepas silvestres de hongos.

Palabras clave: Trichoderma, lacasa extracelular, oligonucleétidos, estructura

tridimensional.

INTRODUCCION
Las lacasas (benzenediol:oxygen oxidoreductase, EC 1.10.3.2) son metaloenzimas
que pertenecen a la familia de las Multicobre Oxidasas (MCO) (Dwivedi et al. 2011),
las cuales estan ampliamente distribuidas en la naturaleza encontrandose en plantas
(McCaig et al. 2005), insectos (Hattori et al. 2005), hongos (Junghanns et al. 2009),
bacterias (Silva et al. 2012) y arqueas (Kant y Chander 2009). Las funciones
bioldgicas que llevan a cabo las lacasas dependen de su origen, de las condiciones
fisiologicas del organismo, de las caracteristicas bioquimicas y estructurales que
posee la proteina y de su localizacién celular. En los hongos se ha detectado tanto la
actividad intracelular (Lettera et al. 2010) como la actividad extracelular (Rodriguez-
Rincdn et al. 2010). Mientras que las lacasas intracelulares estan involucradas en la
sintesis de pigmentos y en fenbmenos de esporulacion y morfogénesis, las lacasas
extracelulares participan en la depolimerizacion de la lignina, en la defensa contra
agentes patogenos y la detoxificacion de compuestos toxicos para la célula, asi como
en procesos de parasitismo (Mot y Silaghi-Dumitrescu 2012).

Para realizar su funcion catalitica las lacasas emplean la capacidad redox de
iones de cobre y acoplan la oxidacion del sustrato a la reduccion del oxigeno

molecular a agua. Los iones de cobre que forman el centro catalitico de éstas
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enzimas son cuatro y estan clasificados como T1 (Tipo 1), T2 (Tipo 1) y T3 (Tipo 1)
con base en sus propiedades magnéticas y espectroscopicas (Dwivedi et al. 2011).
El cobre T1 forma un centro mononuclear (CMN) y es el sitio de oxidacion del
sustrato, en tanto que un atomo de cobre T2 y dos atomos de cobre T3 (T3 y T3’)
forman un centro trinuclear (CTN), responsable de la reduccién del oxigeno
molecular a agua (Quintanar et al. 2007). Los estudios de cristalografia y difraccion
de rayos-X han demostrado que las lacasas de distintos organismos poseen una
arquitectura molecular comun compuesta por tres dominios cupredoxina (I — Ill), cada
uno de los cuales exhibe una topologia de barriles—3 (Matera et al. 2008). ElI atomo
de cobre T1 esté localizado en el dominio Ill, el CTN T2/T3 se encuentra entre los
dominios | y lll, y el sitio de unidn a sustrato se localiza en la interface entre de los
dominios Il y lll. También estan presentes dos canales de solventes que permiten el
acceso del oxigeno molecular al CTN y la liberaciébn de las moléculas de agua
(Piontek et al. 2002). Aunado a lo anterior, se han reportado caracteres estructurales
especificos de grupos taxondmicos que proporcionan a las lacasas propiedades
cataliticas distintivas (Hakulinen et al. 2008, Silva et al. 2012).

Hasta el momento, las lacasas fungicas extracelulares son el grupo mas
importante con respecto al nimero de enzimas estudiadas, esto se debe a que son
secretadas en altas concentraciones por hongos basidiomicetos y ascomicetos,
facilitando asi su purificacion y caracterizacion (Zhukova et al. 2007, Kallio et al.
2011). Los estudios cinéticos y electroquimicos han revelado que las lacasas
fungicas poseen un amplio rango de potenciales redox y baja especificidad por
sustrato, por lo que son capaces de romper una gran cantidad de diferentes enlaces,
lo que les permite reaccionar con polifenoles y otros compuestos aromaticos, los
cuales pueden ser polimerizados o depolimerizados, o incluso actuar como
mediadores redox de bajo peso molecular (Mikolasch y Schauer 2009). Debido a
esta caracteristica, las lacasas extracelulares de hongos han adquirido importancia
industrial y biotecnoldgica, empleandose en biorremediacion, en la remocién de
lignina de material lignocelulésico, en la construccion de celdas de biocombustible y
biosensores y en la sintesis de pigmentos y compuestos antimicrobianos, entre otros

(Mot y Silaghi-Dumitrescu 2012, Mikolasch y Schauer 2009). Dada su amplia
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variedad de aplicaciones, el estudio comparativo de los genes, proteinas y
estructuras tridimensionales de lacasas provenientes de diferentes especies fungicas
es de gran interés. Este tipo de analisis es de utilidad tanto para incrementar el
conocimiento acerca de las relaciones filogenéticas y evolutivas de las lacasas, como
para identificar los motivos estructurales involucrados en la catalisis de estas
enzimas, informacion vital para optimizar sus aplicaciones biotecnolégicas.

Uno de los géneros fungicos que resulta particularmente interesante para el
estudio de las lacasas extracelulares es Trichoderma, ya que algunas de sus
especies han tenido un alto impacto biotecnolégico en diversos procesos agro-
industriales. Distintas cepas de T. reesei se han utilizado en la produccién de
celulasas y hemicelulasas con usos en la industria papelera y textil (Saloheimo y
Pakula 2012). Especies como T. harzianum, T. atroviride y T. asperellum, son usadas
como agentes de control biolégico debido a su capacidad para secretar compuestos
antifangicos y enzimas hidroliticas de pared celular de hongos fitopatégenos (Benitez
et al. 2004). Por otro lado, T. atroviride y T. virens se han empleado en la produccion
de antibidticos y aromas con usos en la industria alimenticia (Schuster y Schmoll
2010). Esta multiplicidad de aplicaciones ha contribuido a la exploracién constante de
las capacidades metabolicas de las especies del género Trichoderma, observandose
un interés creciente por el estudio de las lacasas extracelulares. Se ha evaluado la
habilidad de cepas silvestres de Trichoderma spp. para secretar lacasas bajo
diferentes condiciones de cultivo (Krastanov et al., 2007; Gao et al. 2013) y se ha
reportado la purificacion y caracterizacion de una proteina lacasa en T. atroviride
(Chakroun et al. 2010), T. harzianum (Sadhasivam et al. 2008) y T. reesei (Levasseur
et al. 2010). En términos funcionales, se ha sugerido la participacion de la lacasa
extracelular de T. virens en micoparasitismo de esclerocios de hongos fitopatdégenos
(Catalano et al. 2011) y el papel de una lacasa asociada a membrana en la
maduracién de conidias (Pokorny et al. 2005). En términos biotecnolégicos, se ha
explorado la aplicacion de las lacasas extracelulares de Trichoderma spp. en la
decoloracion de colorantes textiles recalcitrantes (Sadhasivam et al. 2009), en el

blanqueo de la pulpa y el tratamiento de efluentes en la industria papelera
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(Sadhasivam et al. 2010) y en la biorremediacion de compuestos fenélicos (Chakroun
et al. 2010).

Recientemente nuestro grupo de investigacion caracterizd el sistema de
lacasas sensu stricto del género Trichoderma empleando herramientas
bioinforméticas (Cazares-Garcia et al. 2013). Los resultados de dicho trabajo son
contradictorios con los reportes en los que se documenta actividad de lacasa
extracelular en T. harzianum (Sadhasivam et al. 2008, Gao et al. 2013) y T. reesei
(Levasseur et al. 2010), ya que no se detecté la presencia de genes de lacasa
extracelular en los genomas de referencia de éstas especies. En el Capitulo Il del
presente trabajo de tesis se han enunciado algunas posibles razones para explicar
dicha contradiccién. La medicion de la actividad enzimética extracelular con la
identificacion simultdnea de genes seria una estrategia muy Util para distinguir cepas
del género Trichoderma que realmente secretan lacasas sensu stricto de aquellas
gue secretan otros miembros de la familia de MCOs, como las ferroxidasas-lacasas.
En ese sentido, el analisis de los genomas disponibles de cepas de referencia de
Trichoderma spp. es una herramienta Util para generar informacion genético
molecular de cepas silvestres con potencial biotecnolégico. Ademas, contar con las
secuencias de genes de lacasa de cepas silvestres permite emplear el analisis
bioinforméatico como herramienta para disefiar estrategias de estudio experimental
para una seleccion eficiente de cepas y proteinas con caracteristicas deseadas, y
aplicar modelos de ingenieria de proteinas. Una ventaja adicional es la posibilidad de
realizar inferencias sobre el posible papel fisiolégico y ecolégico de las lacasas
dentro del género Trichoderma. En el presente trabajo se disefiaron oligonucleétidos
especificos para la amplificacién y secuenciacion de los genes que codifican para la
actividad de lacasa extracelular de aislados silvestres de Trichoderma, con base en
las secuencias de los genes de lacasa de cepas de referencia (Cazares-Garcia et al.
2013). Se reporta también el andlisis estructural y filogenético de las proteinas
deducidas a partir de los genes de lacasa de los aislados silvestres de T. atroviride,
T. gamsii, T. viridescens, T. viride y T. koningii. Los datos obtenidos se comparan con
las estructuras moleculares de las lacasas de T. asperellum (CBS 433.97), T.
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atroviride (IMI 206040) y T. virens (Gv29-8) y de lacasas cristalizadas de hongos

ascomicetos.

MATERIALES Y METODOS
Cepas de estudio y condiciones de cultivo

Se analizaron 23 aislados silvestres del género Trichoderma que pertenecen a
las especies de H. lixii/ T. harzianum, H. atroviridis/ T. atroviride, H. viridescens/ T.
viridescens, H. rufa/ T. viride, H. koningii/ T. koningii, T. tomentosum y T. gamsii. Los
hongos fueron aislados de distintos ecosistemas del Estado de Michoacan y forman
parte del Cepario Michoacano Universitario (CMU), perteneciente al Laboratorio de
Conservacién y Biotecnologia de Microorganismos de la Universidad Michoacana de
San Nicolas de Hidalgo (Michoacéan, México). Cada uno de los aislados posee una
clave que lo identifica dentro del cepario (Tabla 1). Para el cultivo y mantenimiento
del micelio vegetativo de las cepas de estudio se utiliz6 medio minimo Vogel (MM).
La solucion stock (50X) de MM esta compuesta por (g/L): NazCeHsO7-5H,0, 150;
KH2PO4, 250; NH4NO3, 100; MgSO,4-7H,0, 10; CaCl,-2H,0, 5; biotina (5 mg/100 mL
etanol al 50%), 5 mL; solucion de oligoelementos, 5 mL. La solucién de
oligoelementos contiene (g/0.1 L): &cido citrico-2H,0, 5; ZnSO4-H,0, 5; FeCl3-6H,0,
1; CuS0,45H,0, 0.25; MnCl,-4H,0, 0.072; H3BO3, 0.05; Na,MoO42H,0, 0.05. Para
la siembra de las cepas, el stock se diluyé en agua destilada para obtener una
concentracion de uso y se adicion6 1.5% de glucosa y Agar bacteriolégico (15 g/L).
El medio se esterilizé a 121 °C (15 Ib/in?) por 15 minutos. Las cepas se inocularon en
el centro de la placa de Petri con un in6culo de 6 mm proveniente de un cultivo en
crecimiento exponencial y se incubaron a 28 °C. Para la extracciéon del material
genético, el MM se recubrié con una membrana de celofan previamente lavada y
esterilizada. Las cepas se inocularon sobre la membrana y los cultivos se incubaron

en oscuridad a 28 °C.

95



Cézares-Garcia, S. V. J UM.S.N.H., 2014

Tabla 1. Identidad y genes de lacasa de los aislados silvestres de
Trichoderma spp.

CLAVE ESPECIE NOMBRE DEL
CMU GEN DE LACASA

CMU-1 T. harzianum
CMU-14 T. harzianum
CMU-16 T. harzianum
CMU-18 T. harzianum
CMU-19 T. harzianum
CMU-23 T. harzianum
CMU-25 T. harzianum
CMU-34 T. harzianum
CMU-43 T. harzianum
CMU-44 T. harzianum
CMU-51 T. harzianum
CMU-90 T. harzianum
CMU-181 T. harzianum
CMU-183 T. harzianum
CMU-221 T. tomentosum
CMU-222 T. tomentosum
CMU-8 H. atroviridis/ T. atroviride Talacl
CMU-21 T. gamsii Tglacl
CMU-66 H. viridescens/ T. viridescens Tvlacl
CMU-231 H. viridescens/ T. viridescens TvlaclA
CMU-236 H. viridescens/ T. viridescens TvlaclB
CMU-218 H. rufa/ T.viride Tvilacl
CMU-234 H. koningii/ T. koningii Tklacl

--- No se obtuvo producto de amplificacion.

Extraccion de ADN

El ADN gendmico se extrajo de cultivos con 5 dias de incubacién. Se recuperé
el micelio y se congelé en N3 liquido, se maceré y se adicioné buffer de lisis (SDS
0.5%, NaCl 250 mM, EDTA 25 mM, Tris-HCI 200mM, pH 8.5). Se agreg6 un volumen
de fenol/cloroformo/isoamilico, se dio vortex y se centrifugé para extraer la fase
organica. Después del tratamiento con RNAsa, se extrajo nuevamente con
fenol/cloroformo/isoamilico y el ADN se precipitd con isopropanol. La pastilla se lavo
con etanol (70%) y se resuspendié en 30 pL de H,O destilada desionizada esteéril
(Kurtzman y Robnet, 1998). La integridad del ADN se corroboré en geles de agarosa
al 1% tefidos con bromuro de etidio (BrEt) a una concentracion final de 0.5 pg/mL
(Sambrook y Russell 2001).

96



Cézares-Garcia, S. V. J UM.S.N.H., 2014
s P s S i =

Disefio de oligonucleodtidos para la amplificacion de genes de lacasa sensu
stricto en especies del género Trichoderma

De la base de datos de los genomas de T. asperellum CBS 433.97 (http://genome.jgi-
psf.org/Triasl/Triasl.home.html), T. atroviride IMI 206040 (http://genome.jgi-
psf.org/Triat2/Triat2.home.html) 'y T. virens Gv29-8 (http://genome.jgi-
psf.org/TriviGv29_8 2/TriviGv29_8 2.home.html), se obtuvieron las secuencias de
los genes que codifican para lacasas sensu stricto extracelulares (Cazares-Garcia et
al. 2013). Los numeros de acceso de cada gen en el JGI GenBank son 154312,
54145y 48916 para T. asperellum, T. atroviride y T. virens, respectivamente. Con las
secuencias obtenidas se realiz6 un alineamiento mdultiple en Clustal X V2.0.11
(http://www.clustal.org/clustal2/) utilizando los parametros predeterminados. A partir
del alineamiento se seleccionaron diversas regiones semiconservadas para el disefio
de oligonucledtidos especificos del género Trichoderma. La idoneidad de las
regiones se evalué utilizando el programa en linea  OligoCalc
(http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html). Con base en éste
andlisis se obtuvieron los oligonucleétidos degenerados LacT-F (5-
GATKTGGCYKCCTCTBYTTG) y LacT-R (5- AYKCCTGAATCRTCCTCRRTR), con
los cuales se amplifica una region de aproximadamente 1750 pb (Fig. 1). Las bases
ambiguas estan definidas como sigue: K = G/T; Y = C/T; R = A/G. Los

oligonucledtidos se sintetizaron por Invitrogen Life Technologies (USA).

Condiciones de PCR y amplificacion

El ADN gendmico de los 23 aislados silvestres de Trichoderma spp., se utilizd
como templado para la amplificacion de los genes de lacasa sensu stricto
extracelulares. Como control positivo de amplificacion se utiliz6 el ADN de T.
atroviride IMI 206040, T. asperellum CBS 433.97 y T. virens Gv29-8, con las cuales
se optimizaron tanto las concentraciones de reactivos como el programa de
amplificacion. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen total de
25 pL. Para todas las muestras la concentracion de la mezcla de reaccion fue la
misma: 10 mM de buffer Tris-HCI pH 8.0; 1.5 mM de MgCl;; 0.2 mM de cada dNTP; 1
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MM de cada oligonucleotido; 0.05 U de Taqg polimerasa recombinante (Invitrogen,
USA); 1-2 ng/uL de ADN; el volumen final se ajusté con H,O destilada desionizada
estéril a 25 pL. Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador Palm-
Cycler™ Gradient thermal cycling (R Corbett Life Science, USA) mediante el
siguiente protocolo de amplificacion: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95 °C por
3 min, seguido de 35 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 15 segundos,
alineamiento a 64 °C por 15 segundos y extension a 72 °C por 1.30 minutos, con una
extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos de amplificacion obtenidos se
analizaron en geles de agarosa al 2 % tefidos con BrEt a una concentracion final de
0.5 pg/mL (Sambrook y Russell 2001). Los productos de PCR fueron purificados y
secuenciados en sentido directo y reverso. Para cada gen se secuenciaron tres
productos de amplificacion independientes en Macrogen Inc. (USA) y Elim
Biopharma (USA).

Especificidad de los oligonucleotido disefiados

Para confirmar la especificidad de los primers LacT-F y LacT-R se realizaron
ensayos de PCR utilizando como templado ADN de distintas especies de hongos no
pertenecientes al género Trichoderma. Los hongos evaluados fueron los ascomicetos
Neurospora crassa, Paraconiothyrium brasiliensis, Fusarium oxysporum,
Pestalotiopsis maculiformans, Penicillium janthinellum y Sclerotium rolfsii, el
zigomyceto Mucor circinelloides, y los basidiomicetos Rhizoctonia solani, Agaricus
bisporus, Pleurotus ostreatus, Trametes villosa y Amanita sp. La obtencién del ADN
de éstas especies y las condiciones de amplificacion fueron las mismas a las
descritas anteriormente. Como control positivo de amplificacion se emple6 la region
interespaciadora (ITS) de la Unidad Ribosomal Nuclear, utilizando el par de
oligonucledtidos ITS-1 (5-TCCGTAGGTGAACCTGCGG-3') e ITS4 (5-
TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") (White et al. 1990).

Andlisis de las secuencias de nucleétidos
Las secuencias obtenidas de la amplificacion fueron sometidas a un analisis
BLASTNn en la base de datos de NCBI GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/),
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determinandose el porcentaje de identidad con respecto a los genes de lacasa
depositados en ésta. La identificacion de los intrones y exones de cada una de las
secuencias de los aislados silvestres de Trichoderma spp., se realizO por
comparacion estructural con los genes y CDSs putativos de las lacasa sensu stricto
extracelulares de T. asperellum (Tas_154312), T. atroviride (Ta_54145) y T. virens
(Tv_48916), a partir de alineamientos multiples construidos con Clustal X V2.0.11.
Caracterizacion de las secuencias de aminoacidos deducidos

Se obtuvo la secuencia deducida de aminoacidos de los genes de lacasa
extracelulares de las cepas silvestres de Trichoderma spp. mediante el programa en
linea ExPASy  (Expert Protein  Analysis System) Translate  Tool
(http://web.expasy.org/translate/), considerando tres marcos de lectura. Las
secuencias de aminoacidos que no presentaron puntos intermedios de terminacion
fueron analizadas en InterProScan V4.8 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/pfal/iprscan/)
para la identificacion de los dominios distintivos de la familia de las MCOs. Se
construyeron alineamientos multiples en Clustal X V2.0.11 para la identificacion de
los motivos caracteristicos de las lacasas sensu stricto descritos por Eggert et al.
(1998), Hakulinen et al. (2002), Kumar et al. (2003) y Kallio et al. (2011). El sitio de
corte del péptido sefal de secrecion se determind mediante el alineamiento multiple
con las lacasas putativas extracelulares de T. asperellum CBS 433.97 (Tas_154312),
T. atroviride IMI 206040 (Ta_54145) y T. virens Gv29-8 (Tv_48916). Los pesos
moleculares y los puntos isoeléctricos (pl) se calcularon en ExXPASy Compute pl/Mw
Tool (http://web.expasy.org/compute_pi/). Los sitios putativos de N-glicosilaciéon (Asn-
Xxx-Ser/Thr) se establecieron con el servidor NetNGlyc V1.0
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc/).

Prediccion de las estructuras tridimensionales

La prediccion de la estructura tridimensional (3D) de las lacasas extracelulares de las
cepas silvestres de Trichoderma spp. y de las cepas de referencia T. asperellum
CBS 433.97, T. atroviride IMI 206040 y T. virens Gv29-8, se llevd a cabo utilizando
los programas en linea CPHmodels-3.2 Server - CBS
(http://www.cbs.dtu.dk/services/CPHmodels/), PHYRE2 Protein Fold Recognition
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Server (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index) y ESyPred3D
Web Server 1.0 (http://www.unamur.be/sciences/biologie/urbm/bioinfo/esypred/). La
identificacion  del templado se realizd6 en Template Identification
(http://swissmodel.expasy.org/workspace/index.php?func=tools_targetidentificationl)
de SWISS-MODEL. La calidad estereoquimica de los modelos 3D obtenidos se
evalub en QMEAN (http://swissmodel.expasy.org/gmean/cgi/index.cgi) y en
PROCHECK de PDBsum (http://ww.ebi.ac.uk/thornton-
srv/databases/pdbsum/Generate.html). El visor DeepView Swiss-Pdb Viewer V4.1
(http://spdbv.vital-it.ch/) se empled para la evaluacion de la conformacion de los
aminoacidos en los modelos 3D, la determinacion de las distancias interatébmicas y
de los potenciales electrostaticos de superficie, asi como para la creacion de las
imagenes presentadas en éste trabajo. El sitio de union a sustrato se establecio
mediante por comparacion estructural con la lacasas cristalizadas de Thielavia
arenaria (Kallio et al. 2011) y Melanocarpus albomyces (Hakulinen et al. 2008) y a
través de un analisis de cavidades realizado en CASp
(http://sts.bioengr.uic.edu/castp/calculation.php). La hidrofobicidad del sitio de union a
sustrato se determiné en HydroMCalc
(http://www.bbcm.univ.trieste.it/~tossi/HydroCalc/HydroMCalc.html).

Andlisis filogenético

Para el andlisis filogenético de las secuencias putativas de lacasa de las cepas
silvestres de Trichoderma spp. se realizé alineamiento multiple con Clustal X V2.0.11
utilizando los parametros predeterminados. Las secuencias utilizadas para el analisis
filogenético con su respectivo nimero de acceso a GenBank y JGI genome portal se
presentan a continuacion (entre paréntesis aparece la clave utilizada en este articulo
para cada especie). Ascomycetes: Ajellomyces dermatitidis (Ade) 327349048;
Arthroderma gypseum (Agy) 315039999; Aspergillus niger (Ani) fgel e gwl 12.409,
e gwl 4.1637, gwl 10.607; Botriotynia fuckeliana (Bfu) 15022487, 15022489;
Botrytis aclada (Bac) 378942783; Chaetomium globosum (Cgl) CHGG03552.1,
CHGG02290.1, CHGG10025.1, 06172.1; Colletotrichum lagenarium (Cla) 12862766;
Cryphonectria parasitica (Cpa) 167469, 69047730; Fusarium oxysporum (Fox)
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152013644; Hortaea acidophila (Hac) 63146072, 67773582; Magnaporthe oryzae
(Mor) 389627974; Melanocarpus albomyces (Mal) 40788173; Monilinia fructigena
(Mfr) 120431232; Myceliophthora thermophila (Mth) 367028915; Myrioconium sp.
(Msp) 160332827; Neurospora crassa (Ncr) NCU9279.5, NCU05604.5, NCU05113,
NCU04528, NCU02201.5, NCU07920.5, NCU09023.5, NCU00526.5; Phoma sp.
(Psp) 166812033; Podospora anserina (Pan) Pa_7_ 4200, Pa_ 5 4660, Pa_5 1200,
Pa_5 9860, Pa_6 7880, Pa_7_3560, Pa_1 15470; Pa_1729781, Pa_5 4140;
Gaeumannomyces graminis var. graminis (Ggg) 19309738, 19309740;
Gaeumannomyces graminis var. tritici (Ggt) 19171197, 19171195, 19171193;
Pyrenophora tritici-repentis (Ptr) 189192570; Sclerotinia minor (Smi) 120431228;
Sordaria macrospora (Sma) SMAC09326, SMAC06098, SMAC03641, SMAC03042,
SMAC09228, SMAC09572, SMAC01222; Sporotrichum thermophile (Sth) 99853;
Thielavia arenaria (Tar) 333361328; Thielavia terrentris (Tte) 2011187; Trichoderma
asperellum (Tas) 154312, 71665, 68620; Trichoderma atroviride (Ta) 54145, 40409;
Trichoderma harzianum (Th) 539081; Trichoderma reesei (Tr) 122948; Trichoderma
virens (Tv) 48916, 194054; Yarrowia lipolytica (Yli) 340748006. Basidiomycetes:
Agaricus bisporus (Abi) 2833227, 2833228; Coprinopcis cinerea (Cci) 42721544,
4838342, 4838344, 4838346; Coriolopsis gallica (Cga) 12484399; Coriolus hirsutus
(Chi) 167465; Gelatoporia subvermispora (Gsu) 31088842; Lentinula edodes (Led)
18146854, 18146856, 6466812; Marasmius quercophilus (Mqu) 6318611; Pleurotus
ostreatus (Pos) 15594026, 2833235, 2833237, 3006039; Polyporus ciliatus (Pci)
9957143, 9957145, 9957147; Pycnoporus cinnabarinus (Pcn) 10179427, 3128389,
5732664; Trametes pubescens (Tpu) 20270770; Trametes sp. (Tsp) 21616730,
56785436; Trametes trogii (Ttr) 119416759; Trametes versicolor (Tve) 15778442,
2388517, 2598857; Trametes villosa (Tvi) 2842752, 2842753; Volvariella volvacea
(Vvo) 42416980. Plantae: Arabidopsis thaliana (Ath) 332191557; Rhus vernicifera
(Rve) 19912797. Los alineamientos obtenidos se ajustaron manualmente. A partir de
los alineamientos generados se construyeron arboles filogenéticos con MEGA V5.2.2
(http://megasoftware.net/) por el método de Neighbour-Joining usando tres diferentes
modelos de distancia evolutiva (p-distances, Dayhoff y Jones-Taylor-Tornton). La
significancia estadistica se evalu6 con un bootstrap de 1000 réplicas. Los
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alineamientos fueron editados diferencialmente para corroborar la topologia de los

arboles obtenidos.

