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ABREVIATURAS

AAO: Aril alcohol oxidasa

AAD: Aril alcohol deshidrogenasa

ADN:  Acido desoxiribonucleico

ADNc: Acido desoxiribonucleico copia

ARN :  Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ATP: Adenina trifosfato

BLAST: (Basic Local Alignment Search Tool), programa de alineamiento de secuencias de ADN
ClustalW: Programa de alineamiento multiple de secuencias de ADN o de proteinas
Lac: Lacasa

LiP: Lignino peroxidasa

CIM: Concentracién inhibitoria minima

CIMD: Concentracion inhibitoria minima de decoloracion
MnP : Manganeso peroxidasa

mU : Mili unidad enzimatica

MTs: Metelotioneinas

P. chrysosporium:  Phanerochaete chrysosporium

P. atropurpurascens: Punctularia atropurpurascens
Poly R-478: Colorante de poliantraquinona

QR: Quinona reductasa

RBBR: Remazol Brilliant Blue

RT-PCR : Transcripcion reversa del mARN y PCR

VP: Peroxidasa versatil
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proveniente del proceso de reciclado de pilas en el medio Poly-R

RESUMEN

La madera, material natural degradable es susceptible a diversos agentes bi6ticos y abidticos de
deterioro. Microorganismos e insectos constituyen los agentes bi6ticos; dentro de los primeros, los hongos de
la podredumbre blanca de la madera poseen la habilidad de mineralizar completamente el polimero de lignina,
segundo componente estructural mas abundante de la madera. Esta potencialidad esta basada en su sistema
enzimatico extracelular compuesto por diferentes tipos de enzimas (peroxidasas y oxidasas) y compuestos de
bajo peso molecular. En consecuencia la madera debe ser protegida a través de tratamientos con productos
efectivos, habiendo una tendencia mundial al desarrollo de productos alternativos de menor toxicidad que los
existentes.

El presente trabajo plantea al uso de las sales de Zn y Mn como conservantes para maderas. Se
estudia su eficacia antifingica, empleando tanto sales puras como aquellas provenientes de un proceso de
reciclado de pilas. Dichas sales han sido utilizadas a nivel industrial, interrumpiéndose su uso en 1930 debido
a razones basicamente comerciales. Se plantea su aplicacion debido al desarrollo en la Unidad de Gestion
Tecnoldgica de la Facultad de Quimica de un proceso por via hidrometalurgica de reciclado de pilas comunes
y alcalinas. El mismo es simple, de bajo costo y permite el aprovechamiento de los materiales que contienen a
la vez que evita la posible contaminacion que provoca su eliminacién. El producto principal del proceso es una
solucion rica en Zn 'y Mn.

Se evalla el efecto de las mencionadas soluciones sobre la fisiologia de Phanerochaete
chrysosporium y Punctularia atropurpurascens, dos especies representativas de los hongos causantes de
podredumbre blanca en la madera, que poseen diferente sistema ligninolitico. Se estudia la influencia de
dichos metales en la fisiologia de ambos hongos, con dos estrategias. Una global que analiza el efecto sobre
el crecimiento (desarrollo micelial y germinacién de conidias) y una mas especifica que analiza la funcion
ligninolitica (actividad enzimatica de las peroxidasas y expresién de los genes que codifican manganeso
peroxidasas). Para este ultimo punto se identificaron por primera vez las MnPs de P.atropurpurascens,y se

caracterizaron sus genes.
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Los resultados obtenidos permiten constatar la actividad antifingica de la solucién proveniente del
proceso de reciclado, asi como de la mezcla de sales puras de Zn-Mn. Inhibe el crecimiento de ambos
basidiomycetes, si bien P. atropurpurascens es mas sensible a los metales. Durante el crecimiento sobre
madera en ensayos de laboratorio se confirma el poder antifungico.. En campo, es lixiviada de la madera,
pero un segundo tratamiento con boérax impide la pérdida de los metales. A 24 meses del comienzo del
ensayo las probetas asi tratads se comparan con aquellas con CCA. A nivel del sistema ligninolitico, la
solucion es inhibidora de la actividad enzimatica, del mismo modo que la mezcla de sales puras de Zny Mn.
El Mn presenta en términos generales un efecto inductor de los parametro del metabolismo estudiados, con la
excepcion de la germinacion de conidios y le expresion de los genes mnp de P.chrysosporium.

Se constatd que P.atropurpurascens tiene por lo menos 7 MnPcon alta similaridad con MnP de otros
basidiomycetes. Sus genes al igual que los de P.chysosporium son inhibidos por el Zn, en tanto que el Mn

inhibe la expresion de los genes de P.atropurpurascens.
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1. LOS METALES Y LOS SISTEMAS BIOLOGICOS

Todos los organismos vivos mantienen una continua y compleja interaccion con el entorno
inorganico en el cual se encuentran y en el que desarrollan todos los procesos vitales. Ejemplos de dicha
interaccién se pueden encontrar en el fuerte paralelismo que existe entre la abundancia de los elementos
en los seres vivos y su abundancia en la litosfera y en las aguas de mar. Los mecanismos de adaptacion
que han desarrollado los organismos ante la creciente industrializaciéon del mundo son otro ejemplo, ya
que se ha producido un aumento de la contaminacién metélica a concentraciones tales, que se crea

competencia entre elementos pesados contaminantes y aquellos esenciales para la vida (Baran, 1994).

Del entorno inorgénico y desde un punto de vista fisiologico, son aceptados universalmente
veintisiete elementos como esenciales para los organismos. Los criterios que definen claramente la
esencialidad de un elemento son: que el descenso de su nivel fisioldgico Gptimo produce deficiencias
funcionales; dichas deficiencias son revertidas si ese nivel sube a valores normales; los organismos no
pueden crecer ni completar sus ciclos vitales sin ese elemento; el elemento esté involucrado en los

procesos metabdlicos y su efecto en el organismo no puede ser logrado por ningtn otro elemento.

Los organismos requieren ademas un balance y un equilibrio entre los diferentes elementos
necesarios para realizar las funciones vitales. Esto significa que un elemento esencial puede
transformarse en toxico cuando se sobrepasan ciertos limites de concentracion. En base a esto, en una
primera aproximacion los elementos del entorno se pueden clasificar en tdxicos y no toxicos, de acuerdo
a la dosis o concentracién recibida en relacién a su efecto o respuesta fisioldgica, estas afirmaciones son

ilustradas en los llamados diagramas de Bertrand.

Rango éptimo | Toxi- | Letalidad
L cidad !

Super-

—

vivenciai ciencia

Respuesta

lemento esencial (dosis) ———

Figura 1.1: Diagrama de Bertrand (Baran, 1994).

En el caso particular de los metales pesados que son elementos esenciales, los seres vivos han
desarrollado una maquinaria que garantiza un aporte adecuado de micronutrientes, que a la vez es capaz
de evitar una acumulacion excesiva de los mismos para mantenerlos en el rango 6ptimo de dosis. Los
mecanismos homeostaticos involucrados mantienen la concentracién citoplasmatica metélica a niveles
no- toxicos suficientes para el crecimiento. Un ejemplo a destacar son los factores de transcripcion de
respuesta a metales. Estos factores atienden cambios en la concentracion intracelular y coordinan la

expresion de genes involucrados en la distribucion, secuestro y uso de metales, de tal modo de
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mantenerlos en un nivel éptimo tanto en condiciones de exceso como limitacion. Son moléculas metalo -

reguladoras producidas como respuesta al estrés metalico (Mehra et al., 1991; Rutherford et al., 2004).

Los metales necesarios para el crecimiento incluyen cobre, hierro, manganeso, molibdeno, zinc y
niquel; los no esenciales, comunmente encontrados en diversos ambientes son cromo, cadmio, plomo,

mercurio y plata (Gadd, 1993).

Con el fin de comprender en forma general, la intrincada y compleja problematica de los diversos
efectos producidos por los metales, se deben atender tres aspectos fundamentales: las funciones de los
metales, los mecanismos de toxicidad que presentan y los mecanismos de defensa de los organismos

frente a los metales.

Funciones de los metales

Los iones metalicos o sus compuestos desempefian funciones biolégicas y bioquimicas claves
en el desarrollo y la fisiologia de los organismos vivos; se destaca por ejemplo la participaciéon en
reacciones vitales como la respiracion mitocondrial, la transcripcion de ADN vy la fotosintesis (Vallee et al,
1990). Las funciones mas importantes asociadas a los metales se pueden agrupar como: i) estructurales,
como por ejemplo la participacion de los fosfatos de calcio en las estructuras dseas en organismos
superiores; i) activacion y transporte de oxigeno, se realiza por medio de proteinas que contienen hierro
(hemoglobina, hemeritrinas) o cobre (hemocianinas); iii) transporte de electrones, cuando el sistema
acepta electrones de un agente que es algo mas reductor y los transforma en algo mas oxidante por
medio de elementos metélicos con distintos estados de oxidacién Fe(ll)/ Fe (I1l), Mo(IV)/Mo(V) / Mo(VI);
iv) cataliticas en procesos redox y acido base. En estos casos el metal forma parte del sitio activo Cu, Fe

0 Zny Mg en hidrolasas y fosfatasas (Baran, 1994).

Mecanismos de toxicidad

Los sintomas toxicos producidos por un exceso de metales pesados en los organismos vivos, se
deben al conjunto de interacciones que se dan a diferente nivel. Los mecanismos moleculares de
toxicidad, se basan en las propiedades quimicas y fisicas de los elementos metalicos y en particular en su
fuerte capacidad de coordinacion, lo que les permite enlazar biomoléculas. En algunos casos el contacto
directo entre la especie metélica activa y los componentes celulares es un pre- requisito, siendo la
membrana celular el sitio inicial de accién (Gadd, 1993). En otros casos aparecen mecanismos indirectos

de toxicidad y acciones sobre las enzimas extracelulares.

Del amplio espectro de mecanismos potencialmente toxicos de los metales, se destacan: i) el

bloqueo de grupos funcionales esenciales en biomoléculas (e.g. enzimas y sistemas de transporte de



Fisiologia de hongos filamentosos: efecto del Zn y el Mn. Introduccion

nutrientes esenciales) en general por metales pesados que no producen reacciones redox; ii) el
desplazamiento y/o sustitucion de los iones metalicos esenciales de biomoléculas como el reemplazo del
Mg por Mn, que se enlaza al ATP en las enzimas que participan en la reaccion de transferencia de
fosfatos (Jellison et al, 1997); iii) la inhibicion de la actividad enzimatica o modificaciones
conformacionales, por enlace de los metales principalmente a los grupos —SH de las cisteinas de las
proteinas. Esto se debe a que metales pesados como Pb(ll), Hg(ll) y Cd(ll) tienen una fuerte afinidad por
dichos grupos con los que forman sulfuros muy insolubles (Baran, 1994). A la vez el Hg produce
inactivacion enzimatica al unirse a los grupos tioles de proteinas, por los que tiene alta afinidad (Baldrian
et al., 2000); iv) la produccién de radicales libres que induce el estrés oxidativo, es un mecanismo
indirecto de toxicidad metalica. El Cd (similar al Cu) actia como inductor del estrés oxidativo. Las
especies reactivas del oxigeno (radicales libres) pueden originarse por la autooxidacién de proteinas o
reacciones tipo Fenton'. Los radicales libres y otras especies reactivas del oxigeno y del nitrégeno (ROS
y RNS) participan de una amplia variedad de procesos bioldgicos y bioquimicos. Se destacan las
cadenas de reacciones que producen la ruptura de macromoléculas biolégicas. En todos los casos la
toxicidad metélica puede producir la desnaturalizacion de enzimas y la ruptura de membranas celulares y

organelos.

Cuando se busca estudiar el efecto de los contaminantes metalicos téxicos, se deben tener en
cuenta las rutas de absorcion e incorporacion a los organismos, tanto de los elementos esenciales como
los no esenciales, debido a que estas rutas son eventualmente compartidas por ambos tipos de

elementos (SchltzendUbel et al., 2001).

Mecanismos de defensa de los organismos

Las estrategias utilizadas por los organismos para sobrevivir en presencia de metales pueden
clasificarse de un modo muy general de acuerdo al tipo de respuesta como: i) tolerancia que incluye
aquellos mecanismos que le permiten al microorganismo aceptar en cierta medida la presencia del
elemento téxico mediante modificaciones a su toxicidad o al ambiente 0 adaptando mecanismos propios
que puedan estar involucrados en la homeostasis general (Hall, 2002); ii) evasidn, el organismo evita
interactuar con el elemento peligroso, a través de un mecanismo para repelerlo o por simple
desplazamiento alejandose del sitio contaminado; iii) adaptacion, implica cambios genéticos inducidos por

la reiterada exposicion al elemento, de manera que el organismo se vuelve ‘resistente” al mismo o

! La reaccion de Fenton tiene un papel crucial en los procesos fisioldgicos y patolégicos de los organismos vivos. La
mayoria de las especies reactivas del oxigeno, tales como los radicales hidréxilo se generan por esta via. Cuando
estas especies se sobreproducen o si el nivel de antioxidantes disminuye, las especies reactivas se convierten en
peligrosas, provocando estrés oxidativo y oxidacién de biomoléculas (Prousek, 2007). La reaccién de Fenton es:
Fe?* + H202 = Fe3* + OH + OH:
02+ Fe¥* = 02 + Fe?
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encuentra un mecanismo para tolerarlo o evitarlo; iv) defensa, respuesta inmediata a la interaccién con un

agente toxico, con un cambio genético o sin él.

Las interacciones entre los metales y los hongos afectan todos los aspectos de su metabolismo,
crecimiento y diferenciacion, por lo cual poseen mecanismos de defensa a los metales especificos. La
cantidad de metal que entra al citoplasma depende en parte del sistema de transporte de metales ionicos
en las membranas celulares. Dicho sistema esta compuesto de transportadores o sistemas de canales.
Algunos organismos poseen transportadores especificos de metales pesados, que se encargan de retirar
los iones del citoplasma para detoxificarlo, extrayéndolos hacia el exterior celular. Este mecanismo no es
efectivo en el caso de transportadores celulares que no pueden discriminar entre iones de metales

esenciales y no esenciales cuando tienen caracteristicas quimicas similares (Mehra et al., 1991).

Los mecanismos de defensa mas especificos como la retencion, la inmovilizacion y el secuestro
de los metales son activados al detectar cambios en la concentracién metélica citoplasmatica hacia
niveles toxicos. Para ello los organismos cuentan con los factores de transcripcién de respuesta a
metales, que regulan a maltiples niveles las proteinas involucradas en la homeostasis de los metales en

todos los eucariotas (Rutherford et al., 2004).

La retencion o absorcion de metales téxicos por membranas celulares y citoplasma, se da en
sitios potenciales de secuestro de metales como: grupos carbonilo, carboxilo, éster, amino, sulfhidrilo,
hidroxilo y fosfato. También la quitina (N-acetil-D-glucosamina) y el quitosano (quitina deca- acetilada) son
capaces de enlazar metales, principalmente alcalinos. Es posible predecir los potenciales sitios de union
de los metales a las células, de acuerdo a la afinidad que poseen por el ligando, a sus propiedades acido
— base, etc. (Wang et al., 2009).

La inmovilizaciéon de los metales en forma de granulos o corpusculos insolubles, llamados
corpusculos de inclusion, tienen por cometido fijar y aislar a la especie toxica, lo que disminuye su bio-
disponibilidad y confiere tolerancia al organismo. Un ejemplo es la produccién de acido oxalico cuando el
hongo crece en un medio conteniendo metales. El &cido precipita los metales formando cristales de
oxalato insolubles alrededor de las paredes celulares y en el medio interno (Jarosz-Wilkolazka et al.,
2003). Varios hongos de la podredumbre marrén que crecen sobre maderas tratadas con cobre, son
reconocidos como grandes productores de &cido oxalico, lo cual es tenido en cuenta al aplicar
preservantes. El &cido oxalico tiene un rol fundamental en la colonizacién de maderas tratadas con cobre
por hongos resistentes al mismo (Clausen et al, 2000), a la vez que les permite desarrollar una
importante tolerancia al cobre (Green lll et al., 2003). Otro importante quelador de metales es el &cido
citrico, intermediario en el ciclo de los cidos tricarboxilicos (Gadd, 1999). Los hongos de la podredumbre
blanca producen acido (oxalico, citrico, u otro) en menor extensién, evitan la entrada del metal a la célula
por adsorcion sobre la pared, en particular por medio de la vaina compuesta principalmente por

polisacaridos que recubre las hifas (Munir et al, 2004).
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La compartimentacion vacuolar, presenta un importante rol en la regulacion de las
concentraciones citosolicas de iones metalicos, tanto esenciales para las funciones metabdlicas como
detoxificando metales potencialmente toxicos (Gadd, 1993). Cepas flngicas con una deficiencia en la
formacion de vacuolas, son mucho mas sensibles a concentraciones metalicas méas altas en su entorno
(Wang et al., 2009).

La detoxificacién quimica, es la transformacién del elemento toxico en una especie quimica no
toxica. El ejemplo mas importante es la quelacion intracelular de metales pesados por parte de las
metalotioneinas. Estas son proteinas de 70 — 75 aminoacidos, ricas en residuos cisteina, con los cuales
quelan los metales a través del grupo sulfhidrilo. Los sulfhidrilos ademas tienen gran capacidad de
oxidarse reversiblemente, formando puentes disulfuro con otros residuos cisteina préximos, asociandose
a metales que puedan catalizar reacciones de Fenton. Se encuentran tanto en mamiferos como en
microorganismos. Otras transformaciones intracelulares que sufren los metales son oxidacion, reduccion,

metilacién y dealquilacién (Gadd, 1993).

La sobrevivencia fungica en presencia de metales toxicos depende esencialmente de dos
aspectos, las propiedades intrinsecas bioquimicas y estructurales propias del hongo, que incluye cambios
morfoldgicos y de las modificaciones ambientales de la especiacion del metal y de la disponibilidad y
toxicidad del metal. La importancia relativa de cada uno de estos aspectos, es dificil de evaluar (Gadd,
1993), pero su interaccion debe considerarse ya que las condiciones de desarrollo del hongo, pueden
determinar modificaciones en la composicién de los componentes celulares, en particular la superficie

celular que inducen a cambios que afectan la sobrevivencia del hongo (Wang et al., 2009).

Los basidiomycetes en general son capaces de acumular grandes cantidades de metales
cuando crecen en medios contaminados, como mecanismo de defensa. La bio - acumulacién metalica
involucra varios procesos, algunos ya mencionados: transporte a través de la membrana, secuestro en
capsulas, precipitacién y reacciones de oxidacion — reduccion. O sea que una vez que los iones metalicos
entran en la célula, son compartimentalizados en los organelos (mitocondria, vacuola, etc), para luego
variar la estrategia de acumulacion metalica segun se trate de metales esenciales o0 no esenciales. Los
metales esenciales son almacenados en una forma inerte, se limita su entrada a la célula y se excretan
en forma activa; los metales no esenciales se almacenan internamente sin eliminacion y su concentracion
aumenta con elevadas concentraciones externas (Wang et al., 2009). En la bio- absorcién se pueden
alcanzar altas concentraciones de equilibrio de metales. Su mecanismo no es conocido, pero se sabe que
en él participan los polisacaridos y proteinas de la capa mas externa de la pared celular. La capacidad de
enlazar metales es influenciada no solamente por la composicién quimica de la estructura celular que se
ocupa de unirse al metal, sino también por la composicion y el pH del medio donde crece el hongo
(Gabriel et al., 2001). Se han encontrado Pb, Cd, Zn y Hg, en los micelios y cuerpos de fructificacion de
muchos basidiomycetes, considerados por esto buenos detectores de contaminacién ambiental por
metales (Baldrian et al., 1996, 2002).
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Consideradas las posibles interacciones entre metales y hongos, se describen a continuacion el
sustrato natural de los basidiomycetes empleados en esta investigacién, la madera y la clasificacion de

los principales agentes bioticos que la deterioran, centrando el anélisis en la lignina y su degradacion.

2. LOS HONGOS DE LA PODREDUMBRE BLANCA DE LA MADERA
2.1. LA MADERA

La madera, material natural renovable, estd compuesta por celulosa (40-50% peso seco),
hemicelulosa (25-40% peso seco), lignina (20-35% peso seco) y extractivos. Los porcentajes exactos de
cada componente estan determinados por la especie, edad y tejido considerados. La celulosa es un
polimero lineal constituido por unidades celobiosa formadas de 2 moléculas de glucosa unidas por
enlaces glicosidicos B-1,4, con porciones cristalinas (altamente ordenadas) y con porciones amorfas
(regiones no organizadas). Este polimero forma largas cadenas denominadas elementos fibrilares, que se
mantienen juntos por enlaces de hidrégeno y fuerzas de Van der Waals. Varios elementos fibrilares
forman las microfibrillas, que juntas en grupos constituyen las fibras de celulosa de la madera. La
hemicelulosa es un polimero formado de diferentes residuos de pentosas y hexosas, que a menudo se
encuentran acetiladas y en general forman cadenas ramificadas. En cambio la lignina es una red
tridimensional, un heteropolimero amorfo formado por 3 tipos de unidades fenil - propanoides derivadas
de sus correspondientes alcoholes p-hidroxicinamilicos (figura 1. 2). Hemicelulosa y lignina envuelven las

microfibrillas de celulosa y regulan el contenido de humedad en los distintos niveles de la pared celular.

Segun las condiciones ambientales en las que se encuentre, la madera estara expuesta a
diferentes factores bioticos y abidticos de deterioro. Dentro de los factores bidticos se encuentran cuatro

tipos de organismos xil6fagos: bacterias, hongos, insectos y perforadores marinos.

La degradacion de la madera es progresiva, ocurre a través de una pérdida de estructura en su
base holocelulésica (celulosa mas hemicelulosa) y de lignina, siendo los hongos los principales agentes
biéticos de deterioro. A nivel mundial, producen las mayores pérdidas econémicas por reposicion de

madera en uso.

Se han descrito hasta el momento tres tipos de pudricion en la madera asociadas a hongos, de

acuerdo al aspecto macroscdpico que adquiere la misma en estados avanzados de deterioro:

Podredumbre blanca, degrada lignina y la lleva a CO; y H20, el residuo final rico en celulosa, es el que

proporciona el color blanco a la madera;

Podredumbre marron, descompone la celulosa dejando la lignina modificada, finalmente queda un

material marrén que es lignina oxidada;

Podredumbre blanda, degrada simultdneamente lignina y celulosa pero en menor extension que los

anteriormente descritos, produce ablandamiento de la madera.
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Figura 1.2: La lignina: a unidades fenil propanoides: 1 alcoholes cinamilicos: | p-cumarilico, 2|
coniferilico, 3 sinapilico, 4 sinapilico yesterificado con acético , 5 sinapilico yesterificado con acido
p-cumarico ; b: estructura quimica en coniferas (las letras C,D,E indican grupos caracteristicos).
(Tomado de Ruiz-Duefias y Martinez, 2009)
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2.2. LALIGNINA

La lignina es luego de la celulosa, el segundo material polimérico natural mas abundante sobre la tierra.
Como ya se menciond es un polimero aromatico tridimensional producido en los tejidos lefiosos de
plantas superiores, que confiere fuerza, rigidez, elasticidad y minimiza la permeabilidad del agua a través
de las paredes celulares del xilema (Kirk et al., 1987). Se encuentra dentro de las paredes celulares,
mezclada con la hemicelulosa formando una matriz que rodea las microfibrillas de celulosa, limitando el
acceso de enzimas que digieren los polisacaridos (celulasas y hemicelulasas). Quimicamente es un
biopolimero que contiene alrededor de 10-20 % de grupos hidroxilo fendlicos; es heterogéneo, amorfo,
dpticamente inactivo, insoluble en agua y altamente ramificado. La degradacién o modificaciéon de la

lignina es importante en el ciclo global del carbono (Pérez et al., 2002).

Su biosintesis ocurre a través de mecanismos de radicales libres de acoplamiento de los
alcoholes fendlicos cinamilicos que originan un polimero interconectado por enlaces C-C y enlaces éter
que no son hidrolizables en condiciones bioldgicas (Boerjan & Baucher, 2003). Por lo tanto su compleja
estructura quimica y su hidrofobicidad hacen que la lignina sea pobremente degradada por la mayoria de
los microorganismos, siendo ademas refractaria a la fermentacion anaerdbica. Sélo pocos
microorganismos, en particular los Basidiomycetes responsables de la podredumbre blanca de la madera,
son capaces de degradarla totalmente (Kirk et al., 1987; Tien et al., 1983). Los sistemas ligninoliticos
encontrados en estos microorganismos estan formados por enzimas de amplia especificidad de sustrato
que en general no se forman durante el metabolismo primario, sino que surgen en la ideofase como
respuesta a una limitacién de nitrégeno o carbono y se detienen cuando el crecimiento primario se
restaura (Kirk et al., 1987; Sayadi et al., 1995).

Las enzimas que participan en la degradacion de lignina son: peroxidasas (MnP, LiP), fenol
oxidasas (Lacc), oxidasas que generan HyO (aril-alcohol oxidasa, AAO y glioxal oxidasa),
deshidrogenasas asociadas al micelio que reducen compuestos derivados de lignina (aril- alcohol
deshidrogenasa, AAD y quinona reductasa, QR). El conjunto de oxidasas extracelulares son
indispensables para la funcion de las peroxidasas y a esta funcion se suman moléculas oxidantes de bajo
peso molecular, entre las cuales el H,O, tiene un rol central, actuando a través de la reaccion de Fenton.
Dicho rol se verificd al agregar catalasa a cultivos de P. chrysosporium que disminuyeron su actividad
ligninolitica, debido a la correlacion temporal entre la produccion extracelular de HO, y la degradacion de
lignina a CO; (Kersten & Kirk, 1987). Las enzimas extracelulares que producen el H,O, emplean como

sustrato glucosa o metabolitos derivados de la glucosa.

La biodegradacion de la lignina (figura 1.3), su depolimerizacion, ocurre por reacciones
radicalarias en las que un gran numero de radicales cationicos son generados durante la oxidacion, que a

su vez seran subsecuentemente sustrato de las enzimas ligninoliticas.
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Figura 1.3: Esquema de la degradacién de la lignina. (Tomado de Martinez et al., 2005)

Las peroxidasas y las lacasas producidas por los hongos de la podredumbre blanca oxidan el
polimero de lignina, generando radicales aromaticos (a), que son el punto de partida para una serie de
reacciones no — enzimaticas. Estas reacciones pueden ser: ruptura en el C4 éter (b), ruptura del anillo
aromatico (c), ruptura Ca- Cp (d) y demetoxilacion (e). Los aldehidos arométicos que surgen de la ruptura
Ca- Cp de la lignina o que son sintetizados de novo por el hongo (f y g) son el sustrato para las AAO que
generan H20; en un ciclo de reacciones redox que involucran también las AAD. Los radicales fenoxi de la
ruptura del C4 éter, pueden polimerizar nuevamente la lignina (h) si no son primero reducidos por
oxidasas a compuestos fendlicos (i). Los compuestos fenélicos formados pueden ser reoxidados por
lacasas y peroxidasas (j). Los radicales fenoxi pueden sufrir ruptura Ca- Cp (k), produciendo p- quinonas.
Las quinonas (g y/o k) contribuyen a la activacién del oxigeno en reacciones ciclicas redox, en las que
participan lacasas, peroxidasas y QR (I,m). Esto reduce el idn férrico de la madera (n), ya sea por el
radical catidnico peroxido o directamente por el radical semiquinona, y su reoxidacién con la concomitante
reduccion de H,0; a radicales libres hidroxilo (OH-) (0). OH- es un oxidante muy fuerte que puede iniciar el

ataque a la lignina en los estados iniciales del proceso de deterioro cuando el pequefio tamafio de los

11
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poros surgidos de la ultraestructura de la pared celular aun intacta, evita la penetracién de las enzimas
(Martinez et al., 2005). En las etapas finales del proceso de degradacion los productos simples, de menor

peso molecular entran en las hifas fungicas y son incorporados en las rutas metabdlicas intracelulares.

Las caracteristicas y el modo de accién de las enzimas se describen a continuacion:

Fenol oxidasas (lacasas): son polifenol oxidasas glicosiladas con contenido de cobre variable,

monomeéricas o multiméricas. Presentan bajo potencial redox lo que les permite la oxidacion directa de las
subunidades fendlicas de la lignina por ruptura de enlaces éter 3-0-4 y de compuestos de bajo potencial
redox. Por lo que participan en la depolimerizacién mediante la eliminacion de unidades simples de los
grupos hidroxi fendlicos libres terminales (Morohoshi, 1991). Su ciclo catalitico involucra varios
intemediarios enziméticos y un total de cuatro electrones son donados por los compuestos fendlicos que
actian de sustratos (Lundell et al., 2010). Varias isoenzimas son codificadas por un gran nimero de
genes, algunos de los cuales se expresan constitutivamente y otros son inducibles, de acuerdo a las

condiciones ambientales (Collins & Dobson, 1997).

Lignino peroxidasas (LiP): son hemoglicoproteinas monoméricas con un peso molecular de 42

KDa, que existen en por lo menos 8 isoformas. Su Fe (lll) esta pentacoordinado a cuatro nitrégenos hemo
tetrapirrdlicos y a un residuo de histidina. Catalizan varias reacciones que pueden clasificarse en cinco
categorias: oxidacion de alcohol bencilico, rotura de enlaces C-C, hidroxilacion, dimerizaciéon o

polimerizacién fendlica y demetilacion (figura 1.4a).

El mecanismo de oxidaciéon del sustrato es esencialmente peroxidativo (figura 1.4b, Kirk et
al., 1987). Su ciclo catalitico comienza con la reaccién del sitio activo de la enzima, a través de su Fe3*
con el peroxido de hidrogeno. Esto reduce el perdxido a agua y oxida por dos electrones de la proteina
férrica a un intermediario denominado compuesto I. El intermediario posee dos equivalentes reductores,
un centro oxiferril [Fe3* = O] y un radical - catiénico. Luego el compuesto | se reduce mediante un
electron al compuesto Il, a la vez que oxida una molécula de sustrato (RH) que forma un radical libre R.
Finalmente el compuesto Il es reducido por un electrén de una segunda molécula de sustrato reductor a
la forma nativa de la enzima, con Fe®. El radical libre continuara participando en varias reacciones
(Kirk et al., 1987). Las LiP se diferencian de otras peroxidasas por su alto potencial de dxido — reduccion,
que le permite oxidar directamente compuestos aromaticos no — fenélicos, que son la mayor parte de las
unidades de la lignina (Tien, 1988), siendo inespecificas en sus sustratos reductores. La enzima glucosa
oxidasa ha sido identificada como la fuente primaria de produccién de perdxido de hidrégeno en cultivos
degradadores de lignina en todas las fases del cultivo. La enzima extracelular glioxal oxidasa es una

fuente importante de perdxido de hidrégeno durante la idiofase (Vyas et al., 1994; Vyas et al., 1995).
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Manganeso peroxidasas (MnP): son hemoglicoproteinas con un peso molecular entre 43-49

KDa. El rol principal de estas peroxidasas esta relacionado con: 1) la oxidacién de Mn(ll) a Mn(lll), el cual
se une a un ligando apropiado, difunde desde la enzima y oxida sustratos fendlicos; 2) la generacion de
peroxido de hidrogeno a través de la oxidacion de NADH, el cual serg utilizado tanto por la lignino
peroxidasa como por la manganeso peroxidasa (Elisashvili, 1993). La actividad de esta enzima depende
de la presencia de acidos dicarboxilicos y o-hidroxi, oxalato y lactato, esenciales para estabilizar los
iones Mn(lll) a altos valores de potenciales redox y facilitar la disociacion y consecuente difusion de
Mn(lll) del complejo enzimatico (Elisashvili, 1993). El ciclo catalitico es esencialmente el mismo que para
las LiP. Acta sobre los sustratos de manera indirecta por accién del ion Mn3* que se forma en una serie

de pasos. La enzima reacciona primero con el peréxido de hidrogeno a través de su Fe®*y se oxida a un
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compuesto |, el cual se convierte rapidamente en un compuesto Il por oxidacién de un equivalente de
Mn2* que pasa a Mn%. Una segunda unidad de Mn? reduce al compuesto Il a la forma nativa (Fe3*) y
genera otro ion Mn3*. El Mn3* formado oxida los sustratos fendlicos. La enzima utiliza el par MnZ* / Mn3*
capaz de difundir libremente, como par redox obligatorio para oxidar sustratos fendlicos terminales de la

lignina (del 10-15% de los grupos fendlicos de la lignina) (figura 1.5, Kirk et al., 1987).

En resumen, LiP y MnP poseen un alto potencial redox; LiP degrada unidades de lignina no —
fendlicas, mientras que MnP al generar Mn3*, que actia como difusible, oxida unidades de lignina tanto

fendlicas como no - fendlicas via reacciones lipidicas peroxidativas.

H ZOU 50
Felll Felv = O[I&] . . "
Compuesto I~ Figura 1.5 Ciclo cata!ltlco de
la manganeso peroxidasa de
P. chrysosporium.
Mnlll
A %Mn 1

AH

Felv =0
Compuesto Il

Peroxidasas versatiles (VP): son peroxidasas dificiles de clasificar por presentar tanto actividad

LiP (oxidacién de alcohol veratrilico y accion sobre fenoles) como actividad MnP (oxidacion de Mn#*), que
se describieron en Pleurotus eryngii (Larrondo et al, 2007) y ahora también fue encontrada en

Bjerkandera adusta y basidiomycetes de la especie Trametes (Ruiz Duefias et al., 2009).

Los hongos de la podredumbre blanca de la madera, considerados en nuestro estudio son

Phanerochaete chrysosporiumy Punctularia atropurpurascens.

2.3 Phanerochaete chrysosporium como modelo

Phanerochaete chrysosporium pertenece a la Division Basidiomycotina, Orden Aphyllophorales y
Familia Corticiaceae. Es el organismo degradador de lignina més estudiado a la fecha. Fue descrito
inicialmente por su estado anamérfico Sporotrichum pulverulentum (Burdsall, 1974). El descubrimiento del
estado teleomorfico, cambié el nombre de la especie a Phanerochaete chrysosporium. Su capacidad de
degradar sustancias recalcitrantes tanto en medios quimicamente definidos como en sustratos complejos,
asi como el presentar una tasa de crecimiento alta a temperaturas de 20 a 37°C y la propiedad Unica de
crecer a 40°C, lo han convertido en el organismo modelo de eleccién para el estudio de las bases

genéticas de la actividad ligninolitica. Por otra parte, el hecho de producir conidios simplifica ciertas
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técnicas de siembra, de construccion de mutantes y de cruzamientos entre cepas (Burdsall et al., 1974;
Reader et al., 1988; Castillo, 1997). Contiene en el micelio vegetativo 2 nucleos haploides (dicariosis) y

cada uno contiene 7 0 9 cromosomas.

Fue el primer genoma de basidiomycetes secuenciado y se dispone de su secuencia completa

en la base de datos JGI (http://genome.jgi-psf.org) (hasta el momento se han secuenciado y publicado 62

especies fungicas de las cuales 6 son basidiomycetes). En los Ultimos afios se han analizado
detalladamente los datos de su genoma (Martinez et al., 2004; Larrondo et al., 2007; Kersten & Cullen,

2007); las 300 Mb del genoma estan distribuidas en 383 scaffolds no mayores a 2 kb.

Presenta familias de genes estructuralmente relacionados, que pueden codificar proteinas con
pequefias diferencias en su funcién, siendo tal diversidad necesaria para enfrentar los cambios en las
condiciones ambientales variables (pH, temperatura, fuerza idnica, etc.), composicién y accesibilidad del
sustrato y especie de madera colonizada. Un ejemplo son las familias que incluyen los genes
relacionados a hemo peroxidasas (LiP, MnP, multi Cu oxidasas, AAO, glioxaloxidasas) ya mencionadas y
las celulasas. Muchos de estos genes estan diferencialmente regulados en respuesta a la composicidn

del sustrato (Larrondo et al., 2007).

Las enzimas del sistema ligninolitico de P. chrysosporium corresponden a dos familias de hemo
peroxidasas extracelulares, lignino peroxidasas (LiP) y manganeso peroxidasas (MnP) (Tien et al., 1983;
Kuwahara et al., 1984). Se han identificado diez genes lip (lipA,...., lipJ) que codifican isoenzimas lignino
peroxidasas que tienen una alta similitud de secuencia entre ellas y su estructura cristalogréfica muestra
un importante solapamiento con la estructura de la citocromo C peroxidasa. La presencia de varias
isoenzimas con distintos potenciales de oxidacidn junto con la amplia especificidad de sustrato confiere la
capacidad de degradar ligninas de diferentes estructuras (Ollikka et al., 1993; Elisashvili, 1993). A
excepcion de lipC y lipl, los genes lip estan agrupados (Reader et al., 1989; Gaskell et al., 1994). La
regulacion transcripcional de por lo menos cinco de estos genes (lipA, ..., lipE) ha sido estudiada en
profundidad (Holzbaur et al., 1988; James et al., 1992; Ritch & Gold, 1992; Stewart et al., 1992; Reiser
et al., 1993; Stewart & Cullen, 1999). Los genes lipD y lipE se expresan preferencialmente en condiciones
de carencia de carbono mientras que el gen lipC es inducido por limitacion de nitrégeno y lipA es afectado
tanto por nitrdgeno como carbono. Esta familia de genes es también, particularmente dependiente de la

presencia de altas concentraciones de oxigeno (Rothschild et al., 1995, Rothschild et al., 1999).

Al igual que las lignino peroxidasas, las manganeso peroxidasas (MnPs) constituyen una familia
tanto a nivel de proteinas como a nivel de los genes que las codifican (mnpf,....... mnp5) siendo su
estructura cristalografica similar a la de las primeras. Los genes mnp1, mnp2 y mnp3 han sido
extensamente caracterizados (Pease et al., 1989; Godfrey et al., 1990; Mayfield et al., 1994; Alic et al.,
1997). La expresion de estos genes es inducida por la deplecion de fuente de nitrégeno y la presencia del
i6n Mn2* (Brown et al., 1990; Brown et al., 1991; Li et al., 1995; Gettemy et al., 1997; Gettemy et al., 1998).

Finalmente, los genes mnp4 y mnp5 fueron identificados a partir de las secuenciacion del genoma. mnp4
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se ubica proximo a mnp1, y en la region intergénica mnp1 — mnp4 el gen del citocromo P450. Las
proteinas predichas son casi idénticas ya que difieren en un Unico aminoacido (Martinez et al., 2004).
mnp4 es activamente transcripta cuando P. chrysosporium crece sobre madera en suelo (Stuardo et al.,
2004). mnp5 corresponde a la secuencia de aminoacidos N- terminal de una MnP purificada que coloniza

pulpa de madera (Martinez et al., 2004).

La secuencia parcial de una mnp de 274 nt, denominada mnp6, localizada a 85 kb de mnp5
(scaffold 9) fue amplificada y secuenciada (Larrondo et al., 2007). Presenta una alta homologia (65%)
entre los aminoacidos 299 a 370 de MnP5. No encontraron evidencia de la transcripcién de mnp6 pero si
un codén stop en la mitad de su secuencia; se supone que es inactiva y el producto de una

recombinacion aberrante.

Respecto a la capacidad de generar lacasas, inicialmente se demuestré la actividad lacasa en
P. chrysosporium a partir de ensayos en placa y determinaciones espectrofotométricas. Trabajaron en
medios definidos con baja y alta concentracion de nitrégeno y con celulosa como fuente de carbono
(Srinivasan et al., 1995). Posteriormente se demuestrd a partir de los estudios genomicos, que
P. chrysosporium no tiene la capacidad de generar lacasas, tampoco da la reaccion de Bavendam?. A la
vez identifican cuatro genes mco (multi cobre oxidasa) con secuencias de excrecion que codifican
proteinas con actividad del tipo ferroxidasas, lo que permiti6 postular que estas proteinas son las

responsables de la actividad oxidativa extracelular, en sustitucion de la lacasa (Larrondo et al., 2003).

2.4. Punctularia atropurpurascens completa el estudio

P. atropurpurascens pertenece a la Divisién Basidiomycotina, Orden Aphyllophorales y Familia
Corticiaceae. Es productor de artroconidias, con temperatura de crecimiento entre 20 y 37 °C y es nativo
de la regién, existiendo solo una cepa en colecciones internacionales (ATCC 36736), que fue aislada en
La Plata (Argentina). La cepa utilizada en este trabajo (H2126) posee gran capacidad para decolorar los

colorantes Remazole Brilliant Blue y Poly R-478 y una buena velocidad de crecimiento a 30°C.

El sistema ligninolitico de P.atropurpurascens, es diferente al de P.chrysosporium respecto a las
enzimas que posee y a la fase de crecimiento en que se producen. En estudios previos se analizaron el
perfil de produccion de enzimas a través de medidas de actividad enzimatica por métodos
espectrofotométricos y decoloracion de colorantes, los perfiles de temperatura y pH dptimos para MnP y
lacasa y los geles de poliacrilamida provenientes de ensayos de electroforesis de los extractos
enzimaticos. Estos estudios indican que presenta dos lacasa y una MnP, pero no hay indicios de la
presencia de LiP en las condiciones de cultivo ensayadas. La produccidn de lacasas ocurre después de

detectar la produccion de MnP en condiciones correspondientes al metabolismo primario, lo que indica

2 Reaccion de Bavendamm: reaccion oxidativa con desarrollo de color caracteristico de las fenol oxidasas
extracelulares (lacasas) sobre sustratos fendlicos.
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una diferencia en el sistema ligninolitico de este hongo respecto a otros (Alborés, 2002). Generalmente,
las lacasas acompafian el metabolismo primario mientras que las MnP se han observado estrictamente
durante el metabolismo secundario (Srinivasan et al., 1995), si bien las lacasas pueden producirse tanto

en el metabolismo primario como secundario (Vyas et al., 1994).

Otra caracteristica a considerar es que la variacion de la velocidad de produccion de lacasas
acomparnia a la variacién de la velocidad de crecimiento, en tanto que la velocidad de produccion de MnP
es mayor (Alborés, 2002). Por su capacidad de decolorar los colorantes poliméricos sobre sustrato sélido
y en medio liquido se considera que presenta un sistema ligninolitico completo (Spadaro et al.,1992;
Cookson,1995) y es capaz de degradar selectivamente la lignina de Pinus radiata, sin afectar los
componentes polisacaridos (Ferraz et al., 2001). Extractos libres de células fueron capaces de decolorar
soluciones al 0,1% de Remazole Brilliant Blue al cabo de 24 horas a 37°C. La caracterizacién enzimética
del sistema ligninolitico de P. atropurpurascens demuestra que es capaz de degradar la lignina a través
de las enzimas MnP y lacasa, del mismo modo que Lentinula edodes, Rigidoporus lignosus, Dichomitus
squalens y Ceriporiosis subvermispora (Tomsovsky et al., 2009) hongos de la podredumbre blanca de la

madera que han sido caracterizados.

P. atropurpurascens fue incluida en este estudio por presentar las mismas ventajas en cuanto a
velocidad y condiciones de crecimiento que P.chrysosporium pero con un sistema ligninolitico diferente y

por ser una especie que se encuentra en la region.
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3. PRESERVACION DE LA MADERA: POR QUE ENSAYAR SOLUCIONES DE Zn y Mn COMO
CONSERVADORES

En Uruguay, como en el resto del mundo, se busca prolongar al méximo la vida util de la madera,
utilizada en construcciones y productos derivados por medio de tratamientos de preservacion que eviten
su deterioro, en particular en maderas de durabilidad natural media o baja. La preservacion de la madera
se realiza introduciendo compuestos quimicos estables dentro de su compleja estructura lignino -
celulésica para evitar que ésta sea atacada por microorganismos y/o insectos. Los productos empleados
son toxicos para estos organismos, pero una vez fijados en la madera no deben ser peligrosos para el

hombre ni el medio ambiente, ni afectar las propiedades tecnolégicas de la madera.

En la actualidad el producto mas utilizado a nivel industrial es el denominado “CCA*, conservante
de madera en base a Cr, Cu y As. Este producto, de eficacia comprobada, garantiza la conservacion de la
madera por decenas de afios y se ha impuesto frente a otros no obstante lo cual su uso ha sido prohibido
en la Unién Europea y Estados Unidos para ciertos usos, mientras que en Japon y Dinamarca la
prohibicién es total, siendo fuertes las presiones para generalizar esta prohibicion. Los inconvenientes
mas importantes que presenta son de orden ambiental, sobre todo por la presencia de As, siendo
sumamente dificil disponer en forma segura tanto de los residuos del procesamiento de la madera como

las maderas fuera de uso.

En los ultimos 20 afios el uso de la mayoria de los biocidas de amplio espectro, no solo el CCA,
esta siendo limitado por contener componentes quimicos que son potencialmente toxicos a los
organismos que no son su objetivo (Kartal et al., 2004). Es una prioridad para la industria en el mundo,
desarrollar investigaciones que conduzcan a preservantes para madera de produccién, manejo y
aplicacién seguros, cuyos efectos sobre el ambiente estén controlados (Eaton & Hale, 1993). En base a
estas consideraciones y a la aplicacion de legislaciones nuevas, exigencias ambientales, de seguridad y
salud ocupacional, existe un incentivo en la busqueda de nuevos conservadores para madera alternativos
a los biocidas de amplio espectro y, en lo posible de bajo costo. Sobre todo para aquellos usos en que la
madera no necesite conservarse por largos periodos, por ejemplo en invernculos, construcciones de
madera en contacto con alimentos u otros requisitos ambientales que impidan el uso de productos de

amplio espectro.

