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RESUMEN

Antecedentes: Lasiodiplodia theobromae y Bipolaris oryzae producen lacasa durante su proceso patogénico, esta
enzima es relevante para la industria biotecnolégica; por ello es importante optimizar su produccién en fermentacion
sumergida.

Objetivo: Evaluar la producciéon de lacasa por B. oryzae y L. theobromae en fermentacién sumergida con medios a
base de avena y salvado de trigo y optimizar la produccién a través de un disefio experimental Box-Behnken (DEBB).

Métodos: En un factorial AxB [(A=B. oryzae y L. theobromae, B=medio de cultivo, buffer acido citrico y salvado de
trigo (BACST) o avena (BACA)] se cuantificé la lacasa volumétrica y especifica y proteina total. Se seleccioné la interac-
cién B. oryzae x BACST y se aplicé un DEBB para optimizar las variables de respuesta.

Resultados y conclusiones: EI BACST y L. theobromae produjeron mayor actividad lacasa. El DEBB mejoré la lacasa
volumétrica y proteina total, pero no la lacasa especifica. El medio optimizado fue salvado de trigo (5.4 g.L"), NaOH
(0.24 g.L") y 4cido citrico (0.54 g.L"), el cual incrementd 36.03 veces mas la lacasa volumétrica (229.63 U.L") en com-
paracion con el medio sin optimizar (5.61 U.L"). El DEBB optimizé el medio de cultivo BACST y mejoré la actividad
lacasa de B. oryzae.
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ABSTRACT

Background: Lasiodiplodia theobromae and Bipolaris oryzae produce laccase during their pathogenic process. This
enzyme is relevant to the biotechnology industry; therefore, it is important to optimize its production in submerged
fermentation.

Objective: To evaluate laccase production by B. oryzae and L. theobromae in submerged fermentation using oat-based
and wheat bran-based media and to optimize production through a Box-Behnken experimental design (BBED).

Methods: A factorial A x B design [(A = B. oryzae and L. theobromae; B = culture medium: citric acid buffer and wheat
bran (CABWB) or oats (CABO)] was used to quantify volumetric and specific laccase activity and total protein content.
The interaction B. oryzae x CABWB was selected, and a Box-Behnken experimental design (BBED) was applied to
optimize the response variables.

Results and conclusions: CABWB and L. theobromae produced the highest laccase activity. The BBED improved vo-
lumetric laccase activity and total protein content, but not specific laccase activity. The optimized medium consisted
of wheat bran (5.4 g.L"), NaOH (0.24 g.L"), and citric acid (0.54 g.L"), which increased volumetric laccase activity by
36.03-fold (229.63 U.L") compared with the non-optimized medium (5.61 U.L"). The BBED successfully optimized the
BACST culture medium and enhanced laccase activity in B. oryzae.
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INTRODUCCION

Las enzimas fangicas constituyen una herramienta
fundamental en el desarrollo de bioprocesos indus-
triales debido a su alta eficiencia catalitica, especifi-
cidad de sustrato y compatibilidad con condiciones
de operacion sostenibles (Saini y Kant-Sharma 2021).
Una de las enzimas fingicas de importancia ecolégi-
ca (ambiente, Eichlerova et al. 2015), biotecnoldgica
(biorremediacién, Ribas et al. 2009) y médica (biosen-
sores, Wang et al. 2026) es la lacasa (bencenodiol:
oxigeno oxidorreductasa, EC 1.10.3.2), una oxidasa
multiciprica de amplia especificidad. Por su habito
lignicola, los basidiomicetos son considerados como
los principales productores de lacasa, cuya funcién es
participar en la morfogénesis y descomposicién de la
lignina (Hadibarata y Yuniarto 2020).

Por otra parte, los ascomicetos asexuales Lasiodiplo-
dia theobromae (Pat.) Griffon y Maubl. y Bipolaris ory-
zae (Breda de Haan) Shoemaker (Dothiodeomycetes:
Ascomycota) son capaces de producir patogénesis
en gramineas, arvenses y frutales (Picos-Mufioz et al.
2015, Rebolledo-Prudencio et al. 2025). Asimismo,
producen lacasa durante el proceso patogénico con
diferentes propédsitos, ya que se ha demostrado que
la enzima participa en la sintesis de pigmentos fungi-
cos mediante la polimerizacién de melanina a partir
de compuestos fendlicos, derivados de la degrada-
cién de la lignina, como el dihidroxinaftaleno (DHN),
esto para resistir el estrés oxidativo como mecanismo
de defensa vegetal y facilitar su invasién (Liu et al.
2022).

En Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Barry, una sola la-
casa (Sslac2) es esencial para la patogénesis (Westrick
et al. 2024). La inactivacién de Sslac2 resulta en la no
patogenicidad y una estructura alterada de la matriz
extracelular. De forma similar, en Magnaporthiopsis
maydis (Samra, Sabet & Hing.) Klaubauf, Lebrun &
Crous la secrecién de lacasas aumenta con la edad
de la planta huésped y el contenido de lignina en los
tejidos, lo que sugiere su importancia en la explota-
cién e invasién del tejido vegetal (Degani y Goldblat
2020). En Heterobasidion annosum (Fr.) Bref multiples
genes de lacasas se regulan positivamente durante
la infeccién temprana de plantas de pino silvestre, lo
que indica su participacién en la infeccion del hués-
ped (Kuo et al. 2015). Las lacasas también contribu-
yen a la virulencia fungica al mediar las respuestas a
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sefales ambientales y al estrés (Westrick et al. 2024).
Sin embargo, los estudios moleculares, bioquimicos,
biotecnolégicos y optimizacién de las lacasas de L.
theobromae y B. oryzae no han sido abordadas am-
pliamente, a pesar de las mdultiples aplicaciones que
posee esta enzima. Por lo tanto, este estudio preten-
de aportar sobre la optimizacién de la produccion de
la lacasa por estos fitopatégenos en extractos crudos
a través de los objetivos: 1) evaluar la producciéon de
lacasa por B. oryzaey L. theobromae en fermentacién
sumergida en medios liquidos a base de avena y sal-
vado de trigo, y 2) optimizar la produccién de lacasa a
partir de B. oryzae a través de un disefio experimental
"Box Behnken”.

MATERIALES Y METODOS

Especies flngicas

Los fitopatdgenos B. oryzae y L. theobromae fueron
aislados de palmas de coco (Cocos nucifer L.) hibri-
do enano verde de Brasil e identificados morfologi-
ca y molecularmente por Rebolledo-Prudencio et
al. (2025, ACMFCnhEVB_1) y Moreno-Zufiga et al.
(2024), respectivamente. Los aislamientos se reactiva-
ron en papa dextrosa agar (PDA).

Seleccién del medio de cultivo y especie

Se elaboraron dos medios de cultivo liquido. 1) Buffer
de acetato de sodio con salvado de trigo (BACST)
y Buffer de acetato de sodio con avena (BACA). El
BACST se preparé con 3.6 g de salvado de trigo,
0.24 g de NaOH y 1.08 g de C,H,O,. El BACA con-
sistié en 3.6 g de avena, 0.24 g de NaOH y 1.08 g
de C,H,O,, el pH fue de 4.5 Los medios de cultivo se
prepararon y dispusieron (120 mL) separadamente en
matraces de Erlenmeyer de 250 mL. Los matraces se
esterilizaron en autoclave a 121 °C (1.5 Ib) durante 15
minutos. Una vez enfriado los medios de cultivo
a temperatura ambiente, en condiciones estériles,
se inocularon de manera independiente cuatro
discos de micelio-agar (12 dias de edad) de los
hongos B. oryzae y L. theobromae. Los matraces con
los medios de cultivo ya inoculados se incubaron bajo
condiciones de agitacién orbital a 120 rpm y tempe-
ratura controlada de 27°C durante siete dias.




Variables de respuesta

Cada 48 horas se tomaron alicuotas de 10 mL en tu-
bos cénicos (50 mL) en campana de flujo laminar, los
cuales se centrifugaron a 5,500 rpm para obtener un
sobrenadante, al que se realizaron las determinacio-
nes de actividad lacasa volumétrica, proteina total y
lacasa especifica.
La actividad de
mediante el método de la oxidacion de ABTS [&ci-

lacasa volumétrica se determind

do 2,2-acino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)] el
cual produjo un cambio de coloracién de incoloro a
verde esmeralda. La reaccién consté de un volumen
total de 1 mL, la mezcla de reacciéon fue de 100 pL de
ABTS (0.5 mM), 500 pL de buffer acetato de sodio (0.1
M, pH 4.5) y 400 pL del sobrenadante (con diluciones
respectivas 1:10, 1:20 o 1:100 cuando se requirid). La
absorbancia de la reaccién se leyé en cinética en un
espectrofotémetro (Unico®, UV2150) a 420 nm du-
rante tres minutos. Como blanco se empleé la misma
reaccién sustituyendo el sobrenadante por el medio
de cultivo sin inocular. Las lecturas iniciales y finales
se tomaron para calcular la actividad enzimatica de
acuerdo con Chan-Cupul et al. (2016), unidad de acti-
vidad lacasa (U) de definié como la cantidad de lacasa
que cataliza la conversién de un micromol (umol) de
sustrato por minuto (El-Monssef et al. 2016).

El contenido de proteina total en el sobrenadante se
cuantificd a través del método de Bradford, el reac-
tivo se preparé en el laboratorio disolviendo 100 mg
de azul brillante de Coomasie G-250 en 50 mL de
etanol 95 %. Posteriormente, se le adicionaron 100
mL de acido fosférico 85 % (p/v). La solucién se aford
con agua destilada a un litro. Finalmente, el reactivo
termind a una concentraciéon de 0.01 % (p/v). Se rea-
lizd una curva estandar con soluciones conocidas (0,
5,10, 20, 40, 50, 60, 70, 80, y 100 mg.L") de proteina
(albimina de huevo al 99 %). La curva estandar fue de
Y =0.127 X + 0.1315 (Y = absorbancia, X = concen-
tracion de proteina en mg.mL", R? = 0.9934).

La actividad especifica de la lacasa (U.mg™" de protei-
na) se obtuvo al dividir la actividad lacasa volumétri-
ca (U.L") entre el contenido de proteina total (mg.L")
(Blanco y Blanco 2017).