RESULTADOS
Disefio de los iniciadores para la amplificacién de los genes de lacasa sensu
stricto de Trichoderma spp.

El alineamiento mutliple de los genes de lacasa extracelular sensu stricto de T.
asperellum, T. atroviride y T. virens permiti6 encontrar una region altamente
conservada entre los nucleétidos 3 a 22 y entre los nucleétidos 1744 a 1764, en las
zonas que flanquean los segmentos L1y L4 (Fig. 1). Estas regiones se seleccionaron
con la finalidad de obtener oligonucleétidos especificos de Trichoderma, ya que
estan altamente conservadas en los genes de lacasa dentro del género, pero varian
considerablemente con los genes de lacasa reportados para otras especies de
ascomicetos y basidiomicetos. Aunque se encontraron otras regiones con altos
valores de homologia ademéas de los segmentos L1 a L4, una de las razones al
seleccionar ésta region para el disefio de los iniciadores es que permite amplificar
practicamente todo el gen, lo cual es (til tanto para el analisis filogenético como para
el estudio bioinformatico de las proteinas putativas. Las posiciones variables dentro
de las regiones conservadas incluyeron 5y 6 cambios de nucleétidos, por lo que los
iniciadores disefiados fueron degenerados, abarcando un 25y 28.5% de posiciones
ambiguas. El contenido de G+C fue de 50% y el andlisis en Oligo Calc no mostro
complementariedad ni tendencia a formar hairpins. La Tm calculada fue de 54.3 a
64.6.
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A Secuencias de nucledtidos
nt3} nt 22 ot 1744 nt 1784
Ta_54145 5 GATGTGGCCTCCTCTTCTTG 3 5 CATCGAGGACGATTCAGGCAT 3
Tas_154312 G cT cT CTT c cG
Tv_48818 T TG GC TCT T AA
B Primers para PCR
LacT-F LacT-R
5 GATKTGGCYKCCTCTBYTIG 3 5 AYKCCTGAATCRTCCTCRRTR 3
c Alinsamiento multiple
LacT-F
2
A A A
ATG L1 L2 Intron L3 L4 TAG
P— 3
LacT-R

Figura 1. Oligonucleétidos disefiados para la amplificacién de los genes de lacasa sensu stricto
extracelulares de especies del género Trichoderma. (A) Alineamiento y degeneracién de la secuencia
de nucleétidos de las regiones seleccionadas en los genes de lacasa de T. asperellum CBS 433.97, T.
atroviride IMI 206040 y T. virens Gv29-8. (B) Secuencia de los oligonucledtidos LacT-F y LacT-R. (C)
Representacion esquematica del alineamiento multiple de los genes de lacasa Tas 154312,
Ta 54145y Tv_48916. Las zonas en recuadros y lineas corresponden a las regiones conservadas L1-
L4. Las flechas en la parte inferior del esquema indican, de izquierda a derecha, el sitio de inicio de la
transcripcion, la secuencia del Unico intrén y el sitio de terminacién de la transcripcion. Las flechas
horizontales sobre el alineamiento indican los sitios de unién de los oligonucleétidos LacT-F y LacT-R
y la linea punteada representa la zona amplificada de los genes de lacasa (~1750 pb).

Especificidad de los iniciadores disefiados

En siete de las 23 cepas de estudio se obtuvo una Unica banda con un peso
molecular esperado de aproximadamente 1.75 kb; estas cepas corresponden a las
especies H. atroviridis/ T. atroviride (CMU-8), T. gamsii (CMU-21), H. viridescens/ T.
viridescens (CMU-66, CMU-231, CMU-236), H. rufa/ T.viride (CMU-218) y H. koningii/
T. koningii (CMU-234) (Fig. 2). En ninguna de las cepas de T. harzianum y T.
tomentosum se obtuvo banda de amplificacion, aun cuando se realizaron
modificaciones al programa de amplificacién (Fig. 2). La especificidad de los oligos
LacT-F y LacT-R se determin6 mediante ensayos de PCR utilizando como templado

ADN de diferentes géneros y especies fungicas. En ninguno de los hongos
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evaluados fuera del género Trichoderma se obtuvo amplificacion bajo las condiciones

de PCR descritas anteriormente (Fig. suplementaria S1).

NN 1= 123 S A= SOSN8 S0 10111 12
"
2000 = — ——
-
b
mem 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 C
" ;
2000 = — — — —
1esa=;"'

Figura 2. Electroforesis en geles de agarosa de la amplificacion por PCR de los genes de lacasa
sensu stricto de Trichoderma spp., utilizando los oligonucleétidos LacT-F/LacT-R. Carriles: MPM,
marcador de peso molecular; 1, CMU-1; 2, CMU-8; 3, CMU-14; 4, CMU-16; 5, CMU-18; 6, CMU-19;
7, CMU-21; 8, CMU-23; 9, CMU-25; 10, CMU-34; 11, CMU-43; 12, CMU-44; 13, CMU-51; 14, CMU-
66; 15, CMU-90; 16, CMU-181; 17, CMU-183; 18, CMU-218; 19, CMU-221; 20, CMU-222; 21, CMU-
231; 22, CMU-234; 23, CMU-236; C (control), T. atroviride IMI 206040

Andlisis de la secuencia de nucledtidos de los genes de lacasa extracelular en
Trichoderma spp.

Los fragmentos de amplificacion obtenidos poseen una longitud de entre 1674
y 1683 pb (Fig. 3), que corresponde al 95% de la secuencia completa de los genes
de lacasa sensu stricto extracelulares de las especies del género Trichoderma
(considerando el coddén de inicio, intrones, exones y el codén de terminacion)
(Cazares-Garcia et al. 2013). El porcentaje de identidad de estas secuencias con
respecto a los genes de T. asperellum (Tas_154312), T. atroviride (Ta_54145) y T.
virens (Tv_48916) se encuentra entre 79% (Tv_48916/CMU-231) y 100%
(Ta_54145/CMU-8) (Tabla suplementaria T1). El contenido de GC es de 51% en los
fragmentos de los genes de lacasa de las cepas de T. gamsii (CMU-21) y H. koningii/
T. koningii (CMU-234) y de 52% en los fragmentos de las cepas de H. atroviridis/ T.
atroviride (CMU-8), H. viridescens/ T. viridescens (CMU-66, CMU-231 y CMU-236) e
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H. rufa/ T. viride (CMU-218). El analisis estructural evidencio la presencia de un
intrén y dos exones en cada uno de los genes de lacasa de las cepas silvestres (Fig.
3). La longitud de los intrones oscilé entre 59 y 68 pb (Fig. 3) y preservan los sitios de
splicing que cumplen con la regla GT/AG (Shapiro y Senepathy, 1987). Entre los
genes de lacasa de las cepas de H. viridescens/ T. viridescens (CMU-66, CMU-231 y
CMU-236), se presentan cambios en la secuencia de nucleétidos, lo que ocasiona
que la identidad varie entre 98.5% (CMU-66/CMU-231) y 99.0% (CMU-231/CMU-
236) (Tabla suplementaria T1). Los fragmentos de los genes de lacasa de los
aislados silvestres de Trichoderma spp., recibieron un nombre en base a su origen,
funcién y al nimero de genes descritos (Tabla 1).
595 306

TaLaci 57

1682 pb

895 806
Ta_54145 &7

1768 ph

8§95 806
TuiLact £

1683 pb
295 806
TvLaci-A i3

1683 pb

895 806
TvLac1-B 53

1683 pb
295 806
TvlLact 58

1683 pb

895 806
ThLac1 63

1682 pb

895 806
Tglact 59

1674 ph

895 88 806
Tas 1342 0 ______________________________| 1768 pb

895 64 BU6
Tv_4B8915 == ________________________________| 1768 pb

Figura 3. Posicién de intrones y exones en los genes de lacasa sensu stricto extracelulares de
especies del género Trichoderma. Las lineas delgadas indican la posicién de los intrones y las lineas
gruesas la posicion de los exones. El nimero sobre cada linea indica la longitud en pb de los intrones
y exones.

El andlisis Blastn de las secuencias obtenidas mostré identidad con secuencias de
genes de lacasa de diversas especies de ascomicetos. La identidad global mas alta
se obtuvo con el gen de lacasa de T. terrestris, siendo mayor al 60%. Una identidad
de entre 55.3% y 59.7% se presento con los genes de lacasa de los hongos G. zeae,
M. oryzae, P. terrestris, Verticillium albo-atum, Nectria haematococca (teleomorfo= F.
solani) y Sclerotinia sclerotiorum. (Tabla suplementaria T2). El porcentaje de
identidad calculado en Clustal X entre los genes de lacasas de Trichoderma spp. y

los genes de hongos ascomicetos incluidos en el analisis filogenético se encontrd
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entre 32.6 (TvlaclB/Sma _09572) y 61.6 (Talacl/Fox 152013643). La mayor
identidad se present6 con el gen Icc4 de F. oxysporum (60.4 — 61.6 %), seguido por
los genes lac2 de las especies de G. graminis var. graminis y var. tritici (57.6 —
59.7%), los genes mcoD y mcoF de A. niger (53.4 — 55.8%) y el gen lac3 de C.
parasitica (53.7 — 55.5%) (Tabla suplementaria T2). La identidad con respecto a los
genes de hongos basidiomicetos oscilé6 entre 33.2 (Talacl/Led _6466811) y 38.9
(Talacl/Cve_2388516).

Caracterizacion de las secuencias de aminoacidos deducidas de lacasa en
Trichoderma spp.

Las secuencias polipeptidicas de las lacasas de T. atroviride (talacl, CMU-8),
T. gamsii (tglacl, CMU-21), T. viridescens (tvlacl, CMU-66; tvlaclA, CMU-231,;
tvlaclB, CMU-236), T. viride (tvilacl, CMU-218) y T. koningii (tklacl, CMU-234)
presentaron 537 residuos de aminoacidos. Debido a que no se obtuvo la secuencia
completa de los genes de lacasa en las cepas silvestres, las secuencias de
aminoéacidos obtenidas carecen de los primeros 14 residuos de aminoéacidos en el
extremo N—-terminal y de los ultimos 15 residuos en el extremo C—terminal (Fig. 4). El
analisis realizado en InterProScan confirmd la presencia de los dominios cupredoxina
distintivos de los miembros de la familia de las MCOs (IPR001117, IPR008972,
IPRO11706, IPIR011707). Se encontraron variaciones en los segmentos L1 — L4,
especialmente en L2 en el fragmento YCDGL, en donde Tyr es reemplazada por Ala,
Cys por Trp, Asp por Glu y Leu por Val (Fig. 4). El resto de los segmentos
presentaron entre 1 y 3 cambios de aminoéacidos, los cuales involucran residuos con

propensiéon a una conformacion tridimensional similar.
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Talacl ~ =—————=—==—————= AVYAFPSLDKTAAPNLYPRSSCSGNTATTRNEWCDFDISTDYYTEAPDTGVIREYWLELTDGTVAPDGFSRYAQALNGS T PGPTLI
Ta 54145 MMWPPLLVASLFSGAVYAFPSLDKTAAPNLYPRSSCSGNTATTRNEWCDEFDISTDYYTEAPDTGVIREYWLELTDGTVAPDGFSRYAQALNGS T PGPTLI
TviLacl =~ ==———=—mm———mm AVYAFPSLDRTAAPDLYPRSSCSGNTATTRNEWCDEDTSTDYYNEAPDTGVIREYWLELTDFTAA PDGFSRYAQATNGS I PGPTLI
TvLaclA —————=—=——————m AVYAFPSLDRAAAPDLHPRSSCSGNTATTRNEWCDEFDISTDYYNEAPDTGVIREYWLELTDVTVAPDGVSRYAQALNGS T PGPTLI
TvLaclB —————————————m AVYAFPSLDRAAAPDLHPRSSCSGNTATTRNEWCDEDISTDYYNEAPDTGVIREYWLELTDVTVAPDGVSRYAQALNGS T PGPTLI
TvLacl =~ ==——mmmmm—mee AVYAFPSLDRAAAPDLYPRSSCSGNTATTRNEWCDEDISTDYYNEAPDTGVIREYWLELTDVTVAPDGVSRYAQALNGS I PGPTLI
TkLacl = ==———=—m————mmm AVYAFPSLGRTAAPDLYPRSSCSGNTATTRNEWCDYDISTDYYNEAPDTGVIREYWLELTDVTVAPDGVSRYAQALNGSI PGPTII
TgLacl ~ =—————=—==—————m AVYAFPSLDRAAASDLYPRSSCSGNTATTRNEWCDEFDISTDYYNEAPDTGVIREYWLELTDVTVAPDGVSRYAQALNGS T PGPTLI
Tas 154312  MMWPPLFVASLIAGTVLAFPSFDRAVAPYLHPRSSCSGNTATTRNEWCNEDISTDYYIEAPDTGVTREYWLELTDITVAPDGFSRYAQAINGSIPGPILF
Tv 48916 MIWLPLLASSLIFREVCAIPSFDGTVIPVLHSRSSCSGNTATTRDEWCDYDISTDYYNEVPDTGVTREYWLELTDVTVAPDGVSRSAQAINGSIPGPTLE
X S, S, S, Ss
(1)
TaLacl GIRQEYENQMQGVVSITQCPTPPGSSITYTWKATQYGTTW SHFELOAWEGVFGGILINGPATANYDEDLGV
Ta 54145 GIRQHYEHQQQGVVSITQCPTPPGSSITYTWKATQYGTTW [SHFGLQAWEGVFGGILINGPATANYDEDLGV
TviLacl GIRQHYEHQQQGVVSITQCPTPPGSSITYTWKATQYGTTW [SHFGLQAWEGVFGGILINGPATANYDDDLGV
TvLaclA GIRQNYENQQQGVVSITQCPTPPGSSITYTWKATQYGTTW [SHFALQAWEGVFGGILINGPATANYDEDLGV
TvLaclB GIRQHYQHQMQGVVSITQCPTPPGSSITYTWKATQYGTTW [SHFALQAWEGVFGGILINGPATANYDEDLGV
TvLacl GIRQHYEQQMQGVVSITQCPTPPGSSITYTWKATQYGTTW [SHFALQAWEGVFGGILINGPATANYDEDLGV
TkLacl GIRQHYQNQMQGVVSITQCPTPPGSSITYTWKATQYGTTW [SHFALQAWEGVFGGILINGPATANYDEDLGV
TgLacl GIRQHYQNQMQGVVSITQCPTPPGSSITYTWKATQYGTTW [SHFGLOAWEGVFGGILINGPATANYDEDLGV
Tas 154312 GIRQHqungvasITQcpTppGSSITYTWKATQYGTTw [SHFGLOAWEGVFGGIVINGPATANYDEDLGV
Tv_48916 GIRQYFINQNDGVVSITQCPTPPGSSITYTWRATQY GTTWYHSHFALOAWEGVFGGIIINGPSSANY DEDLGV
11 L2
Se S H, Sg Sy H, Sio Sy
TaLacl LFLNDWSHQQAQELXAﬁAETNGPPTLTTGLITGTNVFDDAGHRF?TSFTEGKTYRLRLVNGAIDTHFKFSID HTMQVISSDLVPIIPYJTSVLDIAIGQ
Ta 54145 LFLNDWSHOTADELYASAETNGPPTLTTGLINGTNVFDDAGHRETSFTEGKTYRLRLVNGA I DTHFKESID\HTMQVISSDIVPIIPYNTSVLDIAIGQ
TviLacl LFLNDWSHQQAQ@LXAﬁAETNGPPTLTTGLI=GTNVFDDAGHRF#TSFTEGKSYRLRLVNGAIDTHFKFSID HTMOVIANDLVPITPYJTSVLSIGIGQ
TvLaclA LLLNDWSHQQyQELxEﬁAETNGPPTMTTGLI=GTNVFDDAGHRE?TSFTEGKSYRLRLVHGAIDTHFKFSID HTMQVISSDLVPITPYJTSVLNIAIVQ
TvLaclB LLLNDWSHOTVDELYESAETNGPPTMTTGLI] GTNVFDDAGHRB=TSFTEGKSYRLRLVNGAIDTHFKFSID HTMQVISNDLVPITPYSTSVLNIAIGQ
TvLacl LLLNDWSHOTVDELYESAETNGPPTMTTGLINGTNVEDDAGHRETSFTEGKSYRLRLVNGA I DTHFKFSIDHTMQVI SNDI VPITPYNTSVLNIAIGQ
TkLacl LLLNDWSHQQXQELXEﬁAETNGPPTMTTGLI=GTNVFDDAGHRF?TSFTEGKTYRLRLVNGAIDTHFKFSID HTMOVISNDLVPITPFYTSVLSIAIGQ
TgLacl LFLNDWSHOTADELYQSAETNGPPTLTTGLI] GTNVYDDAGHRB=TSFSEGKTYRLRLVNGAIDTHFKFSID HTMQVISNDLVPITPFYTSVLNIAIGQ
Tas 154312  LFLNDWSHOTADELYQSAETSGPPTLTTGLINGTNVFDDAGHRFNTSFTEGKTYRLRLVNGATDSHFKFSIDHTMQVIANDI VPITPFYTSILSIGNGQ
Tv_48916 MFLNDWSHQQEQELXEﬁAETSGPPTLTTGLI,GTNVYDTTGHRF%TSFTEGTTYRLRLVNAAIDSHFKFSID HTMOVIAADLVPITPFYTSILSIGMGQ
Hy S12 Si3 S14 Sis Si6 Si7 Sig
(2) (2)
TaLacl RYDVIITAEQSSVADNFWMRAIPQSACSSNNQLQQIRGIVYYGSSAGTPTTTGYSYTDNCVDEQA§§LVPYVSKTVSSQTTTVGEAVTVSKNSNNLFKWF
Ta 54145 RYDVIITANOSSVADNFWMRAIPQSACSSNNNLDDIRGIVYYGSSAGTPTTTGYSYTDNCVDEDASNLYPYVSKTVSSQTTTVGEAVTVSKNSNNLFKWE
TviLacl RYDVIVTANOSSVADNFWMPAIPQSACS SNDNLDDIRGIVYYGSSAATPTTTAYSYTDSCTDEDTSNLV PFLSKTVS SQTTTVGEAYTLGKNSNNLFKWE
TvLaclA RYDVIVTALQSSVADNFRMRAIPQSACS SNNNLRRIRGIVYYGSSAGTPTTTGYSYTDSCADEDASNLVPYVSKTVS SETTNVGEVVTLGKNSNNLEKWY
TvLaclB RYDVIVTANOSSVADNFWMRAIPQSACS SNDNLDDIRGIVYYGSSAGTPTTTGYSYTDSCADEDASNLYPYVSKTVS SETTNVGEVVTLGKNSNNLEKWY
TvLacl RYDVIVTALQSSVADNFRMRAI PQSACS SNNNLRRIRGIVYYGSSAGTPTTTGYSYTDSCADEDASNLVPYVSKTVS SETTNVGEVVTLGKNSNNLFKWY
TkLacl RYDVIITANQSSVADNFRMRAIPQSACS SNDNLRRIRGIVYYGSSAGTPTTTGYSYTDSCADEDASNLVPYVSKSVS SQTTTVGEAVTLGKNSNNLEKWY
TgLacl RYDVIITANOSSVADNFRMRAIPQSACS SNDNLDDIRGIVYYGSSAGTPTTTGYSYTDSCEDEDASNLYPYVSKSVSSGTTTVGEVVTLGKNSNNLEKWY
Tas 154312  RYDVIITANQSSVADNEWMRAIPQSACSSNENSDDIKGIVYYGSSAGTPETTGYSYTDSCDDERISNLVPFVSKSVSSDTTTEDEAVIVGKNSDNLFKWY
Tv_48916 RYDVIITA}QSSVAENFRMRAIPQSACS SNDNSRRIRGIVYYGDSASTPETTGYSYIDSCADERTSNLVPYVSKTVS SQTETEDESVIVGKNSNNLEKWY
Sis S Hy So Hs Sp2 Sp3 Sz
TaLacl LWSTTMVVDWEDQEQLQXXQQATTFE$§QAVISLPNANEWVYVVISTVIAVP GFDFYVLAQGTGTYSDSVTLNTDNPPRRDVAMLPASGYLVLA
Ta 54145 LYSTTMVVDWEDRTLLOVYNGATTFNTSNAVISLPNANEWVYVVISTVIAYPHPVELEGF DFYVLAQGTGTYSDSVTLNTDNPPRRDVAMLPAS GYLVLA
TviLacl E&STTMVVDWAD&ELLQXXN@VSTFL AVISLPNANEWVYVVISTETSVPHPVHLEGFDFYVLAQGTGTYSDSVTLNT DNPTRRDVAMLPASGYLVLA
TvLaclA LYSTTMVVDWEDRPTLLOVYNGATTFNTSNAVISLPNANEWVYIVISTAISVPHPVELEGFDFYVLAQGTGTYSDSVTLNTDNPPRRDVAMLPASGYLVLA
TvLaclB LYSTTMVVDWEDRPTLLOVYNGATTFNTSNAVISLPNANEWVYIVISTATSVPHPVELEGFDFYVLAQGTGTYSDSVTLNTDNPPRRDVAMLPASGYLVLA
TvLacl LYSTTMVVDWEDRTLLOVYNGATTFNTSNAVISLPNANEWVY IVISTATSVPHPVELEGF DFYVLAQGTGTYSDSVTLNTDNPPRRDVAMLPAS GYLVLA
TkLacl LYSTTMVVDWADRSLLOVYNGATTFNTSNAVVSLPNANEWVYIVISTAISVPHPVELEGFDFYVLAQGTGTYSDSVTLNTDNPPRRDVAMLPAS GYLVLA
TgLacl LIS TTMVVDWEDRSLLOVYNGV T TFTSNAVVSLPNANEWVYVVISTA TGV PHPVELEGFDEYVLAQGTGTY SDSVTLNT DNPPRRDVAMLPASGYLVLA
Tas 154312  LYSTTMVVDWEDRSLLOVYNGATTFDASNAVISLPNANEWVYTVISTTMPVSHPVELEGFDFYILAQGTGTYSDSVTLNTDN PPRRDVAMLPASGYLVLA
Tv 48916 LESTTMVVDWENRTYLOVYDGATAFYTSNAVISLPDAGQWVYTVISTTMPV PHPTHLHGFDFYILAQGTGTYSDSVTLNMDN PPRRDVAMLPASGYIVLA
L3
Hg Hy; S5 Sy Sy Ss Szs Sso Sa
(1)

TaLacl c| TSEG] GLQWVVR§§§;ADLLQXQALE§EQAA§K ———————————————

Ta 54145 ] GRGLOWVVRESEIADLLDYDAL! SNSVIEDPSGI

TviLacl | GRGLOWVVRQSEIADLLDYDSL! WI-————=———————=—~

TvLaclA ] TSEGRALQWVVRESEMADLLDYDSLNSTCTANT - - ————————————~—

TvLaclB ] QWVVRESEMADLLDYDSL! WI-———————————=—~

TvLacl | QWVVRESEMADLLDYDSL! WI-————=———————=—~

TkLacl ] TSEGRALQWIVRESEIADLLDYDELNSTCTARK - —————————————~—

TgLacl ] QWIVRESEIADLLRDYDELNSTCTAWK-——————--————=-~

Tas 154312 | QWIVRESEITELIDYDTL: DNSVIEDBSGV

Tv 48916 ] TSECRGLOWVVRESEIADLIDYESLVATCAAWKTYAS DNSVTEDDSGI

L4
S3 Hy Sa3 Hy Hyo
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Figura 4. Alineamiento miltiple de las lacasas sensu stricto extracelulares de Trichoderma spp. El
alineamiento multiple se construyé con el programa Clustal X V2.0.11. A la izquierda del alineamiento
se indica el codigo asignado a cada una de las secuencias de lacasa: TalLacl (T. atroviride), TgLacl
(T. gamsii), TvLacl, TvLaclA, TvLaclB (T. viridescens), TviLacl (T. viride), TkLacl (T. koningii),
Tas 154312 (T. asperellum CBS 433.97), Ta_54145 (T. atroviride IMI 206040) y Tv_48916 (T. virens
Gv29-8). La secuencia sefial de secrecion se encuentra en itdlicas y con letas azules. Los segmentos
L1-L4 estan indicados con una doble linea bajo el alineamiento. Los residuos involucrados en la
coordinacion de los cuatro iones de cobre estan indicados en rojo, en azul el amino&cido que ocupa la
posicion axial del cobre T1, en verde los aminoacidos que conforan la puerta SDS, en cian los sitios
putativos de N—glicosilacién y en amarillo las Cys que forman los puentes disulfuro (1) y (2). El motivo
conservado DSGL en el extremo C-terminal se encuentra en letras azules. Los residuos en negrilla y
subrayados con una linea continua forman laminas B (S;—Sss3) Y aquellos subrayados con una linea
ondulada forman hélices a (H;—H).