La respuesta a por qué ensayar soluciones de Zn y Mn como conservadores para madera? es
el desarrollo en nuestro pais de un proceso que permite el reciclado de pilas domésticas usadas,
comunes Y alcalinas que tiene como producto principal una solucién rica en zinc, que posee ademas
manganeso en una relacion 2:1. Como el éxito de un proceso de reciclado se puede medir a través del
uso de los productos que surgen del mismo, se han ido analizando alternativas viables de aplicacion de
los productos. El primer uso de esta solucidn es su incorporacion en el proceso de fabricacion de

fertilizantes por su aporte en micronutrientes (Zn, Mn acompafiados de sales de potasio y amonio); es un
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uso de volumen limitado a decenas de toneladas anuales. Estudiar su aplicacién como conservador para
madera, abre una segunda posibilidad de aplicacidn para dicha solucién, con una continuidad definida por

la creciente forestacidn del pais.

Es importante tener en cuenta que las sales de Zn y Mn, sobre todo las primeras, han sido
utilizadas como conservantes de madera, incluso a nivel industrial en otras épocas y siguen siendo
usadas en la actualidad a nivel de establecimientos productivos pequefios por ascensién simple por
capilaridad. El cloruro de zinc fue el primer preservante para madera a base de zinc patentado en 1838
por Sir William Burnett. Inicialmente se impregnaba la madera por inmersién en las soluciones de la sal
en tanques abiertos. En 1847, se desarrollaron los procesos de impregnacion a presion (tratamiento de
Burnett), que retardan el efecto de la lixiviacion de los metales cuando la madera en uso se encuentra
expuesta a climas mas o menos himedos. A partir de 1879, se empled el cloruro de zinc combinado con
gomas, acido tanico, creosota. Se consumieron millones de toneladas por afio hasta el final de la primera
Guerra Mundial, cuando aumenté la disponibilidad de la creosota a un costo reducido. Paralelamente se
desarrollaron y se consumieron en menores cantidades, otros conservadores para madera en base a
zinc: acetato de zinc, arsenito-meta-zinc (ZMA), sulfato de zinc, cloruro de zinc cromado cuperizado
(CuCZC), arsenato de zinc cromado (CZA) que ha sido el mas usado. En 1933 es patentado el primer
preservante de tipo CCA 'y a partir de alli comienza el empleo a nivel mundial del Cu como metal principal

en los conservadores para madera (Hunt et al., 1967; Hartford, 1973).

No se ha encontrado evidencia de que el abandono del zinc, haya sido por falta de eficiencia
como funguicida, sino debido a razones puramente comerciales. En un estudio comparativo sobre
preservantes de madera que realiza el Forest Products Laboratory, del Departamento de Agricultura de
Estados Unidos que comienza en 1938, con varios informes de evaluacion (1995 y 2000) los productos
en base a zinc presentan una eficiencia similar a aquellos formulados con cobre (Gutzmer et al.,1995;
Crawford et al., 2000). Actualmente existe en el mundo un aumento de interés por el zinc, sus sales y
6xidos, como antimicrobiano. En agosto de 2004, la empresa International Coatings Inc. registrd su
producto Micron 66 como preservante de madera, conteniendo sales y oxido de zinc (August 2004,
Products Approved via HSE Biocides and pesticides unit). Asimismo, ICI presenta varios productos con
zinc como preservantes de madera (http://www.gaps.cornell.edu/pubs). En India, se ha estudiado un
producto en base a zinc, cobre y boro, todos agentes bacterio y fungistaticos, donde cada componente
tiene un efecto sinérgico respecto a los otros; en los estudios preliminares de su desarrollo este producto

ha demostrado alta eficiencia (Tripathi et al., 2005).
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4. Zn*, Mn2* Y LOS BASIDIOMYCETES: ANTECEDENTES.

Numerosos estudios muestran que los metales influyen en la fisiologia de los basidiomycetes de
varias maneras que van desde la germinacion de conidios (Rézycki, 1992) hasta las reacciones
individuales y los procesos metabdlicos complejos (Baldrian, 2003). En este Ultimo caso para causar una
respuesta, los metales del ambiente debe ser tomados por el microorganismo y una vez alli producen
inhibicién o estimulacion del crecimiento, alteraciéon en la generacion de enzimas intracelulares y/o
extracelulares producidas tanto en el metabolismo primario como secundario; en algunos casos los
cambios en los procesos fisiologicos son tan severos que llegan a ser letales para el organismo (Gabriel
et al., 1996; Falih, 1997; Hatvani et al., 2003).

La toxicidad de los metales (esenciales y no esenciales) frente a los basidiomycetes varia de
acuerdo al organismo, a las propiedades fisico — quimicas del metal presente y a factores ambientales
(Gadd, 1993). Su efecto se analiza como un complejo de procesos fisiolégicos relacionados directamente
a la habilidad del hongo para colonizar el sustrato, para desarrollarse en el ecosistema y para explotar los
recursos disponibles. El estado nutricional y metabélico del organismo inside, ya que un ambiente pobre
en nutrientes limita los mecanismos directos o indirectos de tolerancia y/o resistencia, aumentando la
toxicidad de los metales (Gadd et al., 2001). Las distintas especies de hongos, distintas cepas de la
misma especie, cepas que difieren en su estado de crecimiento e incluso diferentes formas reproductivas
y vegetativas del mismo organismo, difieren en los mecanismos de proteccion involucrados frente a los

metales y en consecuencia difieren en su sensibilidad hacia los metales.

Los principales antecedentes bibliograficos estan centrados en el cobre, el funguicida metalico
mas conocido y empleado. Sus propiedades fuguicidas son conocidas, dependen de la afinidad del ién
Cu# por diferentes grupos quimicos en la célula, especialmente los grupos tioles, lo que produce una
desnaturalizacion no especifica de las enzimas y otras proteinas. En particular interfiere con la actividad
del sistema piruvato deshidrogenasa, inhibiendo la conversién de piruvato a acetil CoA dentro de la
mitocondria (Eaton & Hale, 1993). Estos mecanismos junto a la tolerancia al cobre de ciertos hongos
descomponedores de madera se han investigado ampliamente para el desarrollo de nuevos preservantes
para madera y funguicidas en general y para la biorremediacion de maderas tratadas fuera de uso, de
suelos contaminados o efluentes industriales (Guillén & Machuca, 2008). También se destaca el efecto
inductor del cobre sobre la produccion de lacasa, ya que es regulada a nivel transcripcional por este metal
en numerosos basidiomycetes (Baldrian, 2003). El resto de la informacién bibliografica se ocupa de
metales que son contaminantes ambientales peligrosos como Cd, Pb, Ni, etc, que se encuentran en
general acompafando a xenobiodticos que pueden ser muchas veces degradados por los hongos de la
podredumbre blanca en procesos de biorremediacion. Para estos usos se ha profundizado en el estudio
de la bioacumulacién de los metales por los hongos. Pero son muy escasos los estudios disponibles que
se ocupen del Zn como agente funguicida, encontrandose fundamentalmente datos respecto a su

bioacumulacion.
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El zinc es esencial para el crecimiento y participa en muchos procesos celulares del metabolismo
primario y secundario. Es cofactor de aldolasas, algunas deshidrogenasas, la superdxido dismutasa, asi
como es esencial en muchas enzimas reguladoras de la expresion génica. Recientemente se ha descrito
que el Zn, participa en los mecanismos de proteccion contra la muerte celular programada (apoptosis);
pero la deficiencia o el exceso de zinc pueden resultar en apoptosis, en particular cuando esta es
inducida por agentes toxicos como el Cd presente en el ambiente. Sucede lo mismo con respecto a las
enzimas de los sistemas de defensa celular contra las especies reactivas del oxigeno. Cuando esta en

exceso aumenta el estrés oxidativo lo que lo convierte en citotéxico (Collins-Hansen et al., 2005).

Se conocen rangos de concentraciones de Zn que afectan el crecimiento de varios
basidiomycetes en distinto grado que a la vez varia con las condiciones de cultivo (Falih, 1996; Hatvani et
al., 2003; Baldrian, 2003). La concentracidn 6ptima de zinc para el crecimiento es de 0,6 uM, denominado
nivel basal de zinc para P. chrysosporium (Singhal et al., 2001). A muy bajas concentraciones (0.006 —
0.018 uM el Zn) el Zn estimula el crecimiento y la actividad de las enzimas LiP y MnP de P.
chrysosporium (Singahl et al., 2001). En general una concentracién menor a 0,5 mM de Zn en P.
chrysosporium estimula la produccién de biomasa hasta un 165% respecto al control y especificamente
0,25 mM de Zn aumenta solo 10% respecto al control (Pointing et al., 2000). Sin embargo, se produce
una inhibicion total del crecimiento de P. chrysosporium a concentraciones de Zn de 1,0 mM, mientras

especies como Pycnoporus sanguineus son inhibidas a 0,1 mM en Zn.

El promedio del contenido de Zn en hongos terrestres es cerca de 100 ug/g peso seco; esta
concentracion es relativamente alta respecto a otros metales (Gabriel et al, 1997). Puede ser
bioacumulado hasta ciertos limites de concentracion que varian con el organismo; luego del rango
dptimo, se convierte en toxico y finalmente letal (Turpeinen, 2002). Especies flngicas como Stereum
hirsutum, Ganoderma applanatum, Fomitopsis pinicola y Schizophyllum commune, bioacumulan Zn
encontrandose entre 10 y 160 ug/g en muestras extraidas de areas contaminadas y un contenido mayor
(entre 15y 241 pg/g) en muestras provenientes de areas no —contaminadas. La diferencia en el contenido
de Zn de las muestras de zonas no contaminadas, comparada con zonas contaminadas, se debe a un
efecto sinérgico de otros metales presentes en el medio. In vitro, Pycnoporus cinnabarinus, es capaz de
acumular mayor cantidad de Zn en presencia de soluciones equimolares de Zn, Cd, Hg, Pb 'y Cu que
cuando solo hay solucién de Zn en el medio. Pero otras especies como Pleurotus ostreatus, Daedalea
quercina, Trametes versicolor acumulan mas Zn cuando es el tnico metal en el medio. En general ocurre
que el Zn que forma parte de las biomoléculas del microorganismo, es reemplazado por otros metales,
cuando el hongo esta en crecimiento en contacto permanente con los metales (Curdova et al., 2004). La
capacidad de bioadsorcion del Zn es utilizada para su remocion de efluentes cuando esta en baja
concentracion, a través de los bioadsorbentes inmovilizados en reactores. Por ejemplo micelio de
Trametes versicolor, fue inmovilizado en carboximetilcelulosa; presentd una capacidad de absorcién de

1,33 mmol de ZnZ* por gramo de bioadsorbente seco (Wang et al., 2009).
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El manganeso también es un elemento esencial y participa en el proceso de degradacion de la
lignina. En el caso del P. chrysosporium como ya se indic6, funciona en el control regulatorio de varias
proteinas durante el metabolismo secundario, como por ejemplo las lignino peroxidasas y las manganeso
peroxidasas. Las primeras son formadas casi exclusivamente a bajas concentraciones de manganeso
(1,6 ppm) y reprimidas a altas concentraciones del mismo (40-199 ppm), ocurre lo contrario con la
produccion de manganeso peroxidasas. Sin embargo concentraciones intermedias del metal (11ppm)
permiten la formacidén de ambas enzimas. Poco se conoce respecto a la bioacumulacién de manganeso.
Se afirma que los hongos que producen pudricidn blanca creciendo sobre madera en ambientes naturales
no bioacumulan Mn (Baldrian, 2003). En el anexo A se presenta informacién toxicolégica sobre ambos
metales, asi como una comparacion entre la toxicidad del Zn y el Cu (elemento funguicida, ampliamente

usado).

El efecto sobre el crecimiento, la induccién de cambios morfolégicos, de cambios metabdlicos
como la supresién de determinada actividad enzimatica, varia en presencia de un solo i6n metélico en el
medio, 0 por la presencia simultanea de varios iones metalicos debido al posible efecto sinérgico o

antagonico de los metales sobre los hongos (Yonni et al., 2002).

Efectos sobre la actividad enzimatica

Los metales pesados presentes en el ambiente interactian directamente con las enzimas
extracelulares del hongo; estas enzimas deben enfrentar altas concentraciones metélicas, ya que no
estan protegidas por los mecanismos de detoxificacion metalica asociados a la célula (Baldrian, 2003). En
consecuencia las enzimas pueden ser inactivadas a través de mecanismos ya mencionados como:
modificaciones de su sitio activo, bloqueo del grupo funcional o por desplazamiento del metal esencial

que tenga.

Dentro de la célula, los metales pueden producir la inactivacion enzimatica por los mecanismos
ya mencionados a lo que se suma la capacidad de regulacion de la expresion génica asi como efectos a
nivel traduccional y post traduccional. Es sabido que los genes que codifican estas enzimas en P.
chrysosporium presentan una compleja regulacion por limitaciones de nutrientes (en particular nitrégeno),
concentraciones de manganeso, agitacion del cultivo, shock térmico y otros estrés quimicos (Janse et al.,
1998). En particular, la expresion de las MnPs es controlada a nivel de la transcripcién por nutrientes
nitrogenados, en tanto que la actividad de la MnP es regulada por la presencia de Mn en el medio y su
carencia regula la transcripcion de los genes mnp. Los transcriptos de los tres mnps estan presentes a
nivel basal en cultivos con suficiente nitrégeno en presencia o ausencia de Mn y en cultivos limitados de
nitrégeno en ausencia de Mn. De las isoenzimas de MnP, mnp3 no es regulada por Mn, en tanto que

mnp1'y mnp2 son fuertemente reguladas por Mn, ya que los niveles de transcriptos de estas ultimas,
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aumentan luego del quinto dia al agregar 180 UM en Mn a cultivos limitados de nitrogeno y agitado
(Gettemy et al., 1998).

Las regiones promotoras de los genes mnps contienen secuencias cortas, elementos putativos
que incluyen la caja CCAAT, MRE (metal response elements), HSE (heat — shock elements), XREs
(xenobiotic — response elements), STRE (stress —response elements) y los sitios de enlace para la
proteina activadora 2 (AP-2) (Ma et al., 2004). Se ha demostrado que los HSEs son fisiolégicamente
funcionales (Brown et al., 1993; Gold et al., 1993).

Los multiples MREs de las regiones promotoras de los genes mnp1, mnp2 y mnp3 son idénticos
a las secuencias cis-actuantes responsables de la induccién por metales pesados de la expresion de los
genes de las metalotioneinas (mf), exitiendo una similitud adicional en la regulacion por Mn2* de la
transcripcién de los genes (Brown et al., 1991). Los promotores de los genes mt tienen multiples copias
de los MRE. Como ya se menciono, el rol de las metalotioneinas en la proteccion contra la toxicidad de
los metales correlaciona con la habilidad de varios iones metélicos como Zn, Cu, Cd y otros de activar la
transcripcién de genes mt. La regulacion de los genes mt ocurre via una proteina reguladora de metales
que funciona como receptor del metal y como factor de transcripcion (Faraco et al., 2003). Se sabe que
ratones y mamiferos en general presentan MREs funcionales, a los que se conoce su secuencia (Imbert
et al., 1989). Los MREs estan presentes en multiples copias no idénticas por gen y todos los elementos
conocidos tienen la secuencia consenso de 7 nucleétidos (5'- TGCRCNC-3') (Czupryn et al., 1992; Faraco
et al., 2003). Por la similitud con las MTs, la presencia de otros metales pesados en el medio podria
inducir los genes de la familia de las mnps, a pesar de que en algunos hongos, no existe una correlacién

entre la activacion por metales (por ejemplo Mn2*) y la presencia de MREs.

Varios sitios MRE putativos han sido identificados en la regién promotora de la lacasa de
Pleurotus ostreatus (Faraco et al., 2003); mientras que en Ceriporiopsis subversmispora, cinco, tres y un
MREs putativos han sido identificados en las regiones promotoras de mnp?, mnp2 y mnp3,
respectivamente (Manubens et al., 2003). En P. chrysosporium se han identificado cinco secuencias de
tipo MREs en la regién promotora del gen mnp1, lo cual indica que posiblemente los metales actuen
como elementos de control de la transcripcion (Godfrey et al., 1990; Gold et al., 1993; Gold et al., 2000).

Sin embargo no se ha demostrado aun su funcionalidad.

Trabajos previos atribuyen el hecho de que los genes mnps estén diferencialmente regulados a
nivel transcripcional en respuesta al Mn, a las diferencias en las regiones promotoras. Afirman que el
promotor de mnp3 carece de MREs; el de mnp1 tiene dos pares de MREs putativos, en tanto que el de
mnp2 tiene un par (Gettemy et al., 1998). La mencionada regulacion diferencial de los genes mnps por
presencia de metales ha sido confirmada por la adicién de Cu?*, Zn#, Ag* y Cd?* que incrementan los
transcriptos de mnp1'y mnp2, mas que a mnp3. La misma regulacion diferencial de transcripcion de los
genes mnps se ha observado en otros hongos de podredumbre blanca T. versicolor, P. ostreatus, C.

subvermispora. El incremento en los niveles de mRNA es parcialmente abolido por la presencia de Mn#*.
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A pesar de esta regulacion no hay una clara correlacion entre los niveles de mnp ARNm y la actividad
MnP; se observé que en ausencia de Mn2*, se detectan transcriptos de mnp1 y mnp2, sin embargo no se
detecta enzima MnP (Manubens et al., 2003). El Mn?* regula la transcripcion de genes, pero no se sabe si
afecta la establidad de los ARNm o presenta un rol adicional en los eventos post transcripcionales, ya que
es necesario para la obtencion de enzima activa en el medio extracelular una vez que se sintetizd el
ARNm. El estrés oxidativo de P. chrysosporium conduce a una acumulacién de ARNm de mnp, pero no a

una produccion de MnP extracelular, a menos que Mn?* sea agregado.

Luego se han caracterizado fragmentos de la region promotora que contienen al menos un
elemento cis de respuesta al Mn2*, constituyendo el primer elemento de respuesta caracterizado en
organismos eucariotas. Dicho fragmento promotor que regula le expresion de los genes mnp1 por Mn,
posee una secuencia de 33 bp, que presenta una fuerte homologia con las secuencia promotora de mnp2
y mnp3. Esto sugiere que los elementos putativos de respuesta al Mn2* estan conservados dentro de los
genes mnp. Se analizo la funcionalidad de dicho fragmento a través de un sistema reportero que emplea
el gen de la proteina verde fluorescente (egfp); se examinaron los efectos de mutaciones, deleciones,
reemplazo y traslocacion en la regién promotora del gen mnp? dirigidos a la expresion o no del gen egfp
en cultivos con condiciones de suficiencia o deficiencia de Mn2*, De los seis MRE putativos estudiados,
ninguno estaba en dicha regién y cuatro de los MRE no mostraron efecto significativo del gen en
respuesta al Mn2* (Ma et al., 2004).

Influencia de las condiciones y composicion del cultivo en la tolerancia a metales

Como ya se menciono los parametros de cultivo (composicion del medio, el tipo de sustrato,
condiciones ambientales y la formulacién del preservante) influyen en la capacidad de enlazar metales
por el hongo. Esta influencia se debe a que la pared celular juega un rol fundamental en la adsorcion de
metales, en particular sus capas mas externas por medio de sus componentes (fundamentalmente
polisacaridos), ya que la estructura de la pared varia en funcion de la composicién del sustrato donde
crece el hongo (Gadd, 1990). Esto fue demostrado con pellets de micelio de distintos basidiomycetes en
presencia de cobre en el medio (Gabriel et al., 2001). O sea que al variar la composicion del medio de
cultivo y con ello la capacidad de adsorcion de los metales, varia la biodisponibilidad de los mismos, si

bien en medios minerales este efecto es menor que en medios complejos.

Por otra parte, los parametros del cultivo influyen en la produccién enzimatica ligninolitica de los
hongos de pudricion blanca. Estos hongos producen peroxidasas, si se encuentran en un estado de
metabolismo secundario, al que llegan por una limitacién de nutrientes (C, N, 6 S). Dichas limitaciones
conducen a una disminucién en los aminoacidos celulares transportados por los tARNs para construir
péptidos, lo cual actia sobre los genes del metabolismo secundario por una serie de sefiales celulares en

cascada. Hoy es sabido que ésta no es la Unica causa ya que ejercen una regulacién positiva sobre la
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produccion enzimética factores como temperatura, pH, agitacion, la presencia en el medio de &cidos

organicos, trazas de elementos, sus proporciones relativas y el oxigeno disuelto (Singh & Chen, 2008).

En particular la regulacion por nitrégeno influye en la produccidén enzimatica y en la produccién
de biomasa in vivo, lo cual depende del rol ecoldgico de los hongos descomponedores de madera como
colonizadores primarios 0 secundarios: en el primer caso, se manejan con un escaso contenido de
nitrégeno en el sustrato, mientras que en el segundo caso estan en un ambiente con contenido creciente
de nitrdgeno debido a la biomasa muerta de los colonizadores primarios (Tomsovsky et al., 2009). In vitro
la produccion enzimatica esta regulada por el bajo contenido de nitrégeno para hongos de pudricion
blanca en general; sin embargo géneros como Bjerkandera, Lentinus, Pleourotus y Ceriporiopsis

producen las enzimas en condiciones de C y N suficientes.

Para incrementar la produccion de peroxidasas en P. chrysosporium se emplean: glucosa como
fuente de carbono, tartrato de amonio como fuente de nitrégeno, pH mantenido entre 4,2 y 6,2, un rango
de temperaturas de incubacion entre 25 — 39 °C, cultivos en un rango de agitacién desde el estacionario
hasta unos 30 rpm y suplemento de oxigeno en los cultivos estacionarios. Para la descomposicion de
lignina y el crecimiento flngico importan ademas los elementos trazas (calcio, manganeso, zinc, cobre,
hierro, magnesio) y la tiamina como fuente de vitamina (Kirk et al., 1978; Singh & Chen, 2008; Vanden
Wymelenbers et al., 2009).

Se han empleado fuentes nutrientes alternativas para producir peroxidasas: glicerol, extracto de
malta, peptonas y diversos residuos lignoceluldsicos; estimuladores de la produccién y actividad de las
peroxidasas: el alcohol veratrilico, el ibn MnZ*, el Tween 80 (aumenta la produccién y protege las enzimas
de la inactivacién mecanica), polipropilen glicol, polietilen glicol (mejora actividad enzimatica), queladores
(malonato, lactato, oxalato,etc., mejoran actividad de MnP) (Singh &, Chen, 2008). En cultivos sobre
sustrato so6lido madera, se detect6 actividad MnP, y se verifico la expresion de los genes mnps (Sato et
al., 2007).

En el laboratorio las condiciones de cultivo que permiten optimizar la produccién enzimatica se
combinan para desarrollar sistemas controlados donde estudiar, por ejemplo el efecto de factores
ambientales como la presencia de metales en el medio sobre la expresion de los genes que codifican las

enzimas ligninoliticas y su produccion.
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5. BASES PARA EL DESARROLLO DE UN FUNGUICIDA CON SALES DE ZnY Mn:

OBJETIVOS DE ESTE TRABAJO

Para desarrollar nuevos conservadores para madera hay que tener en cuenta las exigencias que
deben cumplir; por ejemplo ser especificos en su accién téxica o sea tener baja toxicidad para mamiferos,
permanecer efectivos por un tiempo razonable, que su principio activo pueda ser fijado para evitar su
lixiviacién, ser altamente penetrantes, presentar alta retencidn, inertes para la madera y los elementos de
fijacidn, resistente al fuego, repelente a la humedad, pintables, econdmicos, seguros en el manejo v el
uso.

La efectividad de un conservador depende en gran medida de su habilidad para ser tdxico solo a
los organismos que se alimentan o que viven dentro de la madera. El conocimiento de los mecanismos de
toxicidad de un potencial funguicida es fundamental en el desarrollo de un conservador para madera.
Considerando a los cationes Zn y Mn, como el principio activo frente a los hongos, este trabajo estudia la
capacidad de la solucién obtenida en el proceso de reciclado de pilas como conservador para madera.
Para ello se analiza el efecto de dichos metales y la solucion que los contiene (tanto sulfatos puros como
la solucién proveniente del reciclado) sobre dos parametros de la fisiologia de los hongos filamentosos
que deterioran la madera: el crecimiento y el sistema enzimatico ligninolitico. El efecto sobre el
crecimiento se evalua a través de la germinacion de conidios y la velocidad de crecimiento micelial. En
tanto que el efecto de los metales sobre el sistema ligninolitico en conjunto (MnP, LiP, Lac) se analiza por
su capacidad para degradar colorantes poliméricos y sobre la actividad enzimética de cada enzima
individual por determinaciones espectrofotométricas y a través de la expresion transcripcional de los

genes mnps (primera etapa de la génesis de las MnP).

Dado que la sensibilidad a los metales varia entre especies, se seleccionaron para este estudio
dos basidiomycetes descomponedores de madera que presentan distintos sistemas ligninoliticos: el
Phanerochaete chrysosporium, que como ya se indicé es usado como modelo en muchas investigaciones

de aplicaciones biotecnoldgicas y Punctularia atropurpurascens, una especie encontrada en la region.

Por lo tanto, el objetivo del presente estudio es identificar los niveles fisioldgicos a los cuales los
metales Zn y Mn presentan actividad antifingica. El trabajo estd planteado en etapas: la seccion 2
muestra la respuesta fisiolégica de los microorganismos seleccionados, a la presencia de soluciones
estandar puras de los sulfatos de Zn y Mn. La seccién 3 se centra en el sistema MnP y estudia su
regulacién génica por medio de Zn y Mn. La seccidn 4 analiza los efectos de la solucién obtenida a partir
del proceso de reciclado de pilas sobre la fisiologia fungica. Se incluye ademéas un ensayo de campo con
probetas tratadas con la mencionada solucion cuya efectividad es comparada con aquella de
preservantes de referencia como el CCA. La comparacion de los resultados de ambos capitulos,
permitiria evaluar si la matriz en la que estan inmersos los mencionados metales en la solucién
proveniente del reciclado, tiene una accién sinérgica o antagonica con respecto a ellos, potenciando o

disminuyendo su efecto.
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6. ESTRATEGIAS

El efecto de los metales (Zn y Mn) se evalla a través de dos parametros fisiologicos de los

basidiomycetes en estudio, cada uno a distintos niveles: el crecimiento y el sistema ligninolitico.

El principal criterio de evaluacion de eficacia de un potencial producto funguicida, es su
capacidad de inhibir el crecimiento fungico. En consecuencia se busca determinar la concentracion
metalica minima capaz de inhibir la germinacién de conidios y el crecimiento micelial (sobre medio
nutriente y sobre madera). En muchas especies, la esporulacion y la germinacién de las esporas
formadas son mas sensibles a los metales que el crecimiento micelial. La germinacién de las esporas
asexuales o conidios que arriban a la madera, resulta en la formacion de un tubo germinativo, seguido de
la extension de la hifa, su ramificacion, etc, lo que constituye en muchos casos el primer paso en la
colonizacién de la misma. Importa determinar la potencial interrupcion de esta ruta de infeccion en la
madera a través de un preservante. Se estudia como es afectada la germinacién de conidios a distintas
concentraciones metalicas, ya que la misma es influida por las condiciones ambientales, en particular la
composicion quimica del medio. Suspensiones conidiales de cada hongo son expuestas a
concentraciones metalicas crecientes e incubadas por 48 horas a lo largo de las cuales se observan al

microscopio. Se determinan las concentraciones metalicas que inhiben la germinacion.

El crecimiento micelial es el siguiente nivel evaluado. Se determina la Concentracion Inhibitoria
Minima (CIM) de las soluciones metalicas (Zn, Mn, mezcla de ambas sales puras y solucién proveniente
del proceso de reciclado de pilas). La CIM es definida como la minima concentracién de solucion que
inhibe totalmente el crecimiento; es empleada como medida de la toxicidad de la solucién (Hadacek &
Greger, 2000). Se sigue la evolucidn del diametro del micelio en la placa cuyo medio de cultivo nutriente
(agar — malta), contiene distintas concentraciones de los metales (Borokhov & Rothenburger, 2000;
Hadacek & Greger, 2000). Sin embargo este método rapido para evaluar la capacidad funguicida de los
potenciales conservantes, omite las interacciones entre la madera, sustrato natural de los hongos y los
metales, principio activo del potencial producto preservante. Ademas en la madera los hongos deben
desarrollar sofisticados mecanismos para colonizarla y sobrevivir (Humar & Poloven, 2005). Por lo tanto
en segundo término se determina el efecto de los metales sobre el crecimiento de los basidiomycetes
sobre madera, a través de una serie de ensayos con probetas de pequefio tamafio (minibloques) tratadas
con todas las soluciones en estudio y expuestas por cortos periodos de tiempo a los hongos. Solo en el
caso de la solucion proveniente del proceso de reciclado, se realiza el ensayo para determinar la minima
concentracion de preservante que inhibe el crecimiento de basidiomycetes en madera aplicando la norma

EN113:1996 que es mas largo y costoso.

Analizada la potencial eficacia de los metales como preservantes, interesa conocer a qué nivel y
de qué modo es afectado el sistema ligninolitico. La influencia de los metales sobre las enzimas

ligninoliticas puede darse en distintas etapas de su génesis, desde la regulacion de la expresion de sus
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genes hasta la traduccién, el plegado y la activacidn de las proteinas. Se analiza el efecto de los metales
determinando la concentracién metalica minima con capacidad inhibitoria sobre la actividad enzimatica
ligninolitica extracelular global, vista a través de la decoloracion de colorantes poliméricos; la actividad de
cada enzima ligninolitica individual (MnP, LiP y Lac) determinada espectrofotométricamente;y sobre la

expresion transcripcional sobre las peroxidasas manganeso dependientes.

La actividad de las enzimas ligninoliticas en conjunto (MnP, LiP, Lac), en presencia y ausencia
de metales, se evalla a través del método de screening de conservadores para madera desarrollado por
Borokhov & Rothenburger (2000). En el mismo colorantes poliméricos son adicionados al medio de cultivo
donde sufren un cambio de color debido a la actividad de las enzimas extracelulares de los
basidiomycetes, que los degradan a través de reacciones redox. Este andlisis permite discriminar
aquellos compuestos que inhiben mecanismos bioquimicos especificos de aquellos que son simples
toxinas metabdlicas. La medida del efecto téxico de los metales se determina a través de las CIMD, que
es la concentracion de solucién minima que produce inhibicion total de la decoloracién. No siempre existe

equivalencia entre la CIMD y la CIM, si bien pueden estar correlacionadas.

Este método se basa en que la capacidad Unica de degradar lignina, viene dada por un sistema
enzimatico extracelular no especifico y no estereoselectivo. Tener mecanismos de degradacién no
especificos les otorga a estos hongos la habilidad de degradar un amplio rango de contaminantes
ambientales, tintas cominmente empleadas en la industria, que presenten semejanza quimica estructural
con la lignina o sus derivados (Hofrichter, 2002). Las estructuras quimicas mas comunmente encontradas
clasificadas por su croméforos, que sirven de sustrato indicador de la actividad ligninolitica son azo,

trifenilmetileno, antraquinona, heterociclicos/ poliméricos (Levin et al., 2004).

En general los colorantes poliméricos son solubles en agua y exhiben baja o nula toxicidad para
los microorganismos. El RBBR (férmula C22H16N2Na2011S3 peso molecular 626.54) es uno de los
colorantes mas importantes de la industria textil, siendo frecuentemente usado como materia prima en la
produccion de materiales poliméricos. Es un derivado de antraceno y representa una clase importante de

contaminante toxico y recalcitrante.

Cuando se cultivan los hongos en medios solidos con colorantes como el antraquinénico RBBR y
la polimérica Poly-R- 478 (figura 1.6), simultineamente al crecimiento normal del hongo, se va
produciendo un halo de decoloracion debajo del hongo que permite visualizar la actividad ligninolitica.
Dicha decoloracién es producida por la ruptura por parte de las enzimas de los enlaces que les otorgan
color, (e.g., enlaces azo), dando origen a productos incoloros. Los mecanismos de reaccién no han sido
aun definidos, sin embargo se sabe que la base de la remocion de color de los colorantes, se debe a una
transformacidn por mecanismos complejos, mas que una adsorcién del mismo por el micelio (Palmieri ef
al., 2005; Eichlerova et al., 2005).
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Figura 1.6: Estructura quimica de: a) RBBR; b) Poly -R 478.

Existen numerosos antecedentes bibliograficos del estudio de la actividad enzimatica a través de
la degradacién de colorantes poliméricos y la determinacién de las CIMD. Estos ensayos han permitido
identificar la peroxidasa extracelular producida por Pleurofus ostreatus (Vyas & Molitoris, 1995). Se
estudié el rol de las isoenzimas de lacasas secretadas por este hongo en la decoloracién de RBBR
(Palmieri et al., 2005). Otros ejemplos son el estudio en Pleurotus calyptratus donde la decoloracién de
RBBR era causada por las lacasas y MnPs (Eichlerova et al., 2005). La produccion de dichas enzimas
estaba fuertemente influenciada por el tipo de medio de cultivo y por el colorante presente (Eichlerova et
al., 2006). También se ha estudiado el efecto de los metales sobre la actividad ligninolitica en diferentes
especies de basidiomycetes con la ayuda de esta metodologia. En particular se estudio la influencia del
cadmio en la degradacion del colorante Poly R-478; la decoloracion total se logra varios dias de cultivo
después que en el caso del control (Baldrian et al., 1996). La presencia de zinc, cobre y cadmio a igual
concentracion, influye de modo diferente la actividad ligninolitica vista a través de la degradacion de Poly

R-478, segun la especie de basidiomycete considerada (Pointing et al., 2000).

En consecuencia, la degradacién de colorantes poliméricos (sustratos cromogénicos), es una
herramienta Util, reproducible, barata y rapida que ha permitido detectar la actividad enzimatica de estos
hongos, asi como hacer screening de cepas a emplear en procesos de biorremediacion (Hernandez et al.,
2008).
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Los ensayos con los colorantes poliméricos muestran el efecto de los metales sobre la actividad
ligninolitica en conjunto (MnP, LiP, Lac). Para poder discriminar el efecto sobre cada enzima ligninolitica
individual, se mide espectrofotométricamente la actividad enzimética a partir de complejos coloreados de
las enzimas formados con moléculas caracteristicas del ciclo catalitico de cada una de ellas. Los ensayos
son especificos para cada una de las enzimas, MnP, LiP y Lac (ver Materiales y Métodos). En todos los
casos las actividades se determinan en la enzima preformada a la cual se agrega metal y en el

sobrenadante del medio cuando el hongo se crece en presencia del metal.

Se analiza la expresion génica a través de la medida de la acumulacién de sus ARN mensajeros.
Se elijen las peroxidasas manganeso-dependientes para este estudio, por ser enzimas representativas de
la actividad ligninolitica que presentan las mas féciles condiciones de cultivo para la visualizacién, ya que
trabajar con las LiP, exige condiciones de cultivo bajo atmdsfera de N mas estrictas. Para cada condicion
de cultivo (presencia de Zn, Mn y mezcla de Zn y Mn) se extrae el ARN total que debe ser de alta
calidad, libre de ADN y debe conservar su perfil de expresion al procesarlo (Pfaffl, 2001; Bustin & Nolan,
2004). Por esto se trata con ADNasa previo a la sintesis del correspondiente ADN copia a través de una
transcripcion reversa. La cantidad de ARN de cada gen se cuantifica por PCR en tiempo real con
oligonucledtidos especificos. Es el método mas sensible para la deteccion y cuantificacion del nivel de
expresion génica con gran exactitud y fiabilidad. Es una técnica ampliamente utilizada debido a su alta
sensibilidad, su buena reproducibilidad, su robustez y su amplio rango de cuantificacion, aunado a que
permite detectar pequefios cambios en la expresion del ARNm (anexo C). Se utilizé cuantificacién relativa
(método de Pfaffl) o sea que los valores de expresion son normalizados a un gen de expresion
constitutiva para todas las condiciones en estudio y respecto a una condicion de cultivo de referencia (se
elije el cultivo control sin metal). La puesta a punto de la metodologia se realizé en un estudio previo en

nuestro laboratorio (Barraco, 2009).

Por ultimo se realizé un ensayo de campo para evaluar la durabilidad adquirida por madera de
pino tratada con la solucién proveniente del proceso de reciclado, a través de un cementerio de estacas,
basado en la norma EN252 modificada. Permite conocer otros posibles usos de la madera protegida con
la solucién proveniente del proceso de reciclado e involucra todos los aspectos estudiados previamente
junto a los factores ambientales (fisicos, biologicos, etc) que acompafian aquellos usos donde la madera
tratada esta en contacto con el suelo. Se tienen en cuenta resultados previos de laboratorio: se pudo
observar una disminucion del efecto funguicida e insecticida de la solucion cuando se realizaba el ensayo
de lixiviacion (o deslavado) a las probetas antes de ser expuestas al agente biotico correspondiente. En
consecuencia la solucién en estudio podria usarse como conservador para madera, en ambientes no
humedos y fuera del contacto con el suelo. Para estos usos debia combinarse la solucion con otro
producto quimico que ayudara a mantener o fijar los metales en la madera. Se realiz6 una seleccion
inicial a nivel de laboratorio, aplicando soluciones de boratos o silicatos por inmersién o por pincelado, a

las probetas ya impregnadas con la solucién del proceso de reciclado por el método Bethell (Ibafiez et al.,



Fisiologia de hongos filamentosos: efecto del Zn y el Mn. Introduccion

2008). Se combinan las ventajas de los agentes preservantes, como lo hacen varias patentes (Lihme,
1904; Lloyd, 2001; Marney, 2008). De los resultados obtenidos y considerando la facilidad de aplicacion
se emplearon los boratos como segundo producto a aplicar a las probetas en el ensayo de campo. Los
boratos son toxicos a hongos e insectos, pero tienen baja toxicidad a mamiferos, no son corrosivos, son
inodoros e incoloros, pH neutro ademés de ser ignifugos (Manning, 2008). Es posible la formacién del
borato de zinc in situ sobre la superficie de la madera, luego del doble tratamiento. El borato de zinc, es el
menos lixiviable de todos los boratos, pero debido a esa baja solubilidad es inadecuado para aplicar en
madera sélida, incorporandose como polvo solido en maderas compuestas (Laks, 1995; Furuno, 2003).
Por lo tanto en el disefio del ensayo de campo se compara la efectividad de tres tipos de probetas: a)
aquellas tratadas solo con la solucion en estudio a presién, b) las probetas primero tratadas como a) y
luego se aplica bérax por pincelado; ¢) aquellas primero tratadas como a) y luego se aplica bérax a

presion.
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2 - INFLUENCIA DEL ZINC Y EL
MANGANESO EN LA FISIOLOGIA
FUNGICA
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2.1 - EFECTO DE LOS SULFATOS PUROS DE Zn Y Mn SOBRE LA FISIOLOGIA DE LOS
HONGOS FILAMENTOSOS

El objetivo de esta etapa es examinar la respuesta fisioldgica de los hongos de la podredumbre
blanca de la madera, a la presencia de sulfatos puros de Zn, de Mn y de la mezcla de Zn 'y Mn en relacién
2:1en el medio, empleando P. chrysosporium y P. atropurpurascens. Se realizan dos abordajes, uno
global a través del analisis del crecimiento fungico y otro especifico a través del analisis del sistema

enzimatico ligninolitico (LiP, MnP y Lac), centrado luego en las MnPs.

2.2 - RESULTADOS Y DISCUSION
2.2.1. Efecto de los metales sobre la germinacion de conidios

Los basidiomycetes al igual que otros hongos se propagan cominmente por esporas asexuales
externas, conidios. Los conidios son de gran importancia en el ciclo de vida de los hongos, por ser un
medio de multiplicacién vegetativa, dispersion y supervivencia. Son facilmente dispersados por corrientes
de aire por su alta hidrofobicidad y en ciertos casos tienen tendencia a adherirse a una superficie donde
puedan germinar y crecer.

Las condiciones ambientales, los compuestos quimicos presentes en el medio influyen positiva o
negativamente sobre la germinacion. Se analiz6 la capacidad de las soluciones de Zn, Mn y mezcla de
ambos metales de inhibir la germinacién de los conidios de las especies en estudio. Se coloc6 una gota
de suspension de conidios sobre una fina capa de malta - agar, suplementado con distintas
concentraciones de metales, cultivado a 28°C (figura 2.1). Se observa al microscopio de contraste de

fases por 60 horas.

T

Figura 2.1: Fotografia del ensayo para
determinar el efecto de metales sobre la
germinacion de conidios.

Sobre el portaobjetos hay una delgada capa de
medio de cultivo adicionada con los metales,
donde se coloca la suspension de esporas de

cada hongo, para incubarse.
12/02/2010

La germinacién comenz6 a las 12 horas para P. chrysosporium y a las 17 horas para P.
atropurpurascens; la observacion se siguié por 48 horas mas. El efecto inhibidor del Zn es mayor sobre
los conidios de P. atropurpurascens que no germinan a concentracones tan bajas como 0,16 mM en Zn;
mientras que la germinacion de P. chrysosporium es inhibida a 1 mM en Zn. Frente al Mn la germinacién

de los conidios también varia con la especie considerada, siendo inhibidor a 1,5 mM para P.

35



Fisiologia de hongos filamentosos: efecto del Zn y el Mn. Resultados y discusion

chrysosporium y solo 0,5 mM para P. atropurpurascens. La adicién de Mn al Zn, tiene un ligero efecto
inhibidor a bajas concentraciones, pero permite que haya un 10 % de conidios de P. chrysosporium
germinados a 1,5 mM en Zn - 0,7 mM en Mn. Este aumento de la concentracién minima que inhibe la
germinacion respecto a la solucidn de Zn, es menor en P. atropurpurascen, que es inhibido a 0,25 mM en
Zn - 0,12 mM en Mn. En la tabla 2.1 se encuentran los resultados obtenidos para las distintas
concentraciones de metal a las 19 horas de cultivo, tiempo al cual los conidios en los cultivos sin metales

habian germinado y presentaban tubos germinativos largos en ambas especies.

Zn (mM)
P.chrysosporium

0,25

P.atropurpurascens

Mn (mM)
P.chrysosporium

0,04 0,12 0,25

P.atropurpurascens

Zn-Mn (mM) 0,08Zn-0,04Mn  0,16Zn-0,12Mn  0,25Zn-0,12Mn  0,5Zn-0,25Mn  0,66Zn- 0,5Mn 1Zn-0,5Mn 1,5Zn - 0,7Mn 2Zn-1Mn
P.chrysosporium
P.atropurpurascens

- Conidios germinados, tubos germinativos cortos. Similar a control sin metal.

Conidios germinados, menos que en la concentracion anterior.
Conidios germimnados, tubos germinativos muy cortos.
25 % conidios germinados, tubos germinativos muy cortos.
10 % conidios germinados, otros deformados.
- Conidios no germinan, conservan la forma de tiempo cero.

Tabla 2.1: Descripcion del estado de los conidios a distintas concentraciones de metal a las 19

horas de cultivo para los basidiomycetes en estudio.

En la figura 2.2 se observa el aspecto de los conidios a 0, 14 y 19 horas de cultivo del control sin
metal y en presencia de metales a diferentes concentraciones para P. chrysosporium. Obsérvese que a
las 19 horas el control presenta tubos germinativos largos (d). Para P. atropurpurascens una
concentracion tan baja como 0,16 Zn-0,12 Mn solo permite la germinacon de un 25 % de los conidios.
Frente a los metales la germinacion de los conidios de P. atropurpurascens se mostr6 mucho mas

sensible.

El ensayo sobre un sustrato solido simula en cierta medida la situacion natural donde los
conidios deben germinar sobre la madera, expuestos a los factores ambientales determinantes en la
germinacion. Estos resultados estarian indicando un efecto protector de las sales de metales frente al
ataque inicial por conidios. En estas condiciones la sensibilidad de los conidios a la presencia de los
metales en el medio varia con la especie, En P. chrysosporium las CIM (concentraciones minimas
metalicas que inhiben la germinacion de conidios) son: 1 mM en Zn, 1,5 mM en Mn, y para la mezcla 2
mM en Zny 1 mM en Mn. En P. atropurpurascens las CIM (concentraciones minimas metalicas que
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inhiben la germinacién de conidios) son: 0,16 mM en Zn, 0,5 mM en Mn, y para la mezcla 0,25 mM en Zn
y 0,12 mM en Mn.

d) e)
Figura 2.2: Conidios sobre agar- malta suplementado con soluciones de metales a distintas
concentraciones a distintos tiempos de cultivo.
Conidios de P. chrysosporium : a) a tiempo 0, b) a las 14 hrs para 0,33 mM de Zn, c) alas 19 hrs
para 0,25 mM en Mn, d) a las 19 hrs para sin metal.

Conidios de P.atropurpurascens: €) a tiempo cero, f) alas 19 hrs para 0,16 Zn-0,12 Mn.

2.2.2. Efecto de los metales sobre el crecimiento micelial

El crecimiento micelial es el parametro fisioldgico més estudiado desde el punto de vista de la
toxicidad de los metales. Esto es debido a la capacidad de los hongos de la pudricién blanca de la
madera de bioacumular, secuestrar, absorber metales desde soluciones diluidas, fenémenos que les
permiten tolerar concentraciones relativamente elevadas de metales (Gadd, 1990; Baldrian, 2003). Como
generalmente la concentracion metalica en la madera, su sustrato natural es baja, al pensar en un
producto funguicida se debe conocer el efecto de los metales a distintas concentraciones hasta alcanzar
los niveles toxicos. Para ello se determinaron las concentraciones de Zn, Mn y la mezcla de ambos
metales en relacién 2:1, sobre el crecimiento de los hongos en estudio, tanto sobre un medio de agar-

malta, como sobre madera.
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2.2.2.1 Crecimiento en agar - malta

El cultivo de los hongos en medio agar-malta adicionado con soluciones de ZnSO4 MnSQ4 y
mezcla de ZnSO4 y MnSO,4 (2:1), a distintas concentraciones de cada solucion, permite estudiar la
inhibicién o estimulacion del crecimiento de los hongos por efecto de los metales. Se determina la medida
del area de las colonias miceliales en mm2 y se calcula de la velocidad inicial de crecimiento. La toxicidad
de las soluciones se cuantifica a través de la determinacién de la CIM, que es funcién de las condiciones
de la prueba (Borokhov et al., 2000; Hatvani et al., 2003).