Para la seleccion del medio de cultivo y especie se
empled un disefio experimental factorial A x B con
dos niveles, dénde el factor A fue el medio de cultivo
(BACST o BACA) y el factor B fue la especie flingica
(B. oryzae o L. theobromae), en total se obtuvieron
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cuatro interacciones (tratamientos), cada uno se es-
tablecié con cinco repeticiones, una repeticién con-
sistidé en un matraz Erlenmeyer con medio de cultivo
(120 mLl) inoculado con cuatro discos de micelio-agar.
Los datos de las variables de respuesta: actividad la-
casa (volumétrica y especifica) y contenido de protei-
na fueron analizados a través de un anélisis de varian-
za bifactorial, cuando el p-valor fue menor a 0.05 se
realizé una comparacién de rango multiple de Tukey
con p-valor de 0.05. Todos los analisis se realizaron en
Statgraphics® para Windows®.

Disefio experimental Box-Benhken (DEBB)

Se empled a B. oryzae y el medio BACST para opti-
mizar la produccién de lacasa y proteina total a través
de un disefio experimental de superficie respuesta
Box-Benhken. Para B. oryzae aln no se cuenta con
estudios previos de su aplicaciéon en disefios experi-
mentales para optimizar la produccién de lacasa, por
el contrario, con L. theobromae previamente se ha
reportado su estudio a través de un DEBB (Borham
et al. 2023). EL medio de cultivo y la especie fueron
seleccionados por haber presentado la mayor activi-
dad lacasa volumétrica a las 48 h en el experimento
factorial. En el DEBB Se evaluaron tres factores (Tabla
1) y dos niveles de cada factor denominados bajo (-) y
alto (+). También se incluyeron cuatro puntos centra-
les (nivel 0), los cuales sirvieron para calcular los erro-
res estandares y los coeficientes de variacién (Tabla
1). La matriz del disefio experimental “Box-Benhken”
se desarrollé en Statgraphics® y consté de un total
de 16 experimentos (Tabla 2). La ecuacién 1 describe
el modelo del disefio.

Ecuacién 1: Y = B+ ) B, X +3, Bij XX +3, B, X2

Donde Y es la respuesta prevista (actividad lacasa- vo-
lumétrica, -especifica y contenido de proteina), O es la
interseccién con el eje, i es el coeficiente lineal, ii es
el coeficiente cuadratico e ij es el coeficiente interac-
tivo. Xi y Xj representan las variables independientes.
Los distintos experimentos de la Tabla 2 se llevaron a
cabo en matraces Erlenmeyer de 250 mL con 120 mL
del medio de cultivo con sus respectivas concentra-
ciones de acuerdo con la matrizde DEBB (Tabla 1). Los
matraces con los medios de cultivo fueron inoculados
con cuatro discos de micelio-agar de B. oryzae. Todos
los matraces se incubaron a 27°Cy 120 rpm durante
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siete dias. Terminado el tiempo de incubacién, enuna  tividad de lacasa volumétrica y especifica y proteina
cédmara de flujo laminar se colectaron alicuotas de 10  total, como se describié anteriormente.

mL en tubos cénicos de 50 mL, los cuales se centrifu-  EI DEBB se analizé en Statgraphics® para Windows®.
garon para obtener los sobrenadantes. Las variables  Se realizaron los anélisis de varianzas, obtencién de
de respuesta fueron los valores obtenidos de la ac-  los modelos lineales y gréficas de Pareto.

Tabla 1. Factores y niveles evaluados para la optimizacién de lacasa y proteina total producida por Bipolaris oryzae en medio de cultivo
BACST

Niveles de los factores

Factores Nivel bajo (-) Nivel 0 Nivel alto (+)
NaOH (g) 0.12 0.24 0.36
Acido citrico (9) 0.54 1.08 1.62
Salvado de trigo (g) 1.8 3.6 5.4

Tabla 2. Matriz del disefio experimental Box-Benhken

Factores
Experimento Salvado de trigo (g.L") NaOH (g.L") Acido citrico (g.L")
1 1.8 0.12 1.08
2 5.4 0.36 1.08
3 1.8 0.36 1.08
4 5.4 0.24 0.54
5 1.8 0.24 0.54
6 5.4 0.24 1.62
7 5.4 0.12 1.08
8 3.6 0.36 0.54
9 1.8 0.24 1.62
10 3.6 0.12 0.54
1" 3.6 0.12 1.62
12 3.6 0.36 1.62
13 3.6 0.24 1.08
14 3.6 0.24 1.08
15 3.6 0.24 1.08
16 3.6 0.24 1.08