En las lacasas de las cepas silvestres de Trichoderma spp. se identificaron 2
de los 3 residuos que constituyen la via de transferencia de protones desde el
sustrato hacia el CTN y corresponden a los aminoécidos Gly/Ala-173 y Ser-520 (para
efectos de comparacion con las secuencias de lacasa de las cepas de referencia T.
asperellum (CBS 433.97), T. atroviride (IMlI 206040) y T. virens (Gv29-8), se
consideraron los residuos faltantes del extremo N-— y C-terminal) (Fig. 4); sin
embargo, no se identificé el motivo conservado Asp-Ser-Gly-(Leu/lle/Val) (DSGL),
debido a la ausencia del extremo C—terminal. Aun cuando las secuencias carecen de
los primeros 14 residuos en el extremo N—terminal, fue posible establecer el sitio de
corte del péptido sefial de secrecion entre los aminoacidos 18 y 19, y corresponde a
la secuencia VYA-FP (Fig. 4). La escision del péptido sefial en cada una de las
lacasas de las cepas silvestres de Trichoderma spp. generaria proteinas maduras
con una longitud de 548 residuos, con pesos moleculares aproximados de entre 61 y
62 kDa y con pl's entre 4.3 y 4.5. La localizacion extracelular de las lacasas se
refuerza con la prediccion de 11 sitios putativos de N-glicosilacion en Talacl,
TglLacl, TvLacl, TvLaclA, TvLaclB y TkLacl, y de 12 sitios de N—glicosilacion en
TviLacl (Fig. 4). Los sitios de N—glicosilacion son congruentes con los encontrados
previamente en las lacasas putativas extracelulares de T. asperellum CBS 433.97
(Tas_154312), T. atroviride IMI 206040 (Ta_54145) y T. virens Gv29-8 (Tv_48916)
(Cazares-Garcia et al. 2013) (Fig. 4).
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El porcentaje de identidad entre las secuencias polipeptidicas de las lacasas
sensu stricto extracelulares de Trichoderma spp. se encuentra entre 83.6
(Tv_48915/TviLacl, T. viride, CMU-218) y 100% (Ta_54145/TalLacl, T. atroviride
CMU-8) (Tabla 2). La mayor identidad se present6 entre la lacasa Ta_ 54145 de la
cepa IMI 206040 con la lacasa TalLacl de la cepa silvestre CMU-8, ambas
pertenecientes a la especie de T. atroviride. Debido a las variaciones en las
secuencias del gen, las lacasas de las cepas silvestres de T. viridescens (TvLacl,
TvLaclA y TvLaclB) difieren en cinco residuos de aminoacidos (Tyr/His31,
Asn/His260, Asn/Ser281, Gly/Val299 y Asn/Asp331) (Fig. 4), razén por la cual
poseen una identidad de entre 99.2 (TvLacl/TvLac) y 99.6% (TvLacl/TvLaclB). Las
lacasas de Trichoderma spp. exhiben altos porcentajes de identidad con lacasas
reportadas de diversos hongos ascomicetos. La identidad més alta se obtuvo con las
lacasas extracelulares de los hongos F. oxysporum (62.4 — 63.6%), C. parasitica
(51.5 — 52.0%), A. niger (51.3 — 54.6%), G. graminis var. tritici (52.2 — 53.9%) y G.
graminis var. graminis (52.5 — 53.2%). El porcentaje de identidad comparado con
otras lacasas de ascomicetos oscila entre 25 y 50%, mientras que la identidad con
respecto a lacasas de hongos basidiomicetos es menor al 23% (Tabla suplementaria
T3).

Tabla 2. Identidad (%) entre las secuencias de lacasa de las especies de Trichoderma spp.
TalLacl Ta_54145 TviLacl TvLaclA TvLaclB TvLacl TkLacl TgLacl Tas_154312

Talacl - 100 92.7 93.2 93.2 93.6 93.2 93.6 88.8
Ta_54145 100 - 92.9 93.4 93.4 93.8 93.4 93.8 89.0
TviLacl 92.7 92.9 - 91.9 92.7 92.7 91.9 91.9 87.7
TvLaclA 93.2 93.4 91.9 --- 99.2 99.2 95.5 94.5 87.8
TvLaclB 93.2 93.4 92.7 99.2 - 99.6 96.2 95.3 88.4
TvLacl 93.6 93.8 92.7 99.2 99.6 - 96.2 95.3 88.2
TkLacl 93.2 93.4 91.9 95.5 96.2 96.2 - 96.2 89.1
TglLacl 93.6 93.8 91.9 94.5 95.3 95.3 96.2 - 88.9
Tas_154312 88.8 89.0 87.7 87.8 88.4 88.2 89.1 89.9 -

Tv_48916 84.7 84.9 83.6 84.7 85.2 84.9 85.4 84.5 87.3

Clave: TalLacl, T. atroviride (CMU-8); Ta_54145, T. atroviride (IMl 206074); TviLacl, T. viride (CMU-218); TvLaclA, T. viridescens
(CMU-231); TvLaclB, T. viridescens (CMU-236); TcLacl, T. viridescens (CMU-66); TkLac1l, T. koningii (CMU-234); TgLacl, T. gamsii
(CMU-21); Tas_154312, T. asperellum (CBS 433.97); Tv_48916, T. virens (Gv29-2).

Construccion tridimensional y analisis estereoquimico de las lacasas de
Trichoderma spp.

Las estructuras tridimensionales de T. atroviride (TaLacl, CMU-8), T. gamsii
(TgLacl, CMU-21), T. viridescens (TvLacl, CMU.66; TvLaclA, CMU-231; TvLaclB,
CMU-236), T. viride (TviLacl, CMU-218), T. koningii (TkLacl, CMU-234), T.
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asperellum CBS 433.97 (Tas_154312), T. atroviride IMI 206040 (Ta 54145) y T.
virens Gv29-8 (Tv_48916) se construyeron mediante modelado por homologia (Fig.
5). La busqueda y seleccion del templado se realizé a través de un analisis BLASTp
contra la base de datos de SWISS-MODEL, arrojando 3 hits significativos que
corresponden a las lacasas cristalizadas de los hongos ascomicetos B. aclada a 1.67
A (cédigo PDB: 3SQR-A) (E-value: e-*}), M. albomyces a 1.67 A (cddigo PDB:
3FU7-B) (E-value: e-'®Y) y T. arenaria a 2.5 A (cédigo PDB: 3PPS-D) (E-value: 2e™%).
La lacasa de B. aclada fue elegida como el mejor templado debido a que posee una
similitud de secuencia mayor al 47% con las lacasas sensu stricto extracelulares de
Trichoderma spp., mientras que la similitud con las lacasas de M. albomyces y T.
arenaria se encuentra alrededor del 40%. Ademas, el andlisis filogenético demuestra
claramente que la proteina 3SQR estd mas relacionada a las lacasas extracelulares
de Trichoderma spp. que 3FU7 y 3PPS (Fig. 8). Los modelos tridimensionales
creados con los programas en linea CPHmodels, PHYRE2 y ESyPred3D fueron
clasificados en el servidor QMEAN en base a sus caracteristicas geomeétricas. Los
modelos con mayor calidad estructural se obtuvieron con ESyPred3D y presentaron
un QMEAN score de entre 0.7 (TvLacl) y 0.73 (TviLacl) (Tabla 3). El grafico de
Ramachandran generado a partir de la validacion estereoquimica de éstos modelos
en PROCHECK indicé que el mayor porcentaje de los residuos de aminoacidos no-
Gly y no-Pro, se localizan en las regiones mas favorables (85.3 — 87.4%) (Tabla 3).
El resto de los aminoacidos estan distribuidos tanto en regiones permitidas (9.0 —
12.4%) como en regiones generosamente permitidas (1.3 — 2.7%), y s6lo un pequefio
porcentaje se localiza en zonas no permitidas (0.4 — 1.5%) (Tabla 3). Estos ultimos
aminoacidos se encuentran en blucles que poseen estructuras secundarias
irregulares y son estabilizados por puentes de hidrogeno formados entre

aminoacidos contiguos o con regiones adyacentes de la proteina.

Tabla 3. Parametros de calidad de los modelos 3D de las lacasas sensu stricto extracelulares de Trichoderma spp.

Proteina QMEAN Regiones Regiones Regiones Regiones Gly Pro Total RMDS
score favorables permitidas generosamente no
permitidas permitidas

aa % aa % aa % aa % aa aa aa A Ca
TalLacl 0.706 392 86.7 46 10.2 12 2.7 2 0.4 39 23 516 0.345 500
TglLacl 0.709 393 871 46 10.2 9 2.0 3 0.7 40 23 516 0.367 500
TvLacl 0.700 392 86.3 47 10.4 11 2.4 4 0.9 39 23 516 0.411 497
TvLaclA 0.708 390 85.7 54 11.9 8 18 3 0.7 36 23 516 0.383 497
TvLaclB 0.700 395 86.8 48 10.5 7 15 5 1.1 37 23 516 0.395 500
TviLacl 0.730 392 86.5 44 9.7 10 2.2 7 15 37 23 516 0.358 502
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TkLacl 0.700 393 87.1 45 9.9 8 1.8 4 0.9 37 23 516 0.373 499
Ta_54145 0.700 409 87.6 42 9.0 12 2.6 4 0.9 40 23 532 0.379 515
Tas_154312 0.700 405  86.5 53 11.3 6 13 4 0.9 39 23 532 0.395 516
Tv_48916 0.700 399 85.3 58 12.4 6 1.3 5 1.1 38 24 532 0.387 515

RMSD (Root Mean Square Deviations): Raiz de la desviacion cuadratica media; Ca: Numero de atomos de carbono-a superpuestos; aa,
aminoéciodos; Gly, Glicina; Pro, Prolina. Las claves de las especies/proteinas son las mismas de la Tabla 1. El QMEAN score se determiné
en SWISS-MODEL. El grafico de Ramachandran se gener6 en PROCHECK.

Las raices de las desviaciones cuadraticas medias (rmsd: root mean square
desviations) calculadas en Swiss-Pdb Viewer de la superposicion de las estructuras
3D de las lacasas de Trichoderma spp. sobre la estructura de la lacasa de B. aclada
3SQR, oscilan entre 0.358 A (TviLacl) y 0.411 A (TvLacl) (Tabla 3). Las datos
derivados de los andlisis estereoquimicos y conformacionales de los modelos 3D se
encuentran dentro del rango de valores reportados para las estructuras de lacasas
determinadas experimentalmente, por lo que son altamente confiables para la

interpretacion de las relaciones estructura-funcion.

Organizacion espacial de las lacasas sensu stricto extracelulares de
Trichoderma spp.
Las estructuras de las lacasas de Trichoderma spp. poseen alta homologia con las
estructuras tridimensionales de lacasas fungicas que han sido cristalizadas y
caracterizadas. El plegado general comprende tres dominios cupredoxina que estan
ordenados de manera secuencial (I — Ill) y organizados en una estructura globular
alrededor del sitio catalitico; cada dominio exhibe una topologia de barriles-g (Fig. 5).
En cada una de las lacasas de Trichoderma spp. el dominio | (residuos 1 — 196) esta
conformado por 10 laminas B y 2 hélices a, el dominio Il (197 — 345) contiene el
mismo numero de estructuras secundarias que el domino | (10 laminas B y 2 hélices
a), mientras que el dominio Il (346 — 566) posee 12 laminas B y 6 hélices a (Fig. 4).
Aun cuando las diez lacasas de Trichoderma spp. poseen el mismo nimero
de estructuras secundarias, existen diferencias sutiles en la longitud de las laminas 3
gue se forman en la regién inicial del domino Il (aminoacidos 378 — 395) debido a
variaciones en la secuencias de aminoacidos (Fig. 4). Estas modificaciones
estructurales conducen a un arreglo tridimensional diferencial de algunos de los
residuos de aminoacidos que forman parte el sitio putativo de union a sustrato (ver
mas adelante) (Fig. 6). Las estructuras moleculares son estabilizadas por dos

puentes disulfuro. El primero de ellos conecta la porcion C—terminal al dominio |y
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esta formado por los residuos Cys146 — Cys547, en tanto que el segundo se da entre
los residuos Cys327 — Cys360 y une a los dominios | y Il (Fig. 4). Ademas, los
residuos de amino&cidos del extremo N-terminal y C—terminal (éste ultimo evaluado
en las lacasas de las cepas de referencia) estan involucrados en la formacion de
puentes de hidrogeno intramoleculares, lo que proporciona mayor estabilidad al
mondmero. La determinacion de la distribucion del potencial electrostético de
superficie revel6 una dominancia de cargas negativas, lo cual es congruente con los

pl’s &cidos calculados para las lacasas de Trichoderma spp.

Figura 5. Estructuras tridimensionales de las lacasas extracelulares de Trichoderma spp. A) TalLacl,
B) Superposicion de la estructura globular de TaLacl (Azul), TgLacl (Verde olivo), TvLacl (Guinda),
TvLaclA (Naranja), TvLaclB (Verde), TviLacl (Durazno), TkLacl (Gris), Ta_54145 (Blanco),
Tas_ 154312 (Cian), Tv_48916 (Amarillo) sobre la lacasa cristalizada de B. aclada 3SQR-A (Morado).
En A) el Dominio | se encuentra en Azul, el Domino Il en Morado y el Dominio Il en Rosa. En A) y B)
el atomo de cobre T1 se encuentra en Rojo, el cobre T2 en Azul y el par de cobres T3 en Magenta.

El sitio activo de las lacasas de Trichoderma spp. consiste de un centro
mononuclear (CMN) T1 y un centro trinuclear (CTN) T2/T3-T3’ (Fig. 6). En el CMN, el
cobre T1 esta coordinado por los residuos His453, His518, Cys513 y en la posicion
axial Phe523 (His426, His494, Cys489 y Leu499 en 3SQR) (Fig. 6). La distancia
promedio entre el cobre T1y la Phe523 es de 4.391 A. No obstante, esta distancia
disminuye en las lacasas TvLacl (3.988 A) y TkLacl (3.345 A) debido a que la
cadena lateral de la Phe523 presenta un ligero cambio conformacional con respecto
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al resto de las lacasas de Trichoderma spp. (Fig. 6). La presencia de una Phe en la
posicion axial clasifica a las lacasas sensu stricto extracelulares de Trichoderma spp.
como lacasas Tipo 3. En el CTN, el cobre T2 estad coordinado por los residuos
His125 e His456 (His87 e His429 en 3SQR). El cobre T3 se une a los aminoacidos
His171, His458 e His512 (His133, His431 e His488 en 3SQR) y el cobre T3’ esta
coordinado por His127, His169, e His514 (His89, His131 e His490 en 3SQR) (Fig. 6).
ElI CMN interactia con el CTN a través del tripéptido conservado His512-Cys513-
His514 (His488-Cys489-His490 en 3SQR) (Fig. 6). La distancia calculada del cobre
T1 al cobre T3 es de 12.356 A y del cobre T1 al cobre T3’ es de 12.934 A.

Figura 6. Sitio activo de las lacasas extracelulares de Trichoderma spp. Superposicion del sitio activo
de las lacasas TalLacl (Azul), TgLacl (Verde olivo), TvLacl (Guinda), TvLaclA (Naranja), TvLaclB
(Verde), TviLacl (Durazno) y TkLacl (Gris), Ta_54145 (Blanco), Tas_154312 (Cian), Tv_48916
(Amarillo) sobre la lacasa cristalizada de B. aclada 3SQR-A (Morado). El 4tomo de cobre T1 se
encuentra en Rojo, el cobre T2 en Azul y el par de cobres T3 en Magenta. El cédigo de aminoacidos
esta indicado como sigue: Rosa para B. aclada y Verde para Trichoderma spp.

En la superficie molecular de las lacasas de Trichoderma spp. se distinguen
los canales de solventes T2 y T3 que constituyen la via de acceso hacia el CTN (Fig.
5). El primer canal se localiza a un costado del cobre T2 entre los dominios 1 y lll, y
forma una cavidad estrecha que esta revestida por los residuos Gly128, Arg130,
Aspl138, GIn162, Tyrl63, Leu283, Pro285, Gly459, Phe460, Asp461l y Asp487. Por
otro lado, el canal T3 es un canal amplio que se sitda en direccion al cobre T3 y esta
conformado por los aminoacidos Serl30, Hisl71, Phel72, Ala/Glyl73, GInl175,
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Alal76, His514, Gly516, Thr519 y Ser520. De manera interesante, el extremo C—
terminal de las lacasas de Trichoderma spp. se encuentra dentro del canal putativo
T3 (Fig. 5).

El analisis realizado en CASTp, asi como la comparacion estructural de las
lacasas de Trichoderma spp. con lacasas que han sido co-cristalizadas, devel6 que
el sitio de unibn a sustrato se localiza cerca del CMN T1 y esta formado
principalmente por aminoacidos hidrofébicos pertenecientes a los dominios Il y IIl.
Los residuos Gly222, Pro223, Asp264, Ala326, Cys327 Ser328, Lys391, Phe397,
Trp399, Trp517, Val451, lle515, Trp517 e His518, estan conservados en el sitio de
unién a sustrato de las diez lacasas extracelulares de Trichoderma spp. mientras que
los aminoacidos localizados en las posiciones 389, 448 y 451 presentan las
sustituciones Val/Leu, Val/Ala/Thr/Glu y Met/lle, respectivamente (Fig. 4). La cadena
lateral de la mayoria de estos aminoacidos posee una disposicion espacial en
direccién al sustrato. Sin embargo, en las lacasas de T. gamsii (TgLacl) y T.
viridescens (TvLacl, TvLaclB y TkLacl) la cadena lateral de los residuos Leu389 y
Lys391 esté orientada hacia el exterior de la cavidad por lo que no interactdan con el
sustrato. Tanto las sustituciones de aminoacidos como la formacion diferencial de
estructuras secundarias entre las laminas B Sz y Sz4 (Fig. 5) conducen a cambios
conformacionales que resultan en variaciones en la forma y el volumen del sitio de
union a sustrato entre las lacasas de Trichoderma spp. (Fig. 7). En TvLacl, TvLaclA
y TgLacl la region que comprende los aminoécidos 388 — 395 (Fig. 5), forma una
pequefia protuberancia que se extiende hacia la superficie de la proteina e
incrementa el tamafio y la flexibilidad de la cavidad del sustrato, mientras que en el
resto de las lacasas de Trichoderma spp. ésta region esta orientada hacia el interior
del sitio de unién a sustrato haciéndolo mas definido y ligeramente mas compacto
(Fig. 7). La hidrofobicidad del sitio de unidon a sustrato sigue el patron TkLacl =
TgLacl = TvLacl = TvLaclA = TvLaclB > Ta 54145 = TalLacl > TviLacl >
Tv_48916 = Tas_154312. En las diez lacasas de Trichoderma spp. los residuos
conservados y cataliticamente importantes His518 y Asp264 se localizan en el fondo
de la cavidad del sustrato, con sus grupos laterales expuestos hacia la superficie de

la enzima.
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Figura 7. Representacion esquemaética de la superficie molecular y del sitio putativo de unién a
sustrato de las lacasas extracelulares de Trichoderma spp. A) TalLacl, B) TgLacl, C) TvLacl, D)
TvLaclA, E) TvLaclB, F) TviLacl, G) TkLacl, H) Ta_54145, I) Tas_154312, y J) Tv_48916. Las
representaciones de superficie molecular se encuentran en la misma orientacion con la finalidad de
facilitar su comparacion. Para el andlisis de acoplamiento de sustrato se utilizd ABTS y en la figura
esta indicado en color negro al centro de la imagen.