Para determinar el rango de concentraciones de las soluciones a ensayar, se tomé como
referencia el comportamiento del CuSOs, producto de efectividad comprobada como funguicida. El sulfato
comercial que se aplica a la madera posee un 5% en Cu (794 mM en Cu) pero la concentracion maxima
en Zn de la solucion obtenida en el proceso de reciclado es de 3% en Zn (458 mM en Zn). Como los
pesos moleculares del Cu (63,5) y del Zn (65,4) son similares, para evaluar el comportamiento del CuSO4
en los ensayos en placa se proyectaron 3 diluciones de una solucién al 3% (1/10, 1/100 y 1/1000). Estas
concentraciones se ensayaron con los hongos en las mismas condiciones que se ensayarian las
soluciones de Zn y Mn. El crecimiento micelial es inhibido a 5 mM en Cu (anexo A.2), resultado
compatible con los datos bibliograficos (Pointing et al., 2000; Singahl et al., 2001). Por lo tanto se utiliza el

rango de concentraciones empleado para el Cu, en los ensayos con Zn, Mn'y Zn -Mn.

En agar - malta sin solucion metalica agregada (controles), las especies estudiadas crecieron a
diferentes velocidades; P. atropurpurascens crece a menor velocidad que P. chrysosporium. La respuesta
obtenida ante la presencia en el medio de cultivo de la solucion de ZnSO4 depende de la especie de
hongo considerada y de la concentracion del metal. La figura 2.3 muestra las curvas de crecimiento para
ambos basidiomycetes. Una concentracion de 0,5 mM de ZnSOs, inhibe el crecimiento casi en un 50% de
P. atropurpurascens respecto al control (0 mM en Zn), mientras que el crecimiento de P. chrysosporium
parece no ser influenciado significativamente (P<0,05) a esta concentracion de ZnSQOs. Sélo
P. chrysosporium crece a 1 mM en Zn; sin embargo el crecimiento de ambos es completamente inhibido a

partir de una concentracion de ZnSO.de 2 mM, hasta los 21 dias del ensayo.

De acuerdo a estos resultados los valores de CIM para la solucion de ZnSO4 son especie
dependiente, siendo 2 mM frente a P. chrysosporium y 1 mM frente a P. atropurpurascens. Este ultimo

hongo parece ser mas sensible a la presencia del Zn en el medio que P. chrysosporium.

Las concentraciones de Zn halladas que producen inhibicién del crecimiento en medio solido, estan
dentro del rango de las encontradas en bibliografia. Por ejemplo una concentracién de 0,2 mM en Zn
inhibi6 el crecimiento de P. chrysosporium en medio liquido (Hatvani et al., 2003), en tanto que se ha
observado efecto inhibitorio a 6 mM en Zn (Takehiro et al., 1999). En las mismas condiciones de cultivo
que este trabajo, una concentracién de ZnSO, de 1,0 mM produce una inhibicion total del crecimiento de
P. chrysosporium (Pointing et al, 2000) valor menor a la CIM obtenida. La mayoria de las

concentraciones en Zn citadas son muy bajas, hecho que sorprende debido a la importancia bioldgica del
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Zn ya que es uno de los metales menos toxicos en general, siendo su nivel intracelular de 0,1 mM
(Pointing et al., 2000).

a) 6000 - b) 6000 -

5000 - 5000

4000 -

4000 -

3000 - 3000 -

Crecimiento (mm2)
Crecimiento (mm2)

2000 - 2000 4

1000 1000

0 5 10 15 20 25

Tiempo (dias)

Tiempo (dias)

4-0mM —l-0.5mM == 1mM == 2mM =+=4mM —8=5mM 10mM —==50mM| | <#=0mM <l=0.5mM <&=1mM =*=2mM =*=4mM =@=5mM 10mM ===50mM

Figura 2.3: Curvas de crecimiento en presencia de ZnSO4 en el medio de cultivo: a) P. chrysosporium.
Obsérvese que las curvas correspondientes a OmM y 0.5mM en Zn se superponen; b) P. atropurpurascens. Es

inhibido a partir de una concentracién de 1mM en Zn.

Cuando se analiza el efecto de adicionar MnSO4 al medio de cultivo en el mismo rango de
concentraciones empleado con el ZnSQO4, se observa que el Mn no inhibe el crecimiento, por el contrario
en ciertas concentraciones lo estimula alcanzando velocidades de crecimiento mayores que en el control
sin metal (OmM en Mn). Para P. chrysosporium el efecto del Mn es antagénico al ya visto para Zn, ya que
crece a todas las concentraciones ensayadas, incluso a 100 mM en Mn; en cambio P. atropurpurascens
crece solamente hasta una concentracion de 10 mM en Mn, luego de la cual (a 20 mM) hay inhibicion
completa del crecimiento (figura 2.4). Nuevamente P. atropurpurascens presenta un comportamiento
diferente, mayor sensibilidad a la presencia de los metales, ya que su crecimiento se ve menos

estimulado por la presencia de Mn en el medio.

La capacidad del Mn de estimular el crecimiento fingico ha sido informada para P.
chrysosporium; se sabe que una concentracion de 6 mM en Mn aumenta ligeramente la velocidad de
crecimiento (Baldrian, 2003), mientras que concentraciones menores no lo afectan (Takehiro et al., 1999)
y a partir de 6 mM disminuye la velocidad de crecimiento. Si bien estos valores dependen de las
condiciones de cultivo en general, P. chrysosporium, puede sobrevivir y crecer en medios con altas

concentraciones de metales, lo que evidencia su resistencia y su capacidad de bioacumular metales;
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crece a concentraciones mayores a 2,6 mM de metales como Cd, Cu, Pb y Ni y su crecimiento es

estimulado a una concentracion de 0,6 mM de metal (Falih, 1997).

6000
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S E
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Figura 2.4: Curvas de crecimiento en funcion del tiempo en presencia de MnSO4,en el medio de cultivo: a)

P. chrysosporium. A todas las concentraciones de Mn ensayadas hay crecimiento; b) P. atropurpurascens.

La presencia de Mn en el medio de cultivo donde crece P. chrysosporium produce un cambio de
color en la placa a partir de una concentracion de 4 mM en Mn (figura 2.5). Los cambios en la morfologia
micelial (densidad y color) debido a la toxicidad de ciertos metales es frecuente en la mayoria de los
hongos y ocurre en todos los grupos (Baldrian, 2003; Guillén & Machuca, 2008). Observadas al
microscopio las hifas permanecen hialinas. Por lo tanto el cambio de color en el medio de cultivo no se
debe a la produccién de melaninas, que cominmente son generadas como mecanismos de resistencia a

la toxicidad metalica, sino a la produccion de un compuesto extracelular que oscurece el medio de cultivo.

a)

Figura 2.5: Aspecto de P. chrysosporium en agar — malta: a) con Mny b) con 4 mM en Mn.
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Al determinar el efecto de los dos metales juntos en el medio de cultivo, se analiza si ese efecto
es antagoénico o sinérgico. Cuando la concentracion de la mezcla de sulfatos al medio es de 0,5 mM en
ZnS04 (0,25 mM en MnSO4), ambos hongos ven afectado su crecimiento observandose una disminucion
en la velocidad respecto al control sin metales. A concentraciones mayores de metales el comportamiento
de los hongos es ligeramente diferente. P. chrysosporium crece en un medio adicionado con 4 mM de
ZnS04 (2 mM de MnSQ) mientras que P. atropurpurascens presenta su crecimiento totalmente inhibido a

esa concentracion. La figura 2.6 muestra las curvas de crecimiento para ambos hongos.
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Figura 2.6: Curvas de crecimiento en presencia de ZnSOs- MnSOQa4: a) P. chrysosporium;
b) P. atropurpurascens. Las concentraciones se refieren al ZnSO4; en la mezcla la relacién de lo metales
Zn:Mn es 2:1.

Por la escala empleada en la grafica no se puede observar que en P.atropurpurascens hay
crecimiento micelial a partir del dia 11 de cultivo a las concentraciones de 1y 2 mM en Zn de la mezcla
de soluciones, que alcanza solamente un 18% del total de la placa (50 mm? para1t mM y 40 mm? para 2
mM en Zn) al dia 21 de cultivo.

Nuevamente se observa una mayor sensibilidad de P.atropurpurascens a la presencia de la
mezcla de metales en el medio de cultivo. No se encontraron antecedentes bibliograficos del efecto de la
mezcla de metales ensayados. Con la mezcla de ZnSO4 y MnSO4 en el medio, la CIM es de 5 mM en
ZnS04 (2,5 mM de MnSQs) para P. chrysosporium, en tanto que frente a P. atropurpurascens la CIM de la
mezcla es 4mM en ZnSO4 (2 mM de MnSOy).

El efecto de cada metal sobre el crecimiento de los basidiomycetes ensayados, varia tanto con el
metal y su concentracion como con el basidiomycete considerado. Esto se resume en la figura 2.7, donde
se compara las velocidades iniciales de crecimiento (determinadas hasta el dia 9 de cultivo), en funcién
de la concentracién de cada metal en la solucion. Las diferencias en la velocidad inicial de crecimiento en

los ensayos a concentracion metalica OmM, no son significativas a un nivel de confianza de a= 0,05 (p-
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value > 0,8), para ambos hongos. Se destaca el efecto del Mn, ya que ciertas concentraciones del mismo
estimulan el crecimiento fingico por encima del control sin metal: a 4 mM en Mn P. atropurpurascens
incrementa su velocidad inicial de crecimiento en un 13% respecto a la velocidad inicial del blanco sin
metal; un incremento analogo del 19 % se observa en P. chrysosporium a una concentracion de Mn de
20 y 50 mM. Por otra parte, el efecto del agregado de Mn en relacion 2:1 al Zn, es antagénico al del Zn
frente a P. chrysosporium, ya que induce el crecimiento a concentraciones de 2 y 4 mM donde el Zn solo
en el medio impedia el crecimiento. Sin embargo el agregado de Mn no produce cambios al valor de CIM
para P. atropurpurascens que continta siendo 1 mM en Zn. Frente a los dos metales y su mezcla,
P. atropurpurascens presenta una mayor sensibilidad (menores velocidades de crecimiento en iguales
condiciones de cultivo). Es comun encontrar variedad de respuestas frente al Zn, al Mn y a los metales
en general entre las diferentes especies de hongos descomponedores de madera (variabilidad
intraespecifica e interespecifica); otras especies como Lentinus edodes, ven inhibido su crecimiento en un
50% respecto al control sin metal por la presencia de concentraciones tan bajas como 0,46 mM de Zn 6
3,1 mM de Mn (Hatvani et al., 2003).

a) P.chrysosporium
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2.2.2.2 Crecimiento sobre madera.

Conocidas las CIM de los sulfatos de Zn y Mn frente a los hongos en estudio, determinadas en
ensayos rapidos de screening en placas de agar — malta, se determinan las CIM cuando los hongos
crecen sobre su sustrato natural, madera. Este tipo de ensayos permite visualizar el efecto de los metales
sobre el crecimiento fungico considerando ademas las posibles interacciones entre la estructura de la
madera y el ingrediente activo del potencial preservante, en este caso los metales, vinculado a la
permanencia de los metales en la madera tratada, al realizar ensayos de deslavado del principio activo

sobre las probetas, previo a la exposicién a los hongos.

Se realizaron ensayos con minibloques de Pinus taeda. Estos ensayos son mas simples, rapidos
y econdmicos que aquellos basados en la norma EN 113:1996. Las pequefias probetas impregnadas y
las blanco sin tratar son expuestas a los hongos en estudio, junto a dos hongos recomendados por la
norma. El efecto sobre el crecimiento fungico, o sea la eficacia de la solucién preservante se determina a
través de las pérdidas de peso corregidas de las probetas impregnadas luego de 4 semanas de
exposicién a los hongos (ver Materiales y Métodos). Los valores de aceptacién o rechazo de los
porcentajes de pérdidas de peso del tratamiento realizado a la madera, se toman de la norma (Bravery,
1978; Brown et al., 1991). En la figura 2.8 se muestran placas armadas para el ensayo, luego que las

probetas de madera son expuestas a los hongos.

Figura 2.8: C. versicolor en agar -

malta y probetas de pino.

Dos probetas estan tratadas con mezcla
de sulfatos de Zn y Mn y una control sin
tratar.

Al impregnar las probetas de pino con la mezcla de sulfatos de Zn y Mn en relacion 2:1 a dos
concentraciones (1,5 % y 3 % en Zn), se trabaja con una composicién similar a la de la solucién obtenida
en el proceso de reciclado de pilas. La concentracién de solucién de 3 % en Zn (1,5 % en Mn) equivale a
la maxima concentracion en Zn obtenida en el proceso de reciclado (siguiente seccién). La tabla 2.2
muestra los resultados obtenidos luego de exponer las probetas tratadas a los basidiomycetes durante
cuatro semanas. En la misma se muestran los promedios de las pérdidas de masa (%) para cada hongo a
cada concentracion ensayada junto a su correspondiente desviacion estandar y la retencién promedio de

solucién ensayada en cada nivel de concentracion.
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Blanco 1,5% Zn -Mn 3%Zn -Mn

Perdida masa(%) Des.est. Perdida masa(%) Des.est. Retencién(kg/m3) Perdida masa(%) Des.est. Retencién(kg/m3)

G. trabeum 37,7 8,5 36,1 2,9 14,2 2,1 0,1 29

P. chrysosporium 43,5 3,1 33,7 2,8 14,2 1,9 0,8 29
P. atropurpurascens 66,3 3,6 3,9 0,9 14,2 1,8 0,4 29
T. versicolor 33,1 1,7 54,7 4,9 14,2 2,3 0,3 29

Tabla 2.2: Pérdidas de masa (%) de las probetas impregnadas con dos concentraciones de la mezcla de
sulfatos de Zn y Mn.

Los promedios de las pérdidas de masa de las probetas control no tratadas, son todas mayores
a 20 %, alcanzando el 66 % en el caso de P. afropurpurascens. Por lo tanto estos valores elevados,
validan el ensayo (Bravery, 1978; Brown et al., 1991). A una retencion de 14,2 kg/m? de solucion, se
puede observar que la madera se encuentra desprotegida, ya que para dos hongos el promedio de
pérdidas de masa de las probetas es analogo al de los controles sin tratar. En el caso de T. versicolor la
pérdida de masa es mayor al control lo que demuestra que la solucién impregnante a esa concentracion
estimula el crecimiento de este basidiomycete. Solamente en presencia de P. atropurpurascens el
promedio de pérdidas de masa es algo mayor a 3 %, valor limite para considerar protegida la madera
(EN113).

A una retencion de 29 kg/m?3 de solucion, el promedio de pérdidas de masa de las probetas es
inferior a 3%, en consecuencia esta retencion de solucién impregnante (concentracion) es la minima que
inhibe el crecimiento fungico, protegiendo la madera: CIM de la mezcla de sulfatos puros de Zn:Mn (2:1),
es 3 % en Zn (458 mM en Zn). Considerando que los ensayos sobre malta fueron proyectados haciendo
diluciones al décimo de la concentracién de 3% en Zn (50, 5y 0,5 mM en Zn), no se observa correlacion
alguna entre ambos tipos de ensayo, lo cual era de esperar por las diferentes variables intrinsecas a cada

ensayo.

2.2.3. Efectos de los metales sobre el sistema enzimatico ligninolitico

2.2.3.1 Degradacion de colorantes poliméricos
Al observarse un efecto inhibitorio de los metales sobre la velocidad de crecimiento micelial y por
lo tanto de la biomasa formada en determinado tiempo de cultivo, es de esperar que estos influyan sobre

la actividad enzimatica extracelular.

El potencial ligninolitico de los hongos de la podredumbre blanca de la madera los ha convertido
en protagonistas de distintos procesos de biorremediacién por su capacidad de degradar sustancias
recalcitrantes como tintas sintéticas entre otras. En el laboratorio esta habilidad se analiza a través de la

degradacion de colorantes poliméricos adicionados al medio, lo que origina un halo de diferente color
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alrededor y debajo del area de crecimiento micelial (Borokhov et al., 2000). La degradacion del colorante
debido a la actividad enzimatica, depende de su complejidad estructural (identidad, nimero y posicién de
los grupos funcionales en la regién aromatica), su carga (distribucion de electrones y densidad de carga)
0 puede resultar de todas las interacciones en su estructura, asociandose al potencial idnico. La
determinacion del area de los halos de decoloracién en mm2, en placas con colorantes se utiliza para

evaluar el efecto de los metales sobre el sistema ligninolitico en conjunto de los hongos, figura 2.9 ay b.

" r
1 0mM Zn L '

Figura 2.9: a) P.chrysosporium en medio conteniendo Poly-R 478 y RBBR, en el dia 5 de incubacion.

1mMZn O 1mMZn

Figura 2.9: b) P. atropurpurascens en medio conteniendo RBBR y Poly-R 478 en el dia 9 de incubacion.

Previo al estudio del efecto de los metales, se debe observar si la presencia de los colorantes
tuvo efectos sobre el crecimiento de los hongos constituyendo una variable adicional en el ensayo. Para
ello se analiza la velocidad inicial de crecimiento de cada hongo en presencia y ausencia de los
colorantes (figura 2.10).

P. chrysosporium
- m Poly-R

P. atropurpurascens B RBBR

T 1 . W Blanco

0] 5 10 15

Velocidad de crecimiento inicial {mm/dia)

Figura 2.10: Velocidad de crecimiento inicial en presencia de los colorantes (Poly-R 478 y RBBR):
para P. atropurpurascens'y P. chrysosporium.
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La presencia de los colorantes poliméricos no afecta la velocidad de crecimiento inicial (hasta el
dia 9m de cultivo), ya que las variaciones respecto a los blancos (sin colorante) no son significativas a un

nivel de confianza de a= 0,05 (p-value > 0,8).

El andlisis de las curvas de crecimiento de los hongos, determinadas a partir de la medida del
didmetro del micelio en la placa, en presencia de RBBR muestra que siguen la misma tendencia que las
curvas de crecimiento de los blancos sin colorante polimérico durante los 21 dias de cultivo. En presencia
de Poly-R 478, también se mantiene la tendencia pero hay una ligera disminucion de las colonias a un
mismo tiempo de cultivo, de un 10 a 20% respecto a los blancos. En el anexo A se encuentran las
graficas de area de crecimiento (mm?2) y halo de decoloracion (mm2) en funcién del tiempo de cultivo
(dias) para ambos hongos. Se puede observar que el efecto de los metales sobre la actividad enzimatica,
depende del metal considerado y de la especie de basidiomycete sobre la que actian, del mismo modo

que ocurria frente al crecimiento micelial.

En la placa control sin la adicién de metal (OmM en Zn) de P. chrysosporium, se alcanz6 el 100
% de decoloracion el dia 5% de cultivo. Cuando se adicioné ZnSO. al medio de cultivo no se produjo
degradacién de ninguno de los colorantes (RBBR y Poly-R 478) o sea que se inhibid totalmente su
actividad enzimatica a todas las concentraciones de solucion ensayadas (de 0,5 mM a 100 mM de Zn), a
pesar de que a 0,5 mM hubo crecimiento similar al blanco y a 1mM se apreci6 crecimiento menor. La gran
sensibilidad de la actividad enzimatica de P. chrysosporium a la presencia de Zn en el medio encontrada,
coincide con antecedentes bibliograficos que indican que la decoloracién de Poly-R 478 es inhibida a
concentraciones tan bajas como 0,1 mM en Zn (Pointing et al., 2000; Baldrian, 2003).

La velocidad de decoloracion del control sin metal (0 mM en Zn) de P. atropurpurascens es
menor a la de P. chrysosporium ya que la decoloracion de RBBR y Poly-R 478, comienza el dia 5 de
cultivo. Por esta razon los resultados no se expresan como velocidad inicial de decoloracion (hasta el dia
9 de cultivo) como en el caso de crecimiento micelial, sino como porcentaje de decoloracion respecto a la
placa totalmente decolorada. Luego del sexto dia de cultivo se aprecid actividad enzimatica
(decoloracion), a 0,5y 1 mM en Zn, alcanzando el 100% de decoloracion el dia 21 de cultivo a 0,5 mM en
Zn. Una concentracion de 4 mM en Mn inhibe la actividad enzimatica, pero no el crecimiento micelial que
es inhibido @ 1 mM en Mn. En la tabla 2.3 se compara el porcentaje de decoloracion en los dias 13 y 16
de cultivo a las distintas concentraciones de Zn ensayada para P. afropurpurascens para ambos

colorantes poliméricos.
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Concentracion Decoloracion (%)
solucién (mM) RBBR Poly-R
Dia 13 Dia 16 Dia 13 Dia 16

0 48,6 100 46,6 100
0,5 41,8 77,9 0,8 0,9
1 5,2 7,5 0,6 0,7
2 0,1 0,1 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
10 0 0 0 0
50 0 0 0 0

Tabla 2.3: Halo de decoloracion para P. atropurpurascens con ZnSOs. Ambos colorantes poliméricos en 13ery

16avo dia de cultivo.

Tanto en este caso donde se adicioné ZnSO4, como en las siguientes situaciones con MnSO4 y
ambos sulfatos mezclados, el resultado obtenido coincide con la literatura ya que el colorante
antraquindnico RBBR es degradado més facilmente y en mayor porcentaje que el Poly-R 478, a una

misma concentracién de metal el mismo dia de cultivo (Hernandez-Luna et al., 2008).

La adicion de MnSO4 al medio de cultivo de P. chrysosporium, no presenta efecto inhibidor de la
actividad enzimatica a ninguna de las concentraciones ensayadas (desde 0,5 mM a 100 mM en Mn), lo
mismo que ocurria con el crecimiento micelial. Se observaron porcentajes de decoloracion de ambos
colorantes cada vez menores desde OmM en Mn hasta 4 mM en Mn, lo que indica una disminucion en la
actividad enzimatica debida a la presencia de Mn. A una concentraciéon de SmM en Mn, hubo un cambio
ya que la actividad enzimatica fue inducida por la presencia de Mn, se alcanz6 un 100% de decoloracion
al dia sexto de cultivo. Luego disminuyé nuevamente la actividad enzimética con el aumento de
concentracion de Mn, a pesar de que se produjo decoloracion incluso a 100 mM en Mn. La variacion en la
actividad enzimatica con la concentracién de Mn en el medio se aprecia claramente el dia 5% de cultivo en
presencia de RBBR; en los dias 137 y 16%, hay 100 % de decoloracién (tabla 2.4). En presencia de Poly-
R 478, se dan las mismas variaciones de la actividad enzimatica, pero a menor velocidad de
decoloracion. Para P. atropurpurascens, la méaxima actividad enzimatica se observa a una concentracion
de 0,5 mM en Mn, para ambos colorantes habiendo inhibicion completa de la misma a 50 mM en Mn
para RBBR y a 20 mM en Mn para Poly-R 478. Al igual que con Zn en el medio de cultivo, el crecimiento

es inhibido antes que la actividad enzimatica.
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Concentracién Decoloracion de RBBR (%)
solucién (mM) P.chrysosporium P. atropurpurascens
Dia 5 Dia 13 Dia 16 Dia 5 Dia 13 Dia 16
0 77,9 100 100 29,3 93 100
0,5 13 100 100 28 68,4 94,6
1 8 100 100 16,9 47 66,4
2 3 100 100 8,4 28,4 32,3
4 0 100 100 12,5 46,6 49,8
5 88,5 100 100 12,3 14,2 17,8
10 2 100 100 8 11,6 33,9
20 0 34,6 58,5 8 8 8
50 0 22,1 22,1 0 0 0
100 0 12,4 12,4 0 0 0

Tabla 2.4: Halo de decoloracion P. chrysosporium y P. atropurpurascens con MnSO4. RBBR en los
dias 5t, 13 y 16v dia de cultivo.

Cuando se analizé la actividad enzimética de los hongos en un medio adicionado con las
mezclas de ZnSO4 - MnSO4 (2:1), se observd que P. chrysosporium solo decolora RBBR y Poly-R 478 a
0,5 mM en Zn:0,25 en Mn. P.atropurpurascens decolora el RBBR hasta una concentracion de 10 mM en
ZnS04 (5 mM en Mn) tabla 2.5.

El RBBR es decolorado por P. afropurpurpurascens, en presencia de 20 mM en Mn solo y a
todas las concentraciones de la mezcla Zn -Mn, lo que implica la presencia de peroxidasas y oxidasas en
el medio extracelular; sin embargo el Poly-R 478 no es degradado en las mismas condiciones iniciales y
de cultivo. Esto puede deberse a que en la depolimerizacion del Poly- R 478 participen mediadores redox,

que en las condiciones del ensayo no sean producidos, por lo tanto no ocurre la reaccion esperada.

Decoloracién de

Concentracion RBBR (%)
Solucion (mM en

Zn) Dia 8 Dia 13 Dia 16
0 31 93 100

0,5 30,6 40,4 58
1 6 19 46,5
2 10 20,7 43
4 6,5 12,5 37
5 1,7 3,5 4,5
10 0,8 2,3 4
50 0 0 0

Tabla 2.5: Halo de decoloracion para P. atropurpurascens con ZnSOs- MnS04(2:1). RBBR en los dias 8vo, 13

y 16 dia de cultivo.
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Las CIMD hallada depende del hongo considerado y del metal presente en el medio, asi para P.
chrysosporium la CIMD es 0,5 mM en Zn cuando en el medio hay ZnSQOs, en tanto que es 4 mM en Zn
para P. atropurpurascens. En el caso que se adiciona MnSO. al medio, se estimula la actividad
enzimatica y los valores de CIMD se incrementan, para P. atropurpurascens es 50 mM en Mn y para P.
chrysosporium es mayor a 100 mM en Mn (concentracion mas alta ensayada). Cuando ZnSO4 y MnSO4
(2:1) estan presentes, la CIMD es 1 mM en Zn (0,5 mM en Mn) para P. chrysosporium y 50 mM para
P. atropurpurascens, que coincide con el valor hallado para MnSO4 en el medio. La tabla 2.6 resume

estos valores.

ZnSO, MnSO, ZnS04-MnSO,
CIMD (mM en Zn) (mM en Mn) (mM en Zn)
P. chrysosporium 0,5 > 100 1
P.atropurpurascens 4 50 50
CIM
P. chrysosporium 2 > 100 5
P.atropurpurascens 1 20 4

Tabla 2.6: Concentracion Inhibitoria Minima de Decoloracion (CIMD) y Concentracion Inhibitoria
Minima de Decoloracion (CIM) hallados para P. chrysosporium y P. atropurpurascens.

Del andlisis de las curvas de crecimiento y las curvas de la extension radial de la decoloracion se
observa que la velocidad de crecimiento correlaciona con la decoloracion en todas las muestras a pesar
de que los valores de CIM y CIMD no siempre coinciden (tabla 2.7). En este analisis también se observa
la mayor susceptibilidad del sistema degradativo de P. chrysosporium que presenta en general menores
coeficientes de correlacion que P. atropurpurascens. Solamente a 10 mM en Mn el coeficiente cae en
ambos hongos, lo que implica que una concentracién metalica alta varia en distinto grado la sensibildad

de la actividad enzimatica y la velocidad de crecimiento.

P. chrysosporium  P.atropurpurascens

0mM Me 0,927 0,956
0,5 mM Zn crece, no decol 0,896
0,5mM Zn-0,25mM Mn 0,709 0,99
0,5 mM Mn 0,742 0,997
1mM Zn crece, no decol crece, no decol
1mM Zn-0,5mM Mn crece, no decol 0,741
1 mM Mn 0,97 0,866
2mM Mn 0,973 0,994
4mM Mn 0,912 0,929
5mM Mn 0,972 0,948
10 mM Mn 0,597 0,565

Tabla 2.7: Coeficiente de correlacion entre las curvas de crecimiento micelial y el tamafio del halo
de decoloracién.
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2.2.3.2 Actividades de MnP, LiP y Lac determinadas espectrofotométricamente

La degradacion de los colorantes poliméricos permite observar el efecto de los metales sobre la
actividad ligninolitica en conjunto. Para conocer la influencia de los metales sobre cada enzima
ligninolitica, se recurre a medidas espectrofotométricas de la actividad enzimética para cada uno de los
hongos. Las determinaciones se realizan de acuerdo a las siguientes referencias: LiP segun Tien & Kirk
(1988), MnP segun Castillo et al. (1994) y Lac segun Galiano et al. (1991). Ver detalles en Materiales y
Métodos.

Los basidiomycetes se cultivaron en distintas condiciones ya que para estos ensayos se
utilizaron aquellas condiciones de no represion de la expresion relativa de los genes mnp (siguiente
seccion). Para P. chrysosporium se empleé CLB como medio y para P. atropurpurascens agua de malta

al 1,25%, ambos cultivos estacionarios a 37°C y 28°C respectivamente.

En primera instancia se estudio la evolucién de la actividad enzimatica a lo largo del tiempo, para
lo cual se cultivaron los hongos por 18 dias tomandose 9 alicuotas del medio para determinar las

actividades de las enzimas. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 2.8.

P. chrysosporium

CLB en cultivo estacionarioa 372C

Dia de cultivo 4 5 7 8 10 12 14 16 18
MnP 10 4 88 48 92 162 85 177 112
Lac 9 7 2 1 0 6 18 2 23
LiP 1 0 7 0 0 0 0 0 0

P.atropurpurascens
Malta (1,25%) en cultivo estacionarioa 282C

Dia de cultivo 4 5 7 8 10 12 14 16 18
MnP 14 5 83 15 98 166 249 111 10
Lac 19 0 10 23 7 7 11 6 2
LiP 2 0 0 0 0 0 2 1 1

Tabla 2.8: Actividades enzimaticas (mU/ml) para P.chrysosporium y P. atropurpurascens, en

funcion del tiempo de cultivo (dias).

Las condiciones de cultivo para P.chrysosporium no solo permitieron visualizar una mayor
expresion relativa de los genes mnps, comparado con P.atropurpurascens, sino que ademas son capaces
de incrementar su actividad enzimatica. Lac like y LiP muestran valores bajos de actividad enzimatica;
Lac like tiene su valor maximo el dia 23 de cultivo (datos no presentados). En el caso de
P.atropurpurascens ocurre lo mismo, las condiciones de cultivo favorecen la actividad MnP frente a las

otras enzimas.
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El maximo valor de actividad de MnP se da el dia 16 de cultivo para P.chrysosporium y el dia 14
para P.atropurpurascens. Para el estudio del efecto de los metales sobre la actividad enzimatica se
realizan las determinaciones en el tiempo de cultivo correspondiente a la maxima expresion de los genes
mnp (ver 3.2.1 y 3.2.2). Para P.chrysosporium es el 7m dia de cultivo donde el valor de actividad
enzimatica es 88 mU. Para P.atropurpurascens el maximo de expresion es en el 8« dia, como en ese dia
la actividad MnP es de solo 15 mU, se mide la actividad para ver efecto de metales el dia 10m de cultivo

donde la actividad es de 98 mU.

Como ya se indico los metales pueden influir sobre las enzimas ligninoliticas a distintos niveles,
cuando los basidiomycetes se cultivan en presencia de los metales, esta influencia puede ser intra o
extracelular. Pero cuando los metales se agregan a las enzimas preformadas, el efecto es un

“envenenamiento” de las mismas que inhibe la actividad. Se realizaron ambos estudios.

En la tabla 2.9 se presentan los valores de actividad enzimética para ambos basidiomycetes
cultivados en presencia de los metales a distintas concentraciones. Obsérvese qué P.chrysosporium en
CLB a 37°C, es capaz de crecer a todas las concentraciones metalicas ensayadas (CIM 14 mM en Zn), a
diferencia de lo ocurrido en medio solido a 28°C, donde presentaba valores de CIM entre 2 mM en Zn y 5
mM en Zn en mezcla de sulfatos, a excepcién del Mn (CIM > 100 mM). Esta mayor tolerancia a los
metales en medio liquido se debe a fendmenos de adsorcion de los metales en el micelio fungico
(Baldrian, 2003). Por el contrario P.atropurpurascens es mas sensible a los metales y solo crece a bajas

concentraciones de Zn y Zn-Mn, mientras que el Mn permite el crecimiento hasta 8mM.

Se puede observar un efecto inhibitorio del Zn sobre la actividad de las MnPs de ambos hongos;
la actividad del cultivo control sin metal de P. chrysosporium es 88 mU; en presencia de Zn 2 mM, la

concentracion que permite la maxima actividad, apenas supera el 50 % del valor del control.

P. atropurpurascens es mas sensible a la presencia de Zn y solo las menores concentraciones
en el medio (0,25 y 0,5 mM en Zn) permiten el crecimiento micelial. Las siguientes concentraciones, 1y
1,5 Mm en Zn vistas al microscopio muestran que si bien no hay desarrollo de micelio, hay un 40 %
germinacion de conidios. Por esta razon se determinaron las actividades enzimaticas en esos medios de
cultivo. Alli se detectaron bajos valores de actividad de las MnPs pero la actividad de Lac continda a 2
mM en Zn con valores superiores a los hallados en el control sin metal (0 mU/ml), lo que indica que existe
influencia de los metales sobre la actividad lacasa, lo que explicaria algunos de los resultados de
decoloracion. Es la primera vez que se observa influencia del Zn (no Cu) sobre la actividad de las

lacasas.

El Mn, sustrato de las MnPs, tiene un claro efecto inductor de la actividad en ambos hongos; Lac
y LiP mantienen bajos valores de actividad, pero tienen un pico que supera al control que difiere segin el
basidiomycete considerado. A partir de 0,5 mM en Mn (pico de actividad MnP: 740 mU), los cultivos de P.
chrysosporium muestran un elevado incremento en su actividad MnP respecto al control a las restantes

concentraciones en Mn ensayadas.
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a) P. chrysosporium
Solucion
ZnS04 (mM)
MnP
LiP
Lac like
Solucion
MnSC4 (mM)
MnP
LiP
Lac like
Solucion
Zn504-MnS04 {mM)
MnP
LiP
Lac like
b) P. atropurpurascens
Solucion
ZnS04 (mM)
MnP
LiP
Lac
Solucion
MnS04 (mM)
MnP
LiP
Lac
Solucion
Zn504-MnS04 (mM)
MnP
LiP
Lac

0,25

20

0,25
59

0,5-0,25
127
0
0

0,25

53

11

0,25
257

13

0,5-0,25
3
0
7

0,5

0,5
740
20

1-0,5
132

0,5

22

0,5
183

49

1-0,5
2
0
13

42

13

596

6
2

2,0-1,0

127
0
10

11

12

22

2,0-1,0

0
0
5

1,5
28

1,5
698
2
9

4,0-2,0
7
2
1

1,5

22

1,5
19

4,0-2,0
1
0
10

47

24

13

Lol N - -

12,0-6,0
1
0
0

Lo T o B - B Y

47

12,0-6,0

Resultados y discusion

8 12
3 2
17 &
1 0
8 12
163 146
0 5
1 1
8 12
0 0
0 0
0 0
8 12
0
1 1
11 0

Tabla 2.9: Actividades enzimaticas (mU/ml) de las MnP, Lac y LiP. Cuando los basidiomycetes crecen

en presencia de distintas concentraciones de metales Zn, Mn y mezcla Zn-Mn.

A diferencia de lo ocurrido con el Zn, el Mn en el medio de cultivo permite el crecimiento de

P.atropurpurascens a concentraciones tan elevadas como 8 mM de Mn en el medio. De estos cultivos

solo aquellos con 0,25 y 0,5 mM en Mn ven inducida la actividad MnP por el Mn hallandose el valor pico

de actividad (257 mU) a 0,25 mM en Mn. Concentraciones mayores a 8mM en Mn inhiben la actividad de

las MnPs.

Cuando estan presentes ambos metales en el medio, el efecto hallado es diferente segun el

basidiomycete considerado. P.afropurpurascens ve inhibido su crecimiento micelial y la actividad

enzimatica a todas las concentraciones ensayadas, mientras que frente a P. chrysosporium se observa el
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efecto antagonico de los metales ya que la actividad MnP es dos érdenes de magnitud superior a la
hallada en los cultivos con Zn (a igual concentracion de Zn), hasta 4 mM en Zn- 2 mM en Mn, a partir de

donde las actividades son de igual orden.

Finalmente el estudio de la influencia de los metales sobre las enzimas preformadas muestra
que se da una disminucién en los valores de actividad de las MnPs. Este efecto es mas notorio con la
mezcla de Zn-Mn que no permite actividades enziméticas a ninguna de las concentraciones ensayadas
(tabla 2.10). La actividad MnP de P.atropurpurascens parece ser menos sensible al envenenamiento con
metales. Esto podria explicar el efecto observado de mayores valores de CIMD que de CIM para

P. atropurpurascenes que para P chrysosporium.

a) P. chrysosporium

Solucién
ZnSO4 (mM) 0,25 0,5 1 1,5 2 4 8 12
MnP 22 12 19 9 3 2 3 4
MnSO4 (mM) 0,25 0,5 1 1,5 2 4 8 12
MnP 12 49 35 29 26 6 6 0
Solucion
ZnSO4-MnSO4 (mM)  0,5-0,25 1-0,5 2,0-1,0 4,0-2,0 8,040 12,060
MnP 0 1 1 0 0 0
b) P. atropurpurascens
Solucion
ZnSO4 (mM) 0,25 0,5 1 1,5 2 4 8 12
MnP 67,8 80,7 93,6 106,5 34 12 7 0
Solucion
MnSO4 (mM) 0,25 0,5 1 1,5 2 4 8 12
MnP 123 56 100 156 147 154 172 148
Solucion

ZnSO4-MnSO4 (mM) 0,5-0,25  1-0,5 2,0-1,0 4,020 8,040 12,0-6,0
MnP 0 0 0 0 0 0

Tabla 2.10: Actividades enzimaticas (mU) de las MnP preformadas a las que se agregan distintas

concentraciones de metales.

Asimismo, todo parece indicar que el micelio de P.chrysosporium presenta una mayor capacidad
de adsorcidn de metales, y por ello es capaz de crecer a mayores concentraciones de los metales aunque

con baja o nula actividad enzimatica. Su actividad MnP es mas sensible a la presencia de Zn y Mn.
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Resumen de los resultados

Los resultados muestran que el sulfato puro de Zn tiene efecto inhibitorio sobre los distintos
niveles de los dos parametros de la fisiologia de los basidiomycetes ensayados: el crecimiento y la
actividad de las enzimas ligninoliticas. El Zn puede impedir la germinacién de los conidios a
concentraciones tan bajas como 0,66 y 1 mM en Zn en ensayos en los que se favorece la germinacién. Al
analizar el efecto sobre el crecimiento micelial se encuentran valores de CIM bajos; en un medio nutriente
solido la mayor CIM es de 2 mM en Zn, pero en medio liquido prima la diferencia en la sensibilidad de los
microorganismos a la presencia de los metales. Una concentracion de 1 mM en Zn inhibe totalmente el
crecimiento de P.atropurpurascens, en tanto que P.chrysosporium es inhibido a 14 mM en Zn, a distinta
temperatura y composicion del medio. Su efecto sobre el sistema enzimatico ligninolitico también es
inhibitorio, la mayor CIMD es de 4 mM en Zn y sobre las enzimas individuales, inhibe la actividad
enzimatica a bajas concentraciones como 4 mM en Zn. Respecto ala expresion de los genes mnps, el
Zn inhibe la expresion génica, siendo mas sensible P. atropurpurascens, ya que los genes de presentan
picos donde se induce la expresion (1'y 8 mM en Zn), que no se correlacionan con las determinaciones

de actividad enzimatica a esa concentraciones de metal.

En cambio el sulfato puro de Mn tiene un claro efecto inductor de la fisiologia fingica en un
amplio rango de concentraciones. Tanto es asi que a la mayor concentracién de Mn ensayada (100 mm
en Mn), se produce crecimiento micelial en medio sélido nutriente de P.chrysosporium mientras que P.
atropurpurascens soporta una CIM alta de 20 mM en Mn. EI mismo fenémeno ocurre en medio nutriente
liquido, P. atropurpurascens que es mas sensible a le presencia de los metales, puede crecer hasta una
concentracion de 8 mM en Mn en tanto que lo hace hasta 12 mM en Mn (méxima concentracion
ensayada). También es inductor de la actividad ligninolitica tanto a nivel de actividad como de expresion
génica; las CIMD son mayores a 100 mM en Mn en medio nutriente y sobre las enzimas individuales
mantiene valores muy altos de actividad (146 mU/ ml frente a 88 del control sin metal) a la mayor
concentracion ensayada. Los genes mnp de alcanzan valores de expresion relativa de 140 0 102 a 1y 4
mM en Mn respectivamente (expresion del control sin metal es 1) para P.chrysosporium y de 40 a 0,5

mM en Mn para P. atropurpurascens.

Como era de esperar el efecto inductor del Mn incrementa las CIM y CIMD de los
basidiomycetes respecto a los valores obtenidos solo con Zn, lo que demuestra que en las condiciones
ensayadas los metales tienen efecto antagénico o nulo entre si. Las CIM del sulfato de Mn en medio
solido nutriente se duplican, sin embargo en medio nutriente liquido tienen el mismo comportamiento que
cuando hay sulfato de Zn solo en el medio para P. chrysosporium cuyo crecimiento es inhibido a 14 mM
en Zn; P. atropurpurascens no crece en presencia de ambos metales a ninguna de las concentraciones
estudiadas. La CIMD de P. atropurpurascens se incrementa en un orden respecto al valor de la solucién
de Zn y lo mismo ocurre sobre las actividades enzimaticas individuales. Los genes mnp de P.
chrysosporium a ciertas concentraciones se induce su expresion, que es totalmente inhibida a 12 mmM

en Zn- 6 mM en Mn.
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El estudio de crecimiento sobre madera tratada con la mezcla de sulfatos puros, muestra que la
misma es capaz de inducir el crecimiento micelial a un concentracion de 1,5% en Zn (14,2 kg/m?® de
retencion), pero protege la madera a 3% en Zn (29 kg/m3 de retencion). Estos valores de concentracion

minima inhibitoria no se correlacionan con los obtenidos en medios nutrientes.

55



Fisiologia de hongos filamentosos: efecto del Zn y el Mn. Resultados y discusion

3 — REGULACION DEL SISTEMA
MnP POR ZINC Y MANGANESO
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3.1 Expresion de los genes mnps

Los metales pueden afectar diferentes etapas de la génesis enzimatica, desde la expresion de
los genes hasta la ubicacion y activacion de las proteinas. Conocido el efecto de los metales sobre la
actividad MnP, se estudia el efecto a nivel de la expresion de los genes codificantes. Se analiz6 entonces

la variacién de la acumulacion de ARNm correspondiente mediante PCR cuantitativa en tiempo real.

Dado que las MnP son una familia de proteinas con alta homologia a nivel de secuencia y que el
objetivo es caracterizar la expresion para cada uno de sus genes, en el disefio de los oligonucledtidos se
debié prestar especial atencién a lograr especificidad y evitar amplificaciones cruzadas. Ademas de los
genes en estudio, se amplifica un gen de expresion constitutiva que se usa para normalizar o corregir las
diferencias del material analizado en cada reaccién. Todos los oligonucledtidos correspondientes a
P. chrysosporium fueron disefiados a partir de las secuencias de su genoma publicado. En el caso de
P. atropurpurascens, no hay genes identificados y menos aln secuencia de su genoma, por lo que el
trabajo comenzd con el clonado de todos los genes mnp y de referencia, los que fueron secuenciados,

para luego disefiar los oligonucledtidos para los estudios de expresion.

Con el objetivo de utilizar en los estudios a nivel molecular aislamientos genéticamente puros de
los basidiomycetes ensayados, se obtuvieron cultivos monospéricos de cada uno de los hongos, con los

cuéles se realizaron todos los ensayos siguientes (Materiales y Métodos).

3.1.1 Phanerochaete chrysosporium

3.1.1.1 Analisis in silico de la secuencia genémica de P. chrysosporium: mnps y genes de

referencia.

El analisis de la base de datos del genoma JGI (http://genome.jgi-psf.org), permitio identificar

cinco secuencias homologas (mnp1 id 140708, scaffold_15; mnp2 id 3589, scaffold_5; mnp3 id 70878,
scaffold_1; mnp4 id 66507, scaffold_15; mnp5 id 78685, scaffold_7). A diferencia de lo observado para
otros hongos degradadores de lignina, los genes mnps de P. chrysosporium no estan fisicamente juntos

(cluster) sino que se encuentran distribuidos en el genoma.