NaOH=hidréxido de sodio




RESULTADOS

Seleccién del medio de cultivo y especie

Lacasa volumétrica. Para el factor medio de cultivo se
encontré diferencia significativa (P=0.0003) solo en el
primer muestreo (48 h), el medio de cultivo BACST
permitié una mayor actividad lacasa (3.81 UL"), en
comparacién con el medio BACA (0.25 U.L", Figura
1A). En los subsecuentes muestreos (96, 144 y 192 h)
no se encontraron diferencias significativas (P>0.05).
Independiente del medio de cultivo, la mayor activi-
dad lacasa se encontré a las 96 h, con promedio de
16.82 U.L" (Figura 1A). Para el factor especie, en el
primer muestreo B. oryzae (3.92 U.L") presenté mayor
actividad lacasa volumétrica (P=0.0002) comparado
con L. theobromae (0.13 U.L"). Posteriormente, ocu-
rrié lo contrario, L. theobromae presenté mayor activi-
dad lacasa volumétrica en comparacién con B. oryzae
en los tres muestreos subsecuentes (96, 144 y 192 h),
dénde la mayor actividad (P=0.00001) se encontrd a
las 96 h con 27.87 U.L" para L. theobromae y 5.75
U.L" para B. oryzae (Figura 1B). En las interacciones,
se encontraron diferencias significativas (P=0.0002), el
medio de cultivo BACST con B. oryzae, presentando
la mayor actividad lacasa volumétrica con 7.54 U.L " en
comparacion con las otras interacciones, las cuales os-
cilaron entre 0.07 (BACTS-L. theobromae) y 0.30 U.L"
(BACA-B. oryzae) (Figura 1C).

Contenido de proteina. Para el factor medio de cul-
tivo no existié diferencia significativa (P>0.05) ambos
medios permitieron igual produccién de proteina to-
tal. El medio BACST alcanz6 166.33 mgL' a las 192 h;
mientras que el medio BACA alcanzé 138.52 mg.L"
(Figura 1D). Para la especie se observaron diferencias
significativas en tres de los cuatro muestreos (48, 144
y 192 h), L. theobromae produjo significativamente
mas proteina total que B. oryzae. Destaca que, a las
192 h, L. theobromae alcanzé 193.35 mg.L", superan-
do ampliamente a B. oryzae con 111.51 mg.L" (Figura
1E). En las interacciones se encontraron diferencias
estadisticas en los cuatro muestreos (Figura 1F), la
interaccion BACST-L. theobromae presenté mayor
contenido de proteina en los muestreos a las 144 y
192 h con 48.87 y 219.6 mg.L", respectivamente. Por
el contrario, los medios BACTS y BACA con B. ory-
zae presentaron los valores mas bajos en los mismos
muestreos con un intervalo de 23.74 y 113.01 mg.L"
de proteina (Figura 1l).

SCIENTIAFUNGERUM

(2026)Vol.57: 1499

Lacasa especifica. Para el medio de cultivo, se obser-
vé una diferencia significativa a las 48 h (P=0.0004),
el medio BACST permitié una mayor actividad espe-
cifica con 0.361 U.mg™" de proteina, en comparacién
con el medio BACA con 0.025 U.mg™" de proteina (Fi-
gura 1G). En las mediciones subsiguientes (96, 144
y 192 h), no se encontraron diferencias significativas
(P>0.05). Para la especie, a las 48 h se encontré que B.
oryzae (0.366 U.mg" de proteina) produjo una mayor
(P=0.0003) actividad especifica en comparacién con
L. theobromae (0.19 U.mg"' de proteina, Figura 1H).
No obstante, en los muestreos posteriores (96, 144 y
192 h) L. theobromae superd a B. oryzae, con un pico
méaximo de actividad de lacasa especifica a las 96 h
de 0.958 U.mg™" de proteina (Figura 1H). En cuanto a
las interacciones, se presentaron diferencias significa-
tivas a las 48 (P=0.0002) y 96 h (P=0.0013). A las 48 h,
la interaccion BACST-B. oryzae mostré la mayor acti-
vidad lacasa especifica (0.713 U.mg™" de proteina) res-
pecto a las demas interacciones que oscilaron en un
intervalo de 0.009 a 0.030 U.mg™ de proteina (Figura
11). A las 96, las mayores actividades especificas se
registraron en las interacciones BACST-L. theobromae
(0.995 U.mg"' de proteina) y BACA- L. theobromae
(0.920 U.mg™" de proteina). Las interacciones entre B.
oryzaey los medios BACST y BACA obtuvieron los va-
lores mas bajos de lacasa especifica con 0.199 y 0.221
U.mg" de proteina, respectivamente (Figura 1l).
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Figura 1. Actividad lacasa volumétrica (A, B y C), contenido de proteina (D, E y F) y actividad lacasa especifica (G, H e ) de Bipolaris oryzae

y Lasiodiplodia theobromae en los medios de cultivo Buffer Acetato de Sodio- Salvado de trigo (BACST) y -Avena (BACA). Medias (+ error

estandar), n=5.

Disefio experimental Box-Behnken (DEBB)

Lacasa volumétrica. En la Tabla 3 se presenta la ma-
triz, factores y resultados de las variables de respues-
ta del disefio experimental Box-Behnken (DEBB). En
el experimento 11 se encontré la actividad de lacasa
volumétrica més baja con 0.46 U.L". Por el contrario,
el valor mas alto se encontré en el experimento cua-
tro con 229.63 U.L". Mientras que, los puntos centra-
les en promedio presentaron 5.61 U.L"; por lo tanto,
el experimento cuatro incrementé 39.9 veces mas la
actividad de lacasa volumétrica respecto a los puntos
centrales.