Andlisis filogenético

El andlisis filogenético realizado mediante los criterios antes descritos y
considerando un intervalo de 537 a 628 residuos de aminoéacidos, agrup6 a las
lacasa en dos grandes clados con un valor bootstrap de 100%. En el primer clado se
encuentran las lacasas de hongos ascomicetos y en el segundo las lacasas de
hongos basidiomicetos. El clado de hongos ascomicetos presenta a su vez dos
ramas soportadas por un valor bootstrap de 66%. La primera de estas ramas esta
conformada por lacasas que actian a nivel intracelular a excepcion de Tas_71665 de
T. asperellum, y en el segundo clado se encuentran las lacasas que presentan
actividad extracelular, incluidas las lacasas de los aislados silvestres de Trichoderma
spp. y de las cepas de referencia de T. atroviride IMI 206040, T. asperellum CBS
433.97 y T. virens Gv29-8 (Fig. 8). Las lacasas extracelulares de Trichoderma spp.
muestran estrechas relaciones con ortélogos de F. oxysporum, G. graminis, A. niger,
H. acidophila y C. parasitica (Fig. 8).
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Figura 8. Analisis filogenético de las lacasas extracelulares de las cepas silvestres de Trichoderma
spp. Las secuencias de las proteinas de las cepas de estudio T. atroviride (TaLacl, CMU-8), T. gamsii
(TgLacl, CMU-21), T. viridescens (TvLacl, CMU.66; TvLaclA, CMU-231; TvLaclB, CMU-236), T.
viride (TviLacl, CMU-218) y T. koningii (TkLacl, CMU-234) aparecen sefialadas con triangulos
verdes. Para el analisis se incluyeron las secuencias de lacasa de las cepas de referencia T.
asperellum CBS 433.97 (Tas_154312), T. atroviride IMI 206040 (Ta_54145) y T. virens Gv29-8
(Tv_48916) (triangulos azules) reportadas en Cézares-Garcia et al. (2013) y de otra especies de
ascomicetos, basidiomicetos y plantas, indicadas en la seccién de materiales y métodos. Como
referencia se incluyeron también las secuencias de las proteinas cristalizadas de B. aclada (3SQR-A),
M. albomyces (3FU7-B) y T. arenaria (3PPS-D) (circulos morados). El arbol se construyé mediante el
método de Neighbor-Joining utilizando el modelo Jones-Taylor-Thornton (JTT) en Mega V5.05, a partir
de alineamientos obtenidos en ClustalX. Los numeros sobre las ramas representan el valor bootstrap
y son el resultado de 1000 réplicas. La escala indica una distancia equivalente a 0.2 sustituciones de

nucledétido por sitio.
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DISCUSION
En el presente trabajo se disefiaron iniciadores especificos que permitieron realizar la
busqueda y caracterizacion de los genes que codifican para la actividad de lacasa
extracelular sensu stricto en 23 aislados silvestres de Trichoderma spp. Con los
oligos LacT-F/LacT-R se amplificé el gen de lacasa extracelular en T. atroviride, T.
gamsii, T. viridescens, T. viride y T. koningii pero no en las cepas de T. tomentosum
y T. harzianum. El andlisis bioinformatico previo ha documentado la ausencia de
genes de lacasa extracelular en T. harzianum (Cazares-Garcia et al. 2013), lo cual es
congruente con los resultados obtenidos en éste trabajo para las cepas de dicho
especie. Nuestros resultados sugieren que T. tomentosum es otra especie del género
gue no posee genes de lacasa extracelular, aunque no se excluye la posibilidad de
gue ésta y otras especies del género Trichoderma que no presentan amplificacion
con los primers aqui disefiados posean lacasas adquiridas por transferencia
horizontal, algo que se ha demostrado para T. asperellum (Cazares-Garcia et al.,
2013) y que no puede ser demostrado con los iniciadores empleados, los cuales
detectan genes ortélogos. Por otra parte, se ha propuesto que todas las especies de
Trichoderma conservan un gen de lacasa intracelular como una caracteristica
ancestral (Cazares-Garcia et al. 2013), por lo que los resultados aqui obtenidos
muestran claramente que los iniciadores disefiados no amplifican lacasas
intracelulares de Trichoderma spp. Adicionalmente, ninguna de las cepas de otros
géneros de ascomicetes y basidiomicetes empleadas en éste estudio genero
amplificacion con los iniciadores disefiados, aun variando tanto las concentraciones
de reactivos como el programa de amplificacion. La amplificacién negativa en los
hongos no pertenecientes al género Trichoderma usados en este trabajo no fue una
cuestion técnica, ya que en todos los casos se obtuvo amplificacion con los
iniciadores control ITS (datos no mostrados). Tomados en conjunto, los resultados
indican que los iniciadores disefiados permiten la amplificacion especifica de genes
de lacasa extracelular en cepas silvestres de las especies del género Trichoderma.
Los iniciadores disefiados permiten corroborar la presencia de actividad de

lacasa extracelular sensu stricto en cepas y especies del género Trichoderma.
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Adicionalmente, la posibilidad de contar con la secuencia de genes de lacasa
extracelular en cepas silvestres de Trichoderma spp. constituye una buena
herramienta para el andlisis estructural y filogenético de dicha funcion enzimatica. La
informacion generada en ese sentido contribuye a establecer hipotesis y estrategias
de estudio experimental para elucidar el papel fisiolégico de las lacasas
extracelulares dentro del género, al mismo tiempo que amplia las posibilidades de
aplicacion biotecnoldgica de las especies dentro de éste.

Los genes de lacasa de las especies de T. atroviride (talacl), T. gamsii
(tglacl), T. viridescens (tvlacl, tvlaclA, tvlaclB), T. viride (tvilacl) y T. koningii
(tklacl) presentaron un alto grado de identidad y similitud estructural con los genes
de lacasa extracelular de las cepas de T. asperellum (CBS 433.97), T. atroviride (IMI
206040) y T. virens (Gv29-8) previamente identificados (Cazares-Garcia et al. 2013).
Se ha sugerido un escenario en el que el ancestro comun del género Trichoderma
poseia un gen de lacasa extracelular y otro intracelular, con posterior retencion o
pérdida de éste, o adquisicion de un gen adicional mediante transferencia horizontal
(Cazares-Garcia et al. 2013). Si dicho escenario es correcto, entonces los resultados
de éste trabajo indican que T. tomentosum pertenece al grupo de especies del
género que ha perdido la lacasa extracelular y conserva Unicamente la intracelular.
En la misma linea de razonamiento, T. gamsii, H. viridescens/ T. viridescens, H. rufa/
T.viride y H. koningii/ T. koningii parecen haber conservado el caracter ancestral al
retener la actividad de lacasa extracelular. Queda por confirmar si estas Ultimas
especies poseen alguna otra actividad extracelular de lacasa adquirida por
transferencia horizontal (Cézares-Garcia et al. 2013), u otro mecanismo nho
identificado hasta este momento para dicha funcién enzimatica en Trichoderma, tal
como duplicacién. Duplicaciones del gen de lacasa extracelular se han documentado
en otras especies de Sordariales (Poggeler 2011) y nosotros encontramos la
presencia de pseudogenes de lacasa en T. atroviride, T. asperellum, T.
longibrachiatum y T. citrinoviride (datos no publicados), por lo que no se puede
excluir ésta posibilidad en algunas especies del género Trichoderma.

En general, se ha reportado un nimero bajo de intrones en genes de lacasa

de ascomicetes. En distintas variedades de G. gramminis las secuencias de los
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genes LAC1 y LAC2 presentan dos intrones (Litvintseva et al. 2002), al igual que en
el Unico gen de lacasa extracelular reportado para la especie acuatica Myrioconium
sp. (Martin et al. 2007). En el caso de P. anserina se ha reportado la presencia de
tres intrones en el gen lac2 (Fernandez et al. 1996). Dentro de las MCOs el numero
de intrones ha sido de vital importancia para la clasificacion de los genes en
subfamilias, permitiendo asi la identificacion de genes homélogos y la asignacion de
funciones especificas en especies de diferentes taxones. En éste sentido, los genes
de lacasa extracelular de las cepas de Trichoderma spp. aqui analizadas caen en la
familia A descrita en Cazares-Garcia et al. (2013).

A la fecha, un gran niumero de genes de lacasa de distintas especies de
ascomicetos y basidiomicetos han sido aislados y secuenciados (Junghanns et al.
2009, Pezzella et al. 2009), observandose homologias mas altas entre los genes de
lacasa de hongos basidiomicetos, de entre 42 y 98% de identidad, que entre los de
ascomicetos, la cual oscila entre 53 y 65% de identidad (Tetsch et al. 2005). Estos
mismos intervalos de identidad se mantienen para los genes de lacasa de
Trichoderma spp. ya que mostraron un porcentaje de identidad entre 32.6 y 61.6%
con respecto a los genes de lacasa de diversas especies hongos ascomicetos. El
menor porcentaje de identidad se presento entre el gen de lacasa de T. viridescens y
S. macrospora (Pdggeler, 2011), mientras que el maximo valor de identidad se
presentd entre T. atroviride y F. oxysporium (Cérdoba y Roncero 2008). Es factible
que la menor homologia entre genes de lacasa de ascomicetos se deba a una
diversificacion de las funciones de lacasa extracelular en dicho grupo taxonémico
(Hoegger et al. 2006) en relacion a la funciébn mas especifica en basidiomicetos que
es la degradacion de lignina (Arora y Sharma 2010).

Los genes tvlacl, tvlaclA y tvlaclB pertenecientes a distintas cepas de T.
viridescens variaron en 19 posiciones de nucleétidos, lo que condujo a cinco cambios
de residuos de aminoacidos en la cadena polipeptidica. Esta variabilidad
intraespecifica ya ha sido descrita en el gen de lacasa 3 de dos cepas del hongo
basidiomiceto Vorvariella volvacea (Ahlawat y Billette 2011), asi como en dos cepas
aisladas en diferentes paises del hongo ligninolitico Pycnoporus sanguineus (Uzan et

al. 2009). Sin embargo, hasta el momento no existen datos en relacién a hongos
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ascomicetos. El estudio de la variacion intraespecifica del gen de lacasa extracelular
puede contribuir a encontrar mecanismos de variacion de dicha funcion o tendencias
evolutivas dentro de un grupo taxonomico. La variacion de nucleotidos del gen, en
complementacion con el analisis de los cambios en la secuencia de aminoacidos y la
estructura tridimensional de la proteina resultante, pueden ser de utilidad para el
establecimiento de relaciones estructura-funcion.

La traduccion in silico de los genes de lacasa de Trichoderma spp. reveld que
las secuencias polipeptidicas teoricas de T. atroviride (TaLacl, CMU-8), T. gamsii
(TgLacl, CMU-21), T. viridescens (TvLacl, CMU.66; TvLaclA, CMU-231; TvLaclB,
CMU-236), T. viride (TviLacl, CMU-218), T. koningii (TkLacl, CMU-234), T.
asperellum CBS 433.97 (Tas_154312), T. atroviride IMI 206040 (Ta_54145) y T.
virens Gv29-8 (Tv_48916) poseen las caracteristicas estructurales tipicas de las
MCO fungicas (Kumar et al. 2003) y los motivos distintivos de las lacasas sensu
stricto de hongos ascomicetos (Hakulinen et al. 2008; Kallio et al. 2011). La mayoria
de las lacasas fungicas son glicoproteinas monomeéricas con pesos moleculares que
van de los 50 a 130 kDa, poseen pl’s que oscilan entre pH 2.6 y 6.7, y presentan
entre 3 y 10 sitios de N—glicosilacién (Asn-X-Thr/Ser) (Morozova et al. 2007). En las
lacasas de Trichoderma spp. los sitios de N—glicosilacion Asn120, Asn232, Asn245,
Asn273 y Asn402, coinciden con los sitios N—glicosilados de las lacasas cristalizadas
de M. albomyces (Hakulinen et al. 2008) y T. arenaria (Kallio et al. 2011). El patrén
de N—glicosilacién de la mayoria de las lacasas consiste de cadenas ramificadas de
manosa conectadas a residuos de Asn a través de moléculas de N-acetil-D-
glucosamina. No obstante, también se han identificado unidades de arabinosa,
xilosa, galactosa y glucosa (Vite-Vallejo et al. 2009). El contenido de carbohidratos
representa entre el 10 y el 35% del peso molecular de la enzima y contribuye al
plegado y secrecion de la proteina, a la proteccion contra protedlisis, a la estabilidad
de los centros de cobre y, ademas, potencia la termoestabilidad de las lacasas
(Rodgers et al. 2009). A futuro seria interesante estudiar el nivel glicosilacion de las
lacasas de Trichoderma spp. y evaluar su posible relacién con la estabilidad de la

proteina y la actividad catalitica de la enzima.
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El analisis de la estructura primaria de cientos de lacasas provenientes de
diferentes organismos (insectos, plantas, hongos y bacterias) condujo a la
identificacion de cuatro regiones denominadas como segmentos L1 a L4. Estos
segmentos poseen una longitud de entre 8 y 24 residuos de aminoacidos, estan
distribuidos a lo largo de la cadena proteinica y son la marca distintiva de los
miembros de la familia de las MCO (Kumar et al. 2003). En las lacasas de
Trichoderma spp. los segmentos L1 — L4 estan altamente conservados e incluyen a
los 12 residuos de aminoacidos que actian como ligandos de los cuatro atomos de
cobre, asi como otros residuos que son indispensables para mantener el plegado
conformacional de estas enzimas (Kumar et al. 2003).

A nivel tridimensional, las lacasas de Trichoderma spp. presentan una
arquitectura globular compuesta por tres dominios cupredoxina, cada uno de los
cuales posee una topologia de barriles B. El plegado cupredoxina es comun a todas
las proteinas que contienen cobre, se observd por primera vez en las pequefas
proteinas azurinas y plastocianinas (Murphy et al. 1997), y posteriormente se detecto
en enzimas multidominio como las ascorbato oxidasas y las ceruloplasminas
(Nakamura et al. 2003). En las lacasas, los tres dominios son importantes para llevar
a cabo la funcion catalitica. EI CMN contiene un atomo de cobre T1 y se localiza en
el dominio Ill, mientras que el CTN posee un atomo de cobre T2 y dos atomos de
cobre T3 (T3 y T3) y se situa en una cavidad central de la enzima formada en la
interface entre los dominios | y Ill. El dominio Il no participa directamente en la
formacién del sitio activo, aunque contribuye al ensamblaje de la proteina como una
unidad funcional (Mot y Silaghi-Dumitrescu 2012). En los modelos 3D de las lacasas
de Trichoderma spp. el CMN contiene un atomo de cobre que esta coordinado
trigonalmente por dos residuos de His y uno de Cys, tal como se ha reportado para la
mayoria de las lacasas de los diversos grupos taxonémicos (Matera et al. 2008). Los
estudios de cristalografia de rayos X han puesto de manifiesto que la formacion del
puente de coordinacion entre el cobre T1 y el atomo de azufre de la Cys (Scys) €s
altamente covalente, lo que causa una fuerte absorcion electrénica alrededor de los
600 nm y proporciona a las lacasas su color azul caracteristico (Solomon et al. 1996).

Comunmente, las lacasas poseen un cuarto residuo de coordinacion en la posicion
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axial del cobre T1. En las lacasas fungicas, el ligando axial es usualmente una Leu o
Phe (Piontek et al. 2002), mientras que en las lacasas bacterianas dicha posicion
esta ocupada por una Met (Silva et al. 2012). En base a la sustitucion de este
residuo, las lacasas se han clasificado como Lac 1 (Met), Lac 2 (Leu) y Lac 3 (Phe),
presentando bajos (~400 mV), intermedios (~500 mV) y altos (~800 mV) potenciales
redox (Ep), respectivamente (Eggert et al. 1998). Las lacasas extracelulares de
Trichoderma spp. presentan una Phe en la posicion axial, por lo que estan
clasificadas como Lac 3. Hasta el momento dicha clasificacion ha sido objeto de
intensos debates, debido a que los estudios de mutagénesis dirigida son
contradictorios. Algunos trabajos indican que la sustitucién del residuo de Met por
una Leu o Phe conduce a un incremento de 100 mV en el Eq del cobre T1 de CotA
(Melo et al. 2007). Sin embargo, el reemplazo de la Leu por una Phe en las lacasas
de M. thermophila y R. solani no generé cambios significativos en el Eg (Xu et al.
1998).

En un esfuerzo por definir las determinantes moleculares que modulan el
amplio rango de Eq de las lacasas, Piontek et al. (2002) correlacionaron el valor de Eg
con las distancias de coordinacion alrededor del cobre T1, sugiriendo que a mayores
distancias, mayores Eo. No obstante, los espectros de Resonancia Paramagnética
Electrénica (RPE) registrados para lacasas que difieren en mas de 300 mV son muy
similares, excluyendo asi las diferencias estructurales en los alrededores del cobre
T1l (Matera et al. 2008). En particular, en los modelos 3D de las lacasas de
Trichoderma spp. se identificaron variaciones importantes en las distancias entre el
cobre T1 y la Phe axial. En el grafico de Ramachandran de cada una de las lacasas
de Trichoderma spp. el ligando axial se localiza en la region central, lo que sugiere
que la cadena lateral de la Phe posee una conformacion estereoquimicamente
favorecida. Mas alla de la influencia de la esfera de coordinacion del cobre T1, se ha
descrito que factores como la accesibilidad del sustrato, el niumero de puentes de
hidrogeno, la orientacién de los dipolos y la distancia entre el CMN y el CTN, afectan
el Ep de las lacasas fungicas (Mot y Silaghi-Dumitrescu 2012).

Al igual que en otras MCO, el CTN de las lacasas de Trichoderma spp.

contiene un atomo de cobre T2 y dos atomos de cobre T3. En proteinas homologas,
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los atomos de cobre del CTN estan coordinados por ocho residuos de His que
aparecen en un patrén altamente conservado de cuatro motivos His-X-His. El cobre
T2 esta coordinado por dos de éstas His y por una molécula de oxigeno (OH" o0 H,0).
Los cobres T3 estan unidos a la proteina por las seis His restantes y una molécula de
oxigeno (OH™ u O%) que mantiene el fuerte acoplamiento antiferromagnético distintivo
de éste par de cobres (Bento et al. 2010). Gracias a los estudios de cristalografia de
rayos-X se sabe que la via de transferencia de electrones desde el CMN hacia el
CTN corresponde al cuarto motivo conservado His-Cys-His, presente en las lacasas
de Trichoderma spp. La Cys central, ademas de unir al atomo de cobre T1, lanza los
electrones a cada una de las His adyacentes, y estas a su vez los transfieren al par
de cobres T3 (His512 al cobre T3 e His514 al cobre T3, en las lacasas de
Trichoderma spp.) en donde es reducido el oxigeno molecular a agua (Quintanar et
al. 2007).

En los modelos 3D de las lacasas de Trichoderma spp. se identificaron los
canales de solventes que constituyen la via de acceso hacia el CTN. El canal
denominado T3, permite la entrada y unién del oxigeno molecular al CTN, en tanto
que el canal T2 esté involucrado en la translocacién de las moléculas de agua desde
el CTN hacia la superficie de la enzima (Piontek et al. 2002). En las lacasas de
Trichoderma spp. ambos canales estdn formados principalmente por aminoacidos
polares y neutros, facilitando el paso de moléculas de agua y la formacién de
puentes de hidrégeno (Zhukova et al. 2007). En la entrada del canal T2 se
encuentran los aminoacidos acidos Aspl38 y Asp487, correspondientes a Aspl08 y
Asp478 en la lacasa de T. arenaria (Kallio et al. 2011). Los estudios de mutagénesis
dirigida han demostrado que tales residuos asisten en la conversion del oxigeno
molecular a agua, permitiendo la transferencia de protones (Quintanar et al. 2005).
Una caracteristica interesante es que, al igual que en las lacasas cristalizada de M.
albomyces (Hakulinen et al. 2002) y T. arenaria (Kallio et al. 2011), los ultimos cuatro
residuos de aminoacidos (DSGL/V/1) de las lacasas de Trichoderma spp. penetran en
el canal de solvente T3. Aun cuando se desconoce el papel exacto, es posible que
las lacasas de los hongos ascomicetos utilicen el grupo carboxilato del extremo C-

terminal en la transferencia de protones para la reduccion del oxigeno molecular
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(Kallio et al. 2011). En la parte superior del canal T3 se identificaron también los
residuos de aminoacidos que forman la puerta SDS. En las lacasas de M. albomyces
(Hakulinen et al. 2008) y T. arenaria (Kallio et al. 2011) esta puerta est4 conformada
por dos residuos de Ser y uno de Asp, que se cree participan en la transferencia de
protones desde el CMN hacia el CTN.

En las lacasas de Trichoderma spp. el sitio de unién a sustrato se localiza en
la vecindad del CMN y esta formado principalmente por aminoacidos hidrofébicos
qgue previenen la cercania de las moléculas de agua al ion metalico y facilitan la
interaccion de los sustratos con el sitio activo de la enzima (Cambria et al. 2010). Tal
como se ha descrito para otras lacasas fangicas, en la cavidad de sustrato de las
lacasas de Trichoderma spp. el cobre T1 esté relativamente expuesto al solvente e
interactia con las moléculas de sustrato a través del anillo imidazol de la His518
(His508 en la lacasa de M. albomyces) (Silva et al. 2012, Kallio et al. 2009). Se ha
sugerido que ésta His es el aceptor primario de electrones ya que mantiene una
posicion privilegiada para interactuar con el sustrato, debido a su facil acceso a la
superficie de la molécula (Kallio et al. 2009).

Otro residuo importante para la actividad catalitica de las lacasas es el
aminoacido Asp264. En la lacasa de M. albomyces el residuo equivalente
corresponde a Glu235 y participa en la oxidacion del sustrato mediante la aceptacion
de protones. Los estudios de mutagénesis dirigida han demostrado que la sustitucion
de Glu por Asp disminuye ligeramente la afinidad de la lacasa por compuestos
fendlicos, sin afectar las constantes cataliticas de la reaccién (Kallio et al. 2009,
Kallio et al. 2011). Todas las lacasas fungicas conservan el residuo Asp/Glu aun
cuando el resto de los aminoacidos que conforman la cavidad de sustrato varian
considerablemente (Kallio et al. 2009, Ge et al. 2010). El andlisis comparativo de los
sitios de unién a sustrato entre las lacasas de Trichoderma spp. revelé una mayor
area de interaccion y accesibilidad al sustrato en las lacasas de las especies de T.
viridescens y T. gamsii, por lo que son capaces de acoplar adecuadamente sustratos
voluminosos como el acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonico) (ABTS). No
obstante, las diez lacasas de Trichoderma spp. fueron capases de unir al ABTS,

aunque en TkLacl, Tas_154312 y Tv_48916 se presento impedimento estérico. En
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las lacasas de Trichoderma spp. el ABTS asume una estructura en forma de “U” con
el centro de la molécula en proximidad a la His518. Este acomodo se ha reportado
en la lacasa CotA de Bacillus subtilis, en donde parte de la molécula del ABTS esta
enterrada en la cavidad y la otra parte estd expuesta hacia la superficie de la
proteina, interactuando con el ambiente externo (Enguita et al. 2004). En éste
modelo, el anillo tiazolina de la porcion enterrada del ABTS se encuentra mas o
menos perpendicular al anillo aromatico de la His497 de CotA, lo que favorece la
transferencia de electrones desde el cobre T1 hacia el CTN (Enguita et al. 2004). El
acoplamiento in silico del ABTS en la lacasa del hongo basidiomiceto P.
cynnabarinus también es congruente con lo observado en las lacasas de
Trichoderma spp. En éste caso, el ABTS es capaz de rotar para unirse en estrecha
proximidad al cobre T1 y forma puentes de hidrogeno con el resido de Asn229
(Prasad et al. 2011), que corresponde a la His266 en Trichoderma spp. Las
propiedades de acoplamiento y la identificacion de los residuos de aminoacidos que
interactdan con el sustrato pueden ser de utilidad para posteriores experimentos de
mutagénesis dirigida, con el fin de identificar su papel en la actividad catalitica y la
especificidad por sustrato de las lacasas fungicas.

Un resultado interesante del presente trabajo es la observacién de variaciones
intraespecificas en las lacasas de las cepas de T. viridescens: TvLacl, TvLaclA y
TvLaclB. Los cambios de aminoacidos observados estan distribuidos a lo largo del
dominio 1l. Los estudios sobre variacién intraespecifica de la secuencia de
aminoacidos de lacasas extracelulares de hongos son escasos. En la levadura
basidiomicete Cryptococcus neoformans se han reportado variaciones entre
serotipos en la secuencia de aminoacidos de la lacasa Lacl que participa en la
sintesis de melanina (Ito-Kuwa et al. 2008). En esta especie, las variaciones
encontradas en la lacasa fueron de uno a dos aminoacidos en el serotipo A, hasta 21
aminoacidos en el serotipo B2, mientras que las cepas analizadas del serotipo C no
presentaron variaciones en la secuencia de la proteina. Dichas variaciones
generaron valores de identidad entre las proteinas de distintos serotipos que
oscilaron entre el 80 y el 96% (Ito-Kuwa et al. 2008). Es importante considerar que la

lacasa caracterizada de C. neoformans, e involucrada con patogenicidad, no es
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secretada al medio de cultivo, sino que permanece asociada a la region externa de la
pared celular (Zhu et al. 2001). Esta localizacion celular, si bien es extra-
citoplasmica, puede influir en los mecanismos de variacion genética de la proteina
cuando se le compara con proteinas extracelulares secretadas al medio, algo que no
ha sido investigado a la fecha.