Las proteinas correspondientes fueron predichas mediante Fgenesh.v2 y las secuencias
genodmicas analizadas respecto a los codones ATG y TGA de inicio y finalizacién respectivamente y los
pie de intron (figura 2.10). Todos los genes muestran 7 intrones con tamafios de entre 50 y 70 pb, tipico
de hongos filamentosos. También se observa una alta homologia entre los transcritos (tabla 2.11). Las
proteinas presentan tamafos similares (378 a 382 residuos) y altos valores de identidad y similaridad
(73,63% de identidad, 20,1% de similitud, BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST, Multalin,

http://npsa-pbil.ibcp.fr, figura 2.11). En particular, las isoenzimas MnP1 y MnP4 son idénticas y sus genes

(94% de homologia) son totalmente conservados a nivel de los intrones. Estas diferencias a nivel de
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secuencias

la expresion conjunta de mnp 1 — 4. Las isoenzimas MnP2 y MnP5, si bien no son idénticas presentan

niveles de

codificantes no permiten la amplificacion especifica de cada transcripto, por lo que se analiza

similaridad muy altos (90,31% de identidad, 7,49% de similitud) por lo que su expresion se

analiza en conjunto mnp 2 -5.

a)

-40 acctcctcctectectecggtcaacggettggtatcccagATGGCCTTCAAGTCCCTCATCGCCTTCGTCGCCCTCGCGG

41

M A F K S L I A F V A L A
CCGCTGTTCGTGCTGCCCCGACGGCGGTGTGCCCCGACGGCACCCGCGTCAGCCACGCGGCGTGCTGCGCTTTCATCCCT
A AV R A AP TAV C?PD G TRV S HAATCTCA AT F I P

121 -caggcggcgctcgcagtagttgggcttccaagtcctgacactggcatgtccc-CTCGCGCAGGATCTGCAAGA

201

281

361

441

521

601

681

761

841

921

1001

L A Q D L Q©Q
GACCATCTTCCAGAATGAGTGCGGTGAAGACG-tgthtctactagccctgccaggcgccgccgagactcatcgtg
T I F Q N E C G E D
tttCg-CCCACGAGGTCATTCGCCTGACGTTCCACGACGCCATCGCCATCTCTCGCTCCCAGGGCCCCAAGGC-
E A H E V I R L T F H D A I A I S R S Q G P K
tctcgtgacggccgagctcgttcatcgttctgtgtcctgacagcagctgtgtttc-CGGCGGCGGTGCCGACGGCTCG
G G G A D G S
ATGCTCCTGTTCCCGACGGTCGAGCCCAACTTCTCGGCCAACAACGGCATCGACGACTCGGTCAACAACCTGATACCGTT
M L L ¥ P T V E P N F S A NNGTI D D S V NN L I P F
CATGCAGAAGCACAACACGATCAGCGCCGCCGACCTCGTCCAGTTCGCGGGTGCCGTCGCGCTCAGCAACTGCCCC-
M Q¢ K H N T I S A A DL V Q F A G A V A L S N C P
Icagtctttcaatgcctcggcttgcgcgcgacagtcgtttctgaccagtgaccacgcctgtgggg-GGTGCACCCCGG
G A P R
CTCGAGTTCCTGGCGGGCCGCCCGAACAAGACGATCGCTGCCGTCGACGGACTGATCCCCGAGCCGCAGGACAGCGTGAC
L £E F L A G R P N K T I A AV D G L I P E P Q D S VvV T
CAAGATCCTGCAGCGTTTCGAGGACGCCGGTGGCTTCACGCCCTTCGAGGTCGTCTCTCTGCTGGCCTCGCACTCTGTCG
K I L. Q R F E DA G G F T P F E V V S L L A S H S V
CGCGCGCGGACAAGGTCGACCAGACGATCGACGCTGCGCCCTTTGACTCCEBeagtgactgccegtgttgttgagttacy
A R A D K V D T I D A A P F D S
ccagacacggctaacgggcaagtccctccctctccc-ACTCCGTTCACGTTCGACACGCAGGTGTTCCTCGAGGTGCT
T p F T ¥ D T Q V F L E V L
GCTCAAGGGCGTCGGCTTCCCGGGCTCCGCGAACAACACGGGCGAGGTGGCGTCGCCGCTCCCGCTCGGCAGCGGCAGLCG
L K 6 v. 6 F P G S A NNTGE VA S P L P L G S G S

1081 ACACGGGCGAGATGCGGCTGCAGTCCGACTTTGCGCTCGCGCACGACCCGCGCACGGCGTGCATCTGGCAGGGCTTCGTG

1161

1241

1321

1401
1481
1561
b)
-60
21
101
181

261

291
341
421
501
581

661

741

D T GEMU RIL QS DFAILA AUHTDUPI RTATCTITWI QG F V

AACGAGCAGGCGTTCATGGCCGCGAGCTTCAGGGCGGCGATGAGCAAGCTCGCTGTGCTCGGGCACAACCGCAACAGCCT

N E Q A F M A A S F RAAMMSI KL AUV L GHN RN s L
Phmnp1_qF o

>
GATCGACTGCAGCGACGTCGTCCCCGTGCCGAAGCCCGCGACTGGCCAGCCCGCGATGTTCCCGGCGTCGACTGGCCCGE
I b ¢ s bV VvV PV P K PATGQ?PAMF P A S T G P
AGGACCTGGAGCTGTCGTGCCCCTCGGAGCGCTTCCCGACTCTGACTACCCACCHBEBg  cectetggatttgtecagtt
QDLETLSTC®PSETRT ETPTTILTT

P
<

Phmnp1_gR
gccctatcgctgatcagttcggtgcactg-CGGGCGCGTCGgAC?TCGCTGATCGCGCACTGCCCCGACGGCAGCATGT
Q G A S 9 S L I A H C P D G S M
CCTGCCCCGGTGTCCAGTTCAACGGCCCTGCATAAgcctctatccacatgeggtatctcacatggtcaaggttecttaact
s ¢ p G V Q F N G P A *
atgaaggctattcgtctgeggtttatagtctectectectgttgtetgtacacgttecgagectetagattetttgecacgeg

tcagctctcaaggacatccgcactcgaatatcgcaATGGCCTTCGGTTCTCTCCT
M A F G S L L
CGCCTTCGTGGCTCTCGCCGCCATAACTCGCGCCGCCCCGACTGCGGAGTCTGCAGTCTGTCCAGACGGTACCCGCGTCA
A F V A LAATITT R AATPTA ATET S AV CPDGTT RV T
CCAACGCGGCGTGCTGCGCTTTCATTCCCBaaat cctgattatttctatgetcaaategeaatectgattectecectff
N A A CCOATF I P
B§CTCGCACAGGATTTGCAAGAGACTCTGTTCCAGGGTGACTGTGGCGAAGATCE BBt catccttetagtggegecge
L A QDL QETTULTFQGDTCGE D
ccacatcctagctaacgtgttgtgctt-CCCACGAAGTCATCCGTCTGACCTTCC-taaattgatagataatcct
A HE V I RIL T F

caaggttgtactgacggaggcctBa@gACGACGCTATTGCAATCTCCCAGAGCCTAGGTCCTCAGGCHEgaBtteactttty
D A I A I S Q S L G P Q A
tgca ccctctagaaccagtaaactcactatgtcataa-TGGCGGCGGTGCTGACGGCTCCATGCTGCACTTCCCGACA
G G G A DG S ML HF P T
ATCGAGCCCAACTTCTCCGCCAACAGCGGCATCGATGACTCCGTCAACAACTTGCTTCCCTTCATGCAGAAACACGACACC
I EPNJF S ANS G I DD S VN N L L P F M Q K H DT
ATCAGTGCCGCCGATCTTGTACAGTTCGCCGGTGCGGTCGCGCTGAGCAACTGCCCAG g ccgcataccagtctagatt
I S A A DL VQ F A G A V A L S N C P
ggctegeacagegtetgacatgegatBAGGGTGCTCCTCGCCTCGAGT TCATGGCTGGACGTCCGAACACTACCATCCCCGC
G A P RLEFMAGI RPNTT I P A
AGTTGAGGGCCTCATTCCTGAGCCTCAAGACAGCGTCACCAAAATCCTGCAGCGCTTCGAGGACGCCGGCAACTTCTCGCCG

vV E 66 L I P E P Q D S Vv T K I L Q R F E DA G N F S P
»
Ll

Phmnp2_qF
TTCGAGGTCGTCTCGCTCCTGGCTTCACACACCGTTGCTCGTGCGGACAAGGTCGACGAGACCATCGATGCTGCGCCC
F E V VS L L A S H TV A RADI KV D E T I DA A P
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821

1061
1141
1221
1031
1111

1191

c)

-10
71

150
230
310
390

470

481

971

1051
1131
1211
1291

1371

TTCGACTCG_acttctttgcctttgcctcagtgtcgcgctaacaaccatcgc-ACACCCTTCACCTTCGACA
F D S T P F T F D
CCCAGGTGTTCCTCGAGGTCCTGCTCAAGGGCACAGGCTTCCCGGGCTCGAACAACAACACCGGCGAGGTGATGTCGC
T ¢ VvV ¥ L E V L L K 6 T G F P G S N N N T G E V M
gl

<«

Phmnp2_ gR
CGCTCCCACTCGGCAGCGGCAGCGACACGGGCGAGATGCGCCTGCAGTCCGACTTTGCGCTCGCGCGCGACGAGCGCA
s p L P L G S G S DT GG EMWU RUL OQ S D F A L A R D E R
CGGCGTGCTTCTGGCAGTCGTTCGTCAACGAGCAGGAGTTCATGGCGGCGAGCTTCAAGGCCGCGATGGCGAA GCTT
T A C F W Q S F VvV N E Q E FMAMAS F KA AMMA A K L
GCGATCCTCGGCCACAGCCGCAGCAGCCTCATTGACTGCAGCGACGTCGTCCCCGTCCCGAAGCCCGCCGTCAACAAG
A I L G H S R S s L. I D C S DV V P V P K P A V N K
CCCGCGACGTTCCCCGCGACGAAGGGCCCCAAGGACCTCGACACGCTCACGTGCAAGGCCCTCAAGTTCCCGACGCTG
P A T F P A T K G P KDL D T L T C K A L K F P T L
ACCTCTGACCHEgagtgacttattegttcacgaataagaatgaaccctgacccaagattetcBa@gCCGGTGCTACCG
T S D PG A T
AGACCCTCATCCCCCACTGCTCCAACGGCGGCATGTCCTGCCCTGGTGTTCAGTTCGATGGCCCTGCCTAAaccact
E T L I p H C S NG G M S C P GV Q F D G P A *
cacctccggcaatgcacctttagtagatgtcgattctatttggttgattagaag

agacatcgcaATGGCGTTTCCATCCTCACTCCTCGCTCTGGTGGCTCTTGCTGCAGTTACATCTGCCGCGCCGGCCACGA

M A F PSS L LATLVYVATLIA AATVYVT S AATPAT
CCCAGGCCACTTGCCCCGACGGTACCAAGGTCAACAACGCTGCCTGCTGCGCTTTCATACC TR cggcctttcacte
T QAT C©PDGTTI KV VDNNDNA AA ATGCTCA ATF I P
gtcgaaaatgatctttacttatcatttcta-CTTGCACAGGZ—\TCTTCAGGAGACTATCTTCCAGAACGACTGCGGTGA

L A QDL QE T I F Q N D C G
AGACGCGCATGAAGTTATTCGCCTTACTTTCC-ccgaacgcaaattgcgcaaatgccatgctaatattttcccttg
E DA HE UV I R L T F
&8~ CGACGCTATTGCCATTTCGCAAAGCAAGGGACCGAGCGCHBaagct tatgcccgatettgegaggeatttegagtt

D DA I A TI S Q S K G P S A
ctgactggggtttcecttgacBagTGGCGECGGAGCTGACGGCTCCATGCTGCTGTTCCCCACCATTGAGCCCAACTTCT
W R R S KR L HAA AV P HHDA Q L
CTGCCAACAACGGTATCGATGACTCGGTCAACAATCTCATCCCGTTCATGCAAAAGCACGACACCATCAGCGCTGGCGAC
L ¢ Q QR Y R * L G Q QS H PV HAZ KA AT RTUHIUHIOQT R W R

ATCGTCCAGTTCGCCGGCGCCGTCGCGCTCACCAACTGTCCT-tccctctcactccgacttcatcggtaagtctggc
H R P V R R R R R A H Q L S
acgaatgatatgtatg-GGTGCGCCGCAGCTCGAGTTCCTTGCGGGACGCCCGAATAAGACAATCCCTGCCATTGATG
vV R R S S $ s L R D A R I R Q S L P L M
Phmnp3_gF Phmnp3 qR
GCCTCATTCCCGAGCCGCAWCCTGGAGCGCTTCAAGGACGCAGGCAACTT{AGGGGGI—T—EGAG
A S F P S R R T A * R R S W S A S R T Q0 A T S A R L
GTGGTCTCGCTGCTCGCGTCCCACTCTGTTGCGCGCGCAGACAAGGTAGACGAGACCATCGACGCCGCGCCATTCGATACG
R W s R ¢C S R P T L L R A Q T R T R P S T P R H S I R
gtgagagccgcccgcatactgccgctctgcgtgcgctgactctcgcg-ACGCCGTTCGTGTTCGACACGCAGATCTTCC
D A V R V R H A D L
TCGAGGTGCTCCTCAAGGGCGTCGGCTTCCCGGGGACGGCGAACAACACGGGCGAGGTCGCGTCGCCGCTGCCGCTGACGT
P R G A P Q G R RUL P GDGEOQHGU R G RV A A A A D
CGGGCAGCGACACGGGCGAGCTGCGGCTGCAGTCCGACTTTGCGCTCGCGCGCGACGAGCGGACGGCGTGCATCTGGCAGG
vV G 9 R H G R A A A AV R L CAURA AWRIRAD G V H L A
GCTTCGTCAACGAGCAGGCGCTCATGGCCGCGAGCTTCAAGGCCGCCATGGCGAAGCTCGCCGTGCTCGGGCACGACCGCA
G L R Q R A G A HGRE L Q G R H G EAIRIR A R A R P
ACACGCTCATCGACTGCAGCGACGTCGTGCCCGCGCCGAAGCCCGCCGTGAACAAGCCCGCGAGCTTCCCCGCCACCACGG
Q H A H R L Q R R R A RAIEA AIRIREQAIRE L P R H H
GCCCCCAGGACCTCGAGCTCTCGTGCAACACGAAGCCGTTCCCGTCGCTCTCTGTTGATGgtgtgtctgaccttectetgg
G p P G P R A L V Q H E AV P V A L C W
tggtgttgtcggecggetgatgggttttgetttt BAGCGGGCGCGCAGCAGACGCTTATCCCGCACTGCTCCGACGGCGA
A G A Q Q T L I P H C S D G D
CATGACGTGCCAGAGCGTCCAGTTCAACGGCCCTGCATAAgtctgacgcg
M T C Q s VvV Q F N G P A *

Figura 3.1: Estructura de los genes mnps: a) mnp1, b) mnp2, ¢) mnp3. El codon de iniciacién y terminacién y los
pie de intron se indican en sombreado. Las secuencias de los oligonucleétidos para amplificacion se indican con

flechas.
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mnp 2 mnp 3 mnp 4 mnp 5
mnp 1 84% 82% 100% 79%
mnp2 80% 84% 81%
mnp 3 82% 7%
mnp4 79%

Tabla 3.1 Homologia entre los transcritos mnps
10 20 30 40 50 60 70 80 90

MnP2
MnP5
MnP1
MnP3

MnP2
MnP5
MnP1
MnP3

MnP2
MnP5
MnP1
MnP3

MnP2
MnP5
MnP1
MnP3

MnP2
MnP5
MnP1
MnP3

I I I I I I I I I
MAFG-SLLAFVALAAITRAAPTAESAVCPDGTRVTNAACCAFIPLAQDLQETLFQGDCGEDAHEVIRLTFHDAIAISQSLGPQAGGGADG
MAFS-TLLAFVALAAVTLAAPTTDTAVCPDGTRVSNAACCAFVPLAQDLOETLFMGDCGEDAHEVIRLTFHDATIAISQSQGPEAGGGADG
MAFK-SLIAFVALAAAVRAAP---TAVCPDGTRVSHAACCAFIPLAQDLOETIFQONECGEDAHEVIRLTFHDATIAISRSQGPKAGGGADG
MAFPSSLLALVALAAVTSAAPATTQATCPDGTKVNNAACCAFIPLAQDLOETIFQONDCGEDAHEVIRLTFHDATIAISQSKGPSAGGGADG

100 110 120 130 140 150 160 170 180
| | | | | | | | |
SMLHFPTIEPNFSANSGIDDSVNNLLPFMQOKHDTISAADLVQFAGAVALSNCPGAPRLEFMAGRPNTTIPAVEGLIPEPQDSVTKILORFE
SMLLFPTIEPNFEANNGIDDSVNNLIPFMOKHNTISAADLVQFAGAVALSNCPGAPRLEFLAGRPNTTIPAVEGLIPEPQDSVTKILORFE
SMLLFPTVEPNFSANNGIDDSVNNLIPFMOKHNTISAADLVQFAGAVALSNCPGAPRLEFLAGRPNKTIAAVDGLIPEPQDSVTKILORFE
SMLLFPTIEPNFSANNGIDDSVNNLIPFMOKHDTISAGDIVQFAGAVALTNCPGAPQLEFLAGRPNKTIPAIDGLIPEPQDSVTSILERF

190 200 210 220 230 240 250 260 270
I I I I I I I I I
EDAGNFSPFEVVSLLASHTVARADKVDETIDAAPEDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGFPGSNNNTGEVMSPLPLGSGSDTGEMRLQSDFAL
EDAGNFSPFEVVSLLASHSIARADKVDETIDAAPEDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGFPGTANNTGEVASPLPLGSGTDTGEMRLQSDFAL
EDAGGFTPFEVVSLLASHSVARADKVDQTIDAAPEFDSTPFTFDTQVFLEVLLKGVGFPGSANNTGEVASPLPLGSGSDTGEMRLQSDFAL
KDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDETIDAAPEFDTTPFVEDTQIFLEVLLKGVGFPGTANNTGEVASPLPLTSGSDTGELRLOSDFAL

280 290 300 310 320 330 340 350 360
| | | | | | | | |
ARDERTACFWQSFVNEQEFMAASFKAAMAKLAILGHSRSSLIDCSDVVPVPKPAVNKPATFPATKGPKDLDTLTCKALKFPTLTSDPGAT
ARDSRTACIWQSEFVNQQEFMAASFKAAMSKLAILGHSRSNLIDCSDVVPVPKPAVNKPATFPATKGPQDLE-LTCTSEKFPTLTTDPGAT
AHDPRTACIWQGEFVNEQAFMAASFRAAMSKLAVLGHNRNSLIDCSDVVPVPKPATGQPAMFPASTGPQDLE-LSCPSERFPTLTTQPGAS
ARDERTACIWQGEFVNEQALMAASFKAAMAKLAVLGHDRNTLIDCSDVVPAPKPAVNKPASFPATTGPQDLE-LSCNTKPFPSLSVDAGAQ

370 380
| |
ETLIPHCSNGGMSCPGVQFDGPA
ETLIPHCSNGGMSCPAVQFDGPA
QSLIAHCPDGSMSCPGVQEFNGPA
QTLIPHCSDGDMTCQSVQEFNGPA

MnP2 MnP3 MnP5

Ident.(%) Simil.(%) | Ident.(%) Simil.(%) @ Ident.(%) Simil.(%)

MnP1 82,72% 13,35% 81,94% 14,93% 84,78% 13,38%
0 0, 0 0

MnP2 81,46% 14,36% 90,31%  7,59%
0 0

MnP3 82,72% 14,66%

Figura 3.2: Similitud entre las proteinas MnP: a) Alineamiento global con ClustalWW b) Porcentaje de

identidad y similaridad.

Asimismo se analizd la secuencia de la region promotora de cada uno de los genes mnp, en

busca de elementos putativos de respuesta a los metales: MREs (metal response elements). Los MREs

son secuencias consenso 5-TGCRCNC-3" que han sido identificadas en promotores de los genes de las
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metalotioneinas (metf) en plantas y animales y también en promotores de hongos filamentosos cuya

expresion depende de la presencia de metales (Brown et al., 1991; Thiele, 1992; Gettemy et al., 1998).

Los cinco genes mnp presentan una secuencia tipo MREs en su regién promotora en las
posiciones -319 en mnp1, -237 en mnp2, -296 en mnp3, -321 en mnp4, -319 en mnp5, del coddn de inicio
(figura 3.3). Lo que reafirma la idea de que todos estos genes pueden estar regulados por la presencia de
metales. Esto es solo un indicio ya que no existe una demostracion formal de que estos elementos sean

funcionales.

> mnpl
TGCATCTGGCAACATATGGAAGGACGCGCGCCGATGGCGGTGTCCCTGCCACCGACAGCACTCGCTCTCTCACCAAGCGIGCACACCG
AGGGCATTGGCCGACACAGAGGGTGGGGACCCGCATCGCTGGATTATTCCCGAGCGATGGGATTCGCCCACGATCCCGCCTCGAGCGA
CCCACACTCCTGTGAGTTACGGAATTGGCCGCTCATTATTGGACACTTACGCGAGTCGCTGGCAGCAGCTCCTGATTATTCGTTGGAA
ACTTGGACCGCTGCTGTTGTCGAGGTCAATTATGGCGCGGCCACGCGCAGTATAAAACCTGGGCGGCCTCGACAGAGGTCAGCCAGGA
CATTTCAGTTCTACCTCCTCCTCCTCCTCCGGTCAACGGCTTGGTATCCCAGATG

> mnp2
TACGCCCAGCGCAGCGACAGCATGGTACGCGTCCCGTCGGACTGGGTCGGGCCCACGACAGAGCACGCTGTGACCCACAGTCCTGTGA
GCTTGCATAACCGGTCTTTCGTTATTGGTGCTCGCCAAGGTGGCGCACTGCCCCGAGTCATGCTCAATGCCCGACGCTCTGGATGIGE
GCACATTGGGCTACCCGACACAACGGTTGTATCGCCGCCTCCGGACTCAGTAGCCCCACGATCCTGTGAGCTCGCGTGAGTACGTTCG
TAGTTCGCCTCCGAAGGATATTGAAGGAAAAATTAGGCAACACCTTGACGCAGAGCCCAGAGACCTATAAAAGCTGGGCTGTGCTGGA
GCAGAGTCTTCAGGACATCGAGTTCCCTCTCAGCTCTCAAGGACATCCGCACTCGAATATCGCAATG

>mnp3
GGCACTCCGCCGACGAGCCCGTTGCGCCTCCTCACGCTCCTGTGAGCGCTGCAAACTGGCAAACCGCGATTGGCACCCGCTCGCCGCT
CAAGTTCTGATTCACCTCGGTTCTGIGEECECACAACAATACCACACCGATGGGCCATGGCTATTGCAGGCAGTCAAGTTAGCAGGAT
GGTGTTGACGGCATCGAGCTCGCCACCCACAGTCCTGTGAGCTGGGCCGCGCGATGTACCCATAACTTCGGTACTATGCAACATCTCA
TCCAGCCACATTTCTGAATATCTTACGGTATAAAAGCTAGACAGAGGCAGCGGTAGAGTGCTCAGGACAACGAGCTCTCGCCTCGCAC
CTCTTATCCGGACAACTCATCAAGCCGCCTAGCTACTTGCAACCGACCACACTCAAGACATCGCAATG

>mnp4
CGCTGCCAGCCAAACAAGGAAGAAAGCGCGCCGATGGCGATGTTCCTGCCGCCGCTAGTGCTCGTTCTCCCACCAAGCGEGCACACCG
AGACCAGTGACCGACGCAGAGGGTGGGGGCCCGCATCGCTGGATTATTCCCGAGCGATGGGATTCGCCCACGATCCCGCCTTGAGCGA
CCCACACTCCTGTGAGTTACGGAATTGGCCGCTCATTATTGGACACTTACGCATGTAGCTGGCAGCAGCTCCTGATTTTTCGTTGGAA
ACTTGGACCGCTGCTGTTGTCGAGGTCAATTATGGCGCGGCCACGCGCAGTATAAAACCTAGGCGGCCTCGACAGAGGTTGGCCAGGA
CATTCCAGTTCTACCTCCTCATCCTCCTCCTCCGGTCAACGGCTTGGTTTTCCAGATG

>mnpb5
AACAGACCGTCGGCGCCACCGACACATTGGAATTTCACCACGCCCCCACCGGACTATACCCCTCGGCTCGGGTATGGGCEGCGCACCA
TGGGTAGGCTGCTGCCTAATCGACCACTGGGACAGGCCTCGTCAGCGACGCGCGACCCGAAGGAGCGGATGGTACGCGTACTGAGTAT
TTCCAGAGCCATACGCCAGCGTATATGCCACACGTCATGCTTCACAAAGCTGTGAATAATCGCATTTACCTCCTCTTCATTGGCTGCG
TGGCTCACCTCCTGTTTTCAGTGCGATATCGAGGCAACGTATAAAAGCTGGAGAGATGCTGCGACCAACTCCAGAGTTCGCCGCGCCC
TCTCCATCCAAAACGCAGCGTACCGACCTCCACTCCCAATACCAAGTGTCCTCCATG

Figura 3.3: Regiones promotoras de los cinco genes mnps, donde se ubican las secuencias consenso

correspondientes a los MREs. 410 pb antes del codén de inicio de la secuencia codificante.

Por otra parte se buscaron las secuencias de genes candidatos a ser utilizados como genes de
referencia. El denominado gen de referencia es un gen de expresion constitutiva (housekeeping gene)
usado como control interno, con el fin de estimar los niveles de expresion de los genes de interés. La
normalizacién de los resultados a un gen de referencia asegura idénticas condiciones iniciales en el
ensayo corrigiendo las variaciones de cantidad de material utilizado entre muestras. Ademas la eficiencia
de amplificacién del gen de referencia y del gen de interés deben ser similares (Szabo et al., 2004; Pfaffl,
2007). Por estas razones en general se ensaya mas de un gen de referencia. Se eligieron dos genes: i)
grd que codifica la gliceraldehido 3 - fosfato deshidrogenasa, enzima que juega un importante rol en la
glicolisis y la gluconeogénesis, por catalizar reversiblemente la oxidacion y la fosforilacién de D-

gliceraldehido 3 — fosfato a 1,3 — disfosfoglicerato; ii) R — act, que codifica la 8 — actina, es un componente
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estructural del citoesqueleto. Ambos utilizados en estudios de expresion con basidiomycetes (Bogan et
al., 1996; Gettemy et al., 1998; Cohen et al., 2004; Yoshida et al., 2004; Kamai et al., 2008).

Aligual que para los genes mnps, se identificaron las secuencias gendmicas (gpd, id 132198; R

- act, id 39298) y se establecio la estructura de los genes identificando las zonas codificantes (figuras 3.4

ayhb).
-10 catccacaaaGGTCGTATTGGCCGTATCGTCCTCCGTAATGCTCTCCTTCACGGAGACATTGACGTCGTC
M L S F T E T L T S S

61 GCCGTCAACGA-tcctctcaagtcccccgttactcagggacgcgttctgacgccctaaaccttacc
P S T S

131 tBE§CCCCTTCATTGACCTCGAGTACATCEBEEgt ccagttttectacgegtegetaccecacagegatyy
A P S L T S S T W

201 cgattgcaagcaaagcccgacgcgctgacgcgtgtgcttc-GTCTACATGTTCAAGTACGACTCCGTT

s T ¢C s s T T P F
271 CACGGTCGCTTCAAGGGTTCCGTCGAGGCCAAGGACGGCAAGCTCTATGTCGAGGGCAAGCCTATCCACG
T v A S RV P S R P R T A S S M S R A S L S T
341 TCTTCGCTGAGAAGGACCCGGCCAACATCCCCTGGGGCTCTGTCGGCGCTGAGTACATCGTCGAGTCGAC
s s L. R R TR P T s P G A L S A L S T S S S R
411 CGGTGTGTTCACCACCACCGAGAAGGCCTCTGCCCACTTGAAGGGCGGTGCCAAGAAGGTCATCATCTCG
p v C s p P P RRPL P T * R AV P R R S S S R
481 GCCCCCTCTGCTGATGCCCCCATGTTTGTCTGCGGTGTCAACCTCGACGCGTACGACTCCAAGTACAAGG
P p L L M P P CL S AV s T S TR T T P S T R
551 TCATCTCGAACGCGTCCTGCACCACCAACTGCTTGGCGCCCCTTGCCAAGGTCATCCACGACAAGTTCGG
s S R T R P A P P T AW R P L P R S s T T S S
Phgpd gF1l -
621 CATTGTCGAGGGTCTCATGACCACCGTCCACGCTACCACCGCTACCCAGAAGACCGTCGATGGCCCCTCG
A L S RV S pPp Pp S T L P P L P R R P S M A P R
691 AACAAGGACTGGCGTGGTGGCCGTTCCGTCGGCAACAACATCATCCCCTCGTCGACTGGTGCCGCCAAGG
T R T GV VvV A V P s a4 T T S S P R R L V P P R
l Phgpd gR1
761 CCGTCGGCAAGGTCATCCCTTCGCTCAACGGCAAGCTGAC-tttactactcatgtgatttcgacgc
P S A R S S L R S T A S A
831 gtgctaacggactcCcg-CGGTCTCGCCTTCCGTGTCCCCACCGTCGATGTCTCCGTCGTCGACCTCG
R s R L P C P H R R C L R R R P
901 TCGTCCGTCTCGAGAAGCCCGCTTCTTACGACGAGATCAAGCAGGCCATCAAGGAGGCGTCCGAGACCAC
R P S R E A R F L R RD QA G H OQ G G V R D H
971 CCACAAGGGCATCCTCGGCTACACCGAGGAGAAGGTCGTCTCCACCGACTTCACCGGCAACGACAACTCG
P Q G H P R L HUR GE G R L HURULUHUZ RO QT R QL
1041 TCGATCTTCGATGCTGACGCGGGTATCGCGCTCAACAAGAACTTCGTCAAGCTCATCTCCTGGTACGACA
vV D L R C R R GY RAOQOZETLU ROQAUHTLL V R
1111 ACGAGTGGGGCTACTCCCGCCGTGTCTGCGACCTCCTCGCGTACGCCGCGAAGGTCGACGGTGCCCTCTA
Q R V G L L P P CL R P P RV RIRE G RIR C P
1181 Agcgtcgctca
L

-10 ATGGAGGACGAGGTCGCTGCTCTC-tagcccacttgttccgacgcgatatgacagg

M E D E V A A L
Phact gFl
61 atcccaacgttcgcggccatg-GTTZ—\TTGZ—\CZ—\ACGGTTCCGGCZ—\TGTGCZ—\AGGCTEGCT-tatcctgtctcgtc
vV I D NG S G MO C K A G C
131 tacgttgcgatcctcactgattcgatctctcttc-TTGCTG-catgacaattctctgtcgcgtatagaacaacc
L L

201 tctgaatgcttgtcg-GTGACGATGCTCCCCGTGCCGTGTE_ccc-tgcttcgctatcggtttccatgtgatgat
G DDA PR A VE

271 gtgtcaaacatgcaccca@@@ATCCATCGTTGGTCGCCCTCGTCATCAGGGTGTGATGGT TGGAATGGGCCAGAAGGACT

I HR WS P S S S G CDGUWNG P E G L

d
- Phact_gR1
341 CTTACGTCGCHEEEgtgagcgagettgegegeacttagatecectttetaactectggtgcBBGTGATGAGGCTCAGTCG
L R R ¥ *x G SV

411 AAACGTGGTATCTTGACCCTCAAGTACCCCATTGAGCACGGTATCGTCACCAACTGGGACGACATGGAGAAGATCTGGCA
E T WY L DP QV P H AR Y RUHOQTZLTGT RTUHTGTETDTL A P
481 CCACACCTTCTACAATGAGCTCCGTGTCGCGCCAGAGGAGCACCCCGTCCTCCTCACTGAGGCCCCGCTTAACCCCAAGG
H L L QA PCZ RATRTGA ATZPTRT PZ®PH G PA P Q G P E
551 CTAACCGTGAGAAGATGACCCAGATCATGTTCGAGACCTTCAACGCGCCAGCGTTCTACGTCGCCATCCAGGCCGTCCTC
D DPDHVRDTLZ QZRAST VYVTILI R RTEHETPTGT RU P L AV R
621 TCGCTGTACGCTTCCGGTCGTACAACGGGTATCGTGCTCGACTCTGGTGATGGTGTCTCGCACACTGTACCCATCTACGA
F R S Y NG Y RAURTILTW * WCILAUHTCTHTILT RG F R
691 GGGTTTCGCTCTCCCCCACGCCATCCTTCGTCTTGACCTTGCTGGCCGTGACCTCACGGACCTCCTTGTCAAGAACCTGA
S P PR HP S S * P CWUP * P HGT PZPCO QT EPDG A
761 TGGAGCGCGGTTACCCCTTCAACACCACAGCCGAGCGTGAAATCGTCCGTGACATCAAGGAGAAGCTCTGCTACGTCGCC
R L P L Q HH S RANT RU PUHGIOQGTE ATLTL R R
831 CTCGACTTCGAGCAGGAGCTCCAGACCGCTGCGCACTCGTCTGCCATCGAGAAGTCCTACGAGCTTCCCGACGGTCAGGT
P R L RAGAU®PODTZ RTCATLV YT CHZ ERTETYVTLT RA ATST RT RS G
901 CATCACCATCGGCAACGAGCCHEE@gtcatattttccggteccgagtgggegettcaggeatttacctgtgattggcBagr
H H H R Q R A v
971 TTCCGTGCGCCAGAGGCTCTCTTCCAGCCCGCGTTCCTGGGTCTTGAAGCTGCTGGTATCCACGAGACGACHEGEgtatc
S VROQRTILS S S PR SWV L KTILTILTV S TR R
1041 ccgttgtatgtccgcgggcacgtatctgacattcaatct-CTACAACTCCATCTACAAGTGCGATCTCGATATTCGTC
A T T P S T S A I S I F V
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1111 GTGACCTCTACGGCAACATCGTCCTCTCCGGTGGTACCACTATGTTCCCGGGTATCGCCGACCGTATGCAGAAGGAGCTC
v T S8 T AT S s §S p V V P L C S R V S P T V C R R S S
1181 ACCGCCCTTGCACCTTCAAGCATGAAGgEEegtctccgcgactatcaggectgtecgagetgectegttgactettegetgtyg
P P L H L Q A * R
1251 taa@agGTCAAGATCGTTGCTCCTCCCGAGCGGAAGTACTCCGTCTGGATCGGTGGTTCCATTCTCGCGTCGCTTTCGAC
G ¢ bR CS S RAE VL R L DRW F H S R V A F D
1321 CTTCCAGAACCTCTGGTGCTCGAAGCAGGAGTACGACGAGTCTGGTCCTGGTATCGTTCACCGCAGTACGTATCAATCAT
L p E P L VL EAGV RRV W S W Y R S P Q Y V S I I
1391 TATTTATTGTCGCTGCCGTCGCTCACATCGCCCCGCAGAGTGCTTCTAAGCGCCATGCGARAACTGATGGAGGGGTTAAT
I Yy C R CRUR S HRUPAIECU F * A P CEN * W R G *
1461 GAAAGTCGCTGCAGTAGAAATCCATATACGCTACGTTACGCCCTCGGTCGCTTTTCCTTTAGTTTCAGTGCACGCCTGCG
* K s L. o * K s I Yy AT L R P R S L F L * F Q C T P A
1531 GCTCTATTTTGATATCTTCTGTCTTGCCGTACTCTCGAGTTGGGTGAGGTGCGGATTACATAGTCGAACGCARAAGAAGAA
AL F * Y L L s ¢C R T L E L G E V R I T * S N A K K K
1591 ATACGGAATTTGTAAATCAATATACTACTGGTACGGACTCGTGTTGA
Yy 6 I ¢ K s I Y Y W Y G L VvV L K

Figura 3.4: a) Estructura del gen gpd; b) Estructura del gen R- act: El codén de iniciacion y terminacion
y los pie de intrén se indican en sombreado. Las secuencias de los oligonucleétidos para amplificacion se indican

con flechas.

3.1.1.2 Diseiio de oligonucleétidos para cuantificacion de mnps, act y gpd por qPCR.

En cualquier reaccion de PCR, el correcto disefio de los oligonucledtidos y las condiciones de
reaccion adecuadas conducen a Optimos resultados. Si bien las caracteristicas especificas de los
oligonucledtidos dependen de los objetivos buscados, en el caso particular de las reacciones de PCR en
tiempo real, existe una serie de parametros que son cruciales en el disefio y validacién de los
oligonucledtidos. Ellos son: la longitud del oligonucledtido debe rondar los 20 pb; los amplicones deben
ser pequefios (80 - 100 pb); las temperaturas de fusién de un par de oligonucleétidos no deben diferir en
mas de dos grados; estando siempre comprendidas en el rango de 52 — 66°C; que no formen dimeros ni
estructuras internas con dG<0, ya que asi disminuiria el rendimiento de la cuantificacién; por Ultimo las

eficiencias de los genes en estudio deben ser similares, todas mayores a 90%.

El disefio de los oligonucledtidos para amplificar el gen gpd, se realizd con el software
Primer3Plus (Rozen & Skaletsky, 2000; http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi).
En el programa se ajustd solamente el tamafio del amplicon (80 — 100 pb), empledndose los demas
parametros que el programa fija por defecto. Luego se verificd que la secuencia a amplificar fuera Unica
en el genoma de P. chrysosporium a través de un Blast del amplicon en el genoma. La figura 3.5 a,

representa la secuencia del gen gpd, en la que se pueden ver los oligunucleétidos disefiados.

Los oligonucleétidos empleados para amplificar el gen de la 3 - act, se tomaron de la bibliografia
(Yoshida et al, 2004), donde se emplea como gen de referencia en el andlisis del transcripto de

glucosidasas y celulasas de P. chrysosporium por PCR cuantitativa en tiempo real (figura 3.4 b).

Debido a la alta homologia de los genes mnps los oligonucleétidos se disefiaron manualmente
eligiendo regiones con mayores diferencias entre secuencias. El par Pchr_mnp1, mide la expresién de
mnp1y mnp4 que son genes de muy alta homologia y Pchr_mnp2 mide la expresion de mnp2 'y mnp5. En

aquellos casos en los que las diferencias no alcanzan a 20 nucledtidos requeridos para un
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oligonucledtido, este se ubicd de forma que la region 3’ del mismo no fuera compartida por diferentes

genes (figura 3.5).
Phmnp2_gF12
mnpl TCGAGTTCCTGGCGGGCCGCCCGAACAAGACGATCGCTGCCGTCGACGGACTGATCCCCG 741
mnp3 TCGAGTTCCTTGCGGGACGCCCGAATAAGACAATCCCTGCCATTGATGGCCTCATTCCCG 723
mnp2 TCGAGTTCATGGCTGGACGTCCGAACACTACCATCCCCGCAGTTGAGGGCCTCATTCCTG 802
khkkkkkkk Kk kk Kkk Kk Kkkkkk Kk * Kk kkk Kk KkKk * kk kk kk kk Kkk Kk
Phmnp3_gF1l Phmnp3_gR1
mnpl AGCCGCAGGACAGCGTGACCAAGATCCTGCAGCGTTTCGAGGACGCCGGTGGCTTCACGC 801
mnp3 AGCCGCAGGACAGCGTGACGTCGATCCTGGAGCGCTTCAAGGACGCAGGCAACTTCAGCC 783
mnp2 AGCCTCAAGACAGCGTCACCAAAATCCTGCAGCGCTTCGAGGACGCCGGCAACTTCTCGC 862
Kkkk Kk kkkkkkkk koK kkkkkk Kkkk kkk Kkkkkkk Kk ok ok *
Phmnp2_gR12
mnpl CCTTCGAGGTCGTCTCTCTGCTGGCCTCGCACTCTGTCGCGCGCGCGGACAAGGTCGACC 861
mnp3 CGTTTGAGGTGGTCTCGCTGCTCGCGTCCCACTCTGTTGCGCGCGCAGACAAGGTAGACG 843
mnp2 CGTTCGAGGTCGTCTCGCTCCTGGCTTCACACACCGTTGCTCGTGCGGACAAGGTCGACG 922
Kk kk kkkkk kkkkk kk kk kk kk kkk ok kk kk kk kk kkkkkkkk kkk
Phmnpl_ qF1
mnpl GGGCACAACCGCAACAGCCTGATCGACTGCAGCGACGTCGTCCCCGTGCCGAAGCCCGCG 1280
mnp3 GGGCACGACCGCAACACGCTCATCGACTGCAGCGACGTCGTGCCCGCGCCGAAGCCCGCC 1243
mnp2 GGCCACAGCCGCAGCAGCCTCATTGACTGCAGCGACGTCGTCCCCGTCCCGAAGCCCGCC 1322
Kk kK Kk Kk Kk Kk Kk *k kk khkkkkkkhkhkkrkhkkkhkhkhkk Kk kk Kk kk ok kK k ok ok ok
mnpl ACTGGCCAGCCCGCGATGTTCCCGGCGTCGACTGGCCCGCAGGACCTGGA---GCTGTCG 1337
mnp3 GTGAACAAGCCCGCGAGCTTCCCCGCCACCACGGGCCCCCAGGACCTCGA---GCTCTCG 1300
mnp2 GTCAACAAGCCCGCGACGTTCCCCGCGACGAAGGGCCCCAAGGACCTCGACACGCTCACG 1382
K Kk kkkk Kk kk Kk kK kK Kk * Kk Kok koK KAk Kk Kkk Kk  kKk Kk K * K
Phmnpl_gR1
mnpl TGCCCCTCGGAGCGCTTCCCGACTCTGACTACCCAGCGTACGTCC--CTCTGGATTTGTC 1395
mnp3 TGCAACACGAAGCCGTTCCCGTCGCTCTCTGTTGATGGTGTGTCTGACCTTCCTCTGGTG 1360
mnp2 TGCAAGGCCCTCAAGTTCCCGACGCTGACCTCTGACCGTGAGTGAC-TTATTCGTTCACG 1441
* k% * *kkkkk Kk kK * * * ok * % * *

Figura 3.5: Alineamiento global de las mnps. Se ubican los oligonucleétidos disefiados para la amplificacion por gPCR.

Para todos los pares de oligonucleétidos disefiados se calculd el %GC, la temperatura de fusion
tedrica por medio de la ecuacion Tm = [2 x (A+T) + 4 x (G+C)], y se analizd la formacion de
heterodimeros, homodimeros y estructuras secundarias con el analizador de oligonucledtidos
perteneciente al programa Vector NTI. Sélo los oligonucledtidos para amplificar actina, presentaban la

posibilidad de formacién de dimeros u horquillas (Materiales y Métodos).

Todos los oligonucledtidos fueron validados respecto a su capacidad de amplificacién y su
especificidad. Inicialmente, se ensayaron por PCR convencional usando como molde ADN gendmico. Se
obtuvo un unico amplicén del tamafio esperado para cada uno de los siguientes fragmentos: 70 pb
(mnp3), 90 pb (gpd), 100 pb (mnp1) y 134 (mnp2) (figura 3.6). Los oligonucledtidos para la actina no
amplificaron el ADNg, debido a que la secuencia de ambos cebadores es interrumpida por la presencia
de dos intrones (en el forward'y en el reverse) que interfirieren en la hibridacion de cada uno de ellos. Por

tanto, estos oligonucleétidos debieron validarse utilizando ADNcopia.
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Figura 3.6: Amplificacion de los genes mnp1, mnp2 y mnp3 de P. chrysosporium. Electroforesis en gel de
agarosa 2,5% con EtBr de los productos de PCR convencional (molde ADNg). PM: marcador de peso molecular
(Promega, 100pb DNA Ladder)

En una segunda etapa, se validé el funcionamiento de los oligonucledtidos por PCR en tiempo
real y sobre el molde de ADNCc. El proceso de obtencion del ADNc molde implica: i) la extraccion del ARN
total de cada cultivo; ii) la eliminacién del ADN gendmico contaminante con un tratamiento con ADNasa.
La mayoria de las preparaciones de ARN estan contaminadas con muy bajos niveles de ADN que, si bien
no interfiere en otras técnicas de medicion de ARN, es crucial en este método (Pfaffl, 2004). iii) La
sintesis del ADNc por transcripcion reversa utilizando random primers (Materiales y Métodos). Cada una
de estas etapas es fuente de variabilidad y fueron optimizadas en nuestro laboratorio para este tipo de

muestras en un trabajo previo al presente (Barraco, 2009).

Los oligonucledtidos fueron entonces empleados para amplificar, por PCR en tiempo real, el
ADNc asi obtenido, el ADN genémico y controles sin ADN. En todos los casos la amplificacion fue
detectable, con excepcion del ADNg de actina por las razones antes mencionadas (figura 3.7). En ningun
caso se detectd fluorescencia en los controles negativos. Obsérvese que para todos los ensayos con
ADNg la flourescencia es detectable antes que para aquellos en los que el molde es el ADNc. Esto se
debe simplemente a que la cantidad de ADNg de partida es mayor a la de ADNc. En las curvas de un

Unico amplicén a partir de cada molde

La especificidad de la amplificacion ya vista en el gel de agarosa, se confirma a través del
andlisis de las curvas de fusion obtenida en la amplificacion por qPCR (-(dF/dT) versus T). La
fluorescencia se produce al intercalarse el SYBR Green en ADN doble hebra por lo tanto es proporcional
a la cantidad de amplicones producidos y al tamafio de los mismos. Las curvas de fusidn representan la
dependencia de la variacion de la fluorescencia con la temperatura producto de la disociacion de la doble
hebra del ADN. Por lo tanto cada amplicon tendra un maximo de fluorescencia en la curva de disociacion
(derivada primera de la curva de fusién). Para todos los ensayos se observa un (nico pico, no
observandose picos adicionales, indicativo de que no hay amplificaciones inespecificas ni formacién de

dimeros o estructuras secundarias de los oligonucledtidos.
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Figura 3.7: Amplificacion por PCR en tiempo real de con los distintos oligonucledtidos ensayados: Izquierda:

curva de amplificacion. Derecha: derivada primera de curva de fusion. ADNg ( curva con menor Ct) y ADNc (mayor

Ct). Obsérvese que en la act, el ADNg no amplifica, s6lo esta la curva de ADNc.