El dnico factor que resultd estadisticamente significan-
te para la actividad de lacasa volumétrica fue el acido
citrico (P=0.0075, Tabla 4); de acuerdo con la grafica
de Pareto (Figura 2), el valor bajo (0.54 g.L") de é&ci-
do citrico present¢ el efecto significativo. La ecuacién
2 representa el modelo matemético (P<0.05) para la
produccién de lacasa volumétrica por B. oryzae. El
DEBB sugiere que los valores éptimos de los facto-
res son: salvado de trigo 5.4 g.L, hidréxido de sodio
0.36 g.L' y 4cido citrico 0.54 g.L".

Ecuacién 2: Lac = 394.842 - 61.8097*ST - 666.469*NaOH - 329.368*AC + 11.7442*ST"2 + 116.007*ST*NaOH
- 34.7711*ST*AC - 62.2396*NaOH"? + 322.377*NaOH*AC + 130.088*AC"?
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Tabla 3. Matriz del disefio experimental Box-Behnken para la produccién de lacasa volumétrica por Bipolaris oryzae en el medio de cultivo

buffer acido citrico salvado de trigo

Respuestas
Lacasa Proteina Lacasa
Experimentos volumétrica total especifica

(U.L" (mg.L") (U.mg" de proteina)
1 35.88 135.42 0.2650
2 99.77 346.81 0.2877
3 34.49 60.73 0.5679
4 229.63 922.76 0.2489
5 83.33 170.86 0.4877
6 12.27 635.42 0.0193
7 0.93 248.08 0.0037
8 43.06 1391.11 0.0310
9 1.16 217.70 0.0053
10 100.23 431.62 0.2322
11 0.46 453.14 0.0010
12 26.85 230.35 0.1166
13 8.10 393.65 0.0206
14 4.40 159.47 0.0276
15 3.47 116.43 0.0298
16 6.48 97.44 0.0665

Figura 2. Diagrama de Pareto para la produccién de lacasa volumétrica por Bipolaris oryzae en el medio de cultivo buffer acido citrico
salvado de trigo. El color de las barras representa si un efecto es negativo (azul) o positivo (gris). Factor A (ST=salvado de trigo), factor B
(NaOH=hidréxido de sodio) y factor C (AC=Acido citrico).
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Tabla 4. Anélisis de varianza para la produccién de lacasa volumétrica por Bipolaris oryzae en el medio de cultivo buffer 4cido citrico con

salvado de trigo

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:ST 4405.79 1 4405.79 3.19
B:NaOH 555.611 1 555.611 0.40 0.1245
C:AC 21581.1 1 21581.1 15.60 0.5496
AA 5791.59 1 5791.59 4.19 0.0075
AB 2511.51 1 2511.51 1.82 00867
AC 4569.08 1 4569.08 3.30 0.2265
BB 3.21306 1 3.21306 0.00 0.1190
BC 1745.57 1 1745.57 1.26 0.9631
CcC 5755.88 1 5755.88 416 03042
Error total 8298.36 6 1383.06 00874
Total (corr.) 55217.7 15

Factor A (ST=salvado de trigo), factor B (NaOH=hidréxido de sodio), factor C (AC=Acido citrico) y Gl=grados libertad.

Tabla 5. Anélisis de varianza para la produccion proteina total por Bipolaris oryzae en el medio de cultivo buffer acido citrico salvado de

trigo

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razoén-F Valor-P
A:ST 307469 1 307469 6.25 0.0465
B:NaOH 72340.7 1 72340.7 1.47 0.2708
C:AC 237960 1 237960 4.84 0.0701
AA 17917.8 1 17917.8 0.36 0.5682
AB 7518.62 1 7518.62 0.15 0.7093
AC 279191 1 279191 0.57 0.4797
BB 21281.7 1 21281.7 0.43 0.5351
BC 349446 1 349446 7.10 0.0373
CcC 523789 1 523789 10.65 0.0172

Error total 295107 6 49184.6

Total (corr.) 1.86075E6 15

Factor A (ST=salvado de trigo), factor B (NaOH=hidréxido de sodio), factor C (AC=Acido citrico) y Gl=grados libertad.

Proteina total

En el experimento nimero tres se encontré el con-  Mientras que, los puntos centrales en promedio pre-
tenido de proteina mas bajo con 60.73 mg.L" (Tabla  sentaron 191.75 m./L"; por lo tanto, el experimento
5). Por el contrario, el valor mas alto se localizé en el ocho incrementé 6.2 veces mas el contenido de pro-
experimento ocho con 1391.11 mg.L" (Tabla 5). teina total respecto a los puntos centrales.




El anélisis de varianza obtenido del DEBB para el
contenido de proteina total se presenta en la Tabla
5. El factor lineal significativo fue el salvado de trigo
(P=0.0465). Asimismo, la interaccidn entre el hidrdxi-
do de sodio y &cido citrico (P=0.0373) y el 4cido ci-
trico al cuadrado (P=0.0172), fueron significativos. De
acuerdo con la gréfica de Pareto (Figura 3), el valor
alto (1.62 g.L'") de acido citrico, el valor alto (5.4g.L")
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de salvado de trigo y el valor bajo (g.L") de interac-
cién de hidréxido de sodio y acido citrico presenta-
ron efectos significativos. La ecuacién 3 representa el
modelo matematico (P<0.05) para la produccién de
proteina total por B. oryzae. El DEBB sugiere que los
valores 6ptimos de los factores son: salvado de trigo
5.4 g.L", hidréxido de sodio 0.36 g.L' y 4cido citrico
0.54 g.L".