Por ultimo, es importante comentar que el andlisis filogenético de las lacasas
putativas de Trichoderma spp. refuerza el andlisis bioinformético estructural. Las
proteinas de las cepas silvestres analizadas se agrupan con las proteinas
extracelulares previamente caracterizadas en las cepas de referencia,
distinguiéndolas de las lacasas intracelulares (Cazares-Garcia et al. 2013). Las
lacasas TalLacl (T. atroviride), TgLacl (T. gamsii), TvLacl, TvLaclA, TvLaclB (T.
viridescens), TviLacl (T. viride) y TkLacl (T. koningii) presentaron una estrecha
relacion con las lacasas los hongos F. oxysporum, G. graminis, A. niger y C.
parasitica. Se ha reportado que las lacasa de dichas especies participan en procesos
de parasitismo. Los ensayos de expresion en F. oxysporum indicaron que los genes
de lacasa estan regulados positivamente durante la colonizacion de las raices de las
plantas, actuando ya sea como factores de virulencia o como barrera de proteccién
contra la defensa de la planta y estrés oxidativo (Cordoba y Ronsero 2008). En las
variedades tritici y graminis de la especie G. graminis, aun cuando los genes de
lacasa poseen un alto grado de homologia, sus patrones de transcripcion difieren
considerablemente bajo distintas condiciones de cultivo. Algunos de estos genes son
activos Unicamente cuando el hongo se encuentra en la planta hospedera,
constituyendo factores de virulencia (Litvintseva y Henson 2002). En las especies de
Trichoderma se ha sugerido también la participacién de la lacasa en proceso de
parasitismo. Catalano et al. (2011) reportaron el uso de la cepa Atku70 para
determinar la participacion de la lacasa LCC1 de T. virens en micoparasitismo de
esclerocios de los patdgenos de plantas Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum.
En dicho estudio encontraron que el gen Iccl esta fuertemente expresado en etapas
tempranas de la colonizacion de esclerocios de B. cinerea e inducido
constantemente durante la colonizacion de esclerocios de S. sclerotiorum. La

eliminacion del gen Iccl (mutante Atku70Alcc1) alterd la habilidad de T. viride para
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degradar a los dos tipos de esclerocios. Mientras que la capacidad de degradacién
de esclerocios de B. cinerea se redujo significativamente, la degradacion esclerocios
de S. sclerotiorum fue mayor, sugiriendo la participacion de diferentes mecanismos
en el micoparasitismo de estos dos tipos de esclerocios por parte de la lacasa LCC1.
En la medida en que el nimero de genes y proteinas de lacasa de cepas silvestres
de Trichoderma se incremente serd posible establecer hipotesis mas firmes sobre la
evolucion y el papel fisiologico y ecoldgico de las lacasas en éste género de gran
importancia biotecnoldgica.
CONCLUSIONES

Los oligonucleédtidos disefiados amplifican especificamente los genes que
codifican para la actividad extracelular de lacasa sensu stricto de especies de
Trichoderma. El andlisis bioinformatico de las lacasas extracelulares de cepas
silvestres de Trichoderma spp. provee de informacion estructural valiosa que puede
ser utilizada para inferir especificidades por sustrato, estabilidad o funciones
fisiolégicas de ésta actividad enzimatica en dicho género. Aunque todas las
secuencias de aminoacidos mostraron los motivos comlnes a las lacasas sensu
stricto de hongos, las proteinas de las especies de Trichoderma spp. analizadas
muestran diferencias significativas en el sitio de union a sustrato, no en cuanto a la
composicién de aminoacidos participantes, sino en el volumen de la cavidad. Dicha
variacion esta asociada a aminoacidos vecinos al sitio de unién a sustrato, lo cuales
alteran la formacion de estructuras secundarias. La filogenia obtenida para las
lacasas de las cepas silvestres de Trichoderma es congruente con el analisis
filogenético de las cepas de referencia Los resultados obtenidos refuerzan la
importancia de continuar utilizando herramientas bioinformaticas para el analisis de
cepas silvestres no solo del género Trichoderma, sino de hongos ascomicetos y

basidiomicetos en distintas regiones geograficas.
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FIGURA SUPLEMENTARIA
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Figura S1. Especificidad de los oligonucleétidos LacT-F y LacT-R. MPM, marcador de peso molecular;
C, control, T. atroviride; 1, N. crassa; 2, F. oxysporum; 3, M. circinelloides; 4, S. rolfsii; 5, R. solanii;
6, P. brasiliensis; 7, P. janthinellum; 8, P. maculiformans; 9, A. bisporus; 10, P. ostreatus; 11, T.
villosa; 12, Amanita sp.

TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla suplementaria S1. Porcentaje de identidad entre los genes de lacasa de Trichoderma spp.
Ta_54145 Tglacl Tklacl  Tas_154312 Tvilacl  TvlaclA  TvlaclB Tvlacl Tv_48916

Talacl 100 89.7 89.7 87.4 89.4 89.4 89.5 89.7 81.6
Ta_54145 89.7 89.7 87.4 89.4 89.4 89.5 89.7 81.6
Tglacl 95.0 85.4 91.8 97.0 93.1 93.0 79.8
Tklacl 86.0 90.9 93.6 93.8 93.7 80.4
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Tas_154312 84.6 84.0 84.4 84.3 81.5
Tvilacl 91.3 91.6 91.4 79.2
Tvlacl-A 99.3 98.5 78.9
Tvlacl-B 99.0 79.0
Tvlacl 79.1
Tv_48916

Tabla suplementaria S2. Identidad (%) de las secuencias de lacasa de las especies de Trichoderma spp con
respecto a lacasas de hongos Ascomicetos depositadas en la base de datos de NCBI Gean Bank.

IDENTIDAD
Talacl Tglacl Tvlacl TvlaclA TvlaclB Tvilacl Tklacl
T. terrestris 1067/1590 1065/1579 1050/1569 1051/1570 1050/1569 1058/1569 1052/1582
(67%) (67%) (67%) (67%) (69%) (67%) (66%)
N. haematococca 436/600 506/732 429/602 429/602 430/602 508/731 508/732
(73%) (69%) (71%) (71%) (71%) (69%) (69%)
V. albo-atrum 430/592 395/543 431/592 408/564 412/567 431/598 422/589
(73%) (73%) (73%) (72%) (73%) (72%) (72%)
F. oxysporum 428/600 736/1101 431/600 428/600 426/600 736/1110 737/1104
(71%) (67%) (72%) (71%) (71%) (66%) (67%)
G. zeae 401/556 429/604 509/748 480/696 466/675 514/745 375/527(7
(72%) (71%) (68%) (69%) (69%) (69%) 1%)
F. fujikuroi 677/1019 740/1104  1004/1528 1004/1529  999/1529 751/1114  1006/1533
(66%) (67%) (66%) (66%) (65%) (67%) (66%)
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CAPITULO IV

Articulo IV

En el presente articulo en preparacion se reporta la capacidad de la cepa de
referencia IMI 206040 de T. atroviride para secretar lacasa extracelular bajo
diferentes condiciones de cultivo. Se evalud el efecto de la adicion de CuSO, y la
presencia de hongos fitopatdgenos en la induccién de la transcripcion del gen de
lacasa extracelular. Trabajo para someter en la revista internacional indizada Current
Genetics.
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RESUMEN

La actividad de lacasa extracelular se ha determinado en cepas silvestres de
Trichoderma spp., pero no en cepas de referencia cuyo genoma esta disponible. La
cepa IMI 206040 de T. atroviride fue capaz de decolorar/oxidar in vitro distintos
sustratos fendlicos indicadores de la actividad de lacasa extracelular, particularmente
el indigo Carmin, el acido tanico y el ABTS (acido 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonato)). No se detecté actividad de lacasa extracelular en cultivos liquidos en
medio de caldo de extracto de malta, pero se indujo la actividad afiadiendo al medio
asparagina (1% wi/v), guayacol (1 mM), rastrojo de sorgo molido (2% w/v), celulosa
(1% wi/v), acido tanico (1% wi/v), Tween 80 (1 mM) y CuSO,4 (100 uM), obteniéndose
actividades maximas de 61.11, 162.22, 296.66, 572.91, 3804.16, 4925.55, 8759.25
muU/mL, respectivamente. La region regulatoria del Unico gen que codifica para la
actividad de lacasa extracelular (Talacl) en T. atroviride presenta elementos de
regulacion en cis caracteristicos de lacasas fungicas, incluyendo motivos de
respuesta a metales (MREs, ACE,), a xenobidticos (XRES), a estrés (STRES) y a
micoparasitismo (MYC). ElI CuSO, incremento significativamente los niveles de

transcrito del gen Talacl respecto a la condicién basal. Las confrontaciones in vitro
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de T. atroviride contra hongos fitopatdgenos mostraron resultados contrastantes en
relacion a los niveles de transcrito del gen Talacl conforme avanza el tiempo de
confrontacion, disminuyendo en presencia de Rhizoctonia solani, sin variaciones
contra Sclerotium rolfsii e incrementando en el co-cultivo con Fusarium oxysporum;
lo que sugiere una respuesta transcripcional fitopatégeno-especifica. La transcripcion
del gen Talacl se incrementa cuando T. atroviride se confronta contra si mismo, lo

gue indica una respuesta asociada a densidad celular (Qquorum sensing).

Palabras clave: Trichoderma atroviride, lacasa extracelular, control transcripcional,

micoparasitismo, CuSOa..

INTRODUCCION

Las lacasas (benzenediol:oxygen oxidoreductases, EC 1.10.3.2) son Multicobre
Oxidasas (MCOs) que catalizan la oxidacién monoelectrénica de polifenoles, aminas
aromaticas, hidroxiindoles, benzenetioles y algunos iones inorganicos, utilizando el
oxigeno molecular como aceptor de electrones y reduciéndolo a agua (Morozova et
al. 2007). Las lacasas son enzimas comunes en la naturaleza y las funciones
fisioecoldgicas que llevan a cabo dependen de su origen y de sus propiedades
bioquimicas y estructurales (Giardina et al. 2010). En los hongos, la actividad
extracelular de lacasa se ha relacionado a la depolimerizacién de la lignina, a
procesos de patogénesis e interacciones competitivas y a mecanismos de defensa
contra compuestos antimicrobianos de hongos y plantas (Baldrian 2006). Las lacasas
fungicas poseen baja especificidad por sustrato y exhiben amplios potenciales redox,
propiedades que han sido aprovechadas para su aplicacion en la delignificacion y
blanqueo de pulpa Kraft, en la remocion de colorantes, pesticidas, explosivos e
hidrocarburos policiclicos aromaticos, en la sintesis de biocombustibles y en la
fabricacion de biosensores (Giardina et al. 2010). Dichas aplicaciones
biotecnolégicas han promovido el estudio de las caracteristicas bioquimicas,
genético-moleculares y funcionales de las lacasas provenientes de diversas especies
fungicas (Chakroun et al. 2010, Catalano et al. 2011).
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En general, una misma especie fungica produce mas de una isoenzima de
lacasa. El numero de isoenzimas varia en cada especie y son el resultado de la
presencia y expresion de multiples genes de lacasa en el genoma del hongo
(Tamayo-Ramos et al. 2011). También se han reportado isoformas que provienen del
mismo gen y que difieren entre si debido a splicing alternativo o modificaciones
postraduccionales (Rihl et al. 2013). En los hongos, la sintesis y secrecion de las
isoenzimas de lacasa esta influenciada por factores como los niveles de nutrientes,
las condiciones de cultivo, el estado de desarrollo del hongo y por la adicién de
diferentes inductores al medio de cultivo (Piscitelli et al. 2011). En éste sentido, se ha
evaluado la presencia de distintas fuentes de carbono y nitrégeno (Ranka y Chattoo
2011), compuestos aromaticos relacionados con la lignina como guayacol, acido
ferdlico y 2,5-xilidina (Hou et al. 2004), iones metélicos como Cu*?, Mn*? o Fe*?
(Saparrat et al. 2010) y en procesos de interaccion con otros organismos (Cordoba y
Roncero 2008). Los efectos observados difieren entre especies y entre isoenzimas
de una misma especie. Estas respuestas se han relacionado con la presencia
diferencial de elementos de regulacion en cis en las regiones promotoras de los
genes de lacasa (Pezzella et al. 2009). El estudio de la regulacion de la expresion de
los genes de lacasa es de utilidad tanto para determinar el papel fisiol6gico de las
isoformas encontradas en un mismo organismo, como para incrementar la
produccion de lacasas nativas con fines biotecnoldgicos.

El hongo ascomiceto filamentoso Trichoderma atroviride (teleomorfo Hypocrea
atroviridis) es un organismo de vida libre encontrado comanmente en suelos, raices
de plantas y ambientes foliares, en donde participa activamente en la degradacion
del material lignoceluldsico y en el micotrofismo de hongos patégenos de plantas
(Dodd et al. 2003). La habilidad de T. atroviride para antagonizar, parasitar y aniquilar
a otros hogos ha sido aprovechada para su uso como agente de control biolégico
(Harman et al. 2004). Ademas, se ha utilizado en la produccién de antibiéticos,
aromas y enzimas hidroliticas y oxidativas con aplicaciones en la industria
alimenticia, textil y en biorremediacién (Monte 2001, Schuster y Schmoll 2010,
Chakroun et al. 2010). La capacidad de T. atroviride para producir lacasas

extracelulares ha sido escasamente investigada, no obstante se ha determinado en
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medio de cultivo basal (Gochev y Krastanov 2007) y en cultivos suplementados con
acidos humicos, lignito (Holker et al. 1999) y CuSO,4 (Chakroun et al. 2010). Aunado
a ello, se ha reportado la purificacion y caracterizacién bioquimica y fisicoquimica de
la lacasa extracelular proveniente de la cepa CTM 10476 de T. atroviride (Chakroun
et al. 2010). La utilidad biotecnolégica de dicha enzima ha quedado documentada
dada la alta capacidad de oxidacion de los compuestos aromaticos catecol y o-cresol
presentes en aguas residuales (Chakroun et al. 2010). Recientemente, nuestro
grupo de trabajo reportd la presencia de genes de lacasa en Trichoderma spp.
(Cazares-Garcia et al. 2013). El analisis in silico del genoma de la cepa IMI 206040
de T. atroviride reveld la presencia de dos genes de lacasa, uno de los cuales
codifica para la actividad intracelular y el otro para la actividad extracelular (Cazares-
Garcia et al. 2013).

En el presente trabajo se evalud la actividad de lacasa extracelular en la cepa
IMI 206040 de T. atroviride bajo diferentes condiciones de cultivo y se reportan los
niveles de expresion del gen que codifica para la lacasa extracelular tanto en estado
basal como inducido con CuSO,. Ademas, se asoci0 la actividad de lacasa
extracelular al proceso de micoparasitismo, permitiendo establecer una funcion
fisiolégica de la lacasa extracelular dentro del género Trichoderma. Se comparan los
resultados obtenidos con trabajos previamente descritos para Trichoderma spp. y

otros grupos taxanémicos de hongos.

MATERIALES Y METODOS

Cepas empleadas y medios de cultivo

La cepa de estudio fue IMI 206040 de T. atroviride. Para evaluar la participacion de la
lacasa extracelular de dicha cepa en ensayos de micoparasitismo in vitro se utilizaron
los hongos fitopatdgenos Fusarium oxysporum, Rhizoctonia solani y Sclerotium
rolfsii. La cepa IMI 206040 de T. atroviride fue cultivada en medio minimo Vogel
(MMV) para el mantenimiento del micelio vegetativo y para la generacién de inéculos.
La solucion stock (50X) de MM esta compuesta por (g/L): NazCeHsO7-5H,0, 150;
KH2POg4, 250; NH4NO3, 100; MgSO,4-7H,0, 10; CaCl,-2H,0, 5; biotina (5 mg/100 mL
etanol al 50%), 5 mL; solucion de oligoelementos, 5 mL. La solucion de
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oligoelementos contiene (g/0.1 L): acido citrico-2H,0, 5; ZnSO4-H,0, 5; FeCl3-6H,0,
1; CuSO45H,0, 0.25; MnCl,-4H,0, 0.072; H3BO3, 0.05; Na;M00,4-2H,0, 0.05. Para
la siembra de la cepa, el stock se diluyd en agua destilada hasta obtener una
concentracion final 1X y se adiciond 1.5% de glucosa y agar bacteriologico (15 g/L).
El Caldo Extracto de Malta (CEM) se utilizé para la determinacién cuantitativa de la
actividad de lacasa extracelular. EI CEM consta de 1.0% de glucosa y 2% de extracto
de malta. El medio de preservacion y cultivo de los hongos F. oxysporum, R. solani y
S. rolfsii fue Agar Papa Dextrosa (PDA). Los medios se esterilizaron a 121 °C (15

Ib/in®) por 15 minutos.

Ensayos de decoloracion y oxidacion en placa

La determinacion cualitativa de la produccion de lacasa extracelular por parte T.
atroviride IMI 206040 se llevdé a cabo en placas Petri (90 mm de diametro) que
contenian 25 mL de MMV suplementado con los colorantes Naranja de Metilo (NM),
Azul Directo 71 (AD-71), Azul Acido 1 (AA-1), Chicago Sky Blue 6B (CSB-6B) del
grupo de los colorantes azo, indigo Carmin (IC, indigoide), Azul Remazol Brillante-R
(RBBR, antraquinona) y Fucsina Acida (FA, trifenilmetano), todos a una
concentracion de 250 mg/L (Nyanhongo y col., 2002). La solucion stock de cada uno
de los colorantes se esterilizé por filtracion a través de membranas Millipore de 0.45
UM de poro y se adicioné al medio de cultivo después de que éste se esterilizd por
autoclave. También se emplearon los sustratos guayacol y acido tanico a una
concentracion de 0.01 y 0.04%, respectivamente (Kiiskinen y col., 2004). El guayacol
se disolvio por separado en 20 mL de H,O destilada y se adicioné al medio de cultivo
al momento de la esterilizacion por autoclave. El 4cido tanico se disolvié en 50 mL de
H,O destilada y se esterilizd por separado antes de su adicién al medio de cultivo.
Las placas fueron inoculadas con precultivos en fase logaritmica de crecimiento, los
inoculos se obtuvieron del borde de la colonia con un sacabocados de 6 mm de
diametro. El indculo se coloc6 en el centro de la placa y en todos los casos se incub6
en oscuridad a 28° C. El crecimiento micelial se determiné cada 12 horas, mediante
la medicion del diametro colonial. La tasa de crecimiento se determiné mediante la

férmula Tc = crecimiento final — crecimiento inicial/ tiempo de incubacion. El grado de
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decoloracion se determind visualmente mediante la formacion de un halo de
decoloracion alrededor del micelio en crecimiento; la oxidacion del guayacol se
registro por la formacion de un halo café-rojizo en el medio de cultivo; y la reaccion
positiva con &cido tanico se reveld con la aparicion de una zona café oscuro
(Kiiskinen et al. 2004; Nyanhongo et al. 2002). Todos los ensayos se realizaron por

triplicado.

Cultivo en medio liquido

Las cepa IMI 206040 de T. atroviride fue cultivada en medio liquido para determinar
el crecimiento y los niveles de actividad de lacasa extracelular en estado basal e
inducido. Se utilizaron in6culos de micelio obtenidos de la manera previamente
descrita. Las cinéticas de crecimiento y actividad en condiciones basales se iniciaron
adicionando tres indculos en matraces Erlenmeyer de 125 mL conteniendo 25 mL de
CEM. Los estudios de induccion enzimatica se llevaron a cabo en ensayos
separados mediante la adicion de 1% de asparagina, 1% de celulosa, 1% de acido
tanico, 1 mM de guayacol, 1 mM de Tween 80, 100 um de CuSO, y 0.5 g de rastrojo
de sorgo (Sorghum sp.) por cada 25 mL de CEM. El &cido tanico se disolvié en 50
mL de H,O destilada y se esterilizé por separado antes de su adicion al medio de
cultivo. La asparagina y el CuSO, se disolvieron en 20 mL de H,O destilada y se
esterilizaron por filtracion para su adicibn al medio de cultivo. La celulosa, el
guayacol, el Tween 80 y el rastrojo de sorgo se agregaron al CEM al momento de la
esterilizacion por autoclave. El rastrojo fue macerado y esterilizado dos veces antes
de su uso. Los matraces inoculados de la manera previamente descrita se incubaron
a 28 °C y 120 rpm de agitacion. En todos los casos se tomaron muestras cada 24
horas para determinar el peso seco, la cuantificacién de proteina y la actividad de

lacasa extracelular. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Actividad de lacasa extracelular y cuantificacion de proteina
La actividad de lacasa extracelular se determin6 espectrofotométricamente utilizando
ABTS como sustrato (Nagai et al. 2002). La mezcla de reaccion contenia 800 uL de

buffer Macllvaine pH 4.0 (0.1 M de acido citrico, 0.2 M de fosfato de sodio dibasico),
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100 uL de ABTS 10 mM y 100 uL de la fase acuosa, obtenida del medio de cultivo
filtrado. Las muestras se incubaron a 30° C por 20 min y la reaccién se detuvo
adicionando 100 pL de &cido tricloroacético al 5% (v/v en agua). La formacion del
radical catiénico ABTS+ se midi6é por el incremento de la absorbancia a 420 nm (g420
= 36 000 M™* cm™). Una unidad de actividad enzimatica (U) se defini6 como la
cantidad de enzima que cataliza la oxidacion de 1 umol de ABTS a 30 °C en 1 min.
La proteina total se determin6 mediante el método de Bradford (Bio-Rad Protein

Assay) utilizando albumina bovina como estandar (Bradford 1976).

Ensayos de antagonismo

La habilidad de T. atroviride IMI 206040 para antagonizar a los hongos F. oxysporum,
R. solani y S. rolfsii se evalué en placas Petri (90 mm de didmetro) que contenian 25
mL de MM recubierto con una membrana estéril de celofan (grado alimenticio) de
acuerdo a Reithner et al. (2011). Discos de 6 mm de didmetro de precultivos en fase
exponencial de crecimiento del antagonista y de cada patdégeno se colocaron en
lados opuestos de la placa, a una distancia de 7.0 cm. Cada cultivo con una
combinacion antagonista/patégeno se realiz6 por triplicado. Los cultivos se incubaron
a 28 °C en oscuridad. El radio de la colonia de cada patégeno se determiné en
direccion al antagonista (Ra) dos veces al dia, hasta el contacto entre ambas
colonias (Matarese et al. 2012). Como control se utilizaron cultivos duales T.
atroviride — T. atroviride y cultivos individuales de cada hongo. Los valores obtenidos
se utilizaron para construir curvas de crecimiento y para determinar las tasas de

crecimiento y el porcentaje de inhibicion.

Expresion del gen de lacasa

La expresion del gen de lacasa extracelular de T. atroviride IMI 206040 se evalué en
cultivos inducidos con CuSO, y a partir de los ensayos de confrontacion directa
mediante RT-PCR semicuantitativa. Las muestras de los cultivos inducidos con
CuSO0O, se obtuvieron cada 24 h por filtracién con papel Whatman No. 2. El micelio se
enjuagd con H,O destilada desionizada estéril, se congelé inmediatamente en

nitrégeno liquido, se macerd en un mortero frio y estéril y se almacené en un tubo de
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microcentrifuga de 1.5 mL a —80 °C hasta su uso. Los ensayos de confrontacion
directa se realizaron en placas Petri (90 mm de didmetro) que contenian 25 mL de
MM recubierto con una membrana estéril de celofan. Antes de la inoculacion se
realizaron cortes al celofan para facilitar la colecta y evitar dafar el micelio de T.
atroviride. Discos de 6 mm de diametro de precultivos en fase exponencial de
crecimiento del antagonista y de cada patdgeno se colocaron en lados opuestos de
la placa, a 6.8 cm de distancia uno del otro. Se cultivaron 8 placas para cada
combinacion antagonista/patdbgeno por estado de interaccion. Las placas se
incubaron a 28 °C en oscuridad. El micelio de T. atroviride se cosechd bajo un haz
de luz roja en tres diferente estados de interaccion: i) antes del contacto (AC):
cuando los micelios del antagonista y del patdgeno se encontraban a 5 mm de
distancia; ii) durante el contacto (DC); vy iii) sobre crecimiento (SC): cuando la colonia
de T. atroviride sobrecreci6 5 mm a la colonia del patégeno. Como control se
utilizaron cultivos duales T. atroviride — T. atroviride. Los micelios de T. atroviride se
cosecharon lo mas rapido posible, se congelaron inmediatamente en nitrdgeno
liquido, se maceraron en un matraz estéril y frio para obtener un polvo fino y se
almacenaron en tubos microcentrifuga de 1.5 mL a —80 °C hasta la extraccién del
ARN.

Extraccion de ARN y transcripcién reversa

El ARN total se extrajo del micelio congelado adicionando de acuerdo al protocolo
descrito por Jones et al. (1985). Todas las muestras fueron tratadas con DNAsa |
(Invitrogen, USA) de acuerdo a las especificaciones del fabricante. La calidad del
ARN se evalud por electroforesis en geles de agarosa al 1.5 % adicionados con
buffer MOPS (20 mM de MOPS pH 7, 8 mM de acetato de sodioy 1 mM de EDTA pH
8) y 2.2 M de formaldehido. Los &cidos nucleicos se tifieron con Bromuro de Etidio
(BrEt) (Sambrook y Russell 2001). La cuantificacion de la concentracion del ARN se
realiz6 en un NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo-Scientific, USA). La
pureza del ARN se estimé mediante la relacion 260 nm/ 280 nm, solo las muestras
que presentaron valores entre 1.8 y 2.1 se utilizaron para la sintesis de cDNA. La
sintesis de cDNA se llevo a cabo con el kit SuperScript 1l Reverse Transcriptase
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(Invitrogen, USA) a partir de 2 ug de ARN siguiendo las indicaciones del fabricante y
utilizando una mezcla de oligos reversos para la captura de los ARN mensajeros de

interés.