El Ultimo paso de la validacion de la amplificacion es confirmar la secuencia de los productos de

PCR obtenidos. En el caso de los genes mnp es particularmente importante, ya que si bien los

oligonucledtidos disefiados generan amplicones de diferente tamafio (PM) para cada gen, la alta similitud

entre las secuencias exige verificar que el fragmento obtenido corresponde al gen para el cual fue

disefiado.

Por lo tanto los amplicones obtenidos a partir de ADNc fueron purificados de un gel de agarosa

(figura 3.8) y clonados en el vector pCR2.1 (Invitrogen Corp.) por ligacién y posterior transformacién de
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Escherichia coli TOP10. Se verificé la presencia de los amplicones para varios clones de cada gen por
PCR directa (sin previa extraccion del ADN) y dos o tres de cada gen fueron enviados a secuenciar

(Materiales y Métodos).

Figura 3.8: PCR directa para algunos de los clones de los genes mnp1(5,6y7) y mnp3 (5, 6,7, 8,9,10) de

P. chrysosporium. Electroforesis en gel de agarosa 2,5% con EtBr de los productos de PCR directa.

Las secuencias obtenidas tienen 100% de homologia con las secuencias tedricas de mnp1,
mnp2, mnp3, gpd 'y act. Por lo tanto, los oligonucledtidos disefiados eran adecuados para el estudio de
expresion de las mnps, no existian superposiciones entre las secuencias de los amplicones y se podian

diferenciar las 3 isoenzimas a pesar de la alta homologia que presentan.

3.1.1.3 Determinacion de la eficiencia de amplificacion.

La eficiencia de amplificacién es un parametro indispensable para determinar la cantidad de
producto de partida. Es afectada por un gran nimero de variables como por ejemplo el largo de los
amplicones, la presencia de inhibidores, la afinidad de los oligonucleétidos por el ADN, y la formacién de
estructuras secundarias (dimeros u horquillas). La eficiencia puede ser calculada graficando los valores
de C; en funcion de la concentracion del ADN molde, como E = 10Q(-!/pendiente) _1 y sy valor debe ser entre
09y1,1.

Para cada par de oligonucleétidos, se hicieron dos curvas independientes empleando diluciones
de ADN seriadas al cuarto. Todos los puntos de cada curva se hicieron por triplicado y se consideraron
aceptables aquellos valores de Ct que difirieren en menos de 0,5 (figura 3.9). Se considerd valida toda
amplificacion con valores cercanos a 1, y R? por encima del 90%, valores aceptados como indicadores de
eficiencia y especificidad del ensayo asi como indicativos del rango dinamico (Bustin & Nolan, 2004).

Los valores de eficiencia obtenidos son Emmpr= 1,02 £ 0,01, Emnpo= 1,01 £ 0,01, Emnps= 1,02 £
0,01, Egs= 1,01 £ 005y Eax~ 094 £ 0,03 con coeficientes de determinacion mayores 0,99,
determinados a un valor umbral de 0.02.
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Figura 3.9: Determinacion de eficiencias de amplificacion de genes de P. chrysosporium. |zquierda: Curvas

de amplificacion, a partir de ADNc diluciones al cuarto. Derecha: curvas de correlacion.

En resumen, todos los oligonucledtidos cumplen con los requisitos. Los oligonucleétidos para

grd'y act permiten utilizar cualquiera de estos genes como control interno. Sin embargo, se elijio el gen

gpd por presentar una eficiencia mas proxima a la presentada por los genes mnp y porque permite usar

ADNg como control de amplificacion.
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3.1.2 Identificacion de peroxidasas de Punctularia atropurpurascens

Poco se sabe de P afropurpurascens, no hay genes identificados y no se conoce la secuencia
de su genoma, por lo tanto el trabajo comenz6 con la identificacidn y clonado de todos los genes mnps y
del gen gpd (gen de referencia), los que fueron secuenciados, para luego disefiar los oligonucleétidos

para los estudios de expresion.

3.1.2.1 Clonado parcial de los genes mnps de P. atropurpurascens y analisis de las proteinas
putativas.

El clonado se realiz6 con la amplificacién con oligonucleétidos degenerados disefiados a partir
de zonas conservadas en proteinas MnP de otros microorganismos. Las secuencias de proteinas
funcionales MnPs de distintas especies de hongos descomponedores de madera fueron identificadas a
partir de la base de datos Gen Bank (National Center for Biotechnology Information). Se eliminaron las

redundancias dejando una secuencia completa de cada gen, obteniendo finalmente un grupo de 25

proteinas (tabla 3.2).
Organismo Cantidad Abreviatura Id

Phanerochaete chrysosporium 4 Pchr1 AAA33744
Pchr2 AAA33745
Pchr3 AAB39652

Pchrb Q02567
Phlebia radiata 4 Prad19 ABR66918
Prad2 BAG12561
Prad3 BAG12562
Prad95 CAC84573
Dichomitus squalens 2 Dsqu1 AAF31329
Dsqu2 AAF31330
Phanerochaete sordida 3 Psor1 BAC06185
Psor2 BAC06186
Psor3 BAC06187

Ceriporiopsis subvermispora 3 CsubA AAOG17

Csub23 AAD45724
Csub25 AAD45725
Cerioporioposis rivulosa 1 Criv ABB83812
Pleurotus ostreatus 1 Post BAA33449
Trametes versicolor 2 Tver1 AAT90348
Tverd CAG33918
Agaricus bisporus 1 Abis CAG27835
Pleurotus pulmonaris 1 Ppul AAX40734
Lentinus edodes 3 Led79 BAG72079
Led81 BAG72082
Led09 BAE79199

Tabla 3.2: Proteinas MnP de distintas especies de hongos descomponedores de madera.

Se hizo el alineamiento global de estas secuencias mediante ClustalW (Network Protein

Sequence Analysis, http://npsa-pbil.ibcp.fricgi-bin/align_clustalw.pl) (figura 3.10) y se construyd un

arbol de similitud que permite ver las distancias relativas entre las secuencias aminoacidicas (programa

MEGA version 4, Tamura et al., 2007, figura 3.11). No evidencia motivos conservados en la totalidad de
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las proteinas, sino que se definen grupos de proteinas con zonas conservadas a lo largo de los 410

aminoacidos.

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120
| [ | | | | | L | | | |
Led79 MAFSS--IVPLVALALSTVRAAPA--SQNAVCSDG-TVVPDSVCCDFIPLAQDLTATLFEN-QCGETAHHVLRLSFHRATATI SQSLGPA---AGGGADGSMLIFPDVEPNFAANLGISDS
Led82 IPLAQDLTETLFEN-QCGETAHHVLRLSFHATAISQSLGPS---AGGGADGSMLIFPDVEPNFAANLGISDS
Pchr3 MAFPSS-LLALVALAAVTSAAPAT--TQ-ATCPDG-TKVNNAACCAFIPLAQDLQETIFQN-DCGEDAHHVIRLTFHRATATISQSKGPS---AGGGADGSMLLFPTIEPNFSANNGIDDS
CsubA MAFAS--LFTLVVLAAVSNAAPT- —AVCADG-TRVSNAACCAFIPLAQDLHETLFMG-DCGEDAHHVIRLTFHYAVATSSSMGPS---AGGGADGSMLLFPTVEPNFSANNGIDDS
Pchrl MAFKS--LIAFVALAAAVRAAPT- -AVCPDG-TRVSHAACCAFIPLAQDLQETIFQN-ECGEDAHHVIRLTFHRATATISRSQGPK---AGGGADGSMLLFPTVEPNFSANNGIDDS
Psor3 MAFAS--LLAIFALVAVASARPRP--NPGAVCSDG-TRVSNGACCAFIPLMODLOONVFQON-ECGEDAHHVIRLTFHIATAI SRSQGPK---AGGGADGSMLLFPTVEPNFAANNGIDDS
Pchr2 MAFGS--LLAFVALAAITRAAPTA--ES-AVCPDG-TRVTNAACCAFIPLAQDLQETLFQG-DCGEDAHHVIRLTFHIATAI SQSLGPQ---AGGGADGSMLHFPTIEPNFSANSGIDDS
Pchr5 DT-AVCPDG-TRVSNAACCAFVPLAQDLQETLFMG-DCGEDAHHVIRLTFHRATATISQSQGPE---AGGGADGSMLLFPTIEPNFEANNGIDDS
Psor2 —AVCSDG-TRVSNAACCAFVPLAQDLOQTLFMG-DCGEDAHHVVRLTFHYATATSQSQGPK---AGGGADGSMLLFPTIEPNFGANNGIDDS
Psorl DS-AVCSDG-TTVNNAACCAFIPLAQDLQANLFQN-DCGEDAHHVIRLTFHRATATISQSQGPT---AGGGADGSMLLFPTVEPNFGANNGIDDS
Criv —AVCPDG-TRVNNAVCCAFIPLAQDLOSTVFMN-DCGEDAHHAIRLTFHYAVATI SRSQGPK---AGGGADGSMLLFPTVEPNFSANNGIDDS
Csub23 -TICPDG-TRVSNHVCCDFIPLAQALQSTLYMG-DCGEDAHHTIRLTFHYATATSQSQGPS---AGGGADGSMLIFPTVEPFFHANAGIDDS
Csub25 MAFTS--LLAIVALAATVRGAPAS--SS-VTCSDG-TAVPDAMCCDFIPLAQDLQSMVLON-QCGEDAHHI IRLTFHRATATISQSLGPS---AGTGADGSMLLFPLVEPEFAASNGIDDS
Pradl9 MAFNFAAILAFVSLAAVTSAAPS---GTTC--SNG-VVVPDAVCCDEVPLASALQSEVLMG-DCGEDAHHLVRLIFHRATAT SQSMGPS---AGGGADGSMLIFPTVEPAFFPNLGIADS
Prad2 MAFNFASILAFVSLAAVASAAPS---QTAC--SDG-TVVPSSVCCDFIPLAAALQSQVIQN-DCGEDAHHLVRLIFHRATISISRTRGPS---AGGGADGSMLIFPTVEPAFFANLGIADS
Prad3 MASKFASILAFVSLAAVTSAAPR---PTVC--SNG-AFVPDAMCCEFVPLADALQSEVLMG-DCGEDAHHLVRLIFHRAVATI SRSKGPS---AGGGADGSMLIFPTVEPAFSANLGISDS
Dsqul MAFKWSSILALVTLATLASAAPT---QSTVTCSDG-TVVPDSVCCEFIPLREALNDQVIQS-DCGEDAHHLLRLTFHRATATISQSLGPS---AGGGADGSMLLFPTVEPAFFANLGIADS
Dsqu2 MAFKLWSMLPLVALATVAVAAPS---RQTV-CSDG-TVVPDSVCCEFVPLAQALQKEVLMG-DCGEDAHHLLRLTFHRATATSRSKGPS---AGGGADGSMLIFPTVEPAFFANLGIADS
Post MAFKHFSSLVLLTLASQAVRGAV---MKRATCADG-RTTANAACCVLFPILDDIQEALFDGAECGEEVHHSLRLTFHJATIGFSPTKG— ~GGGADGSIVTFDEIETAFHANGGIDDI
Ppul MTIASLSALVLAFAATVQVAQAVSLPQKRATCAGG-QVTANAACCVLFPLMEDLQKNLFDDGACGEDAHHALRLTFHRATIGFSPSRGV: -MGGADGSVITFSDTEVNFPANLGIDETL
Led09 MFFIGLLSTALT-LATLPGANAVPHNNKRFACADGVHTTSNEVCCQLFPLVDQLQSDLFDGGECGEEAHHSLRLTFHRAIGFSPTKG-————— GGGADGSIIAFSDIETAFHANGGIDDI
Prad95 MAFKQLLTAISIVS---VANAALT---RRVACPDGVNTATNAVCCSLFAVRDLIQDQLFDGGECGEEVHHSLRLTFHYATIGISPTIASTGVFGGGGADGS IATIFAEIETNFHANNGVDET
Tverd MAFKLLGSFVSLLAALQVANGALT---RRVTCATGQVTS-NAACCALFPVIDDIQTNLFDGGECGEEVHHSLRLTFHRATIGISPAIAKTGVFGGGGADGSTAIFADIETNFHANNGVDE T
Tverl MSFKALISILSVVGAIQVATAAAT---HKIACPDGVHTASNAVCCSLFAVVDDLQESLFDGGECGEETHHSLRLTFHYATGFSPALTRQHKFGGGGADGS IMTFDTIETAFHANGGIDDI
Abis MAFKILLSLILALNAVQFIAAVPT---RRAQCADG-TTVSNEACCVLLPIIADIQPNLFEN-ECGEEVHHTLRASFHRATIGFSRAAG--—=-~| GGGADGSLVTFGDVETTFAANAGIDEI
130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240
| | | | | | | | | | | |
Led79 VNDLAPFLASGKFPTITAGDMIQFGAAVAVGLCPGAPQ-LEFLAGRPNATAPAVDGLIPEPQDSVDSILARFQDAANLTSEDIVSLLVSHTVARADHVDPTLDAAPFDSTPFTFDTQFFL
Led82 VNDLAPFLASGKFPTITAGDMIQFGATVAVGLCPGAPQ-LEFRAGRPNATAPAVDGLIPEPQNTVDEILARFQDAANLNAEDIVSLLVSHTVARADHVDPTLDAAPFDSTPFTFDSQFFL
Pchr3 VNNLIPFMQKHD--TISAGDIVQFAGAVALTNCPGAPQ-LEFLAGRPNKTIPAIDGLIPEPQDSVTSILERFKDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDETIDAAPFDTTPFVEDTQIFL
CsubA VNNLIPFLSKH---AVSAGDLVQFAGAVALTNCPGAPQ-LEFLAGRPNHTIAAIDGLIPEPQDDVTKILARFEDAGGFSPFEVVSLLASHTVARADKVDGT IDAAPFDSTPFTFDTQVFL
Pchrl VNNLIPFMQKHN--TISAADLVQFAGAVALSNCPGAPR-LEFLAGRPNKTIAAVDGLIPEPQDSVTKILQRFEDAGGFTPFEVVSLLASHSVARADKVDQTIDAAPFDSTPFTFDTQVFL
Psor3 VNNLIPFMQKHN--TISAGDLVQFAGAVALTNCPGAPR-LEFLAGRPNKTIAAVDGLIPEPQDDVTKILKRFDDAGGFTPFEVVSLLASHSVARADKVDSTIDAAPFDSTPFTEDTQVEL
Pchr2 VNNLLPFMQKHD--TISAADLVQFAGAVALSNCPGAPR-LEFMAGRPNTTIPAVEGLIPEPQDSVTKILQRFEDAGNFSPFEVVSLLASHTVARADKVDETIDAAPFDSTPFTFDTQVFL
Pchr5 VNNLIPFMQKHN--TISAADLVQFAGAVALSNCPGAPR-LEFLAGRPNTTIPAVEGLIPEPQDSVTKILQRFEDAGNFSPFEVVSLLASHSIARADKVDETIDAAPFDSTPFTFDTQVFL
Psor2 VNNLIPFMQKHN--TISAGDLVQFAGAVALANCPGAPR-LEFLAGRPNKTIAAVDGLIPEPQDSVTKILQRFEDAGNFSPFEVVSLLASHSIARADKVDETIDAAPFDSTPFTEDTQVEL
Psorl VNNLIPFMQKHN--TISAGDLVQFAGAVALANCPGAPR-LEFLAGRPNKTTAAIDGLVPEPQDSVTKILQRFADAGNFSPFEVVSLLASHSIARADKVDETIDAAPFDSTPFTFDTQVFL
Criv VNNLIPFMAKHP--TISAGDLVQFAGAVALSNCPGAPR-LEFLAGRPNHTIAAIDGLIPEPQDSVTKILERFEDAGGFTPFEVVSLLASHTVARADKVDETIDAAPFDSTPFTFDTQVEL
Csub23 VNNLIPFLDKFP--TITAGDLIQFAGTVALSNCPGAPQ-LEFLAGRPNATAPAVDG! EPQDNVTHILERFADAGGFTPFEVVSLLASHTVARADKVDLTIDAAPFDSTPFTFDTQIFL
Csub25 VNNLIPFLSSHP--NISAGDLVQFAGAVALTNCPGAPR-VNFLAGRKNAVAPAIDGLIPEPQDNVTSILARFADAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDPTLDAAPFDSTPFTFDTQVFL
Pradl9 VNNLIPFLSQFP--TISAGDLVQFAGAVAISNCPGAPQ-LEFLAGRSNATAPAIDGLIPEPQDDVTKILARFADAGNFTPDEVVALLASHSIARADHVDPTLDAAPFDSTPFDEDTQVFL
Prad2 VNNLIPFLSQFP--TISTGDLVQFAGAVAISNCPGAPR-LEFLAGRPNATAPAIDGLIPEPQDSVTSILERFDDAGGFTPEEVVALLASHSIARADHVDPTLDAAPFDTTPFTEFDTQIFL
Prad3 VNNLIPFLSKFP--KISAGDLVQFAGAVALSNCPGAPR-LEFLAGRPNATAPAIEGLIPEPQDSVTSILERFEDAGGFTPAEVVALLASHT IARADHVDETLDAAPFDTTPFTFDTQIFL
Dsqul VNNLIPFMSQFP--NISPGDLVQFAGAVAITNCPGAPQ-LEFLAGRPNGTAPAIDG! EPQDSIDDILARFDDAGGFTPFEVVSLLASHTVARADHVDPTLDAAPFDSTPFTFDTQIFL
Dsqu2 VNNLIPFLSQFP--KISAGDLVQFAGAVAVGNCPGAPQ-LEFRAGRPNATAPAIEGLIPEPQNNITEILERFDDAGGFSPFEVVSLLASHTVARADHVDPTLDAAPFDSTPFTFDTQIFL
Post VDAQKPFIARHN---ISAGDFIQFAGAVGVSNCPGAPR-LNFLLGRPPATAASPNGLIPEPFDTVTDILARMGDAG-FSPEEVVALLASHSVAAADHVDETIPGTPFDSTPGEFDSQFFI
Ppul VEAEKPFLARHN---ISAGDLVHFAGTLGVSNCPGAPQNLSFFLGRPPAKAASPIGLVPEPFDTITDILARMDDAG-FVSVEVVWLLSAHSVAAADHVDESIPGTPFDSTPNLFDSQIFT
Led09 VDAQKSFMASHNV-TINPGDFIQLAGAVGVSNCPGAPQ-LEFLFGRPPPVAASPDLLIPEPFDTVDSILARFSEAG-FNASEVVALLGSHTVAAADTIDTTIPGTPFDSTPGLEDTOVET
Prad95 IGEQAPFIQMTN---MTTADFIQFAGAVGVSNCPGAPA-LPVFVGRPDATQPAPDKTVPEPFDTVDSILARFADAGGFSSAEVVALLASHTIAAADHVDPSIPGTPFDSTPEIFDTQFFT
Tverd IGEQAPFIARHN---LTTADFIQLAGAIGVSNCPGAPR-LNVFIGRKDATQPAPDLTVPEPFDDVTKILARFEDAGKFTPAEVVALLASHT IAAADHVDPTIPGTPFDSTPELFDTQFFT
Tverl VNVQKPFAAKHN---MTAGDFIQLAGAVGFSNCAGAPR-LEYLHGRPPAVAPSPDLLVPEPFDSVTKILARFADAG-FSPDEVVALLASHSVAAADHVDPTIPGTPFDSTASSFDSQVEV
Abis VETLRPFINSHN---ISAGDFIQFATVVGLTNCPGAPR-IPFFLGRPDATAASPDGLVPEPFDSVTKILERFDDAG-FTPTEVVALLASHTVAASDTIEPGLEGVPFDSTPGEFDRQFF T
250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350 360
| | | | | | | | | | | |
Led79 ETLLTGVGFPGTPNNTGEVSSPLPLTV- DFELARDNRTACFWQSMINEESLMASRFQAAMAKMAI IGHNRADLIDCSAVVPTPVPSLG-VPATFPATKSFADVQ-Q
Led82 ETLLTGVGFPGTTNNTGEVSSPLPLTV-: DFELARDPRTACFWQSMINQEALMAARFKAAMAKMAVIGHNANDLVDCSAVVPKPVPALN-KPATFPATKTKADAQ-Q
Pchr3 EVLLKGVGFPGTANNTGEVASPLPLTS- DFALARDERTACIWQGEFVNEQALMAASFKAAMAKLAVLGHDRNTLIDCSDVVPAPKPAVN-KPASFPATTGPQDLE-L
CsubA EVLLKGTGFPGTNNNTGEVASPLPLTS-: DFALARDERTACFWQSFVNEQEFMAQSFKAAMSKLAVLGHSRSSLVDCSDVVPAPKPAVN-KPATFPATTGPDDLE
Pchrl EVLLKGVGFPGSANNTGEVASPLPLGS— DFALAHDPRTACIWQGFVNEQAFMAASFRAAMSKLAVLGHNRNSLIDCSDVVPVPKPATG-QPAMFPASTGPQDLE-L
Psor3 EVLLKGTGFPGLSNNTGEVASPLPVGT- DFALARDERTACFWQSFVNEQEFMSASFKAAMSKLAVLGHNRNTLTDCSEIIPEPLPAVK-KPATFPATTSAKDLO-L
Pchr2 EVLLKGTGFPGSNNNTGEVMSPLPLGS- DFALARDERTACFWQSFVNEQEFMAASFKAAMAKLAILGHSRSSLIDCSDVVPVPKPAVN-KPATFPATKGPKDLDTL
Pchrs EVLLKGTGFPGTANNTGEVASPLPLGS—- DFALARDSRTACIWQSFVNQOEFMAASFKAAMSKLAILGHSRSNLIDCSDVVPVPKPAVN-KPATFPATKGPQDLE-L
Psor2 EVLLKGTGFPGQTNVTGEVASPIPVGS- DFALARDSRTACFWQGFVNEQAFMAASFRAAMAKLAVLGHNRNSLIDCSDVVPQPKPAVN-KPATFPATKGPKDLE-L
Psorl EVLLKGVGFPGAANNTGEVTSPLPTGS— DFALARDSRTACFWQGFVNEQAFMASSFRAAMSKLAVLGHSRSALIDCSDVVPQPKPAVN-KPATFPASTGPQDLE-L
Criv EVLLKGVDFPGTDNNTGEVASPLPKGS----GNDT[FEMRLQ4DFALARDERTACFWQGFVNQOEFMSSSFKAAMSKLAILGHNR-ASLDCSDVVPIPKPAVN-KPASFPATTGPKDLE-L
Csub23 EVLLKGVGFPGTDNNTGEVESPLPLGNNKQGGNETEEMRLOYDFALARDDRTACFWQGFVNEQEYMMS SFKAAMSKLAILGHNRNDLIDCSEVVPTPKPPVG-KPASFPATTGPQDLO-L
Csub25 EVLLKGVGFPGTDNNTGEVASPLPFGDTSTGVNDTEMMRLO4DFALARDERTACFWQSFVDQODLMAQSFQAAFEKLATILGSSAADLVNCSAVVPLSVGPVT-APATFPATTGPQDLO-L
Pradl9 EVLLKGTGFPGLDNNTGEVSSPLPVTD-: GTDVEELRLQ$DFVLARDERTACAWQSFVNEQQAMADAFKEAVKKLAVLGHSRSDLVDCSAVVPVPKPATG-TPATFPASTGPQDLE-L
Prad2 EVLLKGVGFPGLNNNTGEVSSPLPTTD: GTDVEELRLQYDFALARDERTACAWQGEVNEQEAMAIAFKNAVKKLAVLGHNPADLVNCPLSSLYHSPPSA-RRRPFPATTGPQDLE-L
Prad3 EVLLKGKGFPGTGNNTGEVSSPLPLTS GTDVEELRLQYDFALARDERTACTWQSEFVNEQELMANAFKNAVSKLAVLGHNSRDLVDCSAVVPVPKPAVR-TPATFPATTGPQDLE-L
Dsqul EVLLKGTGFPGTDNNTGEVASPIPVTN: GTDVEELRLQYDFGLAHDSRTACFWQGEVNQODFMAQSFKAAMAKLAVLGHNAADLVNCSAVIPTPLPATG-KPATFPATLGPDDLE-L
Dsqu2 EVLLKGVGFPGTGNNTGEVSSPLPVSS GTDVIELRLOQYDFGLAHDERTACFWQGEFVNEQEFMAQSFKAAMAKLAVLGHNADDLVDC SAVVPKPKPATG-KPASFPATKGPKDLE-L
Post ETQLRGTAFPGVGGNQGEVESPLA--- EIRIQYDHDLARDSRTACEWQSFVNNQAKLQSAFKAAMDKLATLGQDRSKLIDCSDVIPVPKPLQS--KAHFPAGLTMNNIEQA
Ppulxxl7 ETQLRGISFPGTGGNHGEVQSPLR: DHLFARDDRTSCEWQSMTNDQQKIQDRFSDTLFKMSMLGONQDAMIDCSDVIPVPAALVT--KPHLPAGKVRTDVEQA
Led09x6 EVQMRGILFPGTGGNQGEVESPVP: DSELARDSRTACDWQSEFANNQAGFQONAFRAAMOKMAI IGHDRDALVDCSDVIPVPKPLPASAGPHLLPDTTHGDIEQA
Prad95 ETQLRGILFPGTGGNQGEVESPLH DSELARDSRTACEWQSEFVNNQAKIQSAFKAAFRKMTILGHSESSLIECSEVIQTPPALEG--NAHLPAGQTMNDIEQA
Tverd ETQLRGTLFPGNGSNQGEVQSPLG: DGLLARDQRTACEWQSEFVNNQAKLQSAFKAAFARMTVLGONTRALIDCSDVVPTPPAPAS--KAHFPAGLSRRDIEQA
Tverl EVLLRGTLFPGTAGNQGESKSALQ--: EIRLOYDNDVARDPRTACEWQSFVGNQAKLQSAFRAAMSKLAILGHNRRDLVDCSEVIPIPPPANT--RAHIPAGLSRRDIEQS
Abis ETMLKGTSFPGTGGNQGEALSPLP- 1GELRLEFDGLLARDERTACDWQLFATDQQKMASAFSDAMVKLSLVGQDKSQLIDCSDVIPRTIPLTN-EPYFPADLTKDDLEQT
370 380 390 400 41
| | | | |

Led79 ACP-SPFPSLTSDRAPRETEIPHCPDNEATCTS--

Led82 ACP-EPFPNLTTDRAPRETEIPHCPDNEATCTS—

Pchr3 SCNTKPFPSLSVDAGAQQTLIPHCSDGDMTCQSVQFNGPA:

CsubA TCTAERFPTLSVDPGAQQTLIPHCSDGDQVCATVQFTGPA-

Pchrl SCPSERFPTLTTQPGASQSLIAHCPDGSMSCPGVQEFNGPA.

Psor3 TCRALRFPTLTTDQGAQQTLIAHCPNGSMNCTSVQFNGPA;

Pchr2 TCKALKFPTLTSDPGATETLIPHCSNGGMSCPGVQFDGPA:

Pchr5 TCTSEKFPTLTTDPGATETLIPHCSNGGMSCPAVQFDGPA-

Psor2 TCN-ARFPTLTTDPGAQETLIPHCSDGGMDCPAVQFDGPA-

Psorl ACTTSKFPTLTTDPGASETLIPHCSDGSMSCPAIQFDGPA:

Criv TCKLERFPTLTVDHGATQTLIPHCSNGGQDCPATQFDGPA;

Csub23 TCKSERFPSLTIDHGAQETLIPHCSNGGQDCPTVQFTGPAGEDDS

Csub25 TCTTETFPSLSIDPGATETLIPHCPDGSEDCPTVQFSGPATDSP-

Pradl9 TCTTVPFPTLSTAPGAQQTLIPHCSDGTMTCNSVQFDGPATNFGGADDS

Prad20 TCTTEKFPTLTTDEGAQETLIPHCSDGSMNCDSVQFDGPATNFGGEGDS

Prad3 TCRTERFPTLSVSRGAQETLIPHCSDGTMNCTSVQFDGPATNLDG-DDS--~—

Dsqul SCTTEPFPSLTTDPGAQETLIPHCSDGSMDCESVQFDGPATNFGGDDDDDDS

Dsqu2 SCTSKKFPTLTTDHGAQETLIPHCSNGSMNCTTVQFDGPATNFDGDDS---~

Post CAS-TPFPALTADPGPVTTVPPVP

Ppul CAT-DAFPALAADPGPVTSVPRVPPA.

Led09 CAT-APFPVLTALPGPATSVAPVP

Prad95 CAT-TPFPSLSADPGPATSVAPVPP:

Tverd CRA-TPFPTLPTDPGPVTTVAPVP

Tverl CRQ-VPFPVLPVDAGPATSVAPVP!

Abis CP--DEFPDYPSNP-SVTSVAPVPT

Figura 3.10: Alineamiento de las 25 proteinas seleccionadas para el estudio. En los recuadros se indican las
zonas conservadas donde se disefiaron los oligonucleotidos.
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Figura 3.11: Arbol de similitud de las secuencias aminoacidicas de las 25 proteinas.

En el arbol de similitud se observan dos grandes clusters que coinciden con los grupos del
alineamiento previo (18 primeras proteinas del alineamiento coinciden con cluster superior del arbol).
Luego se analiz6 la taxonomia de los basidiomycetes cuyas proteinas se utilizan en el disefio,
hallandose que pertenecen a tres Ordenes, dentro de los cuales hay distintas Familias: Orden
Polyporales, Familia Polyporaceae (Dichomitus squalens, Trametes versicolor); Orden Corticiales, Familia
Corticiaceae (Phanerochaete sordida, Phlebia radiata, Phanerochaete chrysosporium, Punctularia
atropurascens) y Orden Agaricales, 3 Familias: Marasmiaceae (Lentinula edodes), Pleurotaceae
(Pleurotus  pulmonarius, Pleurotus ostreatus, Agaricaceae (Agaricus bisporus), Hapalopilaceae
(Ceriporiopsis rivulosa, Ceriporiopsis subvermispora).
Simultaneamente se analizé la relacion filogenética entre las especies de basidiomycetes con el
objetivo de dar mayor peso a aquellas secuencias correspondientes a especies mas proximas a
P atropurpurascens. Se identificaron las secuencias de las regiones ITS (Internal Transcribed Spacer) de
todas las especies a partir de secuencias publicadas en el Gen Bank. No se encontraron las secuencias
correspondientes a Dichomitus squalens y Agaricus bisporus. Con todas las secuencias disponibles y la
correspondiente a P, atropurpurascens, que fuera secuenciada en trabajos previos en nuestro laboratorio
(Mariana Richero, comunicacion personal), se construyd un arbol filogenético (figura 3.12). En este arbol
se observa que C. subvermispora es la especie mas alejada y que P, atropurpurascens forma un cluster
con P chrysosporium, P. sordida, P. radiata, C. rivulosa y T. versicolor. A excepcion de C. rivulosa todos

pertenecen a los Ordenes Polyporales y Corticiales.
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Figura 3.12: Arbol filogenético de las regiones ITS de los hongos seleccionados.

En consecuencia se eligieron dos motivos conservados lo mas alejados posible entre si,
tratando de abarcar la mayor extension de la proteina (265 aminoécidos) considerando las 25 proteinas.
Para ambos motivos se buscaron las correspondientes secuencias nucleotidicas de cada
proteina/organismo. Los oligonucledtidos se disefiaron manteniendo aquellos nucledtidos conservados y
restringiendo las degeneraciones en funcion de la frecuencia de aparicién de las bases y dando mayor

peso al sesgo de uso de codones que muestren los organismos filogenéticamente mas proximos.

Los fragmentos de interés se amplificaron a partir de ADN genémico, mediante PCR
convencional con gradiente de temperatura de annealing 61 - 69°C, rango delimitado por las Tm de los
oligonucledtidos. Los fragmentos obtenidos (750 y 1200 pb, figura 3.13) fueron purificados, clonados en el
vector pCR2.1 (Invitrogen Corp.) y secuenciados a partir de oligonucleotidos del vector (Materiales y
Métodos).

PM s/ 61° 63° 65° 67° 69°

1500+ e

10004 M .
- :l‘

1 L 4]

500- s

Figura 3.13: Amplificacion de mnps en gradiente de temperatura de annealing (°C). PM, marcador

de peso molecular (Promega 1 kb DNA Ladder). Se indican las bandas purificadas.

Se analizé un total de 57 clones; aquellos con inserto de 1200 pb, no presentaron homologia
con genes mnps, en tanto aquellos con inserto de 750 pb, presentaron homologia significativa (29
clones). La secuencia de éstos Ultimos se analizo por homologia entre ellos (alineamiento global Clustal y
local Blast) y con las secuencias del GenBank (NCBI, Blastxt). La disponibilidad de 3 0 mas clones de
cada gen, secuenciados en ambos sentidos, permitié corregir los nucleotidos dudosos (errores puntuales
de amplificacién). Utilizando el programa Vector NTI y basados en las zonas con alta similitud con

proteinas manganeso-peroxidasas (Blastxt NCBI) se identificaron los marcos de lectura y establecieron
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los intrones, deduciendo asi las proteinas codificadas. En funcion las similitudes encontradas, los clones
se organizaron en siete grupos (A, B1, B2, C, D, E y F) cada uno de los cuales representa en principio un
gen. Los genes PatrB1y PatrB2 codifican proteinas que difieren en Uinicamente en dos aminoacidos, pero
muestran diferencias fundamentalmente a nivel de los intrones (figura 3.14). Dado que los genes han sido

clonados parcialmente (200 residuos de proteinas de tamafio de 380 residuos aproximadamente),

podrian encontrarse diferencias fuera de esta zona que conduzcan a definir nuevos genes.

PatrBl
PatrB2

PatrBl
PatrB2

PatrBl
PatrB2

Figura 3.14: Secuencias PatrB1 y PatrB2. a) Alineamiento de secuencias gendémicas. En mindsculas se indica el

PatrBlg --CGTCTTACTTTCCACGACGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGTCCCAAGGCTGGCG 58

PatrB2g TCCGTCTCACCTTCCACGATGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGCCCCAGGGCCGGCG 60
khkkkk kk kkhkhkkhkhkhkhkk hhkhkkhkkhkkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkk *hkkk *xkk *xk*k

PatrBlg GAGGCGCCGACGGATCCATGCTCCTCTTCCCCACCGTCGAGCCCAACTTCGCCGCCAACA 118

PatrB2g GAGGCGCTGACGGATCCATGCTCCTCTTCCCCACCGTCGAGCCCAACTTTGCCGCCAACA 120
khkkhkkkhkk Khkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhkhkhkhkhkkhkhkkhkhkhhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkhkkhkk *hkhkkkkkkhkx

PatrBlg ACGGTATCGACGACAGCGTCAACAACCTTATTCCGTTCCTCGCTCGTCACCCGACGATTA 178

PatrB2g ACGGTATCGACGACAGCGTCAACAACCTTATTCCGTTCCTCGCTCGTCACCCGACGATCA 180

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkk  *

PatrBlg GCGCCGGTGACCTCGTCCAGTTCGCTGGCACCGTCGCGCTCAGCAACTGCCCCGGCGCTC 238
PatrB2g GCGCCGGTGACCTGGTCCAGTTCGCTGGCACCGTCGCGCTTAGCAACTGCCCCGGCGCTC 240

B I R R R R R

PatrBlg CCCAACTTGAGTTCTTGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCGGCAGTCGATGGGCTGA 298
PatrB2g CCCAACTTGAGTTCATGGCCGGACGACCCAACAAGACGATCGCGGCTGTCGACGGTCTGA 300

KAk Kk kK hAhh*h KAhk*k Khkhhk* KhAhkAhkhhhhhhhkhkhdk* *kkk* **% *Fhk*k*

PatrBlg TCCCGGAGCCGCAGGACAGCGTGTCGAAGATCCTCGCGCGTTTCGAGGATGCCGGCAACT 358
PatrB2g TCCCAGAGCCGCAGGACAGCGTGTCAAAGATCCTCGCGCGTTTTGAGGACGCCGGCAACT 360

Khkhkk KKKKKKKKKKKAKKAKKI R KK KhAhAhAhARARAREARE KhAhkx FhA kA kA kKK

PatrBlg TCTCGCCGTTTGAGGTCGTCTCTCTCCTCGCCTCTCATTCGGTTGCTCGCGCCGACAAGG 418
PatrB2g TCTCGCCGTTCGAAGTCGTTTCTCTCCTTGCCTCTCACTCGGTTGCTCGCGCCGACAAGG 420

hkkkkkkkhkk Kk hkkkk hkkkkkkhk khkkkkhkkhk Khkkkkkhkkhkkkkkkkkkkkkkk

PatrBlg TTGACTTGACCATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCGGTCAGTACTTCTGGTCTGTAATCCG 478
PatrB2g TTGACTTGACCATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCCGTGAGCGCATCTGTGCTTTGATC-- 478

hkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkkhkkkkkk KKk ** * ok kokk *k Kk kokk

PatrBlg GCAGAAAACACGACGCTGACTTTGCTTC--TCTTAGACGCCGTTCACCTTCGACACCCAG 536
PatrB2g --ACAAAAGACAATACTCATTGCTCCTCGTTCATAGACGCCGTTCACCTTCGACACTCAG 536
* kkkk kkx Kk * Kk Kk K * kK kk kkkkkkhkhkkkhkkhkkhkkhkkhkkkkk Khkk
PatrBlg GTCTTCCTCGAGGTGCTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGC 596
PatrB2g GTGTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGC 596

B I R R R

PatrBlg GAGGTCACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACCGGCGAGCTGCGCCTGCAG 656
PatrB2g GAGGTCACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACCGGCGAGCTGCGCCTGCAG 656

R R R

PatrBlg -
PatrB2g TA 658
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RLTFHDAIAISQSQGPKAGGGADGSMLLFPTVEPNFAANNGIDDSVNNLIPFLARHPTISAGDLVQFAGTVALSNCPGAPQLEFLAGRPN
RLTFHDAIAISQSQGPRAGGGADGSMLLEFPTVEPNFAANNGIDDSVNNLIPFLARHPTISAGDLVQFAGTVALSNCPGAPQLEFMAGRPN
KK KK KKK KKk Kk K K Kk g Kk Kk Kk Rk ok Kk K K Kk Kk K Kk Kk Rk R Kk Kk Kk Rk K Rk Rk Rk ok Rk Kk Kk kK kK kA kR Rk Ak Kk ok ok k Kk K Kk Kk K
100 110 120 130 140 150 160 170 180
| | | | | | | |
KTIAAVDGLIPEPQDSVSKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPEFDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGEFPGSGNNTGE
KTIAAVDGLIPEPQDSVSKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPFDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGEFPGSGNNTGE
ok ko ok ok Kk k kK Kk ok kK ok ok kK ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok ok k ok ok k ok ok ok ok ok ok kK ok ok kK ok ok kK ok ok ok Kk ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok ok k ok ok k ok Kk ok ok
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|
VTSPLPVSSGNDTGELRLQ
VTSPLPFSSGNDTGELRLQ

Xk ok ok kok  kkokkokkokkokkokk

intrén. b) Alineamiento de péptidos deducidos.
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La identidad entre los péptidos deducidos es alta, exceptuando a PatrD y PatrE. Se verifica
ademas que las proteinas PatrA, PatrC y PatrE, estan préximas (identidad 73,2%, similaridad 12,4%) y
en el arbol de similitud se las puede apreciar en un cluster junto a las proteinas PatrB1, PatrB2, PatrF y
las MnPs de P.chrysosporium. Solo la proteina PatrD de P.atropurpurascens, esta alejada y agrupada
con aquella proteinas del alineamiento inicial (figura 3.10) que presentaban mayores variaciones en los

motivos conservados (tabla 3.3, figura 3.15).

PatrB1 PatrB2 PatrC PatrD PatrE PatrE

Id(%) Sim(%) 1d(%) Sim(%) Id(%) Sim(%) Id(%) Sim(%) Id(%) Sim(%) Id(%) Sim (%)
PatrA 88,9 7,0 87,9 8,0 85,4 71 59,1 1572 798 91 879 7,0
PatrB1 98,5 1,0 88,4 5,0 59,8 14,6 76,7 111 9,5 7,0
PatrB2 874 6,0 59,8 14,6 75,4 12,1 915 6,0
PatrC 77,8 10,6 849 70
PatrD 550 187 60,3 14,6
PatrE 764 112

Tabla 3.3: Porcentaje de identidad y similaridad entre los péptidos deducidos.

a) 10 20 30 40 50 60 70 80 90

I | | I | | | | |
PatrC RLTFHDAIAISQSQGAKAGGGADGSMLLEPTVEPNFVANNGIDDSVNNLIPFLSRHNVTAGDLVQFAGAVALSNCPGAPQLQFLAGRPNA
PatrA RLTFHDAIAISQSQGRKAGGGADGSMLLEFPTVEPNFHANDGIDDSVNNLIPLLAKHPVSAGDLVQFAGAVALSNCPGAPRLEFLAGRPNH
PatrE RLTFHDAIGVSQKLGPKAGTGADGSVLLEPNVEPEFFANDGISDSVNNLLPFLQRH-KSAGDLVQFAGAVALTNCPGAPRVPFLAGRPNA

KKKKKKKK KK K KKK AKKKK e KKKK KAk ek Khkekk KAKKKK ek ok o+ K ckk Kk KAk A hkAhAhK e khhhhkh oo KARkAhKK

100 110 120 130 140 150 160 170 180
| | | | | | | | |
PatrC TAPAIDGLIPEPQDSVDKILDRFADAGNFSPFEVISLLASHSVARADKVDLTIDAAPFDTTPFTEDTQVFLEVLLTGTGFPGTGSNTGEV
PatrA TIAAVEGLIPEPQDSVTKILERFKDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDETIDAAPFDSTPFTEDTQIFLEVLLKGTGEFPGASNVTGEV
PatrE THPSIEGLVPEPQDSVDTILERFKDAGNEFSPFEVISLLSSHSIARADKVDLTIDAAPFDSTPFVMDTQIFLEVLLKGTGEFPGAG-ASAAV
K ra kK kKK KAKK Kk akk KAKKKAKKAK KK g KKK s KK KRKKK KRR KR KKK g hkk s hhhk g hkkkkk Kkkkxk, LK
190
I

PatrC ESPLPLSSGNDTGELRLQ

PatrA SSPLPLGSGNDTGELRLQ

PatrE ASPLPVGSGNDTGELRLQ

Kk kk o kkkokkokkokkokKk

b) 10 20 30 40 50 60 70 80 90
! ! ! | | | | | |

PatrBl RLTFHDAIAISQSQGPKAGGGADGSMLLFPTVEPNFAANNGIDDSVNNLIPFLARHPTISAGDLVQFAGTVALSNCPGAPQLEFLAGRPN

PatrB2 RLTFHDAIAISQSQGPRAGGGADGSMLLFPTVEPNFAANNGIDDSVNNLIPFLARHPTISAGDLVQFAGTVALSNCPGAPQLEFMAGRPN

PatrF RLTFHDATATISQSQGPRAGGGADGSMLLFPTVEPNFAANNGIDDSVNNLIPFLSKHPTISAGDLVQFAGAVALTNCPGAPRLEFMAGRPN
PatrA RLTFHDAIAISQSQGRKAGGGADGSMLLFPTVEPNFHANDGIDDSVNNLIPLLAKHP-VSAGDLVQFAGAVALSNCPGAPRLEFLAGRPN
PatrE RLTFHDAIGVSQKLGPKAGTGADGSVLLEFPNVEPEFFANDGISDSVNNLLPFLQRH--KSAGDLVQFAGAVALTNCPGAPRVPFLAGRPN
PatrD RLTFHDAIGISQSKD--IGGGADGSMIIFSDIETNFHANGGIDDIVDAQSPFVAKHN-ITAGDFIQFAGAIGVSNCPGAPRLDFFLGRPE
Kokokkk ok KKk e kK K okkkkkesak | koK KKk KK K Kk Koo ook Skk ks kkkk s . sakkkkAKke: ke KKk

100 110 120 130 140 150 160 170 180

| | | | | | | | |
PatrBl KTIAAVDGLIPEPQDSVSKILARFEDAGNEFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPFDSTPFTEFDTQVFLEVLLKGTGFPGSGNNTGE
PatrB2 KTIAAVDGLIPEPQDSVSKILARFEDAGNEFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPFDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGFPGSGNNTGE
PatrF HTIAAVDGLIPEPQDSVDKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDETVDAAPFDSTPFVMDTQVFLEVLLKGTGFPGTPNNTGE
PatrA HTIAAVEGLIPEPQDSVTKILERFKDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDETIDAAPFDSTPFTFDTQIFLEVLLKGTGFPGASNVTGE
PatrE ATHPSIEGLVPEPQDSVDTILERFKDAGNFSPFEVISLLSSHSIARADKVDLTIDAAPFDSTPFVMDTQIFLEVLLKGTGFPGAG-ASAA
PatrD ATKPAADLTVPEPFDTVDSILARFADAGAFTPAEVVALLASHTIAAADHVDPSIPGTPEFDSTPGVFDTQFFVETQLRGTLEPGTGGNQGE

* Lt . :*** *:* .** * Kk Kk kk *:* **::**:**::* **:** B .:****** .:***.*:*. *:** ***: .
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Figura 3.15 Comparacion de péptidos deducidos de P. atropurpurascens. a) Alineamiento PatrA, PatrC y
PatrE. b) Alineamiento de todas.
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Figura 3.16: Arbol de similitud entre las 25 proteinas y los 7 péptidos deducidos de P.atropurpurascens.