Ecuacién 3: Proteina total = 82.8825 + 302.3*ST + 2564.65*NaOH - 1595.75*AC - 20.657*ST"? + 200.718*ST*-
NaOH - 85.9516*ST*AC + 5065.36*NaOH"? - 4561.27*NaOH*AC + 1240.97*AC"?

Lacasa especifica

En el experimento tres se encontré la mayor actividad
lacasa especifica con 0.5679 U.mg™" de proteina (Tabla
3), este valor fue 14.73 veces mas que el promedio de
los cuatro puntos centrales (0.0361 U.mg”" de protei-
na). Por el contrario, el experimento 11 registré la me-
nor actividad especifica (0.0010 Umg™" de proteina). El
anélisis de varianza del DDEB (Tabla 6) indicé que nin-

guno de los factores principales resulté significativo
(P>0.05), sin embargo, el salvado de trigo al cuadrado
resultd con una significancia (P=0.0461), el cual fue
favorecido por el valor positivo (valor alto) segun el
diagrama de Pareto (Figura 4). La ecuacion 4 describe
el modelo para la actividad lacasa especifica, el cual
no fue significativo (P>0.05).

Ecuacién 4: Lacasa especifica = 1.78388 - 0.496021*ST - 3.21656*NaOH - 0.608519*AC + 0.0524769*ST"? -
0.021875*ST*NaOH + 0.0650206*ST*AC + 5.20312*NaOH"? + 1.22222*NaOH*AC - 0.0543553*AC"?

Figura 3. Diagrama de Pareto para la produccién de proteina total por Bipolaris oryzae en el medio de cultivo buffer acido citrico salvado

de trigo. El color de las barras representa si un efecto es negativo (azul) o positivo (gris). Factor A (ST=salvado de trigo), factor B (NaOH=hi-

dréxido de sodio) y factor C (AC=Acido citrico).
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Tabla 6. Anélisis de varianza para la actividad lacasa especifica por B. oryzae en el medio de cultivo buffer dcido citrico salvado de trigo

Fuente Suma de Cuadrados Gl Cuadrado Medio Razén-F Valor-P
A:ST 0.073402 1 0.073402 3.99 0.0928
B:NaOH 0.0314127 1 0.0314127 1.71 0.2393
C:AC 0.0919347 1 0.0919347 4.99 0.0668
AA 0.115634 1 0.115634 6.28 0.0461
AB 0.0000893025 1 0.0000893025 0.00 0.9467
AC 0.015977 1 0.015977 0.87 0.3875
BB 0.022455 1 0.022455 1.22 0.3117
BC 0.0250906 1 0.0250906 1.36 0.2873
CcC 0.00100489 1 0.00100489 0.05 0.8230
Error total 0.110447 6 0.0184078
Total (corr.) 0.487447 15

Factor A (ST=salvado de trigo), factor B (NaOH=hidréxido de sodio), factor C (AC=Acido citrico) y Gl=grados libertad.

Figura 4. Diagrama de Pareto para la actividad lacasa especifica por Bipolaris oryzae en el medio de cultivo buffer acido citrico salvado de
trigo. El color de las barras representa si un efecto es negativo (azul) o positivo (gris). Factor A (ST=salvado de trigo), factor B (NaOH=hi-
dréxido de sodio) y factor C (AC=Acido citrico).
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Diserio factorial AXB vs DEBB

Bipolaris oryzae a través del DEBB (experimento 4: sal-
vado de trigo 5.4 g.L", NaOH 0.24 g.L" y 4cido citrico
0.54 g.L") incrementé su actividad laccasa volumétrica
36.03 veces mas (Figura 5A) en comparacién con el
disefio factorial AxB, empleando el medio BACST sin
optimizar (salvado de trigo 3.6 g.L'", NaOH 0.24 g.L'y
4cido citrico 1.08 g.L").
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Para la proteina total, el DEBB permitié a B. oryzae
incrementar 11.3 veces mas (Figura 5B) su contenido
de proteina (experimento 8: salvado de trigo 3.6 g.L,
NaOH 0.36 g.L"y acido citrico 0.54 g.L"") en compara-
cién al medio BACST sin optimizar. La actividad lacasa
especifica de B. oryzae no mostré incremento alguno
al comparar los valores obtenidos del disefio factorial
AxBy DEBB (Figura 5C).

Figura 5. Comparacion de los resultados entre el disefio factorial AxB y el disefio experimental Box-Benhken. Medias (+ error estandar),

n=5.

DISCUSION

Los hongos de las familias Botryosphaeriaceae y
Pleosporaceae comprenden una gran diversidad de
especies con habitos enddfitos, parasitos y saprobios.
Particularmente, L. theobromae y B. oryzae son fito-
patégenos de una amplia diversidad de especies de
plantas y causan enfermedades como céncer, gomo-
sis, muerte descendente, tizén de hojas y pudricién
de raices (Picos-Murioz et al. 2015, Sacchetto et al.
2018). Las lacasas fungicas desempefan diversas fun-
ciones en la patogenicidad en diferentes especies, el
gen de la lacasa (Cglac13) participa en el crecimiento
micelial, el desarrollo del tubo germinativo y la pato-
genicidad (Zhang et al. 2023). Por ello, la lacasa es un
factor de virulencia crucial expresado como una enzi-
ma de la pared celular que oxida compuestos polife-
nélicos y hierro, y esté involucrada en la degradacién
de la lignina (Zhu y Williamson 2004).