Disefio de oligonucleétidos y PCR semicuantitativa

Los primers utilizados en PCR semicuantitativa se disefiaron en base a la secuencia
del gen que codifica para la actividad extracelular de lacasa sensu stricto (Cazares-
Garcia et al. 2013) depositado en la base de datos del genoma de la cepa IMI
206040 de T. atroviride (http://genome.jgi-psf.org/Triat2/Triat2.home.html) y posee el
namero de acceso 54145 (Talacl). Para la amplificacion se utilizaron los primers RT-
TaLacl-F (5-ACATTGCAATCGGACAGCGCTACG-3) y RT-TaLacl-R (5°-
TTATCTGTATACGAGTAGCCCGTC-3'), los cuales poseen una Tm de 66.9 y 63.6
°C, respectivamente. Con la finalidad de incrementar la especificidad de la
amplificacion, el primer RT-TaLacl-F se disefid en los limites de los exones 1y 2 del
gen de lacasa Talacl. Las reacciones de amplificacion se realizaron en un volumen
total de 25 L. Para todas las muestras la concentracion de la mezcla de reaccién fue
la misma: 20 mM de Buffer para PCR Tris-HCI pH 8.4, 500 mM de KCI; 1.5 mM de
MgCly; 0.2 mM de cada dNTP; 0.2 uM de cada oligonucleétido; 0.04 U de Taq
polimerasa recombinante (Invitrogen, USA); 1 ug de cDNA; el volumen final se ajusto
con H,O DEPC a 25 pL. Las reacciones de PCR se realizaron en un termociclador
Palm-Cycler'™ Gradient termal cycling (R Corbett Life Science, USA) mediante el
siguiente protocolo de amplificacién: un ciclo inicial de desnaturalizacion a 95 °C por
3 min, seguido de 20 ciclos de desnaturalizacion a 95 °C por 15 segundos,
alineamiento a 66 °C por 15 segundos y extension a 72 °C por 1.0 minuto, con una
extension final a 72 °C durante 10 min. Los productos de amplificacion obtenidos se
analizaron en geles de agarosa al 2 % tefiidos con BrEt (Sambrook y Russell 2001).
La intensidad de las bandas se determind en un fotodocumentador Bio-Rad

ChemiDoc™ XRS+ System. Los valores de intensidad de Talacl se normalizaron
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con la sefal del gen GPD que codifica para la gliseraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa (Esquivel-Naranjo y Herrera-Estrella 2007).

Analisis bioinformético

En el genoma reportado de T. atroviride se localizd la secuencia del gen Talacl
depositado en la base de datos con el numero de acceso 54145 (ver capitulo 2). A
partir del coddn de inicio de la transcripcion se extrajeron 1550 pb de la region rio
arriba y se analiz6 visualmente para la busqueda de elementos en cis involucrados

en la regulacion de la transcripcion.

Compuestos quimicos

Los compuestos Naranja de Metilo, Azul Directo 71, Azul Acido 1, Chicago Sky Blue
6B, indigo Carmin, Azul Remazol Brillante R, Fucsina Acida, guayacol, acido tanico,
acido citrico, ABTS, albumina bovina, asparagina, Tween 80, celulosa y el CuSO,
fueron obtenidos de Sigma-Aldrich® (USA). El acido tricloroacético provino de
Fluka® (USA). El NaH,PO,4-7H,0, la glucosa y el Agar Papa Dextrosa de JT Baker®
(USA). El reactivo de Bradford se adquirié de BioRad® (USA). El extracto de malta y
el agar bacteriol6gico provienen de Difco® (USA). Todos los compuestos y reactivos
empleados para la extraccion de ARN y los analisis de expresién fueron grado

biologia molecular.

RESULTADOS

Ensayos de decoloracion/oxidacion de la cepa IMI 206040 de T. atroviride

La capacidad de la cepa IMI 206040 de T. atroviride para degradar compuestos
fendlicos se evalu6 mediante ensayos de decoloracién y oxidacion en placa. T.
atroviride degrad6d con diferente eficiencia los colorantes Naranja de Metilo, indigo
Carmin y RBBR (Tabla 1). En el caso de los colorantes Naranja de Metilo e indigo
Carmin, la decoloracién comenz6 con la formacién de zonas claras en el centro de la
colonia y se extendié conforme incrementé el diametro micelial. indigo Carmin fue el
anico colorante degradado completamente por T. atroviride, siendo evidente al

segundo dia de que el micelio cubrid la placa. En relacion al colorante RBBR, la

146



Cézares-Garcia, S. V. J UM.S.N.H., 2014
s P s S i =

decoloracion comenzé en el centro de la colonia luego de tres dias de que el micelio
cubrié la placa. T. atroviride no fue capaz de degradar los colorantes Azul Acido 1,
Fucsina Acida, Azul Directo 71 y CSB6B (Fig. 1).

Los ensayos con acido tanico resultaron en la aparicion temprana de una
coloracion café oscuro en el medio de cultivo que se extendio e intensifico con el
crecimiento micelial. La oxidacion del ABTS fue notoria a las 3 horas de incubacion,
siendo evidente mediante la aparicion de una coloracion azul-verde en el medio de
cultivo, en la zona de crecimiento micelial y desaparecio gradualmente en el centro
de la colonia. T. atroviride no fue capaz de oxidar los sustratos guayacol y

siringaldazina, aun después de 15 dias de incubacion (Fig. 1).

AA1 RBBR c EA NM csees AD71 Gy AT ABTS Si

Intensidad

D/O

TC (cm/d) 2.17 2.17 2.17 2.17 2.17 0.45 1.24 2.17 1.24 2.17 2.17
(+0.115) (+0.520)  (+0.568)  (+0.246) (+0.1) (+0.086)  (+0.301) (+0.208)  (+0.251) (+0.2) (+0.119)

+ +++ - ++ - - - +++ ++ -

Figura 1. Ensayos de decoloracion y oxidacion en placa de T. atroviride IMI 206040. Claves: AAL,
Azul Acido 1; RBBR, Azul Remazol Brillante R; IC, indigo Carmin; FA, Fucsina Acida; NM, Naranja de
Metilo; CSB6B, Chicago Sky Blue 6B; AD71, Azul Directo 71; GUA, Guayacol; AT, Acido Tanico;
ABTS, acido 2,2-azinobis (3-etilbenzotiazolin-6-sulfonato); SYR, Siringaldazina. En la parte superior
de la figura se encuentran los controles, que son los medios de cultivo adicionados con los diferentes
colorantes y sustratos sin el hongo. En la parte inferior se muestra de manera cualitativa la intensidad
de decoloracion/oxidacion (D/O) y la tasa de crecimiento (TC) en centimetros por dia (cm/d), para
cada compuesto utilizado. Entre paréntesis se muestra la desviacion estandar de las tasas de
crecimiento. Los resultados obtenidos corresponden al promedio de tres réplicas. Claves: +++,
decoloracién/oxidacién intensa; ++, decoloracion/oxidacion moderada; +, decoloracién/oxidacién baja;
-, no presentd decoloracion/oxidacion.

La tasa de crecimiento de T. atroviride en condiciones control en MM vy al
adicionar los indicadores Naranja de Metilo, Azul Acido 1, Fucsina Acida, indigo
Carmin, RBBR, guayacol, ABTS vy siringaldazina fue de 2.17 cm/dia (Fig. 1). La
adicién de Azul Directo 71, CSB6B y Acido Tanico inhibid el crecimiento micelial,

presentando una tasa de crecimiento que oscilé entre 0.45 y 1.24 cm/dia (Fig. 1). En
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los cultivos adicionados con los diversos colorantes y con los sustratos acido tanico y
guayacol se observo abundante formacién de conidias. No obstante la adicion de
ABTS y siringaldazina no promovio la sintesis de conidias, observandose Unicamente

crecimiento vegetativo.

Cinéticas de crecimiento en medio liquido y actividad de lacasa extracelular

La actividad de lacasa extracelular de la cepa IMI 206040 de T. atroviride se
determind en medio liquido tanto en condiciones basales como inducidas con
asparagina, guayacol, acido tanico, celulosa, rastrojo de sorgo, Tween 80 y CuSOQy.
Las cinéticas de crecimiento bajo las condiciones de cultivo evaluadas mostraron una
fase logaritmica de duracion variable, seguida de una fase estacionaria que se
mantuvo hasta el final de las cinéticas de crecimiento (Fig. 2). En condiciones
basales T. atroviride presentd una fase exponencial de tres dias, mientras que al
adicionar asparagina al medio de cultivo la fase exponencial se redujo a dos dias de
incubacion (Fig. 2-A). En el tiempo total de incubacion empleado en los ensayos, la
maxima produccion micelial en condiciones basales fue de 62.45 (+ 0.0009) mg y de
56.5 (+ 0.0009) mg al adicionar asparagina (Fig. 2-A, Tabla 1). Al agregar al medio
de cultivo guayacol, rastrojo de sorgo y Tween 80 la biomasa fangica increment6 a
79.75 (+ 0.0008) mg, 91.18 (+ 0.0156) mg y 92.70 mg (+ 0.0002), respectivamente
(Tabla 1). Las cinéticas con guayacol y Tween 80 presentaron un patrén similar de
crecimiento, con una fase exponencial que se mantuvo hasta el décimo dia de
incubacion (Fig. 2-C y 1-D). Con rastrojo de sorgo se presentd una fase exponencial
hasta el tercer dia de incubacion, seguido de un cambio rapido a la etapa de
decaimiento (Fig. 2-B). Al adicionar al medio de cultivo acido tanico, celulosa y
CuSO, la biomasa fangica disminuy6 con respecto al cultivo en condiciones basales,
siendo la maxima de 39.63 (+ 0.001) mg, 54.33 (+ 0.0512) mg y 54.33 (+ 0.0012) mg,
respectivamente. El efecto en el desarrollo micelial de T. atroviride fue mas

pronunciado con acido tanico, siendo la Gnica condicion en la que se presentd una
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fase lag de un dia, que continué con una fase logaritmica hasta el cuarto dia de
incubacion (Fig. 2-C).

Tabla 1. Actividad extracelular de lacasa y produccion de biomasa en T. atroviride IMI 206040 con diferentes inductores.

Condicién de cultivo Biomasa (mg) Relacién de biomasa Actividad maxima (mU/mL) Relacién de
(I/B) actividad (1/B)

Basal 62.45 (+ 0.009)* Na nd na
Inductor
Asparagina 56.50 (+ 0.0009)° 0.90 61.11 (+0.008)% 61.11
Celulosa 54.33 (+ 0.0512)° 0.86 572.91 (+0.035)" 572.91
Sorgo 91.18 (+ 0.0156)° 1.46 296.66 (+0.008)° 296.66
Acido tanico 39.63 (+0.001)° 0.63 3804.16 (+0.085)" 3804.16
Guayacol 79.75 (+ 0.0008)" 1.27 162.22 (+0.000)° 162.22
Tween 80 92.70 (+ 0.0002)° 1.48 492555 (+0.066)" 4925.55
CuSO4 54.33 (+ 0.0012)° 0.86 8759.25 (+0.141)° 8759.25

Clave: nd, no determinada; na, no aplica; |, inductor; B, basal. La desviacién estandar aparece entre paréntesis. En cada columna los valores
que tienen diferente letra de superindice indica que las diferencias son significativas (p<0.05).Para todas las cepas, excepto para el
crecimiento de CMU-218, las diferencias en los valores de crecimiento y actividad enzimatica entre los cultivos basales y con RS son
significativas.

En condiciones basales la cepa IMI 206040 de T. atroviride no mostré actividad de
lacasa extracelular, siendo cero desde el inicio hasta el final de la cinética de
actividad (Fig. 2-A). En el cultivo adicionado con asparagina se detect6 actividad de
lacasa a partir del segundo dia, presentando una maxima actividad de 61.11 (+
0.008) mU/mL en el tercer dia de incubacion (Fig. 2-A). Aun cuando la adicion de
celulosa y rastrojo de sorgo al medio de cultivo indujo la actividad de lacasa
extracelular, ésta se mostré6 en diferentes etapas de crecimiento (Fig. 2-B). Con
rastrojo de sorgo la maxima actividad de lacasa se presentd en la fase exponencial,
con un maximo de 296.66 (+ 0.008) mU/MI en el quinto dia de incubacion, mientras
que con celulosa, la actividad de lacasa se detecto en la fase estacionaria, a partir
del quinto dia de incubacion, presentando un maximo de 572.91 (+ 0.035) muU/mL
(Fig. 2-B). En el caso del cultivo adicionado con guayacol, la actividad de lacasa se
manifesté desde el segundo hasta el sexto dia de incubacién, con una maxima de

162.22 (+ 0.0) mU/mL hacia el quinto dia, correspondiente a la etapa estacionaria de
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crecimiento (Fig. 2-C). Al adicionar acido tanico al medio de cultivo, T. atroviride
mostré un patréon de actividad similar al observado con guayacol, detectandose la
actividad de lacasa desde el cuarto hasta el décimo dia de incubacion. La maxima
actividad de lacasa en los cultivos suplementados con acido tanico fue de 3804.16 (+
0.085) mU/mL en el quinto dia de incubacién (Fig. 2-C). Con Tween 80 se observo
el mayor incremento de actividad de lacasa en relacién al resto de los cultivos
inducidos, presentando un maximo de 4925.55 (+0.066) mU/mL hacia el cuarto dia
de incubacion (Fig. 2-D). También se indujo la actividad con CuSQy, la cual mostré
niveles mas altos que todos los inductores anteriores. No obstante, debido a que el
caso de la induccion con CuSO, se realiz6 una determinacion semicuantitativa de los
niveles de transcrito del gen Talacl, los resultados se presentan mas adelante (ver
seccion Determinacion semicuantitativa de la expresion del gen de lacasa
extracelular de T. atroviride IMI 206040).
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Figura 2. Cinéticas de crecimiento y actividad de lacasa extracelular de T. atroviride IMI 206040.
Cultivos en Caldo Extracto de Malta adicionados con: A, basal y asparagina (1%); B, celulosa (1%) y
rastrojo de sorgo (0.5 g por cada 25 mL de CEM); C, acido tanico (1 %) y guayacol (1 mM); D, Tween
80 (1 mM). Los cultivos se incubaron a 28 °C y 120 rpm de agitacion. Todas las graficas tienen la
misma escala en el eje y.

Region promotora del gen de lacasa Talacl de T. atroviride IMI 206040

Se analizé una regiéon de 1550 pb ‘rio arriba’ del coddn de inicio de la transcripcion
(ATG) con la finalidad de identificar la presencia y localizacion de los elementos de
regulacion en cis involucrados en la transcripcion de los genes de lacasa (Fig. 3). Se
encontré una caja TATA, en la posicidon —148, y cinco cajas CAAT en las posiciones —
88, —121, -502, —993 y -1345. Adicionalmente, se identific6 un elemento de
respuesta a metales (MREs, metal responsive elements), un elemento de respuesta
a xenobiédticos (XREs, xenobiotic responsive elements) y un elemento de respuesta a
ACE; (ACE,), en las posiciones —627, —1391 y —1519, respectivamente (Fig. 3). Dos
elementos de respuesta a CreA (CreA) se encontraron en la posiciones —845 y —
1024 (Fig. 3). Adicionalmente, se identificaron los elementos de respuesta a

micoparasitismo MYC1 y MYC3 en las posiciones —-943 y —164, respectivamente.

-1550 TCATCAGCCTTTAAAGATAACTTGGGAGAGGCATAATCTCTAAAAAGTCTAGTAAAGTAA
-1490 GTTGAAGAAACAAAAGAAACATTCCACCATTTCCAGGTGGCGATCTTCTCTTTTATACAA
-1430 GGCCGCTGTAAAATGAAATATTACTTTTTCTTTCANSBEEEGT TATCCAAAACTTGACAA
-1370 CTTCACTATTCTCTTTCTABEEEEEACCCCGTGTGTTATAGGCCACGCGTCAATGTACGG
-1310 CAACGGTATGTTATACGATTGGACAGGATAAACTTTTATCCCAATTGCAAGGTAAAGAGT
-1250 TGTGACCAAAATAGCATAGGAAACATGTATCATGACTCATAATAAGTCTTACAATATAAA
-1190 CAAGTACAAAATATGTAACTGCACATCTCTCTCAACCAAAAGAATAACAATTTTCTCAAA
-1130 GAACCAGCTTGGCCAAGTCGTGGTTAGATACATATTCTACATCCTGCATCCTCAAGGACA
-1070 TATTAGTGCATTCATTTATAAACTTGGATTTGTAGAATCAACTCCGETTTTTTATTTACA
-1010 AAGTCTTTACAGEEMENTCTTTAGATCCAACATCCTCGTATAAGACTTCCATTGTAGTTT
-950 GTlGGTTACATGCTAGTAGTTCCATTCGACCCTGCACAGCCGGTGTHEBEBEEATTA
-890 CGCGGAAHNBEEEAAAACTGGATACTTGTAGCGCGTATATCEECCACATACCGAACAACCT
-830 AGTATAGCTGGCCCGTACAGAAAGAGTTTTCCATTTTTGCAACTCHEBEEEATCTCCAACC
-770 AAAAAGATGTATATTTAAAGCCGCGTCATCACTATTTCGAAAGCTACGCCCTATTCTTCA
-710 GTTTCAGTTTGCCAAATTGAGCATGAGAAGCTTTATATCGAGGCTGTGCTGTACCGTGCC
-650 GTGCCGCGCTACTGTACTGCGCACATAAACCGCCTGACTTTTAATGAAAGCCGTAGATGA
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-590 GAAGCTACTCCGAACCATGATTGTAACCAAAAAATCTCGTAACTACTATACCCGTCCCGT
-530 TACAACGGGCAGCCGATTACGCANBEMENTACGCAACTGCAAAGCCCTCAAGACGACTTC
-470 TGTATGAATGCACTGATAGTAAAAATTATTATTTTACATGTGAAATAATTGACTTGGGTA
-410 TGGACAAATCTGCCTTGCCGTCGHBBEET TCTCGATTCCAGGAGTTCTTGATATCCCTGG
-350 TAGATCCTGATTTAGAAACGTTTGCGTAGGCTTCTTCTAGCTACCACGGGGTACTGGGCT
-290 ATGCGGAATAGAGACAGCGTATAGCTAAAGAGTTGATTGCATGAACACCATGGTGTTTGG
-230 AAGTGATAGGAGATACTTCTAGACTACAGAATAACAAGGGACTGTATGGCATACAAGCH
-170 [GACCAGAAACGAGTATAAGAAGTGTGCCACGCCCTGAT TEEEEBHGATCAAAAGC
-110 TTGTCACTCTCATTCATEEEEGECAACTACAGATCTTTTCAACTCATTCTTTATTGCCAC
-50  AGCTCCAAGCGTATCACAATTTCATTCGTTCATCAATAGGCCTATTCAGCHEG

Figura 3. Regidn promotora del gen Talacl de T. atroviride IMI 206040. I codon ATG; [] caja TATA; I
caja CAAT; [] elemento de respuesta a CreA; [| elemento de respuesta a ACE;; [] elemento de
respuesta a metales (MRES); I elemento de respuesta a xenobiéticos (XRES); I elementos de
respuesta a estrés (STRES); y I elemento de respuesta a micoparasitismo (MYC).

Determinacion semicuantitativa de la expresion del gen de lacasa extracelular
de T. atroviride IMI 206040

La expresion semicuantitativa del gen de lacasa extracelular Talacl de T. atroviride
IMI 206040 se evalud a partir de los cultivos basales en medio liquido y en cultivos
inducidos con CuSO,4. Ademas, se analiz6 el nivel de expresién del gen Talacl
durante la confrontacion de T. atroviride contra los hongos F. oxysporum, R. solani y
S. rolfsii.

Con respecto al cultivo basal en medio liquido, como se coment6 anteriormente,
no es posible medir actividad de lacasa extracelular. Los datos de RT-PCR
cuantitativa en dicha condicién son congruentes con esto, aun cuando es posible
observar una banda tenue del transcrito del gen Talacl en el gel (Fig. 4-B), ésta fue
indetectable al analisis densitométrico durante todo el tiempo de incubacién (Fig. 4-
C). La adicion de CuSO,4 (100 puM) al medio de cultivo indujo la actividad de lacasa
extracelular hasta un maximo de 8759.25 (+ 0.141) mU/mL en el cuarto dia de
incubacion, al inicio de la fase estacionaria. Estos niveles de actividad fueron
significativamente superiores a los de todos los inductores organicos empleados (ver
Figura 2 y texto correspondiente). De manera interesante, el transcrito del gen Talacl
en presencia de CuSO, se acumula desde el primer dia de incubacién y se mantiene
significativamente ma alto en todo el tiempo de cultivo en relacion al cultivo basal

(Fig. 4-B y 4C). Ademas, se observa un incremento relativo hacia el tercer dia de
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incubacion, 24 horas antes del pico maximo de actividad enzimatica, el cual se

sostiene durante el 4 dia de incubacion, para disminuir a partir del 5 dia.
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Figura 4. Actividad extracelular de lacasa y expresion del gen Talacl de T. atroviride IMI 206040. A,
cinética de crecimiento y actividad de lacasa extracelular en cultivos inducidos con CuSQy,; B, Patron
de transcripcion del gen Talacl en condiciones basales e inducido con CuSQO,; C, Niveles de
expresién de Talacl normalizados mediante la relacién lac1/GPD .

El estudio de la expresion del gen Talacl durante la confrontacion directa de
T. atroviride contra los hongos F. oxysporum, R. solani y S. rolfsii resulté en un
patrén transcripcional complejo (Fig. 5). La cuantificacién densitométrica de las
sefales obtenidas de deteccion del RNAm del gen Talacl, revel6 que durante la
confrontaciéon de T. atroviride contra F. oxysporum dicho gen posee un nivel relativo

de expresion relativamente constante durante todo el proceso de la interaccion (Fig.
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5-A). En relacion a la confrontacion de T. atroviride contra R. solani, la expresion del
gen Talacl fue mayor antes del contacto y después del sobre-crecimiento de T.
atroviride, aunque las diferencias posiblemente no sean significativas en todo el
proceso de interaccion (Fig. 5-B). En esta confrontacion fue en donde se detectaron
los niveles relativos de transcrito del gen Talacl mas altos. La expresion del gen de
lacasa Talacl durante la confrontacion de T. atroviride contra S. rolfsii mostro una
reduccion que parece ser significativa durante el contacto inicial y el sobre-
crecimiento del antagonista sobre el patogeno (Fig. 5-C). En dicha confrontacion fue

donde se detectaron los niveles relativos de transcrito mas bajos, particularmente
durante el contacto inicial.

A T. atroviride vs. F. oxysporum B T. atroviride vs. R. solani
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Figura 5. Andlisis RT-PCR semicuantitativo del gen de lacasa extracelular Talacl de T. atroviride IMI
206040 en confrontacion directa contra los hongos fitopatdgenos R. solani, S. rolfii y F. oxysporum.
AC, antes del contacto; DC, durante el contacto; SC, sobre crecimiento; GPD, gliceraldehido-3-fosfato
deshidrogenasa, gen control.

Un resultado inesperado pero interesante fue que durante la confrontacion
directa de T. atroviride contra si mismo, el nivel relativo del transcrito del gen Talacl
durante el sobre-crecimiento fue el més alto, comparado con cualquiera de los

ensayos de confrontacion contra los hongos fitopatdogenos evaluados.