La estructura molecular de las manganeso peroxidasas presenta motivos y residuos
conservados que forman su sitio activo, el sitio de unién al Mn2*, los sitios de unién a dos iones Ca?*, un
grupo hemo y cinco puentes disulfuro que han sido confirmados por estudios cristalograficos,
mutagénicos, biofisicos y cinéticos (Sundaramoorthy et al., 1994, 2005, 2010).Como forma de confirmar
que los péptidos deducidos de P. atropurpurascens tiene las caracteristicas de la familia de proteinas
manganeso peroxidasas, se buscaron los residuos conservados que deben estar en la zona clonada
(figura 3.17).

El grupo hemo, [DE]-[IV]-V-[SAW]-L-L-[VSAG]-[SA]-H-[ST]-[IV], se encuentra perfectamente
conservado en todos los péptidos de P.atropurpurascens.

El sitio activo consenso esta integrado por [SGATV]-H-x2-[LIVMA]-R-[LIVMA]-x-[FW]-H-D-[SAC],
dentro del cual la secuencia Arg78-x3-His® ha sido confirmada por cristalografia de MnP1 de P.
chrysosporium, asi como los residuos adicionales Asn'®, His?'s, Phe23 y Asp?9, Este motivo esta
perfectamente conservado en todos los péptidos (R-[LA]-x-F-H-D-A, Asn''®, His2'6, Phe23), con excepcion
de los primeros cinco residuos amino terminales ([SGATV]-H-x2-[LIVMA]) y la Asp%° que no pueden

verificarse por estar fuera de la zona clonada.

El sitio de unién al Mn2*, contiene Glu”'-x3-Glu, Arg?0-x-Asp?22, La secuencia clonada no
abarca los residuos Glu™-x3-Glu™. El motivo Arg?0-x-Asp?? estd conservado en la mayoria de las
proteinas analizadas incluyendo seis péptidos de P.atropurpurascens. El péptido PatrD junto con las
proteinas Post, Tver1, Tver4, Abis, Ppul, Prad95 y Led09 presentan el motivo es Ala?0-x-Asp?2,

Las peroxidasas presentan cuatro puentes disulfuro caracteristicos: Cys3-Cys?0, Cys89-Cys'%,

Cys*-Cys336, Cys330- Cys%8 y |as proteinas MnP presentan uno adicional Cys3%-Cys®¥, no esta presente
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en las LiP. La regién clonada contiene unicamente el residuo Cys'® presente en todas las proteinas
analizadas incluyendo las correspondientes a P.atropurpurascens.

El motivo de unién al Ca?* (Asp2, Trp30') esta fuera de zona disponible.

10 20 30 40 50 60 70
|
Pchrl MAFKS--LIAFVALAAAV----RAAPT------- AVCPDG-TRVSHAACCAFIPLAQDLQETIFQN-ECGEDAHEVI
80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180
| | | | | | | | | |

PatrBl IAISQSQGPK***AGGGADGSMLLFPTVEPIFAAINGIDDSVNNLIPFLARHP‘*T*ISAGDLVQFAGTVALSNCPGAPQ*LEFLAGRPI IIAAVDGLI
PatrB2 IAISQSQGPR- AGGGADGSMLLFPTVEPIFAAINGIDDSVNNLIPFLARHP—T—ISAGDLVQFAGTVALSNCPGAPQ—LEFMAGRPIKIIAAVDGLI
PatrA IAISQSQGRK---AGGGADGSMLLFPTVE HAIDGIDDSVNNLIPLLAKHP** —VSAGDLVQFAGAVALSNCPGAPR-LEFLAGR IAAVEGLI
Pchrl AINGIDDSVNNLIPFMQKHN‘*T*ISAADLVQFAGAVALSNCPGAPR*LEFLAGR IAAVDGLI
Psor2 AGGGADGSMLLFPTIEPIFGAINGI DDSVNNLIPFMQKHN—T-T SAGDLVQFAGAVALANCPGAPR—LEFLAGRPIKIIA}\VDGLI
PatrF IAISQSQGPR***AGGGADGSMLLFPTVEPIFAAINGIDDSVNNLIPFLSKHP‘*T*ISAGDLVQFAGAVALTNCPGAPR*LEFMAGRPI HTIAAVDGLI
Csub25 IAISQSLGPS———AGTGADGSMLLFPLVEPEFAASNGIDDSVNNLIPFLSSHP‘*N—ISAGDLVQFAGAVALTNCPGAPR—VNFLAGRKIAVAPAIDGLI
PatrE AGTGADGSVLLFPNVEPEFFAIDGI SDSVNNLLPFLQRHK —SAGDLVQFAGAVALTNCPGAPR—VPFLAGRP.AIHPS IEGLV
PatrC IAISQSQGAK———AGGGADGSMLLFPTVEPIFVAINGIDDSVNNLIPFLSRHN—— VTAGDLVQFAGAVALSNCPGAPQ—LQFLAGRP.AIAPAIDGLI
Csub23 IAISQSQGPS———AGGGADGSMLIFPTVEPFFHA.AGIDDSVNNLIPFLDKFP‘*T—ITAGDLIQFAGTVALSNCPGAPQ—LEFLAGRPIA.TAPAVDGLI
Pradl9 TAISQSMGPS- AGGGADGSMLIFPTVEPAFFPILGIADSVNNLIPFLSQFP—T—ISAGDLVQFAGAVAISNCPGAPQ—LEFLAGRS.AIAPAIDGLI
Prad2 ISISRTRGPS———AGGGADGSMLIFPTVEPAFFAILGIADSVNNLIPFLSQFP—T—ISTGDLVQFAGAVAISNCPGAPR—LEFLAGRP.AIAPAIDGLI
Prad3 VAISRSKGPS———AGGGADGSMLIFPTVEPAFSA.LGISDSVNNLIPFLSKFP‘*K—ISAGDLVQFAGAVALSNCPGAPR—LEFLAGRPIA.APAIEGLI
Dsqul TAISQSLGPS- AGGGADGSMLLFPTVEPAFFAILGIADSVNNLIPFMSQFP—N—ISPGDLVQFAGAVAITNCPGAPQ—LEFLAGRPIG.APAIDGLI
Dsqu2 IAISRSKGPS———AGGGADGSMLIFPTVEPAFFAILGIADSVNNLIPFLSQFP—K—ISAGDLVQFAGAVAVGNCPGAPQ—LEFRAGRP.AIAPAIEGLI
Post GGGGADGSIVTFDEIETAFHA.GGIDDIVDAQKPFIARHNISA* —GDFIQFAGAVGVSNCPGAPR—LNFLLGRPPA.AASPNGLI
Tverl IGFSPALTRQHKFGGGGADGS IMTFDTIETAFHAIGGI DDIVNVQKPFAAKHNMTA GDFIQLAGAVGFSNCAGAPR-LEYLHGRPPAVAPSPDLLV
Tverd IGISPATIAKTGVFGGGGADGS IAIFADIETIFHAINGVDEI IGEQAPFIARHNLTT
Abis IGFSRAA- GGGGADGSLVTFGDVETTFAA.AGIDEIVETLRPFINSHNISA
Ppul IGFSPSRG: VMGGADGSVITFSDTEVIFPAILGIDEIVEAEKPFLARHNISA
PatrD IGISQSKD: IGGGADGSMIIFSDIETIFHAIGGIDDIVDAQSPFVAKHNITA
Prad95 IGISPTIASTGVFGGGGADGSIAIFAEIETIFHA.NGVDEIIGEQAPFIQMTNMTT
Led09 IGFSPTK

190 200 210 220 230 240 250 260 270 280

| | |

PatrB1l PEPQDSVSKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPIDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGFPGSG-GEVTSPLPVSSG—
PatrB2 PEPQDSVSKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDLTIDAAPIDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGFPGSG-GEVTSPLPFSSG—
PatrA PEPQDSVTKILERFKDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDETIDAAPEDSTPFTFDTQIFLEVLLKGTGFPGASNVTGEVSSPLPLGSG—
Pchrl PEPQDSVTKILQRFEDAGGFTPFEVVSLLASHSVARADKVDQTIDAAPIDSTPFTFDTQVFLEVLLKGVGFPGSA-GEVASPLPLGSG—
Psor2 PEPQDSVTKILQRFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVIAAADKVDETIDAAPFDSTPFTFDTQVFLEVLLKGTGFPGQTNVTGEVASPIPVGSG
PatrF PEPQDSVDKILARFEDAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDETVDAAPIDSTPFVMDTQVFLEVLLKGTGFPGTP-GEVASPLSLTSG—
Csub25 PEPQDNVTSILARFADAGNFSPFEVVSLLASHSVARADKVDPTLDAAF STPFTFDTQVFLEVLLKGVGFPGTD-GEVASPLPFGDTSTGV’NDTGMMRLQ
PatrE PEPQDSVDTILERFKDAGNFSPFEVISLLSSHSIARADKVDLTIDAAPIDSTPFVMDTQIFLEVLLKGTGFPGAG—ASAAVASPLPVGSG— NDTGELRLQ
PatrC PEPQDSVDKILDRFADAGNFSPFEVISLLASHSVARADKVDLTIDAAPEDTTPFTFDTQVFLEVLLTGTGFPGTGSNTGEVESPLPLSSG— NDTGELRLQ
Csub23 PEPQDNVTHILERFADAGGFTPFEVVSLLASHTVARADKVDLT I DAAPIDSTPFTFDTQ IFLEVLLKGVGFPGT D-GEVESPLPLGNNKQGGNETGEMRLQ
Pradl9 PEPQDDVTKILARFADAGNFTPDEVVALLASHSIARADHVDPTLDAAPIDSTPFDFDTQVFLEVLLKGTGFPGLD-GEVSSPLPVTDG— TDVGELRLQ
Prad2 TDVGELRLQ
Prad3 PEPQDSVTSILERFEDAGGFTPAEVVALLASHTIARADHVDETLDAAPIDTTPFTFDTQIFLEVLLKGKGFPGTG-GEVSSPLPLTSG— TDVGELRLQ
Dsqul PEPQDSIDDILARFDDAGGFTPFEVVSLLASHTVARADHVDPTLDAAPIDSTPFTFDTQIFLEVLLKGTGFPGTD-GEVASPIPVTNG— TDVGELRLQ
Dsqu2 STPFTFDTQIFLEVLLKGVGFPGTG-GEVSSPLPVSSG— TDVGELRLQ
Post PEPFDTVTDILARMGDAG—FSPEEVVALLASHSVAAADHVDETIPGTPIDSTPGEFDSQFFIETQLRGTAFPGVGGNQGEVESPLA— GEIRIQ
Tverl GEIRLQ
Tverd GELRLQ
Abis GELRLE
Ppul GEMRLQ
PatrD GELRLQ
Prad95 PEPFDTVDSILARFADAGGFSSAEVVALLASHTIAAADHVDPSIPGTPIDSTPEIFDTQFFIETQLRGILFPGTGGNQGEVESPLH— GEIRLQ
Led09 PEPFDTVDSILARFSEAG—FNASEVVALLGSHTVAAADTIDTTIPGTPIDSTPGLFDTQVFIEVQMRGILFPGTGGNQGEVESPVP— GEIRLQ

290 300 310 320 330 340 350 360 370 380 390
| | | | | | |
Pchrl SDFALAHDPRTACIWQGFVNEQAFMAASFRAAMSKLAVLGHNRNSLIDCSDVVPVPKPATGQPA-MFPASTGPQDLE-LSCPSERFPTLTTQPGASQSLIAHC
400
|
Pchrl PDGSMSCPGVQFNGPA

Figura 3.17. Motivos conservados en proteinas MnP y relacionados con la estructuray la funcién.

Alineamiento global de 25 secuencias MnP de diversos Basidiomycetes y péptidos deducidos de P.
atropurpurascens. Las regiones amino terminal (1-78) y Carboxi-terminal (288-406) estan representadas
Unicamente por Pchrl (MnP1 de P. chrysosporium). La region central (79-287) incluye las proteinas con
variaciones en los residuos de interés, se eliminaron las secuencias Led79, Led82, Psorl, Psor3, Criv,
Pchr2, Pchr3, Pchr5 y CsubA por presentar los mismos aminoacidos en estudio que la correspondiente a
Pchrl. Numeracion correspondiente al alineamiento.

sitio de union al Mn*[0] puentes disulfuro[C] sitio activolEH sitio de union al Ca2* == sitios de glicosidaciorilll grupo hemo [

Finalmente los sitios de glicosidacion, tienen el motivo Asn- x-Ser/Thr; en la secuencia de MnP1
de P. chrysosporium se encuentran en las posiciones Asn’, Asn'3! y Asn2'”. Se observa que el motivo

Asn’8-x-Ser’®, (nicamente esta presente en las proteinas de P. chrysosporium; los dos restantes (Asn'7-
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x- Thr'76 y Asn60-x-Thr262) estan presentes en la mayoria de las proteinas incluyendo seis péptidos de P
atropurpurascens, pero estos motivos se pierden en el péptido PatrD y en las proteinas Post, Tver1,
Tverd, Abis, Ppul, Prad95 y Led09.

Teniendo en cuenta que este analisis corresponde a las proteinas parciales, se puede concluir
que en principio, los péptidos PatrA, PatrB1, PatrB2, PatrC, PatrE y PatrF tienen estructura
correspondiente a proteinas MnP tipicas ya que ademas de la alta similaridad, tienen todos los residuos
relevantes para su funcién absolutamente conservados; incluye parte del sitio activo y de unién a Mn, la
unica Cys de los puentes disulfuros que esta dentro de secuencia clonada y dos motivos de glicosidacion.
En cambio, PatrD forma un grupo con las proteinas Post, Tver1, Tver4, Abis, Ppul, Prad95 y Led09, que si
bien comparte con las anteriores el sitio activo y la Cys', se diferencia en que no presenta motivos de
glicosidacion y en que en el sitio de union Mn el residuo Arg?2 est4 sustituido por una alanina. Todas las
proteinas de este Ultimo grupo, que contiene los residuos caracteristicos del sitio activo pero sustituyen
Arg?0 por Ala se conocen como MnPs no tipicas (Ruiz-Duefias et al, 2009).

Se concluye que este organismo cuenta con por lo menos 7 posibles proteinas MnP, dos de ellas

practicamente idénticas y una perteneceria al grupo de las no tipicas.

3.1.2.2 Diseiio de oligonucleétidos para cuantificacion de genes mnp.

Las diferencias encontradas entre las secuencias codificantes de los genes mnpA, mnpB, mnpD'y
mnpF, permiti6 disefiar un par de oligonucleétidos especifico para cada una. Los oligonucledtidos B
amplifican ambos genes mnpB1'y mnpB2 ya que las diferencias entre ambos no son suficientes para
disefar oligonucleotidos especificos para uno y otro. Por las mismas razones, los oligonucledtidos A
abarcan los genes mnpA, mnpC y mnpE. Al igual que para P. chrysosporium los oligonucledtidos fueron
disefiados manualmente, buscando evitar la amplificacién cruzada entre los grupos antes descritos y en
el caso del grupo mnpACE buscando ademas que las diferencias no marquen un sesgo en la

amplificacion (figura 3.18).

TCCGTCTCACCTTCCACGATGCCATCGCCATATCCCAAAGTCAGGGTCGCAAAGCgEatgttgctttcectttttttacagtggtgcacggaaactgatect
R L T F H D A I A I S Q S Q G R K

cttctctafagGGGCGGAGGCGCTGATGGCTCGATGCTGCTATTCCCCACCGTCGAGCCTAACTTCCACGCAAACGACGGCATCGACGACTCGGTGAATA
G 6 A DG S ML L F P TV EPNF HANDGTI D D S V N

ACCTCATCCCCCTCCTCGCTAAGCATCCTGTGAGCGCCGGCGATCTCGTCCAGTTCGCCGGCGCAGTCGCACTCAGCAACTGCCCCGGTGCCCCTCGCCT
N L I P L L A K H PV S A G DL V QF AGA AUV AL S NC P G A P R

CGAGTTCTTGGCGGGTCGGCCAAATCACACTATTGCGGCCGTCGAAGGACTCATCCCAGAGCCACAAGACAGCGTCACAAAGATCCTTGAGCGGTTCAAG
E F L A G R PN H T I A AV E G L I P E P QD S V T K I L E R F K
mnp A £ > mnp A r
GACGCCGGCAACTTCTCGCCCTTCGAGGTCGTCTCCCTCCTTGCGTCGCACAGCGTCGCCCGCGCAGACAAGGTGGACGAGACGATCGACGCGGCTCCTT
D A G N F S P F E V V S L L A S HS V A RA DKV D E T I D A A P

TCGATTCGACACCATTCACGTTCGATACCCAGATCTTCCTGGAGGTGCTGCTGAAAGGAACCGGGTTCCCCGGCGCGTCGAACGTTACGGGGGAAGTGTC
rFD S T P F T F DT (Q I F L E V L L K G T G F P G A s N V T G E V S

GTCTCCTTTGCCACTGGGAAGCGGGAACGACACGGGCGAGCTGCGCCTGCAGTA
s p L P L G S G N D T G E L R L Q
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TCCGTCTTACTTTCCACGACGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGTCCCAAGGCTGGCGGAGGCGCCGACGGATCCATGCTCCTCTTCCCCACCGTCGA

R L T F HDATI ATI S Q S Q G P kK A GG GAD G s ML L F P T V E

GCCCAACTTCGCCGCCAACAACGGTATCGACGACAGCGTCAACAACCTTATTCCGTTCCTCGCTCGTCACCCGACGATTAGCGCCGGTGACCTCGTCCAG

P N F A ANNGTI DD SV NNTLI P F L A RHUP T I S A G D L V Q

TTCGCTGGCACCGTCGCGCTCAGCAACTGCCCCGGCGCTCCCCAACTTGAGTTCTTGGCTGGACGGCCCAACAAGACGATCGCGGCAGTCGATGGGCTGA

F A G T VAL S NC?PGAU®PIOQULE FLAGI RUPNIE KTTIAA AUV D G L
mnp Bl2 f mnp Bl2 r

TCCCGGAGCCGCAGGACAGCGTGTCGAAGg CCTCGCGCGTTTCGAGGATGCCGGCAACTTCTCGCCGTTTGAGGTCGTCTCTCTCCTCGCCTCTCATTC
I P E P QDS VS K I LARVFEIDA ASGNZ F S P FEV Vs L L A S H S

GGTTGCTCGCGCCGACAAGGTTGACTTGACCATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCCgEeagEact tetggtctgtaateccggecagaaaacacgacgctgac
V AR A DKV DTULTTI DA AA ATZPF D S

tttgcttctct-ACGCCGTTCACCTTCGACACCCAGGTCTTCCTCGAGGTGCTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGA

T p F T F D T Q V F L E V L L K G T G F P G S G N N T G E

GGTCACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACCGGCGAGCTGCGCCTGCAGTA

v T s p L P V S S G N D T G E L R L Q

TCCGTCTCACCTTCCACGATGCCATCGCCATCTCCCAGAGCCAGGGCCCCAGGGCCGGCGGAGGCGCTGACGGATCCATGCTCCTCTTCCCCACCGTCGA
R L T F H DA I ATI S Q S Q G P RAGGGAD G S ML L F P T V E

GCCCAACTTTGCCGCCAACAACGGTATCGACGACAGCGTCAACAACCTTATTCCGTTCCTCGCTCGTCACCCGACGATCAGCGCCGGTGACCTGGTCCAG
P N F A ANNSGTIDUDS VNNTLTI?PVF L AURHU®PT I S A G D L V Q

TTCGCTGGCACCGTCGCGCTTAGCAACTGCCCCGGCGCTCCCCAACTTGAGTTCATGGCCGGACGACCCAACAAGACGATCGCGGCTGTCGACGGTCTGA
¥F A G T V AL S N C P GA P QL E F M A GUR P NK T I A A V D G L
mnp Bl12 f mnp Bl2 r
TCCCAGAGCCGCAGGACAGCGTGTCAAAGAT! CTCGCGCGTTTTGAGGACGCCGGCAACTTCTCGCCGTTCGAAGTCGTTTCT! TCCTTGCCTCTCACTC
I p E P Q D SsSs Vs K I L A RF ED ASGNUF s P F EVV S L L A S H S

GGTTGCTCGCGCCGACAAGGTTGACTTGACCATCGACGCTGCTCCCTTCGACTCCgtgagecgcatctgtgectttgatcacaaaagacaatactcattget
vV AR A D K V D L T I D A A P F D S

cctcgttca-ACGCCGTTCACCTTCGACACTCAGGTGTTCCTCGAGGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTCCCCGGCTCGGGCAACAACACCGGCGAGG
T P F T F D T Q V F L E V L L K G T G F P G S G N N T G E

TCACCTCCCCTCTCCCCGTCAGCAGCGGCAACGACACCGGCGAGCTGCGCCTGCAGTA
v T s p L PV S S G N D T G E L R L Q

TCCGTCTTACTTTCCACGACGCCATTGCTATCAGCCAAAGCCAAGGTGCCAAGGCHE@agEgatattttttacgecgctacatgegeattgtetgacaca
R L. T ¥F H D A I A I S 0 S QO G A K A

101 cccaa-TGGCGGCGGAGCCGACGGTTCGATGCTCTTGTTCCCGACAGTTGAGCCCAACTTCGTGGCCAACAACGGTATCGACGACAGCGTGA}\CAACT

s 6 ¢ A DG S ML L F P TV E P N F V ANNG I DD S V N N

201 TGATCCCCTTCCTCTCGAGGCACAACGTCACCGCAGGCGATCTTGTCCAGTTCGCCGGCGCAGTCGCCCTCAGCAACCGTCCGGGTGCACCACAGCTTCA

LI P F L S R H NV TAGD L V QFAGA AV AL S NIR P G A P Q L Q

301 GTTCCTTGCGGGCCGCCCCAATGCCACCGCTCCCGCCATTGATGGCCTCATCCCCGAGCCTCAGGACAGCGTCGACAAGATCCTCGACCGTTTCGCGGAT

F L A G R P N A T A P A I D G L I P E P Q D S V D K I L DR F A D
mnp C f

! mnp C r
401 GCCGGCAACTTCTCGCCTTTCGAGGTTATCTCGCTCCTGGCCTCGCACAGCGTTGCTCGTGCGGACAAGGTCGACCTGACCATTGACGCCGCCCCCTTCG

A G N F S P F E V I §$ L L A S H S VAR ADI KV DL T I D A A P F

501 ACACCGEEEGEcyttcaaacatatacctacacatgcattgactcacaatttatctctctctg@@gACACCCTTCACCTTCGACACCCAGGTGTTCCTCGA

D T T p F T F D T Q V F L E

601 GGTGCTGCTCACCGGTACCGGTTTCCCAGGAACCGGCAGCAACACCGGTGAGGTCGAGTCACCCCTGCCGCTCTCCAGCGGCAACGACACCGGCGAGCTG

v L L T G T G F P G T G s N T G E V E S P L P L S s G N D T G E L

701 CGCCTCCAGTA

e)
1

R L Q

TCCGTCTCACCTTCCACGATGCCATCGGTATCTCCCAGTCTAAGGA-cttcattacgttcaatagcttgatgatgcttatcagattgtcaa.T

R L T F H D A I G I S Q S K D

101 ATTGGCGGTGGTGCCGACGGGTCTATGATTATCTTTTCAGATATCGAGACTAACTTCCATGCGAACG-CgttCtatattggtggttattgatttg

G G A D G S M I I F s DI E TN F HA N G

201 actgatcttcctg.GTGGTATTGACGACATCGTCGACGCCCAGTCGCCCTTCGTCGCCAAGCACAACATCACGGCCGGCGACTTCATACAATTCGCAG

G 1 p DI VD ASOQSPVF VA KHNTITAGUDU F I Q F A
mnp D £

301 GCGCTATTGGCGTCTCCAACTGCCCCGGCGCTCCGCGCCTCGACTTTTTCCTTGGTCGCCCGGAGGCCACCAAGCCCGCCGCCGATCTGACCGTCCCGGA
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G A I GV s NC&PGAU?PIRULDU FF L G R P EATI K P AAUDTIL T V P E

P mnp D r
401 GCCCTTCG‘ACACTGTGGACTCCATCCTGGCCCGCTTCGCCGACGCAGGTGCCTTCACTCCCGCCGAGGTTGTCGCTCTCCTCGCGTCGCATACCATTGCG
p r* DT VD s I L A RVFADA ASGA AU FTPAUEV VAL L A S H T I A
501 GCTGCAGACCACGTCGACCCTAGCATTCCCGGCACGCCATTCGATTCTACCCCTGGCGTGTTCGACACCCAATTCTTCGTCGAGACCCAGCTCCGCGGCA
A A DHV D P S I P G TP F D s TP GV F DT QF F V E T Q L R G
601 CGCTGTTCCCCGGCACCGGCGGGAACCAGGGCGAGGTCGAGTCCCCCTTGCATGGCGAGCTGCGTCTCCAGTA
T L. ¥ P G T G G N Q G E V E S P L H G E L R L Q

f)

1 TCCGTCTCACCTTCCACGACGCCATCGGAGTCAGCCAGAZ—\GCTCGGCCCCAAGGC-atccttcatgatgatgtttactcgaagccagcgtctgac
R L T F H D A I G V S Q K L G PK A

101 tcCaagtta.CGGCACCGGTGCTGACGGCTCCGTCCTGCTCTTCCCCAACGTCGAGCCCGAGTTCTTCGCCAACGACGGTATCTCCGACAGTGTCAAC
s 6 T A D G SV L L F PV E P EF F ANDG I S D S V N

201 AACCTGCTGCCGTTCCTGCAGAGGCACARAGTCTCCGCTGGCGACCTCGTTCAGTTCGCCGGTGCCGTCGCCCTGACCAACTGCCCCGGTGCCCCCCGCG
N L L P F L Q R H K V S A G DL VQF AGAUV AL TNTCU?P G A P R

301 TCCCATTCCTGGCCGGTCGCCCCAACGCGACCCACCCGTCCATCGAGGGTCTTGTCCCCGAGCCGCAGGACAGCGTCGACACCATTCTCGAGCGCTTCAA
p F L A G R PNATHUP S I E G LV P E P QD S V D T I L E R F K
mnp_E_f mnp_E_r

»
401 GGACGCCGGCAACTTCTCGCCCTTCGAGGTCATCTCCCTCCTGTC(ﬁCGCACAGTATCGCTCGCGCGGACAAGGTTGACCTCACCAT!;GACGCCGCTCCC
Db AGNF s p F E VI s L L s s S I A RA DK VDL T I DA A PF

501 TTCGACTCG_tctcaaactcgtacttcctgttacctgtcactcatccgatgtgcgg.ACCCCCTTCGTGATGGACACCCAGATCTTCCTCGAG
F D S T p F Vv M D T Q I F L E
601 GTCTTGCTCAAGGGCACTGGCTTCCCCGGCGCTGGTGCCAGCGCCGCCCAGGTCGCCTCTCCCCTCCCCGTCGGCAGCGGCAACGACACCGGCGAGCTGC

v L L. KX 6 T GGF P G A GA S A A Q V A S P L P V G S G N D T G E L

701 GTCTGCAGT
R L Q

9)
1 TCCGTCTTACTTTCCACGACGCCATTGCTATCAGTCAGAGTCAAGGTCCCAGAGCHRAEgECttttgegtccactatecattetatcatacteatacget
R L T F H D A I A I S © S Q G P R A
mnp F r o
101  tcgcagAGGTGGCGGCGCTGACGGCTCCATGCTCCTGTTCCCGACTGTCGAGCCCAACTTCGCTGCGAACAACGGCATCGACGACTCCGTCAALAACCTG
G 6 G A DG S ML L F P TV E PN F AANNTGTI DD S V N N L

201 ATCCCGTTCCTTTCCAAGCACCCCACGATCAGCGCCGGCGATCTTGTTCAGTTCGCAGGCGCGGTCGCGCTCACCAACTGCCCCGGCGCGCCCAGACTCG
I p ¥F L S K H P T I S A G DLV Q F A GAV A L TN C P G A P R L

301 AGTTCATGGCGGGCCGCCCCAACCACACGATCGCCGCCGTCGACGGCCTCATTCCCGAGCCGCAGGACAGCGTCGACARAATCCTGGCCCGATTCGAGGA
E F MAGRPNHTTI A AV D GUL I P E?P QDS V DK I L AR F E D

401 CGCCGGCAACTTCTCGCCCTTCGAGGTTGTCTCGCTCCTCGCCTCGCACAGCGTCGCCCGCGCTGACAAGGTCGACGAAACCGTCGATGCCGCGCCGTTC
A G N F S P F E V VS L L ASH SV AR ADI KV D E TV DA A P F

501 GACTCTgEaagdtacccgtgcacttctgecagtatcaatactgactatectetteccttet cB@GACGCCCTTCGTCATGGACACCCAGGTCTTCCTCGA
D s T P FV MDTQV F L E

601 GGTCCTCCTCAAGGGCACCGGCTTTCCCGGCACCCCCAACAACACCGGCGAGGTTGCGTCGCCCCTTTCGCTGACCTCCGGCAACGACACCGGCGAGCTG
vL. L K G T GGPF P G T P NNT G E V A S pPp L s L T s G N D T G E L

701 CGCCTCCAGTA
R L Q

Figura 3. 18: Estructura de los fragmentos secuenciados de los genes mnp: a) mnpA, b) mnpB1, ¢) mnpB2,
d) mnpC, e) mnpD, f) mnpE, g) mnpF. El codén de iniciacion y terminacion y los pie de intron se indican en
sombreado. Las secuencias de los oligonucledtidos para amplificacion se indican con flechas.

3.1.2.3 Clonado del gen gpdy disefio de oligonucleétidos para cuantificacion.

El gen gpd se amplificé a partir de ADN gendmico por PCR en gradiente de temperatura de
annealing (61 a 69 °C). Se utilizaron oligonucleétidos degenerados disefiados por Cohen y colaboradores
(2004) en base a las secuencias de los genes de P. chrysosporium (GeneBank accession n° M81754),

Schizophyllum commune (accession n® M81724), Lentinus edodes (accession n°® AB013136) y Agaricus
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bisporus (accession n°® M81728). Por tratarse de un gen unico se analizaron solamente 4 clones a partir
de los cuales se deduce la proteina y se disefiaron los oligonucleétidos para los estudios de expresion
(figura 3.19).

GGTCGTATTGGCCGTATCGTCCTGCGCAATGCGCTCCTCCACGGCGACATCGAGGTCGTGGCCGTCAACGACCCCTTCATCTCGCTCGACTACATGGTCT
G R I G R I VL RNALILHGD I EV VAV NDPF I S L DY MV

ACATGTTCAAGTACGACTCCGTCCACGGTCGCTACAAGGGCACCGTCGAGCACAAGGACGGCAAGCTCTACGTCGAGGGCAAGCCCATCACCGTCTTCGC
y M ¥ K ¥ D S v H G R Y K 6 TV EH K D G K L Y V E G K P I T V F A
gpd_f
CGAGAAGGATCCCGCCAACATCCAGTGGGGCTCCGCCGGCGCTGAGTACATCGTCGAGICGACCGGTGTCTTCACCACCACCGAGAAgEgegtictttcta

E K D P ANTI QWG S AGAUE Y I VE S T GV F T T T E K
gctettectagggeggttgtaggtcaccccgaggeggecgegactcatgtagecagetcagetggecacagaagtggtggtggetettcacgcagaaagat
gpd r
tccatcgccaaacgtatcatatgctgacgctgacgectcecgetatgagGGCCTCTGCCCACTTGAAGGGCGGCGCCAAGAAGGTCATCATCTCCGCGCCCT
A S A H L K G G A K K V I I S A P

CGGCCGACGCGCCCATGTTCGTCTGCGGTGTCAACCTCGACCAGTACGACTCGAAGTACACCGTCATCTCGAACGCGTCCTGCACGACCAACTGCCTCGC
A DA PMUPFV CGVNTLDIOQY D s K Y TV I s NA S C T TN C L AS

GCCGCTCGCCAAGGTCATCCACGACAAGTTCGGCATCGCGGAGGGCCTCATGACCACCGTCCACGCCACGACCGCGACCCAGAAGACCGTCGACGGCCCG
P L A KV I H DK VF G I AEGL MT TV HATTATOQZK T V D G P

TCGAACAAGGACTGGCGCGGCGGCCGTTCCGTCAACGGCAACATCATCCCCTCTTCCACCGGTGCCGCCAAGGCTGTCGGAAAGGTCAT
s N K b w R G G R S VN GN I I P S S T GAAZ KAV G K V

Figura 3.19: Estructura del gen gpd. El coddn de iniciacion y terminacién y los pie de intrén se indican

en sombreado. Las secuencias de los oligonucleétidos para amplificacion se indican con flechas.

3.1.2.4 Validacion de los oligonucleétidos y determinacién de la eficiencia de amplificacion.

Al igual que los oligonucleotidos de P.chrysosporium para cada par de oligonucleétidos, se
verificd su especificidad por secuenciacion del amplicén corrrespondiente y se determind la eficiencia de
amplificacion, siguiendo el mismo procedimiento (figura 3.20). Los valores de eficiencia obtenidos son
Emnpa= 1,00 £ 0,01, Emnps= 1,07 £ 0,01, Empoo= 1,05 £ 0,01, Emnpr= 1,06 £ 0,01 Y Egpe= 1,13 £ 0,05 con

coeficientes de determinacion mayores 0,99, determinados a un valor umbral de 0.02.
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Figura 3.20: Determinacion de las eficiencias de amplificacion de mnpA, mnpB12, mnpD, mnpF y gpd de P.

atropurpurascens. Curvas de amplificacion por PCR en tiempo real, de diluciones al cuarto del ADNc, junto a las

curvas de correlacion correspondientes que permiten determinar la eficiencia de amplificacién de cada gen.

3.2 Identificacion de condiciones no represoras de la expresion de los genes mnps.

3.2.1 P.chrysosporium

Los metales pueden inhibir o inducir la expresién de los genes mnps, por lo tanto la visualizacién

de ambos efectos por PCR cuantitativa depende del nivel de expresién de los genes mnps en el cultivo

control sin metal. Al mismo tiempo las condiciones de cultivo influyen en la fisiologia fungica, afectando la

expresion de los genes mnp que puede ser inducida o inhibida. En el caso de P. chrysosporium la

variacién de la concentracion de nitrdgeno en el medio, induce su sistema ligninolitico, el cual a su vez es

afectado por la disponibilidad de carbono. La temperatura de cultivo y la agitacion son parametros que

también deben tenerse en cuenta. (Singh & Chen, 2008; Wang et al, 2008). En consecuencia se

compar6 la expresion de los genes mnp en distintas condiciones de cultivo, en las que los pardmetros

considerados fueron la composicion del medio, la temperatura y si el cultivo estacionario o con agitacién,

la tabla 3.15 resume las condiciones ensayadas. En Materiales y Métodos, se encuentra la composicién

de los medios empleados.
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Para la condicion de cultivo elegida se determind la cinética de expresion y se estudio la

influencia de los metales en dicha expresion génica.

Referencia Condiciones de cultivo
RB28A Medio rico , 28°C, agitado
CLB28A RB ¢/ deficit C , 28°C, agitado
NLB28A RB c/ deficit N, 28°C, agitado
M28A Agua malta, 28°C, agitado
IPAER Agua malta-peplona, 28°C, agitado Tabla 3.4: Condiciones de cultivo
MP-Mn28A Agua malta-peptona_Mn, 28°C, agitado
ensayadas.
RB28 Medio rico , 28°C, estacionario
CLB28 RB c/ deficit C , 28°C, estacionario
NLB28 RE ¢/ deficit N, 28°C, estacionario
MP28 Agua malta-peptona, 28°C, estacionario

MP-Mn28 Agua malta-peptona_Mn, 28°C, estacionario

RB37A Medio rico , 37°C, agitado
CLB37A RE ¢/ deficit C , 37°C, agitado
NLB37A RB c/ deficit N, 37°C, agitado
RB37 Medio rico , 37°C, estacionario
CLB37 RB c/ deficit C , 37°C, estacionario
NLB37 RE ¢/ deficit N, 37°C, estacionario

Los medios fueron elegidos de referencias bibliograficas que estudian la expresion de genes de
enzimas ligninoliticas y de ensayos previos de nuestro laboratorio. Se comparan medios ricos como
extracto de malta (M), extracto de malta con peptona (MP), MP suplementado con Mn2* (MP-Mn) (Gill &
Arora, 2003; Kamitsuji et al., 2004; ensayos previos no publicados) y el denominado medio RB (10 g/l
glucosa, 64 g/l de tartarto de amonio). Junto a estos se compara con dos “medios ligninoliticos”™: uno con
contenido de C limitado (CLB) y otro con N limitado (NLB) (Vanden Wymelenberg et al., 2009). Se cultivé

a dos temperaturas: 28°C y 37°C, en cultivos estacionarios y a 150 rpm.

Luego de 7 dias de cultivo, se realizo la extraccion de ARN ftotal, la sintesis de ADNc y la
amplificacion de los genes mnp y gpd por PCR en tiempo real. Los resultados obtenidos se analizaron por
el método de Pfaffl (Materiales y Métodos) en el cual los valores de cada ensayo se normalizan con el
valor correspondiente para el gen constitutivo gpd y se emplea el cultivo en CLB a 37°C estacionario

como condicién de referencia (figura 3.21).

Los cultivos en RB, CLB y NLB a 28°C estacionarios no ofrecen las condiciones adecuadas dado
que no se observa crecimiento al cabo de los 8 dias de incubacion. En las condiciones ensayadas, la
expresion varia de un gen a otro no habiendo un patrén comun. Este comportamiento podria asegurar al
organismo la produccion de manganeso-peroxidasas en un amplio rango de condiciones ambientales. Sin

embargo en términos generales puede observarse que:
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i) la limitacion de la fuente de carbono (CLB) es el mas claro inductor de la expresion, siendo la
acumulacion de los tres genes netamente superior en cultivos estacionarios (CLB 37°C) que en
cualquiera de las demas condiciones ensayadas; i) salvo el MP-Mn, los medios ricos (RB y M) reprimen

la expresion de mnp1y mnp3 a 28°C con agitacion; iii) la limitacién de fuente de nitrégeno no parece ser
un factor tan importante.

ajmnp1 b) mnp2

0,14

LS S S \ SN
& & &m R P FEFS S &
AR AN Y LN AN S RN LN AN
Q (AN 3 ¢
K 8
¢) mnp3 d) Cultivos estacionarios
1000
/ 0,25
02 g
09
015 08
0t
01 0
uy 0066
005 wi s "
03 % i
% mnpl

2 ddd. oh
’ o ! mnp2
— — — 0 /
- — / mnp3

LR S S LSS :
FIFyde §éd o .
oy Y NN Yy NLB37

— }‘
$ RB37

Figura 3.21: Expresion relativa de los genes mnp de P. chrysosporium en diferentes condiciones de cultivo.

a) mnp1 de; b) mnp2; c) mnp3 en cultivos agitados a 150 rpm; d) los tres genes mnp en cultivos estacionarios.

Considerando los resultados anteriores, se estudia la cinética de expresion de los genes mnp en
un cultivo estacionario en el medio CLB a 37°C, con el objetivo de determinar el tiempo 6ptimo de cultivo,
definido como el tiempo necesario para que la acumulacién de ARNm alcance un maximo. Nuevamente
el andlisis de los resultados obtenidos en la amplificacién por gqPCR se realiza por método de Pfaffl,

tomando como condicion de referencia el dia 7 de cultivo. La figura 3.22 muestra la cinética de expresion
para cada gen.
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Al observar los gréficos de la figura, se ve que el nivel de expresién relativa presentado por los 3
genes es muy similar siendo ligeramente mayor el correspondiente a mnp1. Este presenta su méximo de
expresion en el dia 4 de cultivo, mas temprano que las otras dos isoenzimas que lo hacen en el dia 7
para mnp2 y mnp3, lo que indica que las diferentes isoenzimas fueron expresadas de acuerdo a las
necesidades del hongo y la disponibilidad de nutrientes en el medio. Se selecciona el dia 7 de cultivo,
para realizar el estudio del efecto de los metales sobre la expresion génica. Esto se debe a que si se
eligiera el dia 4 donde mnp1, presenta mayor nivel de expresién no podria estudiarse el efecto de los
metales sobre las otras dos isoenzimas que tienen muy bajo nivel de expresion. Al mismo tiempo el dia 7
de cultivo la diferencia de expresion del gen mnp1 es solo 20% menor a la correspondiente al dia 4 de

cultivo.

3.2.2 P. atropurpurascens
Si bien el efecto de las condiciones de cultivo sobre la expresidn de las mnps en hongos de la
pudricién blanca, varia con la especie analizada se consideran los resultados obtenidos con P.

chrysosporium para el disefio experimental de esta etapa. En consecuencia el medio rico RB, no se



Fisiologia de hongos filamentosos: efecto del Zn y el Mn. Resultados y discusion

ensaya, asi como tampoco los cultivos agitados, ya que en P. chrysosporium se obtuvieron expresiones

relativas menores a las obtenidas en los cultivos estacionarios.

En la tabla 3.16 se encuentran las condiciones ensayadas.

Referencia Condiciones de cultivo
RB c/deficit de C, 28°C, estacionario

RB c/deficit de N, 28°C, estacionario

Agua malta, 28°C, estacionario

Agua malta-peptona, 28°C, estacionario

RB c/deficit de C, 37°C, estacionario
RB c/deficit de N, 37°C, estacionario

Agua malta, 37°C, estacionario

Agua malta-peptona, 37°C, estacionario

Tabla 3.5: Condiciones de cultivo ensayadas para P. atropurpurascens.

P. atropurpurascens presenta diferente comportamiento en las distintas condiciones. En los
medios agua de malta a 37°C y CLB a 28°C no crece en tanto que en CLB a 37°C crece pero no hay
expresion de los genes mnps. En los medios NLB y MP crecer muy lentamente, se recupera poco
micelio al cabo de 8 dias de cultivo a ambas temperaturas, pero tampoco hay expresion génica.

Solamente en CLB a 28°C, se pudieron cuantificar los genes mnps.

Como en P.chrysosporium se estudia la cinética de expresion de los genes mnp en un cultivo
estacionario en el medio agua de malta a 28°C, con el objetivo de determinar el tiempo dptimo de cultivo.
El analisis de los resultados obtenidos en la amplificacion por gPCR se realiza por método de Pfaffl,
nuevamente normalizado por gpd y se elije el dia 8 de cultivo como condicién de referencia. La figura

3.23 muestra la cinética de expresion para cada gen.
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Figura 3.23: Cinética de expresion de los genes mnp de Patropurpurascens. mnpA incluye a Cy E

Se puede observar que son genes de expresion ligeramente mas alta que los correspondientes
de P.chrysosporium; mnpB es el gen de mayor expresidn de los cuatro y tiene su valor pico el dia 8 de

cultivo. Este es el dia de cultivo elegido para el estudio de expresidn.

3.3 Efecto del Zn?* y el Mn2* en la expresion de los genes mnps

3.3.1 P. chrysosporium

El Znz y el Mn2* son elementos esenciales, involucrados en numerosos procesos del
metabolismo primario y secundario; analizados sus efectos inhibitorios o inductores sobre el crecimiento y
la activdad ligninolitica, se estudia el efecto de estos metales sobre la expresién de los genes de las
peroxidasas manganeso dependientes. Se agregan los metales al medio de cultivo inoculado con los
basidiomycetes de acuerdo al esquema de la tabla 3.17. Tras 7 dias de cultivo, se extrajo el ARN total, se
sintetiz6 el ADNc y se cuantificaron los genes mnp y gpd por PCR en tiempo real; los resultados se
analizaron por el método de Pfaffl tomando el cultivo sin metal como condicién de referencia. (Materiales
y Métodos). El cultivo control sin metal es tomado como referencia para el anélisis, en consecuencia

presenta un valor 1 de expresion relativa en las tres cuantificaciones.

Zn (mM) 0 0,25 0,5 1 1,5 2 4 8 12
Mn (mM) 0 0,25 0,5 1 1,5 2 4 8 12
Zn-Mn (mM) 0 1-0,5 2-1 4-2 8-4 12-6

Tabla 3.6: Concentraciones finales en los cultivos en CLB de P. chrysosporium (mM de metal).
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Una concentracion de 14 mM en Zn inhibe totalmente el crecimiento micelial, al igual que en la
mezcla de Zn — Mn (2:1); sin embargo a concentraciones mayores a 14 mM en Mn P.chrysosporium
continua creciendo. La figura 3.24 muestra la expresion relativa de cada gen mnp a las distintas
concentraciones de Zn y Mn ensayadas. Se observa un patron de expresion diferencial en cada gen mnp
respecto a los metales; mnp1 alcanza los mayores niveles de expresién por induccién metalica, a la vez
que mnp3 es menos sensible a la induccién metalica y supera en poco el valor de expresion en el cultivo
control. Se pueden distinguir aquellas concentraciones de metal con un claro efecto inductor de la

expresion de los genes, fundamentalmente para Mn.

En el grafico a) que presenta la expresion relativa de mnp1, se omiten los valores de expresion
en los cultivos con un concentracion de 1 mM en Mn (140,11) y 4 mM en Mn (102,9), porque al ser un
orden de magnitud mayores a los otros puntos no permite visulizar la variacion de la expresion frente a
las otras concentraciones metalicas.

El Zn? inhibe la expresidén de mnp1 a todas las concentraciones ensayadas. Menos claro es el
efecto sobre la expresion de mnp2 y mnp3, que muestran cantidades de ARNm iguales o menores a
mnp1 para la mayoria de las concentraciones de Zn2* pero sorpresivamente concentraciones de 1 mMy 8
mM inducen la expresion. A pesar de estas diferencias, la concentracién maxima de Zn?* ensayada (12

mM) inhibe totalmente la expresion de los tres genes mnp.