Los fitopatégenos L. theobromae y B. oryzae son
capaces de producir lacasas, Vasconcenlos et al.
(2001) previamente reportaron la habilidad de L.
theobromae para producir lacasas intra y extracelu-
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larmente en un medio de cultivo minimo salino con
una actividad volumétrica de 2.2 U.mL". En Bipola-
ris maydis (Y. Nisik & C. Miyake) Shoemaker (Joseph
et al. 2019) se ha reportado la produccién de lacasa
de 193.75 U.L". Sin embargo, la produccién de lacasa
por L. theobromae y B. oryzae es una caracteristica
cepa-dependiente y estéd regulada por diversos fac-
tores abidticos y bidticos. Al respecto, algunas cepas
de L. theobromae evaluadas para actividad lacasa no
mostraron resultados positivos (Abdel-Azeem y Salem
2012).

A pesar de ello, estos hongos filamentosos propor-
cionan una capacidad secretora superior, diversas
moléculas metabdlicas y robustez en los sistemas
de fermentacién. Por lo tanto, la necesidad de uti-
lizar sistemas fungicos enddfitos para cubrir las ne-
cesidades en el proceso de producciéon de produc-
tos biotecnolégicos blancos es cada vez mayor. De
acuerdo con Bengyella et al. (2019) el valor total de
productos biotecnolégicos blancos en el mercado
ascendié a US$ 124760 millones en 2008 y se prevé
que alcance los US$ 510370 millones para 2030, con
un impacto significativo de los hongos filamentosos




en la bioeconomia de enzimas industriales, con es-
pecial énfasis con las lacasas fungicas (Bengyella et
al. 2019). Por ello, la importancia de optimizar la pro-
duccién de esta enzima para fines biotecnolégicos.
Al respecto, algunos autores han realizado biopros-
pecciones en cepas de L. theobromae con resultados
negativos (Abdel-Azeem y Salem 2012, Uzma et al.
2016, Toghueo et al. 2017) y positivos (Tapwal et al.
2014, Félix et al. 2018) en pruebas cualitativas (oxi-
dacién del halo por ABTS y/o guaiacol). En cuanto a
la produccién de la enzima, los resultados han sido
variados, Tapwal et al. (2014) reportaron una activi-
dad lacasa de 3.0 U.mL"'en L. theobromae; mientras
que Cao et al. (2020) reportaron actividades mayores
a 400 U.L", en un medio minimo salino suplementado
con Benzo-a-pireno (100 ppm), el cual se degradd en
80%. En un fermento salino con salvado de trigo, Bor-
ham et al. (2023) reportaron una actividad lacasa de 5
U.mL" con Lasiodiplodia sp. YZH1 y una degradacion
del rojo (100 ppm) Congo del 80.5%. Sin embargo,
algunos estudios reportan actividades enzimaticas
bajas (0.021 U.L") cuando se usan algunos compues-
tos fendlicos en el medio de cultivo, por ejemplo:
4cido benzoico, fellrico y salicilico (Srivastavaa et al.
2013). Asimismo, L. theobromae es capaz de producir
otras enzimas de valor comercial como amilasas (EC:
3.2.1.1.), pectinasa (EC: 3.2.1.15.) y asparaginasa (EC:
3.5.1.1.) (Srivastavaa et al. 2013, Félix et al. 2018, Cao
et al. 2020).

Algunos primeros estudioss sobre la actividad laca-
sa del género Bipolaris fueron comunicados por Ta-
pia-Tuseel et al. (2011), posteriormente Joseph et al.
(2019) reportaron la actividad lacasa en B. maydis y
recientemente, Joseph et al. (2024) describieron la
habilidad de esta especie para degradar concentra-
ciones de clorpirifos (insecticida organofosforado)
con una produccién de lacasa de 290.14 U.L". Para
B. oryzae, se reporté recientemente su habilidad
para producir lacasas en medio de cultivo liquido con
salvado de trigo, con una actividad de 8.5 U.L" (Re-
bolledo-Prudencio et al. 2025). Asimismo, el género
Bipolaris no solo es capaz de producir oxidasas del
tipo lacasa, sino que también se conoce su habilidad
para producir lipasas, amilasas y pectinasas (Goyal et
al. 2023).