DISCUSION

Ensayos de decoloracién y oxidacion de T. atroviride IMI 206040

En el presente trabajo se evalud la capacidad de la cepa IMI 206040 de T. atroviride
para degradar compuestos recalcitrantes en base a ensayos de decoloracion y
oxidacion en placa. Se ha documentado previamente la capacidad del micelio de
cepas de Trichoderma spp. para absorber colorantes industriales en medio liquido
(Abd EI-Rahim et al. 2003, Sadhasivam et al. 2007, Da Silva et al. 2008, Sivasamy y
Sundarabal 2011). Aunque un reporte documenta la actividad de lacasa de T.
harzianum para decolorar colorantes (Sadhasivam et al. 2009), es poco probable que
dicah enzima sea una lacasa sensu stricto, ya que esta especie no posee genes de
lacasa extracelular (Cazares-Garcia et al. 2013). Ningun reporte previo documenta
la capacidad de decoloracion de cepas de referencia de Trichoderma, ni su uso para
evaluar la produccion de lacasa extracelular. El estudio de cepas de referencia del
Trichoderma spp. de las cuales se cuenta con la secuencia completa del genoma,
tiene la ventaja de poder aplicar herramientas de genética molecular para evaluar el
posible papel fisioldgico de las lacasas y los niveles de regulacidon de la expresion de
la actividad.

T. atroviride presentd mayor eficiencia para degradar los colorantes Naranja
de Metilo, indigo Carmin y RBBR, asi como los sustratos ABTS vy &cido tanico. Las
zonas de decoloracion se originaron desde el indculo central e irradiaron a partir de
ése, siendo mas pequefias que el didmetro micelial. Este patron de decoloracion es
consistente con la aseveracion de que la oxidacion de los colorantes es un proceso

del metabolismo secundario y que ocurre cuando disminuyen los niveles de
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nutrientes (Levin et al. 2004). Resultados similares se han reportado para la
degradacion de Poly R-478, Verde de Malaquita, Azul de Metileno B, Azul
Antraquinona y Rojo Congo por distintas especies de hongos ascomicetos y
basidiomicetos (Kiiskinen et al. 2004, Levin et al. 2004). La eficiencia en la
degradacion de los colorantes por una especie en particular esta influenciada por
factores como la temperatura, el pH, la agitacion, por la presencia y concentracion de
nutrientes especificos en el medio de cultivo y por la estructura quimica de cada
colorante (Kumar et al. 2012). Debido a su estructura aromatica condensada, los
colorantes tipo azo y antraquinona son mas recalcitrantes a la transformacion fangica
gue colorantes con otras estructuras quimicas (Andleeb et al. 2012). No obstante, T.
atroviride fue capaz de degradar ambos tipos de colorantes, lo que lo convierte en
una excelente herramienta para su empleo en procesos de biorremediacion.
Contrario a lo observado en el aislado CMU-8 de T. atroviride (ver Capitulo 1), la
cepa IMI 206040 degradé eficientemente el colorante indigo Carmin y RBBR, aunque
presenté menor capacidad para degradar al colorante Fucsina Acida. Esto indica que
existe diversidad intraespecifica en T. atroviride para degradar colorantes; las bases
genéticas y bioguimicas de dichas variaciones intraespecificas serian interesantes de
evaluar a futuro. La habilidad de los hongos para depolimerizar colorantes se ha
relacionado directamente a su capacidad para secretar enzimas oxidativas,
principalmente lacasas. En los hongos ascomicetos Pestalotia sp., Tolypocladium sp.
(Jarosz-Wilkokazka et al. 2002) y Myceliphthora thermophila (Kunamneni et al. 2008)
se ha documentado que la capacidad de decoloracion es el resultado de la actividad
de lacasa extracelular. Aunado a ello, se ha determinado que la lacasa de Aspergillus
oryzae y Paraconiothyrium variabile degrada eficientemente los colorantes Azul de
Metileno y RBBR (Forootanfar et al. 2012). En hongos basidiomicetos se ha
reportado extensamente la participacion de las lacasas en procesos de decoloracion,
Palmieri et al. (2005) probaron que la lacasa de Pleurotus ostreatus es la principal
enzima responsable de la decoloracién de RBBR. La decoloracion parcial de azo
colorantes y la completa degradacidén de colorantes tipo antraquinona por parte del
hongo Pleurotus sanguineus es debida Unicamente a la actividad de lacasa

extracelular (Pointing y Vrijmoed, 2000). La capacidad de las lacasas fungicas para
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degradar colorantes con diferente estructura quimica se debe a su baja especificidad
por sustrato y a que poseen potenciales redox que superan al de los colorantes.

Aungque en algunos reportes la capacidad de las especies T. atroviride, T.
longibrachiatum, T. reesei y T. viride para degradar el colorante Cristal Violeta se ha
asociado a la secrecion de lacasas al medio de cultivo (Gochev y Krastanov, 2007),
esto no puede ser cierto para todos los casos, ya que T. reseei ho posee una lacasa
extracelular sensu stricto (Cazares-Garcia et al. 2013). Lo que indica que en este
proceso puede estar participando alguna otra enzima oxidativa extracelular como una
lacasa-ferroxidasa, la cual si se encuentra en T. reesei (Cazares-Garcia et al. datos
no publicados).

T. atroviride oxid6 de forma eficaz los sustratos acido tanico y ABTS, pero no
asi el guayacol y la siringaldazina. Estos cuatro sustratos se han utilizado
ampliamente para la deteccion de la actividad de lacasa extracelular, ya sea
adicionados en medio sélido (Kiiskinen et al. 2004), o para la cuantificacion
espectrofotométrica a partir de cultivos liquidos (Terrén et al. 2004). El acido tanico
es un polifenol que posee un centro decagaloil glucosa que al ser oxidado por las
lacasas forma estructuras cromoforas facilmente detectables. La habilidad de T.
atroviride para oxidar acido tanico puede estar relacionada a su estilo de vida
saprofitico, ya que el acido tanico es un tipo de tanino hidrolizable producido en las
raices y tallos de las plantas (Mueller-Harvey 2001). Resultados similares a los de la
cepa IMI 206040 se obtuvieron con la cepa silvestre CMU-8 de T. atroviride puesto
que oxidé eficientemente el &cido tanico, aunque a diferencia de la cepa de
referencia, la cepa CMU-8 oxidé6 moderadamente el guayacol (Capitulo 1).

La oxidacion de &cido tanico por accion de las lacasas se ha reportado en T.
atroviride, T. longibrachiatum y T. harzianum (Desai et al. 2011). Sin embargo, en
algunos aislados de Trichoderma la degradacion/oxidacion del acido tanico se ha
atribuido a la actividad de tanasas (Igbal y Kapoor 2012), esto es factible, ya que T.
harzianum tampoco posee genes de lacasa extracelular (Cazares-Garcia et al.
2013), aunque si genes que codifican para otros miembros de la familia de las MCO
(Cazares-Garcia et al. datos no publicados). No obstante, en el hongo ascomiceto

Botrytis cinerea, la delecion del gen de lacasa BcLCC2 resultd en la reduccion de la
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capacidad de oxidacion y resistencia a acido tanico por dicha especie, lo que
refuerza la participacion de las lacasas en la oxidacion de éste compuesto (Schouten
et al. 2008). Es necesario realizar mas estudios para determinar los papeles relativos
de la tanasa y la lacasa en la degradacién/oxidacion de acido tanico por especies de
Trichoderma.

El ABTS es un compuesto no fendlico rico en electrones que al ser oxidado
por las lacasas genera un radical catidénico estable (ABTS™) de color azul-verde
(Terron et al. 2004). La apariciébn de la coloracién azul-verde en el cultivo de T.
atroviride fue evidente en la zona de crecimiento micelial y desaparecio
gradualmente en el centro de la colonia. Durante el metabolismo secundario, las
especies de Trichoderma producen una gran variedad de compuestos no polares de
bajo peso molecular tales como pirones, policétidos, terpenoides y esteroides, entre
otros (Mukherjee et al. 2013). Una posibilidad es que alguno o varios de éstos
compuestos actiien como reductores del ABTS™ convirtiéndolo en la forma incolora
ABTS, siendo ésta la razén por la que desaparece la coloracion azul-verde en el
medio de cultivo. La reduccion del ABTS™ a ABTS por acidos organicos fisiologicos
(Collins et al. 1998) y por compuestos organicos sulfhidrilo (Johannes y Majcherczyk
2000) ya ha sido reportada y ha conducido a la subestimacion en la produccion y
actividad de lacasa extracelular.

Chakroun et al. (2010) reportaron la purificacion y caracterizacion bioquimica
de la lacasa extracelular de la cepa CTM 10476 de T. atroviride. La lacasa purificada
oxid6 eficientemente los sustratos ABTS, 2,6-Dimetoxifenol, siringaldazina e
hidroquinona con una actividad relativa de 100, 75, 60 y 47 %, respectivamente.
Estos datos sugieren que la incapacidad de la cepa IMI 206040 de T. atroviride para
oxidar siringaldazina adicionada al medio sélido, puede deberse a la escaza o nula
produccion de lacasa extracelular en las condiciones de cultivo aqui probadas.

La probabilidad de detectar actividad de lacasa extracelular en cualquier cepa
fungica se incrementa considerablemente cuando se emplea un bateria de sustratos
con distintas estructuras quimicas (Kiiskinen et al. 2004), como en el caso de los
ensayos aqui realizados con la cepa IMI 206040. No obstante, es necesario también

realizar ensayos espectrofotométricos de cultivos en medio liquido para determinar
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cuantitativamente la actividad extracelular de lacasa. Lo que constituyd el siguiente
paso de este trabajo.

Actividad de lacasa extracelular en cultivo basal e inducido

La produccion de lacasa extracelular por T. atroviride IMI 206040 se evalu6 en
cultivos liquidos tanto en condiciones basales como inducidas con asparagina,
celulosa, rastrojo de sorgo, guayacol, acido tanico, Tween 80 y CuSOy. En cultivos
basales no se detectd actividad de lacasa extracelular, mientras que al adicionar los
distintos compuestos al medio de cultivo la actividad de lacasa increment6
significativamente. El hecho de no encontrar actividad basal de lacasa extracelular en
la cepa IMI 206040 es consistente con el resultado obtenido para la cepa silvestre
CMU de T. atroviride estudiada en este trabajo (ver Capitulo 1), en la cual tampoco
se detecto dicha actividad en las mismas condiciones de cultivo. Esto sugiere que la
incapacidad de producir lacasa extracelular en condiciones de no induccion es una
caracteristica fisiolégica estable en aislados geogréaficos de T. atroviride, lo cual no
siempre se cumple dentro de otros grupos de hongos. Por ejemplo, se han
documentado distintos niveles de actividad basal de lacasa extracelular entre
aislados del ascomycete Botryosphaeria rhodina (Saldanha et al. 2007). AGn mas
evidente es la variacion en la actividad de lacasa extracelular de aislados
monosporicos del basidiomicete Volvariella volvacea crecidos sobre rastrojo de arroz
(Ahlawat et al. 2010). No obstante, es necesario analizar mas aislados de distintas
regiones geograficas para poder corroborar dicha hipétesis.

La adicion de los sustratos apropiados al medio de cultivo es un factor clave
para obtener alta actividad de lacasa extracelular, ya que se ha reportado que un
mismo compuesto puede generar efectos opuestos en diferentes especies fungicas
(Piscitelli et al. 2011). En general, se han obtenido buenos resultados con sustratos
qgue son utilizados rapida y eficientemente por los hongos, tales como carbohidratos
monomericos y dimeéricos (Hao et al. 2007) y compuestos nitrogenados organicos e
inorganicos (Dekker et al. 2007). El efecto de la concentracion y naturaleza de la
fuente de nitrégeno sobre la produccion de lacasa extracelular es un tema

controversial, debido a que en algunas especies la sintesis de lacasas requiere de
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altos niveles de nitr6geno, mientras que en otras la produccién de lacasa es
estimulada Unicamente en concentraciones limitantes de nitrogeno (Piscitelli et al.
2011). Ademas, se ha observado que fuentes de nitrégeno inorganico conducen a
bajos niveles de actividad de lacasa aun con suficiente produccién de biomasa, en
tanto que fuentes organicas de nitrégeno generan altos niveles de actividad y de
biomasa fungica (Dong et al. 2005). En T. atroviride la presencia de asparagina como
fuente de nitrdgeno estimuldé mas de 61 veces la actividad de lacasa extracelular, en
relacion al cultivo basal, sin efectos adicionales sobre la produccion micelial.
Resultados similares se obtuvieron al cultivar distintas especies de Colletotrichum en
un medio rico en asparagina y al igual que en T. atroviride, la actividad de lacasa se
detect6 en la fase primaria de crecimiento (Levin et al. 2007). En el caso de la cepa
MAMB-05 del hongo ascomiceto Botryosphaeria rhodina la presencia de asparagina
no influencioé la produccion de lacasa en relacion a cultivos basales, aunque la
adicion conjunta de asparagina y de alcohol veratrilico increment6 significativamente
la actividad de lacasa y el crecimiento micelial (Dekker et al. 2007).

Una de las principales fuentes de carbono utilizadas para el crecimiento in
vitro de los hongos es la glucosa (Piscitelli et al. 2011). Sin embargo, se ha reportado
que la adicién de concentraciones excesivas de glucosa en el medio de cultivo tiene
un efecto inhibitorio en la produccion de lacasa extracelular debido a la represion
catabdlica de los genes involucrados en el metabolismo de fuentes alternativas de
carbono (Ronne 1995). El efecto de represion catabdlica en cultivos fungicos puede
evitarse suplementando los medios con diferentes polisacéaridos, particularmente
celulosa, como fuente de carbono (Gochev y Krastanov 2007). La adicién de celulosa
como inductor de la actividad de lacasa de hongos esta poco documentada. En este
trabajo se observé que en T. atroviride la adicién de celulosa incrementé la actividad
de lacasa extracelular en mas de 500 veces, aunque con reduccion de la biomasa
fungica, en relacion al cultivo basal. El efecto opuesto se observdé en el hongo
patogeno de plantas Pestalotiopsis sp., puesto que la adicion de celulosa al medio de
cultivo resulté en la disminucion de los niveles de lacasa extracelular (Hao et al.
2007). En Trametes hirsuta la adicion de celulosa inhibié tanto la produccion de

lacasa como de biomasa fangica (Dhakar y Pandey 2013). Asi, el presente trabajo
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parece ser el primero en documentar la induccion de lacasa en hongos empleando
celulosa como fuente de carbono, no obstante, el mecanismo mediante el cual dicha
induccion se produce tendra que ser estudiado en trabajos posteriores. La incubacion
de aislados silvestres de Trichoderma atroviride en presencia de celulosa y xilana
induce la produccién de celulasas y xilanasas (Kaur et al. 2005). También se ha
reportado la induccién de hidrolasas degradadoras de celulosa y hemicelulosa en T.
atroviride cuando se utilizan residuos lignocelulésicos (Kovacs et al. 2009). La
induccion de lacasa extracelular en dicha especie en presencia celulosa resulta
interesante desde un punto de vista biotecnoldgico, ya que bajo estas condiciones de
cultivo es capaz de producir enzimas que atacan los tres principales polimeros de la
pared celular de las plantas.

Mientras que la actividad de lacasa extracelular en los cultivos adicionados
con celulosa se presentd en la fase estacionaria de crecimiento, en los cultivos
suplementados con rastrojo de sorgo se detectd en la etapa exponencial y ademas,
tuvo un efecto estimulante en el crecimiento micelial. La aparicion temprana de la
actividad de lacasa en cultivos suplementados con rastrojo de sorgo sugiere que
dicha enzima participa en el establecimiento de T. atroviride sobre el sustrato
ligninolitico. El rastrojo de sorgo indujo en casi 300 veces la actividad de lacasa
extracelular en la cepa IMI 206040 de T. atroviride, mientras que en el caso de la
cepa silvestre CMU-8 dicha induccién fue de aproximadamente 1321 veces (ver
capitulo 1). Nuevamente, lo anterior sugiere una capacidad diferencial de cepas de la
misma especie para colonizar sustratos ligninoliticos.

En el secretoma de la cepa S4F8 de T. asperellum durante fermentacion en
estado solido sobre bagazo de cafia de azlcar no se detectd actividad de lacasa
extracelular (Marx et al. 2013). Dicho resultado es interesante debido a que ya se ha
reportado la presencia de genes de lacasa extracelular en el genoma de T.
asperellum (Cézares-Garcia et al. 2013). La diferencia entre los resultados descritos
por Marx et al. (2013) y los obtenidos en el presente trabajo puede atribuirse al tipo
de material lignoceluldsico utilizado y a las diferentes capacidades metabdlicas que
posee cada una de las especies de Trichoderma. El efecto de la adicion de sustratos

naturales sobre la actividad de lacasa extracelular ha sido poco investigada en

161



Cézares-Garcia, S. V. J UM.S.N.H., 2014
s P s S i =

hongos ascomicetos. Entre los pocos estudios en ese sentido, se ha reportado que
en Penicillium martensi NRC 345 la adicidon de los residuos lignoceluldsicos paja de
trigo, salvado de arroz, paja de maiz y bagazo de cafia de azucar, estimula la
actividad de lacasa extracelular (Elshafei et al. 2012). En contraste, la induccion de la
actividad de lacasa extracelular por hongos basidiomicetos se ha reportado en un
gran namero de especies. En la cepa RC3 de Coriolus versicolor la presencia de
salvado de arroz indujo entre 2.4 y 22 veces la actividad de lacasa extracelular
(Chawachart et al. 2004) y la adicion de aserrin de uva incrementé fuertemente la
actividad de lacasa en P. pulmonaris (Staji¢ et al. 2007). Sousa et al. (2002)
reportaron que la cepa brasilefia de P. pulmonaris presenta la mejor produccion de
lacasa cuando es cultivada con salvado de trigo. La utilizacion de residuos agricolas
para inducir la actividad de lacasa extracelular representa una alternativa para
reducir los costos de produccién e incrementar las aplicaciones biotecnolégicas de
dichas enzimas y de manera paralela, emplear eficientemente estos sustratos.

Los compuestos aromaticos estructuralmente relacionados a la lignina o
derivados de ésta, son usados con regularidad para incrementar la produccion de
lacasa extracelular en las especies fungicas (Piscitelli et al. 2011). Se ha demostrado
que la induccion de las lacasas por sustratos fendlicos varia en cada organismo y
parece ser especifica de la estructura quimica y la concentracion del inductor, asi
como del tiempo de adicion al medio de cultivo (Janusz et al. 2006). La presencia de
los sustratos guayacol y acido tanico al cultivo de T. atroviride mostré un incremento
en la actividad de lacasa de 162 y 3800 veces, respectivamente, en relacién a las
condiciones basales. El patron de actividad enzimatica con ambos compuestos fue
similar, presentandose la maxima actividad de lacasa en el quinto dia y en el caso
del &cido tanico, ésta se mantuvo hasta el décimo dia de incubacion. Con acido
tanico se observo una disminucion considerable en la produccion de la biomasa
fungica, por lo que la mayor actividad de lacasa puede estar relacionada a la defensa
del hongo contra compuestos aromaticos téxicos. Una de las funciones fisiol6gicas
gue se ha sugerido para las lacasas es la detoxificacion de compuestos fendlicos a
través de reacciones de polimerizacion (Thurston 1994). La aparicion de una

coloracion café oscuro en los cultivos suplementados con acido tanico durante los
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primeros dias de incubaciéon de T. atroviride, podria soportar dicha funcion dentro de
Trichoderma. Ademas, a lo largo del tiempo de incubacién, la intensidad de la
coloraciéon café disminuyé gradualmente y la actividad de lacasa extracelular se
mantuvo hasta el final de la cinética. Esto podria indicar que la lacasa de T. atroviride
también participa en la degradacién de los compuestos generados durante la
oxidacion inicial del acido tanico (Bollag et al. 1998). Los resultados aqui
documentados en relacion con la induccion de la actividad extracelular de lacasa en
T. atroviride son congruentes con los reportado en los hongos ascomicetos B.
cinerea (Schouten et al. 2002) y Cryphonectria parasitica (Chung et al. 2008) y en el
hongo basidiomiceto Coriolopsis gallica (Carbajo et al. 2002) al suplementar los
cultivos con acido tanico, en los que se ha observado una induccion de la
transcripcion de genes de lacasa extracelular.

El guayacol es un monofenol sustituido que generalmente induce la actividad
de lacasa extracelular al ser adicionado al medio de cultivo (Piscitelli et al. 2011), tal
como se observé en T. atroviride. Sin embargo, en algunas especies fungicas la
adicion de guayacol no tiene efecto sobre la actividad de lacasa extracelular,
mientras que en otras especies la presencia de guayacol reprime dicha actividad
enzimatica. Por ejemplo, en el hongo ascomiceto Pestalotiopsis sp. la presencia de
guayacol en el medio de cultivo no generé un efecto significativo en la produccion de
lacasa extracelular, comparado con el cultivo control (Hao et al. 2007). En los hongos
basidiomicetos Pleurotus florida y Pycnoporus cinnabarinus la presencia de guayacol
suprimié la produccion de lacasa extracelular (Eggert et al. 1998). En comparacion
con lo reportado para el hongo P. ostreatus en el cual se observé una induccion de 2
veces en la actividad de lacasa extracelular, en T. atroviride se observd una
induccion de 162 veces. Estos resultados demuestran la importancia de evaluar
diversos sustratos aromaticos con la finalidad de identificar aquellos con los cuales
se obtengan altos niveles de lacasa extracelular para ser utilizados en procesos
biotecnolégicos. Ademas, puede contribuir a identificar las funciones fisiol6gicas de
las lacasas en una especie determinada o en grupos taxonémicos.

El uso de surfactantes como Tween 20 y Tween 80 para inducir la actividad de
lacasa extracelular se ha extendido tanto al estudio de especies de hongos
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ascomicetos como basidiomicetos. Los surfactantes incrementan la permeabilidad de
la bicapa lipidica facilitando la secrecion tanto de enzimas con actividad extracelular
como intracelular, y aquellas ancladas a la membrana (Nemec y Jernejc 2002). La
adicion de Tween 80 al medio de cultivo de T. atroviride promovié un incremento de
la actividad de lacasa de mas de 4900 veces, en relacion al cultivo basal. Estos
resultados son congruentes en término cualitativos con los reportados para el hongo
B. rhodina en donde la adicion tanto de Tween 60 como de Tween 80 incrementaron
la actividad de lacasa extracelular y la biomasa fungica. En B. rhodina, se obtuvo una
actividad entre 0.77 y 1.03 U/mL en cultivos no inducidos y de 6.01 a 9.14 U/mL en
cultivos inducidos con alcohol veratrilico y suplementados con Tween 80 (Dekker et
al. 2007). En T. atroviride la produccién de biomasa fue mayor en los cultivos
adicionados con Tween 80 que con el resto de los compuestos empleados para
inducir la actividad de lacasa extracelular. El incremento de la masa fangica puede
ser atribuido a la habilidad de T. atroviride para usar a Tween 80 como fuente de
carbono. La induccion de la actividad de lacasa extracelular por Tween 80 también
se ha reportado en cultivos de los hongos basidiomicetos Pycnoporus sanguineus
(Pointing et al. 2000) y Trametes trogii (Levin y Forchiassin 2001). En Ganoderma sp.
kk-02 la adicion de diversos tipos de surfactantes, incluido Tween 80, increment6 la
actividad de lacasa entre 1.85 y 2.25 veces (Sharma et al. 2005). En contraste, la
adicion de Tween 80 en cultivos de P. sanguineus inducidos con 2,5-xilidina resulté
en la reduccion de la actividad de lacasa (Pointing et al. 2000). Nuevamente, todos
estos resultados muestran la variacion fisiolégica y bioquimica entre grupos de
hongos (ascomicetes/basidiomicetes) y entre especies de un mismo grupo, lo que
justifica la busqueda de nuevas cepas productoras de lacasa extracelular y su
respuesta a diversos inductores.