La presencia de Mn2*en el medio mostr6 un fuerte efecto inductor de la expresion de mnp1, que
se puede observar a la maxima concentracion ensayada (12 mM en Mn?*). A1 mM y 4 mM en Mn2
presenta picos de expresion cuyos valores, 140 y 102 respectivamente, superan en un 200% los valores
medios de induccion a las otras concentraciones metélicas estudiadas. Frente a mnp2 y mnp3, tambien
es inductor de la expresion génica, pero a niveles mucho menores. En estos casos, la expresion es
inhibida a concentraciones de 8 mM y 2 mM en metal en cada gen. El aumento del nivel de transcripto de
los genes mnp de P. chrysosporium con la concentracion de Mn2* en el medio de cultivo, ya habia sido
reportado en la literatura, pero a bajas concentraciones como 180 uM (Brown et al., 1990, 1991), o 160
MM en cultivos estaticos de C. subvermispora (Gutierrez et al., 2008). Al mismo tiempo se afirma que el
Mn2* no afecta el nivel de transcripto de mnp3 en medios con contenido de nitrégeno limitado (Gettemy et
al., 2004; Hammel & Cullen, 2008).

Respecto al efecto de la mezcla Zn# - Mn%* se puede decir que la expresion de mnp1 se
incrementa Unicamente a baja concentracién (0,5 mM Zn2* - 0,25 mM Mn2*) en todos los demés casos la
expresion es intermedia a las correspondientes a la de cada metal por separado a la misma
concentracion. Para mnp3 claramente es inhibidor para todas las concentraciones, incluso mas que cada
metal por separado a las concentraciones de la mezcla: por ejemplo la mezcla 2-1 mM presenta menos
ARN que la de Zn?* 2 mMy la de MnZ* 1 mM.

En resumen, la expresion de los tres genes responde a diferentes mecanismos:
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mnp1, en lineas generales el Zn# tiene un efecto represor, el Mn?* inductor y los mecanismos se
contrarestan en la mezcla.

mnp3, ambos metales por separado no parecen tener un efecto neto pero la mezcla potencia
mecanismos de represion.

mnp2, parecen actuar diferentes mecanismos en funcion de la concentracion de cada metal

potenciandose la represion en algunos casos y teniendo el efecto opuesto en otros.

La expresién de los genes se regula a través de factores transcripcionales que reconocen
secuencias especificas en los promotores que regulan, induciendo o reprimiendo su transcripcién
(regulacién positiva 0 negativa respectivamente). Estos factores responden directa o indirectamente a
algun metabolito (amonio, glucosa, H+, etc) o idn metélico. Todos estos factores actian en los
promotores de los genes mnp modulando su expresion. La posicion de la secuencia reconocida por cada
uno de estos factores sobre los promotores determina la ubicacion tridimensional del factor unido y la

interaccion del mismo con el resto de la maquinaria transcripcional.

Hasta la fecha, se ha identificado un solo tipo de secuencia reconocida por los factores que
responden a metales (MRE); secuencias de este tipo estan presentes en los promotores de los tres genes
en estudio. La ubicacion de los MRE no es conservada por lo que no es extrafio que la respuesta a los
metales sea diferente entre un gen y otro. Ademas, existen evidencias que sugieren la existencia de
secuencias diferentes a MRE, que también serian reconocidas por factores de respuesta a metales
(Hammel & Cullen, 2008). La coexistencia de mas de un sitio de unién al ADN, y méas de un tipo de factor

podria explicar las diferencias de expresién de un gen dado frente a la presencia de uno u otro metal y a

la mezcla.
a)Expresion mnp1
35
Me (mb) Exp.rel.mnpl DE
30 0 il e 100 001
0,25 mZn 078 017
05 mzn 0 012
25 0,25 o bh 0,11 008
05 Zn- 0,35 hh 16,24 012
1mMzn 052 010
20 05 i hh 0,3% 011
12n-05kh 670 008
15 mhzn 058 007
15
15 mi b 690 015
2mMzn 0.4 011
10 1 b 140,634 020
27n-1hh 020 008
AmMzn 038 002
5 2 bh 1715 002
47n-2bh 238 011
BmMz 237 012
s F 4 s , e ; :
[0 e e s e e A S B S S S S S B S S R B S S B S E 4 h 102, 455 022
¢S SsS SSSSS SSs §5§ S§SS S $§S gmhith 028 010
s 5SS 55h3s ss3 s:<3 s s S5
2 E £E2d S E 2 2 22 2 82n-4hh 390 011
£ £ EtEocEt EE. EE EEE ELE : .
En 0, O L% NSS§ YRS © g el SIS
d oA ¢ PR N N N M 12mMzn 0,12 006
°© 9 - 2206 hh 047 o
12mhNh 31,17 012




Fisiologia de hongos filamentosos: efecto del Zn y el Mn. Resultados y discusion

b)E}presiénmaW
-
10
9 Me (mM) Exp.rel.mnp2 DE
0 mh Me 1,00 0,07
8 0,25 mM Zn 0,62 0,09
] 05 mM Zn 1,18 0,08
0,25 mM Mn 0,39 0,07
6 0,5Zn-025 Mn 247 0,05
1 mM Zn 5,95 09
5 0,5 mM b 247 0,13
1Zn-05 Mn 0,97 0,12
4 15mMZn 061 01
1,5 mil Mn 9,52 0,07
3 2 mhl Zn 0,30 0,07
1 il Mn 6,16 0,09
2 270 -1 Mn 0,15 0.1
4mMZn 0,38 01
1 2 mh Mn 254 0,07
' 4 4Zn-2 W 059 0,05
§mM Zn 413 0,08
0 c cc g ccccece ccc ccc cccc ccc
20 N22 NssU¥s NS3 ¥33 N335 S22 4 mM Mn 635 0,14
s2 25w 258425 254 2s5n  2559¢ 205
EE EEN Eeo E g EE ! EETE . E ¢ 8 mi Mn 036 0,09
n n -0 “ L N ¢ -8 ) < NS
o N L noco s o N ~ N ¢ o N AN $Zn -4 Mn 853 0,09
N o nN g >N 7 g N < 0 N - 2 i
o s N © -
O - 12 mM Zn 012 0,07
o
12Zn-6 Mn 0,10 0,08
12 mM M 0,46 0.1
..
¢)Expresion mnp3
5 -
45 1 e mll) Exprel.mnpd DE
s DmhMe 100 0
0,25mM Zn 035 o
05mMzn 070 097
35 1
0.25mM bn 019 008
3 - 052035 M 0gt 009
1mMZn 471 008
05mM Mn 148 006
25 1
120-05Mn 00 0
7 - 15mMzn 03 0
15mMMn 208 o
15 - 2mMZn 049 012
! mMn 088 014
1 - 220-1Hn 00 009
4mMZn 048 0
05 - 2mhMn 085 014
L
420-2Mn 000 009
r F y y Fr
0 ¥= — gmMzn 361 i
v c c € c c cccgcc c cc c cc c ccc c cc 4mM Mn 033 a1
SN N33 NsSsSNs NS S NS S NS SS NS S
s3 S5 £503s S5 Ssw SSss+ . BmMin 105 [
E: SEQ EEoks FEg EE ¢ FEE L EE L B20-4 M 116 02
°oR  Za7  Tagliw =S Tei Tew® O F — ‘ ‘
© o N o I - o 12mMZn 007 009
wn
° 12mMbn 00 0
1270 -6 Mn 00t 009

Figura 3.24: Efecto del Zn?*, del Mn?* y de Zn2*-Mn?* (2:1) sobre la expresion de los genes mnp: a) mnp1, b)

mnp2y ¢) mnp3.
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3.3.2 Punctularia atropurpurascens

Para estudiar el efecto de los metales sobre la expresion de los genes mnps, se trabajo en las
condiciones de no represion de la expresion génica identificadas (3.2.2): 8 dias de cultivo estacionario en
agua de malta a 28°C. Alli se adicion6 las soluciones de sulfatos de Zn y Mn puras a las concentraciones
finales en el medio de presentadas en la tabla 3.17. La cuantificacién se hizo tomando el control sin metal

como condicion de referencia (Materiales y Métodos); los resultados se presentan en la figura 3.25.

Al cabo de 8 dias de cultivo en medio liquido, se observa que el Zn inhibe totalmente el
crecimiento a todas las concentraciones ensayadas mayores a 1mM en Zn (1mM, 1,5 mM, 2 mM, 4 mM, 8
mMy 12 mM en Zn). Esa inhibicién persiste luego de 15 dias mas de cultivo. Sin embargo el Mn, inhibe
totalmente el crecimiento de Patropurpurascens, a la mayor concentracién ensayada (12mM en Mn). Por
el contrario la mezcla de Zn — Mn inhibe totalmente el crecimiento a todas las concentraciones
ensayadas (1mM Zn- 0.5 mM Mn; 2 mM Zn - 1 mM Mn; 4 mM Zn - 2 mM Mn; 8 mM Zn — 4 mM Mn; 12
mM Zn - 6 mM Mn). En medio liquido también se observa la mayor sensibilidad de P. atropurpurascens a
la presencia de los metales. Se determind la expresion génica en aquellos cultivos en los que hubo

crecimiento.

El Zn?* tiene efecto inhibidor sobre la expresién de los genes de las manganeso peroxidasas de
P. atropurpurascens a las concentraciones estudiadas (0,25 y 0,5 mM). El Mn es inhibitorio de la
expresion del gen mnpA a todas las concentraciones ensayadas. En mnpB y mnpF presenta un efecto
inductivo a las menores concentraciones (0,25 y 0,5 mM), para convertirse en inhibidor de la expresion al
aumentar la concentracion de metal. Por Ultimo puede observarse que no existe regulacion por Mn sobre
los genes mnpD, este comportamiento diferente coincide con la pertenencia de esta enzima al grupo de

las MnPs no tipicas (3.1.2.1).
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Figura 3.25: Expresion relativa de las mnps de P. atropurpurascens en presencia de metales.
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3.4 Resumen de los resultados

Patropurpurascens cuenta con por lo menos 7 posibles proteinas MnP, dos de ellas
practicamente idénticas y una perteneceria al grupo de las no tipicas. Estas proteinas presentan alta
similaridad con MnP tipicas de otros basidiomycetes y tienen todos los residuos relevantes para su
funcidn enzimatica absolutamente conservados. Solo una de ellas tiene una mayor similaridad con las
denominadas MnP no tipicas; estas enzimas carecen de un residuo que contribuye a la unién del Mn a la
enzima.

Para los estudios de expresién se identificaron las condiciones de cultivo (composicion del
medio, temperatura de cultivo y agitacion) no represoras de la expresion de los genes mnps. Para
P.chrysosporium fueron: medio CLB, en cultivo estacionario a 372C; el crecimiento es inhibido a 14 mM
enZny 14 mMen Zn -7 mM en Mn, en tanto que a una concentracién de 12 mM en Mn continta
creciendo. En cambio las condiciones de cultivo de no represion de la expresidn de los genes mnp de
P.atropurpurascens son agua de malta en cultivo estacionario a 28° C. El crecimiento es inhibido a 1 mM
en Zn, 12 mM en Mn y a todas las concentraciones ensayydas de | amezcla Zn — Mn, lo que nuevamente
pone de manifiesto la mayor sensibilidad de este basidiomycete a la presencia de metales.

En los estudios de expresién dels genes mnp, se observa que en lineas generales el Zn tiene un
efecto inhibidor de los genes mnp, en tanto que el efecto del Mn es especie dependiente. De la mezcla de
metales solo se conoce el efecto sobre P.chrysosporium.

En particular sobre los genes de mnp de P.chrysosporium, el Zn2* inhibe la expresién de mnp1 a
todas las concentraciones ensayadas, mientras que en mnp2 y mnp3, las cantidades de ARNm son
iguales 0 menores a mnp1 para la mayoria de las concentraciones de Zn#, con dos concentraciones de 1
mM y 8 mM inducen la expresion. A pesar de estas diferencias, la concentracién maxima de Zn#
ensayada (12 mM) inhibe totalmente la expresion de los tres genes mnp. EI Mn2* mostr un fuerte efecto
inductor de la expresion de mnp1, frente a mnp2 y mnp3, tambien es inductor de la expresién génica,
pero a niveles mucho menores. En estos casos, la expresion es inhibida a concentraciones de 8 mM y 2
mM en metal en cada gen. La mezcla Zn?* - Mn2*, la expresion es intermedia a las correspondientes a la
de cada metal por separado a la misma concentracion. Para mnp3 claramente es inhibidor para todas las
concentraciones.

Visto desde el punto de vista de los genes individuales:
mnp1, el Zn?* tiene un efecto represor, el Mn?* inductor y los mecanismos se contrarestan en la mezcla.
mnp3, ambos metales por separado no parecen tener un efecto neto pero la mezcla potencia

mecanismos de represion.
mnp2, parecen actuar diferentes mecanismos en funcién de la concentracion de cada metal

potenciandose la represion en algunos casos y teniendo el efecto opuesto en otros.

En el caso de Patropurpurascens, por su mayor sensibilidad a la presencia de los metales, se

estudia el efecto del Zn?* a las menores concentraciones ensayadas, donde es inhibidor. EI Mn también
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es inhibidor de la expresién de los genes mnp, pero para dos de los genes presenta dos concentraciones
que son bajas (0,25 y 0,5 mM en Mn) donde induce la expresién a niveles superiores a los hallados en el

cultivo control sin metal. Sobre el cuarto gen, no hay regulacién por parte del Mn2+,
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4 - APLICACION DE LA SOLUCION
OBTENIDA DEL RECICLADO DE
PILAS COMO CONSERVADOR
PARA MADERA
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4.1 - INTRODUCCION
El problema de las pilas

Por su composicion las pilas y baterias agotadas ocasionan un impacto ambiental negativo. La
disposicién de las pilas junto a los residuos sdlidos urbanos podria crear problemas de contaminacion de
aguas subterraneas proveniente de la lixiviacién de los metales que contienen. Esta situacion ha causado
justificada preocupacion tanto en ambitos gubernamentales, cientificos y técnicos, como en el publico en

general y sus organizaciones.

El diéxido de manganeso y el zinc son los principales componentes de las pilas comunes y
alcalinas secas. A las nuevas generaciones de estas pilas se les redujo el contenido de mercurio, plomo y
cadmio, por lo tanto estas baterias en particular no representan un riesgo ambiental severo. En muchos
paises estas pilas son clasificadas como residuos domésticos. Sin embargo este tipo de disposicién en
los rellenos sanitarios representa un importante y continuo ingreso de zinc y manganeso al suelo. El
reciclado de las baterias usadas es una via adecuada de mitigar este impacto desde un punto de vista
ambiental, si bien existen aspectos practicos y economicos que restringen esta opcion. Esta solucion
implica recolectar, clasificar y aprovechar los materiales que contienen las pilas y baterias usadas,
algunos de ellos materias primas no renovables, evitando paralelamente la posible contaminacion que
cause su mala disposicidn. El éxito de dicho planteo depende del desarrollo de tecnologias viables en
paises como Uruguay y del aprovechamiento por parte de otros sectores industriales de los productos
obtenidos en el proceso, evitando el clasico “enterramiento por separado” de los componentes del
material tratado.

En nuestro pais se producen como residuo unas 2500 toneladas anuales, de las cuales segun
informacién proporcionada por la IMM (Intendencia Municipal de Montevideo) se recolectan
aproximadamente 250 kg por semana. Menos del 1% del total estaria disponible para reciclar sin realizar
campafia de recoleccion. Seria razonable esperar que con una reactivacion de dicha campafia se llegara
al 10%, unas 250 toneladas al afio. Un estudio indica que el consumo de pilas en Uruguay es de entre 2
y % kg de pilas por persona por afio lo que equivale en nimero de unidades a 10 o 15 pilas por persona
por afio; de ellas el 95% corresponde a pilas comunes y alcalinas. El resto son pilas botén, de litio,
recargables de Ni-Cd, etc (comunicacidn personal IMM). Estas cifras son anélogas a las encontradas en
los paises europeos lo Unico que varia es la relaciéon de consumo entre alcalinas y comunes, siendo

mayor aqui el consumo de pilas comunes y menor el correspondiente a alcalinas y otras pilas.

Procesos de reciclado existentes

A nivel mundial los procesos de reciclado utilizados incluyen dos grandes opciones: los
tratamientos por calor (métodos termo o pirometallrgicos) y los tratamientos por via himeda (métodos

hidrometalurgicos). Ambos métodos son comunes a la mineria y a la metalurgia (Bernardes et al, 2004).
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Los procesos de reciclado de baterias que han alcanzado un nivel de desarrollo a escala
industrial estan basados en los procesos pirometallrgicos. Estos operan a altas temperaturas; estan en
general asociados a un estricto control de emisiones atmosféricas por generar dioxinas, compuestos
clorados y mercurio. Aqui aparecen dos posibilidades de tratamientos, los procesos disefiados
especificamente para las pilas y aquellos procesos metallrgicos, donde se utilizan las pilas como materia
prima. Un ejemplo de esto es la produccidn de acero, donde los metales contenidos en algunas pilas, son
usados como materiales de entrada para ajustar la composicion del acero. Estos procesos serian dificiles
de implementar en nuestro pais, por la escacez de industrias metallrgicas. En cambio, los procesos
hidrometallrgicos estan asociados a etapas de lixiviacién en medio alcalino o &cido y a procesos de
purificacion, ya sea para disolver la fraccion metalica, ya sea para recuperar las soluciones metalicas que
pueden ser usadas por la industria quimica. Poseen como principales ventajas frente a los procesos
pirometallrgicos, que son econdémicos, no producen dioxinas, necesitan poca energia y son de mas
simple control.

Tanto en Europa (Francia, Inglaterra y Espafia) como en EEUU y Japon se encuentran
antecedentes de estudios y plantas de tratamiento que emplean procesos hidrometalurgicos, pero que no
son econémicamente viables en nuestro pais (Procceding International Congress for Battery Recycling,
1995 al 2004). Existen numerosos antecedentes de estudios de laboratorio a nivel mundial, destacandose
los presentados por Brasil, Argentina e Italia (Bartolozzi et al, 1994; Martha de Souza et al, 2001; Vatistas
et al, 2001; Andrade Tacca et al., 2004). Las soluciones propuestas a nivel de planta, son originadas en
los paises desarrollados y aplicables, so6lo parcialmente, en estos paises. Por tanto ha sido de sumo

interés desarrollar tecnologias de reciclado viables para paises del Sud América.

Proceso hidrometalurgico disefiado

En la Unidad Académica de Gestion Tecnolégica de la Facultad de Quimica se ha trabajado
desde hace varios afios en el estudio del reciclado de las pilas comunes y alcalinas. Por ser
ambientalmente mas seguros y tecnolégicamente mas adecuados al Uruguay, donde no existen
industrias metalurgicas del Zn o Cd, se ha optado por los métodos hidrometalurgicos. La finalidad del
proceso hidrometallrgico de tratamiento de las pilas es, basicamente, transformarlas en subproductos
que puedan ser reaprovechados en otras actividades o dispuestos sin consecuencia perjudiciales para el

medio ambiente.

Se ha desarrollado un proceso versatil (figura 4.1), que permite obtener una solucién de Zn y Mn
libre de metales pesados a emplear como conservador para madera. La materia organica, los fosfatos y
sales de NHs y K, que podrian ser utilizados como nutrientes por los hongos que descomponen la
madera, son eliminados mediante un lavado con agua del sélido molido previamente al lixiviado. Esta

etapa no es tan importante cuando se utiliza la solucion como micronutriente en la fabricacion de
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fertilizantes. También pueden variarse las concentraciones de otros metales en la solucion como hierro y
cobre, en cantidades tales que puedan tener un efecto sinérgico como funguicidas.

La composicion promedio de dicha solucion de pH 2, en cual los metales estan como sulfatos es:
Zn 32g/1,Mn 15¢g/1,Cd 0,5mg/l,Pb 0,63 mg/l, Hg 0,7 mg/l, Cu 34 mg/l, Ni 38 mg/ly Cr 2,0 mg/l.
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Figura 4.1: Esquema del proceso de reciclado de pilas desarrollado

4.2 - RESULTADOS Y DISCUSION

Se espera que la influencia de la solucion obtenida en el proceso de reciclado de pilas sobre la
fisiologia de los hongos filamentosos, sea anéloga a la producida por la mezcla de los sulfatos puros de
Zn 'y Mn (en relacion 2:1) a menos que la matriz en la que se encuentran las sales en dicha solucién

tenga un efecto antagénico al producido por los metales.
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Por lo tanto, se estudia el efecto de la solucidon sobre los dos parametros fisiologicos
anteriormente estudiados: el crecimiento (en malta y en madera) y el sistema enzimatico ligninolitico de
las especies fungicas elegidas. Se aplican las mismas estrategias que al ensayar las sales puras (en esta
etapa no se estudia la regulaciéon génica), buscando responder las mismas interrogantes. Se realiza

ademas un ensayo de campo con probetas impregnadas con la solucién obtenida en el reciclado.

4.2.1. Efectos de la solucion sobre el crecimiento
4.2.1.1 Crecimiento en agar — malta

Se estudia la inhibicidén o estimulacion del crecimiento de los hongos en agar-malta producida
por la solucién proveniente del proceso de reciclado a diferentes concentraciones. Se determina la
medida del area de las colonias miceliales en mm?2y se calcula la velocidad inicial de crecimiento. La

medida de la toxicidad de la solucion se determina como CIM.

Se realiza el mismo disefio experimental que el empleado con la mezcla de sulfatos e iguales
concentraciones de solucion, con el propésito de comparar resultados. La figura 4.2 muestra la evolucion
del crecimiento de los basidiomycetes durante el tiempo de cultivo, a distintas concentraciones de la

solucion adicionadas al medio.
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Figura 4.2: Curva de crecimiento en presencia de la solucion proveniente del reciclado de pilas:

a) P. chrysosporium. 0,5 mM y 1mM en Zn se superponen; b) P. atropurpurascens.

En concordancia con los resultados anteriores (2.2.2) P. atropurpurascens crece a menor
velocidad que P. chrysosporium. Ambas especies presentan a 0,5 mM en Zn velocidades menores que
sus respectivos controles, si bien P. atropurpurascens tiene a esa concentracion en Zn una mayor

diferencia de velocidad respecto al control. A una concentracion de 1 mM en Zn P.chrysosporium posee



Fisiologia de hongos filamentosos: efecto del Zn 'y el Mn. Resultados y discusion

un perfil de velocidad similar al del control sin Zn, en tanto que P. atropurpurascens comienza a crecer
recién después del dia 10 de cultivo. Nuevamente P. atropurpurascens es ligeramente mas sensible a la
presencia de los metales.

La CIM para la solucion proveniente del reciclado de pilas es 2 mM en Zn para ambos hongos.
Este valor es menor al obtenido para la solucién de sulfatos de Zn y Mn y esta por debajo del rango de
valores de CIM para hongos de la podredumbre blanca, 5-15 mM en Zn que es proximo al del cobre, 3-20
mM (Baldrian, 2003). Al agregar la mezcla de ZnSO4 y MnSO4 puros en el medio, la CIM hallada para P.
chrysosporium es de 5 mM en ZnS04 (2,5 mM de MnS04), mientras que frente a P. atropurpurascens la
CIM de la mezcla es 4mM en ZnS04 (2 mM de MnSO4). Las diferencias observadas son originadas por
el efecto de la matriz que acompania los metales en la solucién en estudio, que contiene ofros metales a
nivel de frazas. Estos metales actlan sinérgicamente al Zn favoreciendo el efecto funguicida de la
solucién.

Si bien se verifica una escasa variabilidad intraespecifica en respuesta a la presencia de la
solucién ensayada en el medio (a diferencia de lo que ocurre con los sulfatos puros), los resultados
permiten reconocer entre los basidiomycetes estudiados, la mayor tolerancia de P. chrysosporium a la
solucion en estudio y a los metales en general, lo cual coincide con la literatura (Baldrian, 2003). El
crecimiento de P.chrysosporium no es inhibido por la presencia de 15 mM de Zn en medio liquido a 30°C,
a la vez que es capaz de crecer en sustratos con altas concentraciones de diversos metales (Cd?- Cu?,

PbZ, Ni2*) ya que puede acumularlos en su citoplasma (Baldrian, 2003; Munir et al., 2004).

4.2.1.2 Crecimiento de los hongos en madera
Ensayos segun norma EN113:1996

Una vez conocida la actividad funguicida de la solucién proveniente del reciclado de pilas en
medio nutriente se estudia su efecto cuando los hongos crecen sobre madera. El estudio se realiza
tomando como referencia la norma EN113: 1996, “Protectores para madera. Métodos de ensayo para la
determinacion de la eficacia preventiva contra los basidiomicetos destructores de la madera.
Determinacion de los valores toxicos”. Estos ensayos son diferentes a los realizados sobre medios
nutrientes; la actividad del preservante esta influenciada por factores tnicos en cada ensayo. Esto ocurre
a pesar de reducir la variabilidad inherente a los ensayos, al usar los mismos medios, la misma madera,
preservantes y microorganismos (Archer et al., 1995). En consecuencia no se pueden correlacionar entre
si los valores de CIM obtenidos en cada ensayo. Las concentraciones en Zn fueron determinadas
considerando la concentracibn maxima de Zn lograda en el proceso de reciclado de pilas
(aproximadamente 3% en Zn) y dos diluciones sucesivas al medio. De la norma se mantienen las
condiciones de cultivo, las etapas previas al ensayo de preparacion de las probetas, los criterios de
seleccion de las mismas y dos de las especies consideradas obligatorias que validan en ensayo (Coriolus

versicolor y Gloeophyllum trabeum). La figura 4.3 muestra fotografias de varias etapas del ensayo.
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&

a) Probetas de pino secas. b) Cilindro de impregnacion disefiado

e) Probetas pino con P.atropurpurascens f) Probetas pino con P.chrysosporium.

Figura 4.3: Armado del ensayo
basado en la norma EN 113 (a - g).

g) Controles con P.chrysosporium

La norma establece que el producto preservante testeado brinda proteccién a la madera cuando
se tiene una pérdida de masa corregida menor del 3% de su masa seca inicial y no se tiene mas de una

probeta con pérdida de peso entre 3 'y 5%, de las cuatro probetas de cada especie, frente a cada hongo
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para cada concentracion. La correccién se realiza respecto a otros factores de deterioro que no sean el
ataque por los hongos a lo largo de las 16 semanas del ensayo.

Las probetas de pino fueron colonizadas por los basidiomycetes ensayados a excepcion de
P .chrysosporium, mientras que las de eucalipto solo fueron colonizadas por C. versicolor lo cual se
confirmd por inspeccidn visual. Se evaluaron los resultados del control de virulencia, que son probetas no
impregnadas incubadas en presencia de los hongos ensayados, que sirve para conocer el estado
fisiolégico de los hongos como degradadores de madera. Las pérdidas de peso minimas aceptadas de
las combinaciones hongo - tipo de madera, deben ser del 20% de acuerdo a la norma. Solo C. versicolor
en eucalipto presenta una pérdida de masa de 10%, en los demas hongos el valor es menor (7 -9 %); sin
embargo en pino las pérdidas de masa estén entre 7y 9 %.

Debido a una falla mecanica en el cilindro de impregnacién, el tratamiento con solucion a 1,5 %
en Zn se modifico a vacio- presién atmosférica -vacio, por esto la retencién de preservante a esa
concentracion de solucion es igual aquella de la concentracion anterior (0,8% en Zn). Culminado el
ensayo, se obtuvieron las mismas pérdidas de masa en ambas concentraciones. Las pérdidas de masa
de las probetas expuestas a cada hongo del ensayo son todas muy bajas, o cero en las tres
concentraciones en Zn mayores (0,8 %, 1,5 % y 3 %). La tabla 4.1 presenta los resultados medios

obtenidos para cada hongo y madera, a las distintas concentraciones de solucion y retencién del

preservante.
a)
Concentracion de la soluciéon  Retencion de preservante  Pérdida de masa corregida media
% en Zn kgm* %
0 0 4
08 5,6 0,1
15 2,6 0,3
3 35 0
b)
Hongo de prueba  Concentracion de la solucién Retencién de preservante  Pérdida de masa corregida media
%enZn kg m*® %
P.atropurpurascens 0 0 11
G. trabeum 0 0 71
C. versicolor 0 0 7,6
P.atropurpurascens 0,8 11,0 0
G. trabeum 0,8 10,6 0
C. versicolor 0,8 10,6 0
P.atropurpurascens 1,5 9,5 0
G. trabeum 15 10,7 0
C. versicolor 15 9,3 31
P.atropurpurascens 3 42 0
G. trabeum 3 42 0

Tabla 4.1: Retencion y pérdida de masa medias: a) para C. versicolor en eucalipto; b) para los otros hongos

en pino.

Como resultado del ensayo, se establece el limite téxico superior para las combinaciones

preservante-madera-hongo expresado en kg /m3 de preservante, en las condiciones en que se realizé el
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ensayo (tabla 4.2). Esto se debe a que la concentracion mas baja empleada (0,8% en Zn) inhibe el

crecimiento en todos los hongos ensayados lo cual impide determinar la concentracién minima inhibitoria.

Basidiomycetes ensayados Madera Retencion (kg/m3)
P.atropurpurascens Pino 11,1
G. trabeum Pino 10,6
C. versicolor Pino 9,3
C. versicolor Eucalipto 5,6

Tabla 4.2: Limite toxico superior de la solucidén proveniente del proceso de reciclado (kg/m?).

La solucién utilizada resulté demasiado toxica para los basidiomycetes en estudio ya que hubo
inhibicién del crecimiennto en la menor concentracion ensayada. Se debian probar concentraciones mas
bajas e intermedias a las usadas para encontrar los valores umbrales de la solucion y la concentracion

inhibitoria minima. Esto se llevé a cabo en los ensayos con minibloques.

Readaptacion de los hongos al crecimiento en madera

Tanto en los controles de virulencia (muestras no tratadas) como en las probetas impregnadas, las
pérdidas de peso obtenidas son muy bajas. Una posible causa es que los hongos hayan visto disminuida
su capacidad de degradacién de la madera por haber sido mantenidos largos periodos en medios
nutrientes artificiales. Por esta razon, se realiza una readaptacion de los hongos al sustrato madera,
cultivandolos primero en Sweetgum (Liquidambar styraciflua), para pasarlos luego a chips de pino y
eucalipto (figura 4.4). La madera del Sweetgum se caracteriza por sus fibras que tienen una pared
secundaria extremadamente gruesa ademds de ser susceptible al ataque tanto de hongos de
podredumbre blanca como marrén y es usada como feeder strip en ensayos de deterioro de madera en
contacto con suelo (Cowling, 1961; Wilcox, 1968; De Groot et al., 1998); es rica en azlcares solubles y
por lo tanto més facil de colonizar que el pino y el eucalipto. Con esto se busca incrementar su virulencia

de modo que no sea un factor a considerar en la evaluacion de este nuevo ensayo.

Luego de dos repiques consecutivos de cada uno de los basidiomycetes sobre madera de
Sweetgum y sobre chips de pino y eucalipto, se obtuvieron incrementos en las pérdidas de peso de las
probetas de pino y eucalipto, expuestas por dos semanas a los 4 basidiomycetes del ensayo superiores al

20%. Estos microorganismos son los que se emplean en el ensayo con miniblogues.
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Figuras 4.4: Readaptacion en Sweetgum de P. chrysosporium y P. atropurpurascens.

Este fue el primer estudio realizado para determinar la concentracion minima de solucion que
inhibe el crecimiento de los hongos sobre madera. Por razones de tiempo y costos este tipo de ensayo se
repitio solamente para evaluar si se producian cambios en el poder funguicida de la solucién proveniente
del reciclado, al introducir modificaciones operativas que disminuian costos en el proceso (Ibafiez et al.,
2008). En ese estudio también se evalud el potencial insecticida de la solucion y su lixiviacion de la
madera, que disminuye las propiedades funguicida e insecticida de la solucion con el transcurso del

tiempo. Por lo tanto la concentracion inhibitoria minima se determiné mediante ensayos de minibloques.

Ensayos en minibloques

Los ensayos con minibloques de Pinus taeda y Eucaliptus grandis son méas simples, rapidos y
economicos que los ensayos basados en la norma EN 113:1996. Si bien no permiten determinar con
exactitud el umbral téxico, permiten estimarlo y evaluar las retenciones utilizadas (Bravery, 1978; Brown
et al., 1991; Humar & Poloven, 2005).

En los ensayos de acuerdo a la norma EN113:1996 una concentracion de solucién de 3% en Zn
de la solucién en estudio (retencién 42 kg/m?), inhibié el crecimiento micelial sobre madera. Lo mismo
sucedid al aplicar la mezcla de sulfatos puros de Zny Mn en relacién 2:1, 3% en Zn (1,5% en Mn) inhibié
totalmente el crecimiento micelial sobre madera de pino. En consecuencia se ensayaron con minibloques
concentraciones de solucion proveniente del proceso de reciclado de pilas inferiores a 3 % en Zn,
considerando ademas que el efecto inhibitorio de dicha solucion es mayor (CIM menor) al de los sulfatos
puros en los ensayos en medio nutriente. Se impregnaron los minibloques a 0,08%, 0,6% y 1,6% en Zny
se expusieron a los basidiomycetes por cuatro semanas a 28 °C y 70% HR. La tabla 4.3 muestra las
pérdidas de masa de los minibloques para cada especie y para cada tipo de madera ensayada.
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a) 0,08% Zn 0,6%zn 1,6%2n
Control Retenc. 0,8kg/m3 Retenc. 5,7kg/m3 Retenc. 15,2kg/m3
Perdida masa(%) Des.est. Perdida masa(%) Des.est. Perdida masa(%) Des.est. Perdida masa(%) Des.est.
P. chrysosporium 43,5 31 11,8 0,9 14,4 13 25,2 4,9
P. atropurpurascens 66,3 3,6 42,2 4,6 36,5 2,8 7,0 0,87
C. versicolor 331 1,7 23,2 7,3 48,4 4,3 40,7 3,8
G.trabeum 37,7 1,2 24,7 2,7 19,8 2,9 8,7 1,2
b) 0,08% Zn 0,6%Zn 1,6%Zn
Control Retenc. 0,8kg/m3 Retenc. 5,7kg/m3 Retenc. 15,2kg/m3
Perdida masa(%) Des.est. Perdida masa(%) Des.est. Perdida masa(%) Des.est. Perdida masa(%) Des.est.
P. chrysosporium 62,1 2,4 42,7 1,2 27,3 1,9 26,3 1,4
P. atropurpurascens 23,4 1,6 39,7 0,6 20,9 0,8 19,6 2,3
C. versicolor 60,9 6,3 34,9 2,3 30,8 2,2 25,8 19
G.trabeum 36,7 2,3 32,1 1,0 18,6 2,9 15,1 3,0

Tabla 4.3: Pérdida de masa en los minobloques expuestos a las especies de hongos.

a) minibloques de pino; b) minibloques de eucalipto.

Las pérdidas de masa de los controles sin tratar fueron mayores del 20 % frente a las especies
de hongos ensayadas, lo que valida el ensayo (Brown et al., 1991).

A una retencién de la solucién en estudios de 15,2 kg/m? (corresponde a 1,6 % en Zn), los
minibloques de pino se encuentran desprotegidos, ya que frente a todos los basidiomycetes ensayados
las pérdidas de masa fueron mayores a 3 %. Se puede observar ademas que la solucién tiene un efecto
inductor del crecimiento micelial sobre madera de pino para P.chrysosporium y C. versicolor; P.
atropurpurascens no muestra este efecto. Esto debe tenerse en cuenta al evaluar la lixiviacién de la
solucién de la madera. Aunque esta sea impregnada con una retencién de 42 kg/m3, al disminuir la
cantidad de metal en la madera por efecto de la humedad, se pueden alcanzar concentraciones metalicas
que favorezcan el deterioro por inducir el crecimiento de los microorganismos. Las probetas de eucalipto
también se encuentran desprotegidas a la mayor retencion de solucion ensayada (15,2 kg/m?). Por lo
tanto para ambos tipos de madera, la concentracién inhibitoria minima de la solucién es 3 % en Zn.

Para corroborar el deterioro se observa al microscopio finos cortes de aquellos minibloques
que hayan presentado pérdidas de masa mayores a 3 %. En la figura 4.5 se muestran dos cortes de
probetas de pino expuestas a P. atropurpurascens, donde se ve el ataque a la laminilla media y a G.

trabeum donde se ve la erosidn de la pared, su afinamiento.
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Figura 4.5: Corte transversal de pino atacado por: a) P. atropurpurascens b) G. trabeum luego de 4 semanas
de cultivo. Pueden observarse la separacion entre las células y las perforaciones en los angulos de las mismas.
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4.2.2 Efectos de la solucion sobre las enzimas ligninoliticas

4.2.2.1 Degradacion de colorantes organicos

Verificada la influencia inhibitoria de la solucién en estudio sobre el crecimiento micelial se
analiza su efecto sobre la actividad enzimatica, debido a que los metales que contiene son potentes
inhibidores de las reacciones enzimaticas. Su toxicidad es mas notoria frente a las enzimas
extracelulares, porque deben enfrentarse a distintas concentraciones metalicas en el medio sin estar
protegidas por los mecanismos de detoxificacién metélica que acttan en el interior de la célula (Baldrian,
2003). Para evaluar el efecto de la solucién en estudio sobre el sistema ligninolitico de los hongos de la
podredumbre blanca de la madera, se analiza la degradacion de los colorantes poliméricos agregados al
medio, por efecto de las enzimas ligninoliticas producidas por los hongos (Borokhov et al., 2000).

La tabla 4.4 presenta la velocidad inicial de decoloracién del medio (mm2dia) y el porcentaje de
decoloracion, ambos al dia 10 de cultivo considerando que el 100% corresponde a la placa totalmente
decolorada, para cada especie ensayada.

P. chrysosporium degrada répidamente el RBBR y Poly-R 478 en el cultivo control y presenta
mayor velocidad inicial de decoloracion que P. atropurpurascens. Al agregar la solucion ensayada a una
concentracion de 0,5 mM en Zn, P.atropurpurascens sufre una marcada disminucion de su velocidad de
decoloracion del RBBR y de Poly-R 478; no asi P. chrysosporium que a pesar de presentar un perfil de
decoloracion analogo al del control sin metal, su velocidad inicial de decoloracién se incrementa
ligeramente respecto al control. Este resultado difiere del obtenido con los sulfatos puros de Zn donde no
habia decoloracién ni a la menor concentraciéon de metal ensayada y con los resultados obtenidos por
Pointing (Pointing et al., 2000), que asevera que P. chrysosporium cultivado en medio liquido en

presencia de sales metalicas puras a cualquier concentracion (Cu, Zn, etc) no decolora Poly-R 478.
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a)P.chrysosporium

0 100 6,24 100 6,22
0,5 100 7,31 100 7,24
1 100 7,31 0 0
2 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
10 0 0 0 0
50 0 0 0 0

b)P. atropurpurascens
0 60,3 4,03 60,1 3,96
0,5 50,3 3,51 23,3 1,47
1 6,5 0,37 0 0
2 0 0 0 0
4 0 0 0 0
5 0 0 0 0
10 0 0 0 0
50 0 0 0 0

Tabla 4.4: Velocidad inicial y decoloracion de RBBR y Poly-R 478 en placa por efecto de la solucion

proveniente del reciclado.

Esto significa que algin componente a nivel de traza de la solucion metalica proveniente del proceso de
reciclado a bajas concentraciones, estimula la actividad enzimatica de P. chrysosporium que se hace mas
tolerante a la presencia de los metales. Ademas se puede observar que a una concentracion de 1 mM en
Zn, tanto P.chrysosporium como P. atropurpurascens decoloran al RBBR, pero no decoloran al Poly-R
478.

Al comparar los resultados obtenidos con los de los sulfatos puros, se observa que la respuesta
depende del hongo considerado. Sin embargo el efecto inductor de la actividad ligninolitica del Mn, se
evidencia en P. atropurpurascens que presenta una CIMD de 50 mM en Zn (25 mM en Mn), similar a la
presentada por el sulfato puro de Mn. El valor de la CIMD es dependiente del colorante del medio: la
CIMD de la solucién en estudio es de 2 mM en Zn frente a RBBR, pero es 1 mM en Zn frente a Poly-R

478 para ambos basidiomycetes.

4.2.2.2 Actividades de MnP, LiP y Lac determinadas espectrofotométricamente

Se determina el efecto de la solucion proveniente del reciclado de pilas sobre la actividad de
cada una de las enzimas del sistema ligninolitico: LiP, MnP y Lac en ambos hongos. Las determinaciones
se realizan de acuerdo a las siguientes referencias: Tien y Kirk (1988), Castillo et al. (1994) y Galiano et

al. (1991), respectivamente (Materiales y Métodos)'

! Evitando introducir factores de variabilidad se hicieron todos los ensayos con la misma partida de solucion, por eso el disefio
experimental es diferente al de los sulfatos puros, se ensayan solo 4 concentraciones por tener poca cantidad de solucién.
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Ambos hongos se cultivan en agua de malta al 1,25 %, a 28°C y 150 rpm. La tabla 4.7 muestra la
variacién de la actividad enzimatica en dos situaciones: cuando los hongos crecen en un medio de cultivo
que contiene la solucion en estudio, y cuando la solucion en estudio es agregada a las enzimas
preformadas, a una concentracion de 1 mM. Ambas determinaciones se realizan sobre el sobrenadante

del dia 16 de cultivo.

a) P. chrysosporium

0 1 5 10 Enzima preformada

MnP 57 34 1 6 7

LiP 23 0 0 0 1

Lac fike 54 9 9 5 3

b} P. atropurpurascens

0 1 5 10 Enzima preformada

MnP 10 5 0 0 2

LiP 1 1 1 1 1

Lac 13 2 2 6 3

Tabla 4.5: Actividad enzimatica determinada espectrofotométricamente. Cultivos en presencia de la
solucién a distintas concentraciones y determinada sobre la enzima preformada a la cual se agrega solucién en

estudio a una concentracion final de 1 mM en Zn.

En las condiciones del ensayo el dia 16 de cultivo, P. chrysosporium presenta mayores valores
de actividad en el control sin metal, que P. atropurpurascens. Se observa que la solucién en estudio
presente en el medio de cultivo produce una clara disminucién de la actividad enzimatica en las tres
enzimas ligninoliticas, a partir de 1 mM. Esta inhibicién tambien ocurre en la enzima preformada a la que
se agrego la solucién en estudio a una concentracion final de 1 mM en Zn, que es la menor CIMD de la
solucién en cultivos sélidos en placa. En este Ultimo caso los metales de la solucién, producen un

envenenamiento de las enzimas que conduce a la pérdida de actividad.

Los resultados obtenidos son concordantes con los ensayos en placa ya que no hay degradacion
de los colorantes poliméricos entre 1 y 2 mM en Zn (segun el colorante considerado), mientras que la

inhibicién de la actividad determinada espectrofotometricamente ocurre a 1 mM en Zn.

4.2.3. Ensayo de campo: cementerio de estacas

Una vez conocidas las propiedades funguicidas e insecticidas (ver 4.2.4) de la solucién
proveniente del proceso de reciclado de pilas, se plantea el empleo de la solucién tratando madera en
contacto con el suelo. Para ello se estudia la durabilidad adquirida en madera de pino impregnada con la

solucion, expuestas a la intemperie en un cementerio de estacas. El ensayo esté basado en la norma EN
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252: “Ensayo de campo para determinar la eficacia relativa de un protector de madera en contacto con el
suelo”’. En Materiles y Métodos se encuentran los detalles del disefio del ensayo, asi como el analisis
estadistico empleado. La tabla muestra la denominacién de las probetas junto a la descripcidon de los
tratamientos realizados y la retencién de solucion del reciclado lograda en cada caso. Obsérvese que
cada nivel de retencién esta divido en tres tipos de probeta: 5 solo con la solucion, 10 con doble
tratamiento: una vez estacionadas las probetas ya impregnadas con la solucién del reciclado, se les
aplica borax por pincelado (5 probetas) y a vacio- presion (5 probetas). La figura 4.6 muestra el

cementerio de estacas y fotografias obtenidas en la segunda evaluacién del cementerio.

Denominacion Tratamiento Retencién en Zn (kg.m™)
Al 0,8%2Zn 1,17
A2 0,8%Zn+B Pinc
A3 0,8% Zn + B vpv
Bl 1,5% Zn 2,91
B2 1,5%Zn + B pinc.

B3 1,5%Zn + B vpv

C1 3%Zn 7,37
C2 3%2Zn + B pinc

C3 3%Zn + B vpv

D1 6%2Zn 21,22
D2 6% Zn + B pinc.

D3 6%2Zn + B vpv

E Blanco

F CCA 8 kg.m?

G CCA 12 kg.m?

Tabla 4.6: Denominacion y descripcion de los tratamientos del ensayo

A 20 meses de instalado el cementerio de estacas, el tratamiento de la madera con una concentracion de
Zn del 3% y el bdrax aplicado con presién vacio (C3) es el de mejores resultados.

Los tratamientos solo con Zn, sin proceso antilixiviante posterior, son de resultados erraticos.
La tendencia hasta el momento indica que el mejor tratamiento antilixiviante con bérax es cuando se

aplica por vacio y presion.
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Figura 4.6: Fotografias del cementerio
de estacas.

a)Vista del cementerio de estacas; b)
Comparacién del aspecto de 6 probetas
con distinto tratamiento al cabo de 14
meses de ensayo; c) ataque del extremo
enterrado de una probeta control a los 14
meses de ensayo.