Por otra parte, el disefio de Box-Behnken permite la
estimacion de los parametros del modelo cuadratico
y optimizacién de la variable de respuesta en funcién
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de los factores (Ferreira et al. 2007). Este disefio se ha
empleado en algunos estudios para la optimizacién
de la produccién de lacasas en hongos de la pudri-
cién blanca como Trametes versicolor (L.) Lloyd (Latif
etal. 2022) y Pleurotus ostreatus (Jacg.) P Kumm. (Isa-
napong et al. 2024). Sin embargo, la optimizacion en
hongos fitopatégenos con potencial biotecnolégico,
como lo son L. theobromae y B. oryzae, no han sido
estudiados a profundidad, en especial, el presente es-
tudio aporta un medio de cultivo sencillo y econémico
a base de acido citrico, NaOH y salvado de trigo para
optimizar la producciéon de lacasa. En un estudio simi-
lar, Sacchetto et al. (2018) emplearon un disefio ex-
perimental de compuesto central para mejorar la pro-
duccién de lacasa por Botryosphaeria rhodina (Berk.
& M.A. Curtis) Arx en funcién de tres factores (ele-
mentos del medio de cultivo): CuSO,*5H,0, KH,PO,
y NaNO,; sin embargo, ninguno de los experimentos
logré mejorar la producciéon de lacasa volumétrica
(1.65 U.L") y especifica (3.07 Umg) respecto a los
puntos centrales, es decir, que el medio de cultivo sin
optimizar presenté mayor actividad. Por el contrario,
en el presente estudio, B. oryzae mejoré su actividad
lacasa volumétrica en 36.03 veces mas (229.63 U.L")
por efecto del valor bajo del 4cido citrico (0.54 g.L™).
En otro estudio, Nayak y Choudhary (2023) optimiza-
ron la produccién de lacasa por los hongos filamen-
tosos Dichotomopilus funicoa (Cooke) X.Wei Wang &
Samson y Alternaria padwickii (Ganguly) M.B. Ellis a
través de un disefio de compuesto central de cua-
tro factores y cuatro niveles, empleando un medio de
cultivo rico en C, N y vitaminas;los factores de estudio
fueron carboximetilcelulosa, extracto de carne, tem-
peratura de incubacién y pH. El disefio experimen-
tal permitié mejorar un 65.9% (0.659 veces mas) la
actividad lacasa (0.0151 U.L") respecto a los puntos
centrales (0.0091 U.L"" en promedio) en D. funicoa.
Mientras que con A. padwickii (0.0078 U.L"), el dise-
fio experimental mejoré en gran medida la actividad
lacasa volumétrica en 2.07 veces mas (0.0240 U.L").
Estas actividades enzimaticas, son bajas si las com-
paramos con la actividad volumétrica de B. oryzae,
a pesar de los incrementos obtenidos por efecto del
disefio experimental.

Recientemente, Borham et al. (2023) emplearon un
disefio Box-Benhken para optimizar la degradacién
de rojo Congo por L. theobromae, sin embargo, no
cuantificaron y/o optimizaron la actividad lacasa du-




rante el proceso de remocion, reportando5 U.L", va-
lor mucho menor al encontrado en el presente estu-
dio en el medio BACST (27.87 U.L") sin optimizar. Por
otra parte, ya que B. oryzae tiene la capacidad de
producir otras enzimas diferentes a la lacasa, la razén
por la cual sélo se detectd incremento de la actividad
lacasa volumétrica y proteina total podria deberse a
que este Ultimo pardmetro estd compuesta por todas
las proteinas que produce el hongo en la fermenta-
cion, por lo que podria incluir otras enzimas como
amilasas, celulasas y proteasas (Ashfaq et al. 2023);
por lo tanto, al dividir la actividad volumétrica laca-
sa (U.L") entre el contenido de proteina total (Blanco
y Blanco 2017) para obtener la actividad especifica
lacasa (U.mg de proteina), se obtuvo un valor bajo
de actividad especifica, especialmente con el DEBB.
Hay que considerar que la cuantificaciéon de proteina
total refleja la capacidad secretora general B. oryzae,
la actividad volumétrica muestra la producciéon fun-
cional de la lacasa y la actividad especifica indica la
eficiencia relativa de la lacasa dentro del conjunto de
proteinas secretadas; por lo que el DEBB podria estar
favoreciendo mas la actividad especifica de otras en-
zimas diferentes a la lacasa.

Para mayor compresién del rol ecolégico de las laca-
sas en los fitopatégenos B. oryzae y L. theobromae
futuros estudios podrian enfocarse en caracterizar los
genes implicados en la sintesis de lacasa, purificaciéon
de la enzima, cuantificar su habilidad para la biorre-
mediacién y biocatélisis, y el uso de estos microorga-
nismos como micoherbicidas.

CONCLUSIONES

El medio de cultivo buffer 4cido citrico con salvado
de trigo fue el mejor medio de cultivo para la produc-
cién de lacasa independientemente de la especie de
hongo. En bioensayo sin DEBB, L. theobromae pre-
senté mayor actividad lacasa volumétrica (3.8 veces
mas) y especifica (2.1 veces mas) en comparacién a
B. oryzae. Al aplicar el DEBB en B. oryzae se mejord
la produccién de lacasa volumétrica y contenido de
proteina. La actividad especifica no fue mejorada por
el DEBB. Los componentes del medio de cultivo op-
timizado fueron salvado de trigo 5.4 g.L'', NaOH 0.24
g.L" y &cido citrico 0.54 g.L", registrandose un incre-
mentd de 36.03 veces mas actividad lacasa volumétri-
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ca (229.63 U.L") en comparacién con el medio de cul-
tivo BACST sin optimizar (5.61 U.L", salvado de trigo
3.6 g.L'", NaOH 0.24 g.L"" y 4cido citrico 1.08 g.L™). El
medio BACST optimizado se considera econémico al
poseer solo tres componentes con bajas cantidades,
por lo que es un medio ideal para la produccién de
lacasas fungicas.
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