En especies fungicas, el efecto de la adicion de cobre al medio de cultivo ha
sido extensamente investigado debido a que el cobre ademas de inducir la sintesis
de lacasa extracelular, es indispensable para la activacion de la apoenzima (Baldrian
2006). Acorde a la literatura, tanto la concentracibn como el tiempo de adicion del
cobre al medio de -cultivo son factores importantes para obtener altas

concentraciones de lacasa extracelular (Janusz et al. 2006). En T. atroviride IMI
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206040 el CuSO, se adiciono al medio de cultivo antes de la inoculacion, obteniendo
un incremento en la actividad de lacasa extracelular de mas de 8700 veces, con
respecto al cultivo basal. La maxima actividad de lacasa se presentd en el cuarto dia
de incubacién con 8759.25 mU/mL y se mantuvo a lo largo de la cinética de
crecimiento aunque en menor concentracion. Previamente se ha reportado la
induccion de lacasa extracelular en presencia de cobre en la cepa CTM 10476 de T.
atroviride, alcanzando un méaximo de actividad de 661 mU/mL hacia el séptimo dia de
incubacion (Chakroun et al. 2010). Mientras que en la cepa CTM 10476 se empled
una concentracion de 300 pM de CuSO4 en la cepa IMI 206040 se adicion6
Unicamente 100 pM de CuSO.. Las distintas concentraciones empleadas en ambos
estudios podrian explicar las diferencias observadas en relacién a la produccion de
lacasa extracelular, siendo trece veces mayor en la cepa IMI 206040. En T. atroviride
IMI 206040 se evaluaron dos concentraciones adicionales de CuSOy,, 200 uM y 300
UM, sin embargo, dichas concentraciones fueron téxicas para el hongo, inhibiendo
completamente el desarrollo micelial (datos no mostrados). De manera similar a lo
encontrado en el presente estudio, en la cepa CTM 10476 no se observo actividad de
lacasa extracelular basal, por lo que fue necesaria la adicion de cobre u otros
compuestos organicos para su medicion (Chakroun et al. 2010). La induccion por
cobre de la actividad de lacasa extracelular se ha confirmado en los hongos
ascomicetes R. praticola (Janusz et al. 2006) Gaeumannomyces graminis
(Litvintseva y Henson 2002) y Podospora anserina (Fernandez-Larrea y Stahl 1996).

Los resultados aqui obtenidos muestran que sustancias organicas e
inorganicas pueden inducir significativamente la actividad de lacasa extracelular en
T. atroviride IMI 206040. A futuro, seria interesante evaluar si es posible incrementar
aun mas la actividad de lacasa extracelular en T. atroviride IMI 206040 mediante la
adicion conjunta de dos 0 mas de los compuestos utilizados en el presente trabajo, o
empleando otros sustratos con diferente estructura quimica. Algo que es efectivo en
distintas especies flngicas.

Debido a que tanto inductores inorganicos como organicos han mostrado
regular a nivel transcripcional la actividad de lacasa extracelular en distintas especies

fungicas, y dados los resultados obtenidos con las sustancias inductoras empleadas
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en el presente trabajo, se decidié estudiar la posible regulacion transcripcional de la
actividad de lacasa extracelular en T. atroviride, algo que a la fecha no ha sido

documentado en ninguna especie del género Trichoderma.

Andlisis de la region promotora del gen de lacasa Tglacl de T. atroviride IMI
206040

La presencia de diversos elementos de regulacion en cis en la region promotora del
gen Talacl de T. atroviride, indic6 que la induccion observada en la actividad
extracelular de lacasa al adicionar al medio de cultivo tanto el cobre como los
distintos compuestos organicos es regulada a nivel de transcripcion. Los elementos
encontrados en la region promotora del gen Talacl incluyeron las cajas TATA y
CAAT, y los elementos de respuesta a CreA, ACE,, MREs, XREs, STRES y MYC.
Una secuencia rica en pirimidinas, localizada frecuentemente entre el codon de inicio
y la caja TATA en genes con altos niveles de expresion (Shapiro et al. 1987), no se
localiz6 en la region promotora del gen Talacl. La caja CAAT es particularmente
abundante en la region ‘rio arriba’ del gen Talacl con cinco de estos elementos. Las
cajas TATA y CAAT han sido identificadas previamente en otros promotores de
lacasas fangicas (Eggert et al. 1998, Fan et al. 2011); sin embargo, tanto el nimero
como su localizacion varia considerablemente. La presencia de dos elementos
putativos de respuesta a CreA (ZYGGRG) sugiere que la expresion del gen de
lacasa de T. atroviride es reprimida por glucosa, particularmente a concentraciones
mayores a 15 g/L como ha sido reportado para los hongos A. nidulans (Xiao et al.
2006), T. pubescens (Galhaup et al. 2002) y Trametes sp. AH28-2 (Xiao et al. 2006).
En el presente trabajo no se evaluaron altas concentraciones de glucosa, por lo que
a futuro seria interesante determinar el efecto de altos niveles de glucosa en la
produccion de lacasa extracelular en T. atroviride IMI 206040. Elementos de
respuesta a CreA han sido reportados previamente para genes de lacasa de
Myrioconium sp. UHH 1-13-18-4 (Martin et al. 2007), L. bicolor (Courty et al. 2009) y

Trametes sp. 48424 (Fan et al. 2011). Se encontré un sélo elemento putativo de
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respuesta a metales (MREsS) que mantiene la secuencia consenso TGCRCNC
(Thiele 1992). Adicionalmente, se identificd un elemento de respuesta a ACE;, el cual
es un factor de transcripcion dependiente de cobre, originalmente encontrado en
Saccharomyces cerevisiae (Alvarez et al. 2009). Estos dos elementos contribuyen a
que la regulacion de la expresion de lacasas por metales esté generalizada en los
hongos, siendo posiblemente la razén por la cual se obtuvieron los mayores niveles
de actividad de lacasa extracelular en T. atroviride IMI 206040 al adicionar cobre al
medio de cultivo. En los promotores de los genes de lacasa de las especies de los
géneros Gaeumannomyces (Litvintseva et al. 2002), Myrioconium (Martin et al. 2007)
y Trametes (Fan et al. 2011) se identificaron MREs y ACE; y se reportd que el cobre
regula los niveles del transcrito de manera positiva. El factor ACE; no solamente
media la expresion de los genes de lacasa, sino que también esta relacionado a la
expresion de genes de otras MCOs como es el caso de ferroxidasas de S. cerevisiae
y en la mcol de Phanerochaete chrysosporium (Piscitelli et al. 2011). Cabe sefalar
gue la induccion por cobre también se ha reportado para genes de lacasa cuyos
promotores no poseen elementos ACE; o MREs, por lo que se ha propuesto un
mecanismo que involucra la generacion de especies reactivas de oxigeno (Collins y
Dobson 1997). Los elementos de respuesta a xenobidticos (XREs) median la
activacion de la transcripcién por compuestos aromaticos, tales como colorantes o
compuestos relacionados a la lignina. Los XREs se acompafian de la secuencia
consenso TNGCGTG (Piscitelli et al. 2011), la cual se identific6 en la regién
promotora del gen Talacl y puede ser responsable del incremento en la actividad de
lacasa en T. atroviride al adicionar acido tanico y guayacol al medio de cultivo. Los
XREs se han identificado en la regién regulatoria 5’ del gen que codifica para una
MCO de T. reesei (Levasseur et al. 2010), para la lacasa lac2 de P. anserina
(Fernandez-Larrea y Stahl 1996) y en los promotores de los genes de lacasa de
diversas especies de basidiomicetos (Giardina et al. 2010). La adicion de metales o
xenobidticos en el medio de cultivo también puede activar los elementos de
respuesta a estrés, STRE (Piscitelli et al. 2011), presentes en la regiobn promotora de
Talacl. Aunado a ello, en el promotor del gen Talacl se encontraron los elementos
MYC1 (GCTTCA) y MYC2 (TTGGCAA). Se ha propuesto que los elementos MYC
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son los sitios de union para un inductor global de genes de respuesta a
micoparasitismo (Cortes et al. 1998), por lo que la presencia en el promotor del gen
de lacasa indica su participacion durante dicho proceso. Los elementos MYC se
identificaron inicialmente en los promotores de los genes prbl y ech42 de T.
atroviride (Cortés et al. 1998) y posteriormente se describieron en genes homaélogos
de la especie T. hamatum (Steyaert et al. 2004).

Tomados en su conjunto, los datos anteriores muestran que la region
regulatoria del gen Talacl posee reguladores en cis previamente reportados en
hongos para genes de lacasa extracelular, no obstante, la localizacion de regiones
asociadas a respuesta de micoparasitismo es un hallazgo novedoso en genes de
lacasa. Es necesario en estudios posteriores a este realizar ensayos que permitan
determinar el papel de cada uno de estos elementos en cis en la expresion del gen
de lacasa extracelular de T. atroviride en distintas condiciones de cultivo. En este
estudio, y dados los datos generados del analisis bioinformatico de la region
regulatoria, se decidi6 evaluar el control transcripcional del gen Talacl.

Expresién del gen de lacasa Tglacl de T. atroviride IMI 206040 en cultivos
suplementados con CuSO4

La adicion de CuSO,4 al medio de cultivo de T. atroviride IMI 206040 resulté en la
induccion de la transcripcion del gen de lacasa extracelular Talacl con respecto a las
condiciones basales. En condiciones basales, el nivel de expresion del gen de lacasa
fue extremadamente bajo y se mantuvo constante a lo largo de la cinética de
crecimiento, lo cual es congruente con los resultados de actividad enzimética en
condiciones basales. Al adicionar cobre al medio de cultivo se observo un incremento
significativo en la transcripcion del gen Talacl y se mantuvo hasta el cuarto dia de
incubacion, tiempo a partir del cual se observo la reduccion paulatina en los niveles
del transcrito. En esta condicion, mientras que el transcrito se acumula desde el
primer dia de incubacion, la maxima actividad se observa hasta el cuarto dia. Dichos
resultados indican que posiblemente: i) el transcrito no es traducido inmediatamente,

i) existe regulacion post- traduccional (Vite-Vallejo et al. 2009), y/o iii) ocurren ambas
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cosas de manera simultanea. Esto ultimo no se ha documentado previamente en
hongos en términos de la produccién de lacasa extracelular.

Los datos de transcripcion encontrados también sugieren que la expresion de
Talacl esta relacionada al estado de crecimiento de T. atroviride, siendo mayor
durante la trofofase que durante la idiofase. Una posibilidad es que la mayor
expresion de Talacl en la etapa inicial de crecimiento se deba al papel que juegan
las lacasas en la defensa del hongo contra metales o sustancias toxicas durante la
colonizacion de sustratos naturales. Por otro lado, parece ser que la adicion de cobre
promovio la activacion y estabilizacion de las lacasas. En el hongo basidiomiceto
Pleurotus ostreatus la presencia de cobre redujo la actividad proteolitica resultando
en la estabilizacion de las lacasas en el extracto crudo (Palmieri et al. 2000), proceso
que también podria estar sucediendo en los cultivos de T. atroviride. En cualquier
caso, los altos niveles de actividad extracelular de lacasa en presencia de cobre
correlacionan con la induccién de la transcripcion del gen de lacasa Talacl.

La regulacién de la transcripcion de los genes de lacasa por cobre se ha
demostrado mayoritariamente en especies de hongos basidiomicetos y solo algunos
estudios hacen referencia a hongos ascomicetos (Litvintseva y Henson 2002). Dichos
trabajos han reportado que la transcripcion de los genes de lacasa no solamente
depende de la presencia de cobre, sino también de la concentracion empleada. En el
presente trabajo, la adicion de 100 uM de CuSO, al medio de cultivo fue suficiente
para incrementar los niveles de transcrito del gen Talacl hasta en 1.46 veces en el
tercer dia de incubacion, en relacion a las condiciones basales. Este resultado es
congruente con el hallazgo de los motivos ACE; o MRESs en la region regulatoria del
gen Talacl de T. atroviride. Sin embargo, queda por determinar cual de los dos
elementos regulatorios en cis es el responsable del incremento en la transcripcién o
si ambos participan en la regulacion de maera simultanea.

En el hongo Podospora anserina la adiciéon de sales de Cu® y Cu™ a
concentraciones entre 100 y 500 uM, no generé un efecto apreciable sobre los
niveles de transcrito del gen lac2; sin embargo, al elevar la concentracion a 1 mM, la
transcripcion aumento por mas de veinte veces (Fernandez-Larrea y Stahl 1996). En

G. graminis var. tritici la adicion de tan solo 40 uM de CuSO, al medio de cultivo
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genero un patron diferencial en la transcripcion de los genes de lacasa LAC1 y LAC2.
Mientras que la transcripcion del gen LAC1 es independiente de cobre, la
transcripcion del gen LAC2 increment6 al menos diez veces en presencia de cobre
(Litvintseva y Henson 2002b). El analisis de la region regulatoria 5 de los genes
LAC1 y LAC2 revel6 la presencia de dos MREs y un ACEL1 en el promotor del gen
LAC1 y de cuatro MREs y dos ACEL en la region promotora del gen LAC2, siendo
ésta posiblemente la razon por la cual ambos genes presentan un patron
transcripcional diferente (Litvintseva y Henson 2002b).

En los hongos basidiomicetos P. ostreatus (Palmieri et al. 2000), T. pubescens
(Galhaup et al. 2002) y Coriolopsis rigida (Saparrat et al. 2010) se ha demostrado
qgue el cobre esta involucrado en la regulacién de la transcripcion de los genes de
lacasa. Aun cuando se han descrito diversos elementos de regulacion en cis (MREs
y ACE;) en la regiébn promotora, a la fecha no se conoce en su totalidad el
mecanismo exacto de como el cobre activa la transcripcion de los genes de lacasa.
Un conocimiento mas detallado del mecanismo de regulacion de la transcripcion de
los genes de lacasa puede contribuir a incrementar la produccion de dichas enzimas,
lo que permitiria purificar y caracterizar a la proteina con mayor eficiencia, esto
podria ser de utilidad tanto para elucidar sus funciones biol6gicas como para el uso

de esta enzima en biotecnologia

Capacidad antagénica y expresion del gen Talacl durante la confrontacién de
T. atroviride IMI 206040 contra hongos fitopatdégenos

La habilidad de T. atroviride IMI 206040 para inhibir el crecimiento de los hongos F.
oxysporum, R. solani y S. rolfsii se evalué en cultivo duales. T. atroviride inhibi6 el
crecimiento de los hongos R. solani y S. rolfsii y fue incapaz de inhibir el crecimiento
de F. oxysporum, aunque sobrecrecio rapidamente la colonia de los tres patégenos.
El tipo de interaccion que mostré T. atroviride sobre R. solani y S. rolfsii puede
describirse como predacion, mientras que con F. oxysporum se observo un
mecanismo de parasitismo (Atanosova et al. 2013). Ambos procesos son altamente
agresivos y destructivos, y en la mayoria de las ocasiones conducen a la aniquilacion

de la presa y al uso de los nutrientes liberados como alimento (Druzhinina et al.
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2011). La actividad antagonica de T. atroviride y otras especies del género
Trichoderma se ha atribuido a la produccién de antibidticos, toxinas y enzimas
hidroliticas principalmente quitinasas, glucanasas y proteasas, que participan en la
degradacion de la pared celular del patégeno (Herrera-Estrella y Chen 2003). Sin
embargo, a la fecha la contribuciéon de las lacasas en dicho proceso ha sido poco
investigada (Catalano et al. 2011). El estudio de la expresion del gen Talacl durante
la confrontacion directa de T. atroviride contra los hongos F. oxysporum, R. solani y
S. rolfsii resultd en un patron transcripcional distinto, dependiendo del patégeno en
cuestion. Ademas, se encontrd que la expresion del gen Talacl depende del estado
de interaccion antagonista — patégeno.

Catalano et al. (2011) reportaron el uso de la cepa Atku70 para determinar la
participacion de la lacasa LCC1 de T. virens en micoparasitismo de esclerocios de
los patégenos de plantas Botrytis cinerea y Sclerotinia sclerotiorum. En dicho estudio
encontraron que el gen Iccl esta fuertemente expresado en etapas tempranas de la
colonizacion de esclerocios de B. cinerea e inducido constantemente durante la
colonizacion de esclerocios de S. sclerotiorum. La delecion del gen Iccl (mutante
Atku70Alcc1) alteré la habilidad de T. viride para degradar a los dos tipos de
esclerocios. Mientras que la capacidad de degradacion de esclerocios de B. cinerea
se redujo significativamente, la degradacion esclerocios de S. sclerotiorum fue
mayor, sugiriendo la participacién de diferentes mecanismos en el micoparasitismo
de estos dos tipos de esclerocios por parte de la lacasa LCC1.

El trabajo de Catalano et al. (2011) y los resultados presentados en este
trabajo sugieren una participacion de la actividad de lacasa extracelular en el proceso
de micoparasitisomo por parte de Trichoderma spp., tanto contra esclerocios como
contra micelio vegetativo de hongos fitopatdgenos. Los estudios de expresion han
generado evidencia a cerca de la participacion de las lacasas extracelulares en
procesos de patogénesis. En el hongo fitopatégeno G. graminis var. tritici, el gen lac3
se expresa Unicamente en planta o en presencia de homogeneizados de plantas,
demostrando que la transcripcién de algunas lacasas flngicas es dependiente de la
presencia del hospedero (Litvintseva y Henson, 2002). Los autores propusieron que

la lacasa lac3 degrada los depdsitos de lignina producidos por la planta en respuesta
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a la invasion y oxida/reduce fitoalexinas y otros compuestos toxicos, facilitando la
invasion del tejido. En el hongo F. oxysporum f. sp. lycopersici se encontré que los
genes de lacasa lacl, lac3 y lac9 son potentes factores de virulencia y estan
expresados durante la infeccion de raices y tallos de plantas de tomate. Se ha
propuesto que las lacasas de F. oxysporum participan en la proteccién del hongo
contra estrés oxidativo y compuestos toxicos secretados por las plantas (Cordoba y
Roncero 2008). También se ha documentado que la lacasa CNLACL1 es el principal
factor de virulencia del patdégeno de humanos Cryptococcus neoformans (Zhu y
Williamson 2004). CNLAC1 es una enzima anclada a la membrana que participa en
la sintesis de melaninas que le confieren a la célula resistencia contra oxidantes,
proteinas microbiocidas y antibiéticos, ademas de alterar la carga celular superficial,
haciéndolas mas resistentes a la fagocitosis. Altos de niveles de expresién del gen
CNLAC1 se han reportado durante la invasion del tejido cerebral por parte de C.
neoformans (Zhu y Williamson 2004).

Un resultado inesperado fue encontrar niveles relativamente altos de transcrito
del gen Talacl en la confrontacion de T. atroviride contra si mismo, en relacién a los
niveles del mensajero observados en co-cultivo con hongos fitopatégenos. El
principal incremento relativo se observd en la etapa de sobre-crecimiento. Este
efecto sugiere activacion transcripcional mediada por densidad celular. Fendmenos
mediados por densidad celular se han descrito en la formacion de biolfims (quorum
sensing) en hongos, particularmente en el caso de transiciones morfolégicas. Por
ejemplo, la sintesis y secrecién de alcoholes aromaticos que permiten la transicion
morfogenética de levadura al crecimiento filamentoso en Saccharomyces cerevisiae,
es dependiente de la densidad celular (Chen y Fink, 2006). También se ha
documentado que en Candida albicans se suprime la formacion de hifas a altas
densidades celulares (revisado en Hogan, 2006). No obstante, los ejemplos
anteriores involucran la secrecion de metabolitos mediada por densidad celular, y no
de enzimas. Sin embargo, en el caso de Aspergillus niger recientemente se ha
reportado que la formacion de biofilms incrementa la produccién de celulasa
extracelular, en comparacion con cultivos sumergidos o fermentacion en sustrato

sélido (Gamarra et al. 2010), algo que posiblemente esta relacionado con la densidad
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celular. Hasta donde sabemos, el estudio en Aspergillus nidulans es el Unico reporte
de una enzima extracelular relacionada con la degradacion de pared celular vegetal
cuya induccion aumenta en biofilms. La posibilidad de que la actividad de lacasa de
extracelular de T. atroviride este mediada por densidad celular hace necesario el
estudio de esta enzima en mayor profundidad, dadas las implicaciones fisiologicas y
biotecnoldgicas de dicha hipotesis.

CONCLUSIONES

El hecho de que se cuente con el genoma completo de la cepa IMI 206040 T.
atroviride representa una ventaja para el estudio fisiolégico y bioquimico de la
actividad extracelular de lacasa en el género Trichoderma. La induccién de la
actividad de lacasa extracelular en la cepa IMI 206040 en presencia de distintas
sustancias organicas, un sustrato complejo como el rastrojo de sorgo y el Cu*?, es
congruente con la presencia de diversos motivos de regulacién en cis del gen Talacl,
lo que sugiere una regulacion transcripcional, lo cual se demostré para el caso del
Cu*. El presente trabajo no descarta la posibilidad de que exista regulacién
postraduccional de la actividad de lacasa extracelular en T. atroviride. La respuesta
diferencial de la transcripciéon del gen Talacl en los ensayos de confrontacion de T.
atroviride con distintos hongos fitopatdgenos sugiere una respuesta especifica de
especie cuyas bases celuares y moleculares necesitan ser evaluadas a futuro. En
ese sentido, seria interesante analizar la participaciéon de los motivos MYC de
regulacion en cis en el encendido/apagado del gen Talacl durante la confrontacion
de T. atroviride contra distintos hongos fitopatdgenos. Otra hipétesis que requiere
una evaluacion mas detallada es la posible regulacion de la transcripcion del gen
Talacl en respuesta a densidad celular (quorum sensing). El estudio de la actividad
de lacasa extracelular en T. atroviride generd hipétesis relacionadas con funciones

novedosas para la actividad de lacasa extracelular en hongos.
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V. CONCLUSIONES GENERALES

1. El sistema de lacasas sensu stricto en el género Trichoderma es relativamente
simple, encontrandose en el estado ancestral un gen de actividad intracelular y uno
de actividad extracelular. Segun esta hipétesis las especies modernas del género: i)
han retenido el estado ancestral, ii) han perdido la actividad extracelular y iii) han

adquirido genes de actividad ancestral mediante transferencia horizontal.

2. La hipdtesis de este trabajo es falsa, ya que debido a la adquisicion de genes
mediante transferencia horizontal no todas las lacasas extracelulares del género
Trichoderma estdn codificadas por genes relacionados estructural vy

filogenéticamente.

3. En general, la aplicacion de ensayos de decoloracién/oxidacion en placa son una
buena herramienta para seleccionar cepas con actividad de lacasa extracelular en el
género Trichoderma; no obstante, en algunos casos se pueden seleccionar cepas
con otro tipo de actividades extracelulares incluidos otros miembros de la familia de
las Multicobre Oxidasas.

4. Los iniciadores especificos para la amplificacion mediante PCR de genes de
lacasa extracelular en especies del género Trichoderma, usados en conjunto con
ensayos de decoloracidén/oxidacion, permiten discriminar cepas que poseen lacasas
sensu stricto de aquellas que tienen otro tipo de Multicobre Oxidasas, optimizando el

proceso de seleccion de cepas.

5. Tanto el analisis bioinformatico estructural de la proteina deducida como las
cinéticas de actividad extracelular en cepas silvestres y la cepa IMI 206040 sugieren
una capacidad catalitica diferencial interespecifica de las lacasas extracelulares

sensu stricto en el género Trichoderma.
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6. El gen Talacl, que codifica para la lacasa extracelular en T. atroviride, esta sujeto
a regulacion transcripcional por la presencia de CuSQy, lo que puede asociarse a la
presencia de elementos en cis de respuesta a metales (MRES) y especificamente a

cobre (ACE;) en la region regulatoria del gen.

7. Existe una regulacion transcripcional patégeno-especifica del gen Talacl de T.
atroviride, cuyas bases bioquimicas y genéticas se desconocen; también hay indicios
de una respuesta transcripcional mediada por densidad celular (Qquorum sensing) en

dicho gen.

VI. PERSPECTIVAS

1. Es importante obtener mutantes del gen de lacasa extracelular en las diferentes
especies del género Trichoderma. Esto permitira evaluar el papel fisiologico de las

lacasas en distintas condiciones de crecimiento.

2. La purificacion de la lacasa extracelular permitira evaluar en mayor detalle las
posibles diferencias cataliticas entre especies del género Trichoderma y conocer mas

a fondo el potencial biotecnoldgico de las proteinas purificadas.

3. El analisis bioinforméatico de otros genomas de especies del género Trichoderma
liberados posteriormente a la realizacién de este estudio permitira ampliar el andlisis

evolutivo de la funcion de lacasa en este grupo taxonémico.

4. La aplicacion del analisis gendmico, transcriptomico y protedmico a las cepas
silvestres del género Trichoderma aqui estudiadas sin duda es necesaria para tener
un panorama mas preciso del papel fisioldgico y ecoldgico de las lacasas y otras

Multi Cobre Oxidasas en este grupo de hongos.
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