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RESUMEN 

En este trabajo se aislaron mediante la técnica RACE-PCR dos genes de 

Trametes hirsuta Bm-2, que fueron denominados lac-B proveniente del cultivo en 

medio no inducido (medio basal) y lac-T en un medio inducido (cáscara de 

toronja). Ambos genes mostraron características estructurales típicas de lacasas, 

como los 4 dominios de unión a cobre, 5 sitios potenciales de glicosilación y un 

péptido señal conteniendo 23 aminoácidos. Se identificaron 47 mutaciones 

puntuales silenciosas que no cambiaron la secuencia de la proteína lacasa.  La 

región 3’ UTR de ambos genes fue de 268 pb. Sin embargo, las regiones 5’UTR 

de los genes lac-B y lac-T mostraron claras diferencias en el largo y número de 

motivos reguladores que afectan la expresión de lacasas a nivel transcripcional y 

traduccional. Durante el tratamiento del hongo en el tinte y un efluente textil se 

observó una expresión diferencial de lac-B y lac-T. La expresión de lac-B fue 

constitutiva, mientras que los transcritos de lac-T variaron en función de las 

condiciones de cultivo. En el efluente con medio basal, lac-T fue sobreexpresado 

(de 50 a 140 veces con respecto a lac-B). Sin embargo, la expresión de lac-T 

disminuyó (a nivel basal) cuando el efluente fue suplementado con cáscara de 

toronja, lo que sugirió un efecto represor. Estas diferencias podrían ser 

relacionadas a la inducción por metales y fenoles del efluente y la represión 

ocasionada por el incremento en la concentración de fenoles cuando la cáscara de 

toronja fue adicionada. T. hirsuta logró decolorar entre el 70-100 % el índigo 

carmín y el efluente por adsorción al micelio en las primeras etapas de cultivo y 

posteriormente las lacasas removieron el color en el micelio fúngico. En el medio 

con efluente y cáscara de toronja se incrementó drásticamente la actividad de 

lacasas (16,000 U/ml) pero la expresión de lac-B y lac-T fue baja, lo que sugiere 

que otras lacasas pudieron ser expresadas. Con la técnica de ADN walking se 

obtuvo la secuencia de ADN genómico de ambos genes. El análisis de las 

secuencias mostró la presencia de tres intrones en lac-B y cuatro en lac-T. Se 

extendió la región “upstream” de lac-B, sin embargo, no se lograron identificar 

elementos promotores, ni otras secuencias relevantes para la expresión de genes, 

por lo que será necesario realizar otros estudios. Los resultados obtenidos en este 



 

 

trabajo permitieron avanzar en el conocimiento de los genes lacasas de T. hirsuta 

Bm-2 y corroboraron el potencial de estas enzimas en el tratamiento de efluentes 

textiles. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

SUMMARY 

In this work, two genes of Trametes hirsuta Bm-2 were isolated by the RACE-PCR 

technique, which were called lac-B from the culture in uninduced medium (basal 

medium) and lac-T in an induced medium (grapefruit peel). Both genes showed 

typical structural characteristics of lacases, such as the 4 copper binding domains, 

5 potential glycosylation sites and a signal peptide containing 23 amino acids. 47 

silent point mutations were identified that did not change the sequence of the 

lacasa protein. The 3 ’UTR region of both genes was 268 bp. However, the 5’UTR 

regions of the lac-B and lac-T genes showed clear differences in the length and 

number of regulatory motifs that affect the expression of lacases at the 

transcriptional and translational levels. During the treatment of the fungus in the 

dye and a textile effluent a differential expression of lac-B and lac-T was observed. 

Lac-B expression was constitutive, while lac-T transcripts varied depending on 

culture conditions. In the effluent with basal medium, lac-T was overexpressed (50 

to 140 times with respect lac-B). However, lac-T expression decreased (at 

baseline) when the effluent was supplemented with grapefruit peel, which 

suggested a repressive effect. These differences could be related to the induction 

by metals and phenols of the effluent and the repression caused by the increase in 

the concentration of phenols when the grapefruit peel was added. T. hirsuta was 

able to discolor between 70-100% the indigo carmine and the effluent by 

adsorption to the mycelium in the early stages of cultivation and subsequently the 

lacquers removed the color in the fungal mycelium. In the medium with effluent and 

grapefruit peel, the activity of lacases (16,000 U/ml) was drastically increased but 

the expression of lac-B and lac-T was low, suggesting that other laccases could be 

expressed. With the DNA walking technique, the genomic DNA sequence of both 

genes was obtained. Sequence analysis showed the presence of three introns in 

lac-B and four in lac-T. The “upstream” region of lac-B was extended, however, it 

was not possible to identify promoter elements, or other sequences relevant to 

gene expression, so other studies will be necessary. The results obtained in this 

work allowed us to advance in the knowledge of the lacquer genes of T. hirsuta 



 

 

Bm-2 and corroborated the potential of these enzymes in the treatment of textile 

effluents.