Los resultados de las evaluaciones se encuentran en el anexo, en manuscrito presentado al 24

Congreso de la Red Iberoamericana de Proteccion de la Madera, Mar del plata, Argentina (12/2010).

4.2.4 Ensayos adicionales

Se estudié como se veian afectadas las propiedades funguicidas de la solucion en estudio ante
determinadas modificaciones operativas en el proceso de reciclado que disminuian los costos (cambio en
el sistema de separacion solido — liquido). Para ello se realizd el ensayo basado en la norma EN113 con
probetas de Pinus taeda y Eucalyptus grandis, con cepas de Fomitopsis palustris y Coriolus versicolor.
Previo a este ensayo se realizaron ensayos de deslavado de la solucion desde la madera (o
envejecimiento acelerado) basados en la norma Japanese Industrial Standard K 1571 (JIS 2004), en el
cual las probetas tratadas con la solucién en estudio y estacionadas son colocadas en agua destilada en
determinadas condiciones (26°C, 8 horas, 10 veces). Finalmente son secadas y expuestas a los
basidiomycetes. También se determinaron las propiedades insecticida frente a termitas (Coptotermes
formosanus), empleando la norma JWP-TW-P1 (JWPA 2001). Los resultados mostraron que el cambio
operativo propuesto afecta negativamente las propiedades funguicidas de la solucién, en tanto las
propiedades insecticidas arrojan una mortandad de 100 %. La lixiviacién de la solucion producida por el

deslavado que simula condiciones reales de alta humedad, disminuye la proteccién de la madera tanto
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contra hongos como contra insectos (lbafiez et al., 2008). Cabe comentar que este trabajo es previo al
cementerio de estacas, por eso se trata de buscar un producto adicional que forme compuestos

insolubles en agua que impidan que la madera quede desprotegida cuando esta expuesta a la intemperie.

4.3 Resumen de los resultados

Cuando se ensaya la solucion obtenida a partir del proceso de reciclado de pilas en medio
nutriente se observa efectos analogos a los producidos por los sulfatos puros, inhibe el crecimiento y la
actividad ligninolitica de los basidiomycetes ensayados. Puede pensarse que no hay un efecto antagénico
de los componentes de la matriz en la que se encuentran los metales en la solucién obtenida en el
reciclado de pilas respecto a las sales de los metales. La CIM en medio sélido nutriente es de 2 mM en
Zn y puede considerarse baja. La CIMD es 1 mM en Zn para ambos hongos frente a Poly-R 478 y se
encuentra entre 1 y 5 mM frente a RBBR. Las determinaciones espectrofotométricas de las enzimas

corroboran la influencia de la solucién sobre la actividad ligninolitica.

Cuando el crecimiento se produjo sobre madera, se obtiene proteccion adecuada a una
concentracion de 3 % en Zn. Estos resultados son similares a los obtenidos con los sulfatos puros. Se
observa nuevamente un efecto rebote a una concentracion de 1,5% en Zn, aqui se observa una mayor

pérdida de peso correspondiente a un mayor crecimiento fungico.
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5- CONCLUSIONES

Los resultados obtenidos permiten responder la principal interrogante planteada en este trabajo:
la solucién rica en zinc y manganeso que se obtiene del proceso hidrometallrgico de reciclado de pilas
domésticas puede ser utilizada como conservante de madera. Presenta un efecto inhibitorio sobre el

crecimiento flngico y sobre las enzimas del sistema ligninolitico a todos los niveles ensayados.

En términos generales la mencionada solucién presenta una actividad funguicida ligeramente
mayor a la mezcla de sulfatos de zinc y manganeso puros en relacion 2:1. En consecuencia la matriz que

contiene al zinc y al manganeso en la solucion tiene un ligero efecto funguicida sinérgico con el zinc.

La solucion del proceso de reciclado a una concentracion de 3% en zinc, puede emplearse como
preservante de madera en contacto con el suelo y a la intemperie, siempre que se aplique un segundo
tratamiento antilixiviante que evite la pérdida de los metales de la misma. La aplicacion de bdrax
(mediante un tratamiento a vacio -presion —vacio) a maderas previamente tratadas con la solucion evita
su lixiviacién. El resultado de la evaluacion del deterioro, la dureza superficial y la resistencia de las
probetas asi tratadas a dos afios de colocadas en suelo, es analogo al obtenido con probetas tratadas
con CCA a 12kg/m3,

En los estudios realizados con las soluciones de sales de zinc y manganeso puras se pudieron
apreciar distintos comportamientos cepa dependiente. El crecimiento micelial de P.atropurpurascens es
mas sensible a los metales en estudio que aquel de P.chrysosporium; sin embargo en lo que respecta a
la actividad enzimatica este hecho se invierte ya que a determinadas concentraciones de metales la
actividad enzimatica de P.afropurpurascens no se ve afectada. Se observa un efecto estimulante del
metabolismo flngico cuando estos crecen en presencia de manganeso. Cuando se ensaya la mezcla de

los metales, se observa un cierto efecto antagénico sobre las actividades deletéreas del zinc.

El zinc es inhibidor de la expresion de los genes mnp de ambos basidiomycetes. A nivel de
expresion de los genes de las manganeso peroxidasas en P. chrysosporium, se observa un marcado
efecto regulatorio de los metales sobre el nivel de transcripto del gen mnp1; este efecto es un orden de

magnitud menor en mnp2'y mnp3.

El manganeso estimula (a todas las concentraciones ensayadas) la expresion de los genes mnps
de P. chrysosporium, mientras que en P. atropurpurascens se aprecia un efecto inductor a bajas

concentraciones y un efecto inhibidor a concentraciones mayores a 1 mM.

En el caso de la mezcla su efecto frente a las mnps de P.chrysosporium, a las mayores
concentraciones es inhibidora de la expresidn; en las concentraciones menores tiene un efecto intermedio
a aquel de los metales por separado a igual concentracién. La mezcla de metales impidi6 el crecimiento
de P.atropurpurascens a todas las concentraciones ensayadas, en consecuencia no se pudo deteminar el

efecto de la mezcla de metales sobre la expresién génica.
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Se determind por primera vez que P.atropurpurascens cuenta con al menos siete proteinas
MnPs diferentes, con alta similaridad con las MnPs de otros basidiomycetes. Una de estas proteinas
presenta redundancia génica ya que es codificada por dos genes diferentes, mientras que ofra de estas

proteinas presenta caracteristicas en su estructura que la aproximan a las MnP no tipicas.

Se comprueba que los metales estudiados tienen efecto sobre las enzimas del sistema
ligninolitico por distintos mecanismos. Actllan sobre el crecimiento global, e influyen en los niveles de
expresion de dichas enzimas pero al mismo tiempo son capaces de “envenenar” en el medio extracelular
a las enzimas preformadas. Si bien se espera una correlacion entre estas dos Ultimas instancias se puede
observar en los cultivos sin metal que la actividad manganeso peroxidasa méxima ocurre entre 2y 5
dias después que se alcanza la mayor expresion de sus genes, dependiendo del basidiomycete
considerado. En presencia de los metales esta correlacion se pierde porque el efecto producido por estos
es el mismo en ambos momentos de la biogénesis — actividad de estas enzimas. El zinc es inhibidor de
ambos, actividad enzimatica y expresién génica; el manganeso por el contrario tiene un efecto que varia
con el basidiomycete. Es inductor de la actividad de las MnPs y la expresion génica en Pchrysosporium,

mientras que en Patropurpurascens inhibe a ambas a concentraciones mayores a 1 mM.

PERSPECTIVA GLOBAL

El encontrar un uso a la solucién rica en zinc obtenida a partir del reciclado de pilas domésticas,
presenta varios beneficios. Por un lado el comienzo del desarrollo de un preservante para madera de muy
baja toxicidad como el zinc, que utilizado adecuadamente no produce dafios a la salud, seguridad y
riesgo ambiental. Este planteo acompafa la tendencia mundial al desarrollo de nuevos productos
preservantes para madera que tiendan a reducir el uso principalmente de CCA en situaciones en las que
la madera en servicios no deba conservarse por décadas. Por otra parte, se encuentra otra utilidad para
un subproducto obtenido del proceso de reciclado de pilas domésticas. Disminuye la contaminacién
surgida de su disposicion final, se aprovechan los materiales contenidos en las mismas, a la vez que se
da mayor viabilidad al proceso al encontrar una aplicacién con una continuidad de uso definida por la
creciente forestacion del pais. Se deberian realizar futuros estudios de aplicacién de otros tratamientos

antilixiviantes, asi como optimizar el uso de bérax, con sus propiedades ignifugas y antifingicas.

Con el fin de conocer las posibles rutas metabolicas de los hongos que puedan ser interrumpidas
por un preservante para madera de esta naturaleza, seria sumamente interesante ver la influencia de los
metales sobre las restantes enzimas del sistema ligninolitico, asi como sobre las enzimas celuloliticas. En
las condiciones actuales del conocimiento y equipamiento, se podrian realizar estudios de expresién

sobre el propio sustrato a tratar (madera). Asimismo, estudios sobre los efectos post-transcripcionales de
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las MnPs arrojaria méas informacion sobre la influencia de los metales sobre estas enzimas, y por ende el

mecanismo de accion completo.

Una mayor caracterizacion del genoma y del sistema manganeso peroxidasa en particular de P.

artropurpurascens permitiria redondear los estuidos iniciados con este trabajo.
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6- MATERIALES Y METODOS
6.1 - Cepas utilizadas

Las cepas empleadas pertenecen a la Coleccion de Hongos de la Catedra de Microbiologia de la
Facultad de Quimica: Phanerochaete chrysosporium (1556, DZM) y Punctularia atropurpurascens
(H2126).

Para los ensayos sobre probetas de madera se afiadieron: Gloeophyllum trabeum (H 2130
CCMFQ) y Coriolus versicolor (H 2140 CCMFQ) ambas de la Coleccion de la Seccién Micologia de la
Facultad de Ciencias, UDELAR.

Para la preparacion de células competentes se utilizo E coli, TOP10.

6.2 - a) Determinacion del efecto de los metales sobre la germinacion de conidios

Sobre un portaobjetos estéril, se colocd una fina capa de malta — agar, suplementado con las
soluciones de los sulfatos puros a distintas concentraciones metalicas de acuerdo a: ZnSO4: 0,08, 0,16,
0,25, 0,33, 0,66, 1, 1,5y 2mMen Zn; MnSO4: 0,04, 0,12, 0,25, 0,5, 0,8, 1, 1,5y 2mMen Mn;
ZnS04- MnSOq4: 0,08-0,04, 0,16- 0,12, 0,25- 0,12, 0,33- 0,25, 0,5- 0,25, 0,66- 0,5, 1-0,5, 1,5-0,7y
2-1 mM en Zn y Mn respectivamente. Una vez que solidifico el medio se inoculd con una gota de
suspension de conidios de cada basidiomycete (Guiraud & Galzy, 1980). Los portaobjetos se cultivaron a
28°C dentro de placas de Petri y se observd al microscopio de contraste de fases (40x) hasta la
germinacion de los conidios. Luego se observd por 48 horas mas para conocer si se producia algun

cambio en los cultivos. Se tomaron fotografias a distintos tiempos de cultivo.

b) Determinacion del efecto de los metales sobre el crecimiento en placa
Condiciones de cultivo

Placas de Petri (8,5 cm de diametro interno) con agar — malta previamente esterilizados en
autoclave a 121°C por 15 minutos, se inocularon con discos de 5 mm de didmetro cortados con
sacabocado de micelio en crecimiento obtenido del borde de las placas.

Los medios fueron suplementados con las soluciones en estudio en cuatro series de ensayos a
distintas concentraciones finales en los metales, de acuerdo al siguiente detalle:

1 - Medio de cultivo suplementado con solucién estandar de ZnSO4 (2.5M); las concentraciones
finales en Zn ensayadas fueron: 0.5 mM, 1 mM, 2 mM, 5mM, 10 mM y 50 mM.

2 - Medio de cultivo suplementado con solucién estdndar de MnSO4(1.25M); las
concentraciones en Mn ensayadas fueron: 0.5 mM, 1 mM, 2mM, 5mM, 10 mM y 50 mM.

3 - Medio de cultivo suplementado con una mezcla de solucién estandar de ZnSO4 (2.5M) y
solucién estandar de MnSO4 (1.25M); las concentraciones en Zn ensayadas fueron: 0.5 mM, 1 mM, 2
mM, 5mM, 10 mM y 50 mM (0,25 mM, 0,5 mM, 1 mM, 2,5 mM, 5 mM, 25 mM en Mn).
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4 - Medio de cultivo suplementado con la solucién obtenida a partir del proceso de reciclado de
pilas (30 g/l en Zny 15 g/l en Mn); las concentraciones finales en Zn en los medios fueron: 0.5 mM, 1
mM, 2mM, 5mM, 10 mM y 50 mM; en Mn: 0,25 mM, 0.5 mM, 1mM, 2.5 mM, y 5 mM.

Los hongos fueron cultivados a 28°C por 22 dias.

Reactivos quimicos

Extracto de malta y agar son de Oxoid Ltd. Los sulfatos de Zn y Mn son de Sigma Chemical Co.

Evaluacion de los resultados

El crecimiento micelial para cada placa se evalud a través del calculo de las areas de la
superficie de las colonias (en mm?) y las velocidades iniciales de crecimiento al dia 9, a las distintas
concentraciones de metal (Hatvani et al., 2003). Se determind la CIM (concentracién inhibitoria minima)
de cada solucién (Borokhov et al., 2000).

Lo significativo de las diferencias entre la medida de las colonias se estim6 usando el test de

Mann- Whitney con un limite de significancia de P< 0.05. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

c) Determinacion del efecto de los metales sobre el crecimiento de los hongos en madera
c.1) Ensayos de minibloques

Basados en el miniaturised wood — block test (Bravery, 1978). Se utilizaron probetas de Pinus
faeda de dimensiones (50 £ 0,5) mm x (25 £ 0,5) mm x (15 £ 0,5) mm. Se secaron 200 probetas por
ensayo en horno a (103 £ 2)°C por 18 horas. Luego se impregnaron con las soluciones en estudio
(sulfatos puros y la solucion proveniente del proceso de reciclado), a distintas concentraciones por el
método Bethell: %2 hora de vacio inicial a -0,6 bar; 1 hora de presién a 12 bar y % hora de vacio final a -
0,6 bar, en un cilindro de impregnacion de laboratorio, de 1m de largo y 20 cm de diametro.

Las probetas se acondicionaron a 60°C y 65% HR por 48 horas. Luego se esterilizaron con
corriente de vapor en autoclave, de acuerdo al ciclo: 20 minutos de vapor- 24 horas a temperatura
ambiente - 10 minutos de vapor en autoclave. Finalmente se colocaron 2 probetas tratadas a igual
retencion y una probeta control, por placa de Petri de 85 mm de didmetro con agar (1,5%) - malta (2%)
previamente inoculado con los hongos correspondientes, cuyo micelio cubria completamente la superficie
de la placa.

Se cultivaron a (28 + 2) °C y (70 £ 5) % humedad relativa, por 4 semanas. Se realizaron 6 réplicas de
cada tratamiento y de los controles.

En el ensayo participaron aquellas probetas cuya densidad (al 12% de contenido de humedad) no difirié
en menos de 10% del valor medio de densidad al inicio del ensayo y cuya masa de preservante retenida
no se aparté mas de 20% del valor medio para cada concentracion de solucién

El ataque fungico fue evaluado por la pérdida de masa media (%), respecto al peso seco antes y después

de la exposicion a los hongos.
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Se tomaron finas muestras de madera con deterioro para observar al microscopio optico.

c.2) Ensayos de acuerdo a norma

El ensayo realizado se basd en la norma EN113:1996: “Protectores para madera. Métodos de
ensayo para la determinacién de la eficacia preventiva contra los basidiomicetos destructores de la
madera. Determinacidn de los valores toxicos” (AENOR, 1996).

Se emplearon probetas de Eucalyptus grandis (albura) y Pinus taeda cuyas dimensiones de
acuerdo a la norma fueron: (50 £+ 0,5) mm x (25 + 0,5) mm x (15 + 0,5) mm. Fueron secadas en horno a
(103+2)°C por 18 horas; se trabajé con 200 probetas de cada especie en cada ensayo. Luego se
impregnaron a cuatro diluciones de la solucién proveniente del ensayo de pilas, por el método Bethell en
un cilindro de impregnacién de acuerdo al ciclo: %2 hora de vacio inicial a -0,6 bar; 1 hora de presién a 12
bar y 2 hora de vacio final a -0,6 bar.

Se utilizan los dos cilindros disponibles:

A - De 1m de largo y 20 cm de diametro, que alcanza 12 atm de presion (Wood Treating Chemicals
Co.Saint Louis MO.USA), perteneciente a UTE. Se descompuso durante el ensayo.

B - De 90 cm de largo y 20 cm de didmetro, que alcanza 12 atm de presion; de disefio propio y
construccion nacional, perteneciente a GESTEC de Facultad de Quimica.

Se ensayaron cuatro concentraciones de la solucién obtenida a partir del proceso de reciclado,

como indica la norma: 0; 0,8; 1,5y 3 % en zinc.

Se incluyeron en el ensayo aquellas probetas secas (hasta peso constante) cuya densidad difirié
menos de 10% del valor medio de densidad y cuya masa de preservante retenida luego de impregnadas
(masa de preservante retenido/unidad de volumen de madera) no se aparté mas de 20% del valor medio
para cada concentracion de solucion.

Se trabajé con dos valores de retencion para la serie de 1.5 % en Zn, debido a una falla
mecanica en la bomba de presion del cilindro A, que obligdé a cambiar el proceso de impregnacién. Se
hizo un vacio inicial de -0,6 bar, luego se llené el cilindro sin agregar presion, se mantuvo durante 2 horas
y se retird la solucion; por esta razdn, las retenciones logradas para esta concentracion no son las
esperadas.

Las probetas se esterilizaron por el ciclo: 20 minutos de corriente de vapor- 24 horas a
temperatura ambiente- 10 minutos de vapor en autoclave. Los frascos de cultivo de 650 ml de capacidad
se armaron de acuerdo a la norma: para cada concentracion de solucion y para cada hongo ensayado se
colocd una probeta impregnada y una sin impregnar (control) por frasco. Para el control de virulencia de
los microorganismos se colocaron probetas no tratadas en medios inoculados con los distintos hongos en
frascos y para el célculo del valor de correccién (cambios por factores abidticos que afecten la madera
durante el tiempo de cultivo) se colocaron probetas tratadas sin inocular en frascos.

Se cultivd por 16 semanas a (22 £ 2) °C y (70 £ 5) % humedad relativa.
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La eficacia de la solucién preservante se determind a través de las pérdidas de peso corregidas de las
probetas impregnadas luego de 16 semanas de exposicion a los hongos destructores de la madera. La
norma indica los porcentajes de pérdidas de peso de aceptacion o rechazo del resultado.

Los hongos “obligatorios” especificados en la norma validan el resultado: Gloeophyllum trabeum
(podredumbre marron de la madera) y Coriolus versicolor (podredumbre blanca de la madera). No se
pudo incluir Coniophora puteana que es el hongo obligatorio para todo tipo de preservante, por no estar

disponible en las colecciones consultadas.

c.3) Ensayo de campo

El ensayo se instalé siguiendo lo prescrito en la norma EN 252. Se usaron probetas de (500 + 1)
mm x 50 + 0,3) mm x (25 £ 0,3) mm. Se seleccionaron 91 con densidades dentro del rango de la media
+ 15%. Se secaron hasta un contenido de humedad de 14% + 2%. 60 probetas se impregnaron en un
autoclave de laboratorio de 50 litros por el método Bethell (30 min.de vacio inicial, 60min. A 10 kg.m2
depresion, 30min.de vacio final) con la solucion en estudio a cuatro concentraciones: 0,8%, 1,5%, 3% y
6% de Zn.
De las 20 probetas de cada concentracion, 5 quedaron solo con la solucién, 15 fueron tratadas con bérax
al 2%, 5 por pincelado, 5 por inmersién y 5 por vacio presién vacio. 10 probetas se usaron como testigos
sin tratamiento. El protector alternativo de referencia fue CCA, 10 probetas fueron tratadas a una
retencion de 8 kg.m3y 11 probetas a una retencion de 12 kg.m-

Los cddigos de los tratamientos se encuentran en la tabla 22.

A1 0,8%Zn

A2 0,8%Zn+B Pinc
A3 0,8% Zn + B vpv
B1 1,5% Zn

B2 1,5%Zn + B pinc.
B3 1,5%Zn + B vpv
C1 3%Zn

C2 3%Zn + B pinc
C3 3%Zn + B vpv
D1 6%Zn

D2 6% Zn + B pinc.
D3 6%Zn + B vpv
E Blanco

F CCA 8 kg/m3
G CCA 12 kg/m3

Tabla 22: Cédigos empleados de identificacion de los tratamientos realizados a las probetas.

Las probetas se colocaron en el campo al azar, enterradas 25 cm en tres filas de 30 probetas separadas

50 c¢cm. En las inspecciones de campo se evalué deterioro, dureza superficial y resistencia. Se tomaron
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finas muestras de madera para observar al microscopio dptico. La tabla 23 muestra la escala de

calificacion del deterioro de probetas empleada en las evaluaciones.

CLASIFICACION

0 Sin ataque, madera sana
1 Ataque ligero

2 Ataque moderado

3 Ataque severo

4 Ruptura

Tabla 23: escala de calificacion del deterioro de probetas.

6.3) Determinacion del efecto sobre la actividad enzimatica
a) Degradacion de colorantes organicos
Condiciones de cultivo
ldem 6.2) a).
Al medio de cultivo se adicionaron los colorantes poliméricos: Remazol Brilliant Blue R (0.02%
wiw), o Poly R — 478 (0.02% w/w), en cada una de las series de soluciones ensayadas. Medio sin

colorante se emple6 como control.

Reactivos quimicos
El extracto de malta y el agar son de Oxoid Ltd. Los sulfatos de Zn y Mn, el Remazol Brilliant
Blue R (catalog no R- 8001) y el Poly R —478 (catalog no P - 1900), son de Sigma Chemical Co.

Evaluacion de los resultados

Los halos de decoloracién de cada placa fueron evaluados a través del calculo del area de las
zonas de decoloracion en mm2. Se determinaron las MCID, minima concentracién que inhibe la
decoloracion (Borokhov et al., 2000).

Lo significativo de las diferencias entre la medida los halos de las colonias se estima usando el

test de Mann- Whitney con un limite de significancia de P< 0.05.

b) Determinaciones espectrofotométricas
Condiciones de cultivo

Los ensayos se realizaron en Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de CLB para P. chrysosporium y
agua de malta (1.25%) para P. atropurpurascens, inoculados con suspensiones de esporas del hongo
correspondiente a una concentracion aproximada de 107 conidios/ ml, en Tween 80 diluido.

Se realizaron dos tipos de ensayos: uno determin6 la actividad enzimatica a partir de las enzimas
preformadas a las que se agregd la solucion metalica correspondiente a distintas concentraciones; en

tanto el otro determind la actividad enzimatica en el sobrenadante, cuando se cultivaron los hongos en
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presencia de los metales a distintas concentraciones. En ambos casos las concentraciones finales de los
metales fueron las siguientes:

1 - Con la solucién estandar de ZnSQO. (2.5M), las concentraciones finales en Zn en los medios
fueron: 0.25 mM; 0.5 mM; 1 mM; 1,5 mM; 2 mM; 4 mM;y 12 mM. en Zn.

2 - Con la solucion estandar de MnSQO; (1.25M) las concentraciones finales en Mn en los medios
fueron: 0.25 mM; 0.5 mM; 1 mM; 1,5 mM; 2 mM; 4 mM; y 12 mM. en Mn.

3 - Con la mezcla de soluciones estandar de ZnSO4 (2.5M) y solucién estandar de MnSQOq
(1.25M), las concentraciones finales en Zn en los medios fueron: 0.5 mM; 1 mM; 1,5 mM; 2 mM; 4 mM;y
12 mM. en Zn; acompafiado de: 0.25 mM; 0.5 mM; 1 mM; 1,5 mM; 2 mM; 4 mM; y 6 mM. en Mn.

4 - Con la medio de cultivo la solucion obtenida a partir del proceso de reciclado de pilas (30 g/l
en Zny 15 g/l en Mn), las concentraciones finales en Zn en los medios fueron: 1mM; 5mM; y 10mM en
Zn; 0.5mM, 2.5mM,y 5mM.

Se cultivaron a 28°C por 22 dias. Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Los ensayos sobre enzimas preformadas se realizaron sobre extractos enzimaticos
correspondientes al 7m dia de cultivo para P. chrysosporium y al 10m dia de cultivo para
P.atropurpurascens, que corresponden al tiempo de cultivo donde se observo la maxima expresion de
mnp.

Las actividades ligninoliticas de MnP, LiP y Lac fueron determinadas segUn las siguientes
referencias:

MANGANESO PEROXIDASA (Castillo et al., 1994)

El ensayo se basa en el acoplamiento oxidativo de 3 — metil-2 — benzotiazolinona hidrazona
(MBTH) y &cido 3-(dimetilamino) benzoico (DMAB). En la presencia de MnSO4, H202, MBTH y DMAB la
manganeso peroxidasa (MnP) cataliza la formacion de un compuesto purpura el cual tiene un amplio
rango de absorcion entre 575y 600 nm, con un pico a 590 nm. La actividad MnP fue determinada en un
medio de reaccidn (3 ml) conteniendo:

1300 pl de buffer succinato — lactato 0.1 M pH 4.5

300 pl de DMAB 6.6 mM

100 pl de MBTH 1.4 mM

30 pl de MnSO4 20 mM

300 ul de muestra

10 yl de H202

Se midié el incremento de absorbancia a 590 nm.

Una unidad enzimatica se definié como la cantidad de enzima necesaria para formar 1 umol de

producto en un minuto
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LIGNINO PEROXIDASA (Tien y Kirk, 1988)

El ensayo mide la oxidacion dependiente de peroxido de alcohol veratrilico a veratraldehido. El

alcohol no exhibe absorbancia a 310 nm mientras que el aldehido absorbe fuertemente. La actividad
lignino peroxidasa (LiP) fue determinada en un medio de reaccion (3 ml) conteniendo:
1400 ul de buffer de tartrato de sodio 0.1 M pH 3.0
200 I de alcohol veratrilico 2 mM
280 ul de muestra
120 pl de H202 2.5 mM
Se midio el incremento de absorbanciaa 310 nm.
Una unidad enzimatica se definié como la cantidad de enzima necesaria para oxidar 1 ymol de
alcohol veratrilico en un minuto
LACASA (Galiano et al., 1991)

El ensayo se basa en el incremento de absorbancia debido a la formacion de tetrametoxi- azo-

bis- metilenquinona a partir de la oxidacién de la siringildazina. La actividad lacasa fue determinada en
un medio de reaccion (3 ml) conteniendo:

2690 pl de buffer fosfato 100 mM pH 6.0

300 ul de muestra

10 pl de siringildazina (1.6 mg/ ml metanol)

La formacion de quinnona fue monitoreada a 526 nm. Una unidad enzimatica se definié como la

cantidad de enzima que produjo un Aabs /min =1 a A =526 nm.

c) Determinacion del efecto de los metales sobre la regulacion de la expresion de los
mnps.
c.1) Obtencién de cultivo monospérico

Se hizo una suspension de esporas en 1 ml de Tween 80 (0,01%) con punta estéril a partir de un
cultivo en medio sélido. Se homogeinizé en vortex durante 1- 2 minutos y se hizo recuento de esporas en
camara de Neubauer. Se sembraron dos diluciones correspondientes a 1 — 10 esporas/100 mL. Se

consider6 cultivo aislado aquel cuya placa tenga una Unica colonia.

c.2) Siembra por picadura en medio sélido

Se tocd con una punta (o escarbadientes) estéril la colonia de interés en zona con esporas. Se
colocd el escarbadientes con esporas hacia arriba. Se toco la placa con medio solido a sembrar invertida.
Se cuiddé de no llegar al fondo de la placa. Se tap6 la placa con cuidado de no golpear y se incubd a
tiempo y temperatura segun el organismo. P. atropurpurascens y P. chrysosporium se incuban a 28 °C

por 8 dias.
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c.3) Siembra por suspension esporas en caldos

El inoculo se prepar6 retirando las esporas de las placas en 10 dias de cultivo a 30°C en Tween 80
(0,01%) y se ajusto a una concentracion de 107 esporas/ml. 1 ml de este indculo se agregd a 50 ml de
cada uno de los siguientes medios en Erlenmeyer de 250 ml: (i) RB (medio rico); (ii) MP (extracto de
malta y peptona); (i) MP-Mn (MP suplementado con Mn2*); (iv) CLB (RB limitado en carbono); (v) NLB
(RB limitado en nitr6geno) (ver anexo 1). Todos los cultivos se retiraron de la estufa en la fase

estacionaria, dia 8.

Condiciones de cultivo
Para optimizar la expresion de las mnps se realizaron experiencias en diversas condiciones: RB,

MP, MP-Mn2+,CLB, NLB, cultivadas a 28°C y 37°C, en cultivos estacionarios 0 a 150 rpm de agitacion.

c.4) Preparacion de las muestras para aislamiento de acidos nucleicos

Transcurrido el tiempo de cultivo, el micelio se filtr6 a través de un blutex estéril, se enjuago con
agua destilada estéril, se secd y se coloco en papel de aluminio rotulado. Se congel6 en N; liquido y se
guardé a -70 °C hasta su uso. Previo a la extraccién de los &cidos nucleicos, se triturd el micelio
congelado en mortero con N liquido hasta formar un polvo fino. Se pas6 a un eppendorf rotulado y se
extrajo de ADN, o el ARN o se guardé a -70°C.

c.5) Extraccion de ADN genémico

Se empled el método fenol-cloroformo: a 50-100 mg de micelio pulverizado (en eppendorf de c.4)
se agregaron 900 pl de buffer de extraccion (0,2 M Tris HCI pH 7,5, 1% de SDS y 1 mM de EDTA), se
vortexed y se incubd 5-10 minutos en hielo. Se adiciond 1 volumen de fenol: cloroformo: isoamilico
(25:24:1), se vortexed y se centrifugd 5 minutos a 12000 rpm. Se recuperd la fase acuosa en un epp
nuevo rotulado y se agregd 1 volumen de cloroformo: isoamilico (24:1), se vortexed y se centrifugd 5
minutos a 12000 rpm y se recuperd la fase acuosa. La precipitacidn se realizé con 1/10 volumen de NaAc
3M pH 5,2 y 2 volumenes de EtOH 95% durante 20 minutos en hielo. Se centrifugd 15 minutos a 12000
rpm a 4°C, se lavo el pellet con EtOH 70%, se resuspendié en 50-100 pl de TE-ARNasa (1 ml TE, 10mM
Tris-HCL pH 6 y 1 mM de EDTA pH 8) y se incubé durante 30 minutos a 37°C. Se observ6 en gel de
agarosa 0,8%.

c.6) Electroforesis en geles de agarosa

El ADN se analiza por electroforesis en gel de agarosa: 0.8 % ¢ 2,5 % (segun tamafio del
producto) en TBE 0.5 x con 5 pg/ml de bromuro de etidio (Anexo 1), a temperatura ambiente y voltajes

entre 50 y 100 v. La preparacion del gel y los buffers se hace de acuerdo a Sambrook et al. ,1989. Se
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corre en paralelo un marcador de peso molecular para determinar los tamafios de los fragmentos

obtenidos; esta comparacion se usa para cuantificar el ADN.

El ADN se visualiza iluminando el gel con luz UV en el transiluminador. Se fotografia con una
camara digital Kodak DC120 (Kodak Digital Science) y se convierte a archivo de imagen mediante el
Sistema de Andlisis y Documentacién de Electroforesis 120 de Kodak (Eastman Kodak Company,
Rochester. NY, USA).

¢.7) Cuantificacion de ADN/ ARN

Se prepararon diluciones del ADN/ARN a cuantificar en agua mQ (2/100)(para ARN, se empled
agua DEPC). Se determiné la absorbancia del blanco (agua mQ), y luego las absorbancias de la muestra
a 260 y 280 nm. Si las medidas de absorbancia, se salieron del rango de linealidad 0,1 — 1, la muestra se
concentré o se diluy6é segun corresponda. Se calculd la concentracién (en ug/pL) de acidos nucleicos
segun la relacién 1DO = 50 pg/mL para ADN y 1DO = 38 ug/mL para ARN. La pureza de la muestra se

determind por la relacién Agsonm/Azsonm < 1,6.

¢.8) Amplificacién por PCR convencional

Se utilizb Taq polimerasa (Tag DNA Polymerase), los reactivos y los dNTP (10 mM) todos de
Invitrogen para la amplificacién de ADN. Se realizaron en un volumen final 25 pL. Equipo a emplear:
Perkin Elmer Gene Amp PCR System 2400.

c.9) Aislamiento del ARN

La extraccion de ARN total se realizd segun el protocolo recomendado por el fabricante del
reactivo TriZol (Invitrogen) con modificaciones. A 50-100 mg de micelio pulverizado se agregd 1 ml de
TRizol (Invitrogen), se mezcld y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se agregaron 0,2 ml
de cloroformo, se agitd por inversién 15 segundos y se incubd 2 - 3 minutos a temperatura ambiente. Se
centrifugd a 10 000 rpm durante 15 minutos a 2 — 8 °C. Se transfirié la fase acuosa a eppendorf de 1,5 ml,
se agreg6 0,5 ml de isopropanol y se incubé durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd
10 minutos a 10 000 rpm a 2 — 8 °C para remover el sobrenadante posteriormente. Se lavo el ARN con 1
ml de EtOH 75% se vortexe6 y se centrifugd a 6 500 rpm durante 5 minutos a 2 - 8 °C. El pellet de ARN
obtenido se seco brevemente en hielo y se disolvié en 50 — 100 pl de agua DEPC (200 pl de solucién
comercial DEPC (USB™) en 1L de agua destilada ON en campana, luego se esterilizd en autoclave a

121°C por 15 minutos), se agité a mano y se dejo en hielo. EI ARN se almacené a — 70°C.
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c.10) DNasa y RT-PCR

Se realizd de acuerdo a especificaciones del fabricante de la ADNasa y la transcriptasa reversa
(Invitrogen) con modificaciones. Primero se elimind el ADN presente, en un volumen total de 9,4pl de
reaccion, 1ul de buffer 10x, 0,4 ul de DNAsa (Invitrogen), 1 ug de ARN y agua mQ. La enzima actud 17
minutos hasta la preinactivacién con 1ul de EDTA. Luego se inactivd a 65°C por 10 minutos. La
transcripcion reversa (RT-PCR) se realizd en un volumen total de 20,4 pl de reaccion: a los 10,4 ul del
tratamiento con ADNasa se agregaron 4 pl de buffer 5x, 2 yL de dTT (Invirogen), 1uL de dNTPs (10 mM
cada una), 1uL de random primers (0,2 pg/ul), (Qiagen), 1 pl de inhibidor de ARNasa y 1 pyL de MMLV
(200 U / L) (Invitrogen). Programa usado para la reaccion: 10 minutos a 25°C, 50 minutos a 37°C y 15
minutos a 70°C (Termociclador Labnet Multi Gene Il). EI ADNc obtenido se diluyfio al cuarto y se
almacend a -20°C.

¢.11) Amplificaciones por PCR en tiempo real

La cuantificacion relativa de la expresion génica se realizé empleando QuantiTect SYBR Green
PCR Master Mix (2x) (Quiagen) en un volumen final de reaccién de 10 ul conteniendo 0,5 pL de cada
oligonucledtido (6uM) y 2 uL de molde ya sea ADNg (5ng/uL) o ADNc (1/4). Las amplificaciones se
realizaron en un termociclador Corbett Rotor — Gene TM 6000, con el siguiente programa: (i)
desnaturalizaciéon inicial a 95°C durante 15 minutos,(i) 30 ciclos de 15 segundos a 94°C
(desnaturalizacion) y un minuto a 59°C (hibridacion - extensién). Las reacciones se realizaron por

duplicado o triplicado segun qué se ensaya.

Las amplificaciones se realizaron de acuerdo al siguiente programa: i) desnaturalizacién a 95°C
por 15 minutos, ii) 35 ciclos que inician con una desnaturalizacién a 94°C por 15 segundos, luego

hibridacion y elongacion se hacen en un Gnico paso a 59°C por 60 segundos.

¢.12) Oligonucleétidos y condiciones de amplificaciones

P. chrysosporium

Se disefiaron oligonucleétidos para cuantificar las mnps y la gpd:

) Tm Dimeros

SECUENCIA AMPLICON  Tm (VNTI)  (formula)  %(GC) Horquillas
Phgpd_qF1 | TACCACCGCTACCCAGAAGA 90 52.2 62 486 | 2condG>0
Phgpd_qR1 | GACGAGGGGATGATGTTGTT 51 60 46,7
Phmnp1_gF GAAGCCCGCGACTGG 107 499 52 733 | 2condG>0
Phmnp1_qR | CCGGCTGGGTAGTCAGAGT 50,3 56 63.2
Phmnp2_gF | ACCATCCCCGCAGTTGAG 134 52,9 54 611 | 2condG>0
Phmnp2_qR | CGAGCAACGGTGTGTGAA 50,7 56 556
Phmnp3_gF | CAGGACAGCGTGACGTCG 70 53 60 66,7 dG<0
Phmnp3_qR | AGACCACCTCAAACGGGCT 534 60 579

Célculo de Tm (°C) = 2 (A+T)+4 (G +C)

Tabla 6.1: Oligonucleétidos para cuantificar los genes mnps'y gpd.
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P. atropurpurascens

Oligonucledtidos disefiados para secuenciacién parcial de genes gpd y mnp:

Dimeros Degeneraci

SECUENCIA AMPLICON  Tm (VNTI) Tm (férmula) %(GC)  Horquillas ones
PuDeg_gpdF GGTCGYATYGGCCGYATYGT 59,3 60 - 68 1dim 16
750 60 dG -4
PuDeg_gpdR ATRACCTTKCCGACRGCCTT 55,1 58 - 64 525 0 8
mnpPunct_degF1 | CCGTCTYACYTTCCACGAYGC 795 62-64-66 59,5 0 8
mnpPunct_degR1 | ACTGSAGVCGCAKCTCGCC 62-64-66 66,7 0 12

Tabla 6.2: Oligonucledtidos degenerados para P.atropurpurascens utilizados amplificacion de genes mnps'y gpd.

R:(A/G)Y: (C/T);K: (G/T) S:(G/C)

Oligonucledtidos disefiados para la cuantificacion relativa de los genes mnp'y gpd:

Dimeros
AMPLICON Tm (VNTI) Tm (férmula) %(GC) Horquillas
mnp_A f CTTCGAGGTCATCTCCCTCCT 82 53.8 66 571 10, 2dG<0
mnp_A r GAAGGGAGCGGCGTCGA 57.3 58 66.7 1,dG<0
mnp B f GGACAGCGTGTCAAAGATCC 88 51,8 62 55 dG>0
mnp B r CGAGTGAGAGGCAAGGAGAG 51,5 64 60 dG>0
mnp D f CCTCGACTTTTTCCTTGGTC 92 50,5 50 50 1,dG<0
mnp D r AGGATGGAGTCCACAGTGTC 48,1 62 55 1,dG<0
mnp_F _f CATCGACGACTCCGTCAAC 83 50,9 60 57.9 3,dG<0
mnp _F r CTGCGAACTGAACAAGATCG 50,8 60 50 dG>0
gpd_f CGCTGAGTACATCGTCGAGTC 153 52,4 66 57,1 1, dG<0
gpd_r CGGAGATGATGACCTTCTTGG 53,5 64 524 dG>0

Tabla 6.3 : Oligonucleétidos para la cuantificaciin relativa de las mnps

¢.13) Clonado y secuenciacion de amplicones

¢.13.1) Purificacion de bandas obtenidas y clonado del vector con el fragmento amplificado

Las reacciones de PCR se migraron en gel de agarosa (en TBE 0,5X)(ver Anexo 1); la banda
del ADN correspondiente al fragmento de interés a purifico y se cortd al UV. Los trozos de las bandas se
colocaron en minicolumnas Wisard (Promega) y se centrifugaron 10 min a 4°C 13 000 rpm. (Opcional:
Extraccion fenol: cloroformo: isoamilico, centrifugar 5 min a TA 12Krpm. Extraccion cloroformo:isoamilico,
2min a TA 12Krpm). EI ADN se precipitd con 2 volimenes de EtOH 96%,1/10 volumenes de NaAc, por
toda la noche a -20°C. Se centrifugd 15 min a 4°C 13 000 rpm, se lavé con 1 volimen de EtOH 70% y se
centrifugd 15 min a 4°C 13 000 rpm. El pellet se sec6 al aire y se resuspendio en un 10 — 20 pL de H.0
mQ. El fragmento amplificado es cloné en el vector de clonacién pCR 2.1 (Invitrogen) (Anexo 1) siguiendo

las especificaciones del fabricante.

¢.13.2) Precipitacion con tRNA
La mezcla de precipitacion se realizd con 5 pL del producto de ligacion, 5 uL de ARN-t (0,2
Mg/uL) (Invotrogen), 10 uL de H,O mQy 50 pL de EtOH absoluto. Se centrifugd a 14 000 rpm durante 20

minutos a 4 °C, se dejo secar y se resuspendié en 2 pl de HO mQ (Zhu & Dean, 1999).
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¢.13.3) Preparacion de células competentes

Se trabajé con la cepa TOP 10 de E. coli. La preparacién de células electrocompetentes se
realizé luego de incubar las células en 3 mL de LB toda la noche (precultivo). Con 1 mL de precultivo se
inocularon 250 mL de LB y se incubaron a 37 °C a 300 rpm donde se dejaron crecer las células hasta
obtener una OD 600 entre 0,5 y 0,7. Posteriormente se transfirié el cultivo a tubos de centrifuga de 50 mL
y se dejo en hielo durante 20 minutos. Se centrifugd durante 15 minutos a 4 °C y 4000 rpm, se elimind
todo el sobrenadante para resuspender en 1 volumen de glicerol 10%. Se juntaron las células en dos
tubos, se centrifugaron en las mismas condiciones y se resuspendid en % volumen de glicerol 10%. Se
centrifugd nuevamente y se resuspendié en 1/25 volumen de glicerol 10%. Posteriormente se juntaron las
células en un tubo y se resuspendié en 1 mL de glicerol 10%. Se alicuotaron 50 L en eppendorf y se
congelaron en Nz liquido y se guardaron a — 70°C. La evaluacién de las células competentes se realizd
mediante electroporacién con 10 pg de plasmido pUC19, se debia obtener una eficiencia de

transformacion de 108 transformantes por g de vector electroporado.

¢.13.4) Transformacion de células competentes

La transformacién de las células preparadas con las mezclas de ligacién, se realizd en un
electroporador: Micropulser Electroporation Apparatus (Catalog number 165-2100) de BIO -RAD. Se
descongelaron las células competentes en hielo y se agregaron a la ligacidén pecipitada con ARN-t. Se
transfirié a la celda (0,2 cm) se electropor6 (modo Ec2) y se agreg6é 1 mL de SOC. Los pardmetros del
pulso deben ser de aproximadamente 5 milisegundos y entre 2,5 y 3 KV. La mezcla de transformacion se
incub6 con agitacion durante una hora a 37 °C. Se plaque6 en medio selectivo (LB mas ampicilina, mas

X-gal e IPTG) y un blanco (sin antibiético), se incubaron a 37 °C no mas de 20 horas.

¢.13. 5) Identificacion y analisis de recombinantes

De la secuencia del plasmido pCR 2.1, tres de los genes que actuan como marcadores de
seleccion permitieron identificar las bacterias con plasmido recombinante. Dichos genes son el gen ampR
de resistencia al antibiético ampicilina, el gen kanaR de resistencia al antibiético kanamicina y el gen
lacZa, que codifica a la enzima 3 — galactosidasa que degrada lactosa y otros B — galactésidos como X-
gal. EI' IPTG es el inductor, que permite la produccién de f - galactosidasa. El inserto de ADN foraneo
correspondiente a cada fragmento en estudio, interrumpe el gen lacZa en el plasmido, donde se ubica el
polylinker. Por tanto las bacterias con plasmido recombinante son ampicilino - resistentes y carecen de
funcién B — galactosidasa, originando colonias blancas (la degradacién de X-gal produce un precipitado
azul sobre la colonia). Las colonias blancas fueron aisladas en LB. Se realiz PCR directa de los clones

de cada transformante.
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¢.13.5) PCR directa de cultivo bacteriano liquido

Se partié de precultivos 3-4 mL LB ampicilina (antibiotico correspondiente) toda la noche a 37°C
y a 200 rpm de cada una de las colonias seleccionadas (blancas) que contenia el vector recombinante.
Se pasaron 200ul a un tubo de PCR, se centrifugaron 1minuto a 5000 rpm y se descartd el sobrenadante
con pipeta. Finalmente se resuspendié el pellet 50ul H20 mQ. Se realiz6 la lisis celular en termociclador
(Labnet Multi Gene Il), de acuerdo al programa: 10 a 15 minutos a 99°C, 3minutos a 4°C. Se centrifugo 1
minuto a 5000 rpm, y se tomaron 2ul del sobrenadante para la reaccion de PCR, realizada con los

oligonucledtidos: pCR2.1_amp R1y pCR2. _ampF1.

El volumen final de la mezcla de reaccidn fue de 25 L, conteniendo: buffer 2,5 ul ( x), MgCI2
0,75 pl ( x), dNTPs 2,5 pl (1,84 mM), pCR2.1_amp R1 1,25 ul , pCR2.1_ampF1 1,25 pl, Taq
Polymerase Recombinant Invitrogen 0,125 pl. Se utilizd el programa: 2 minutos a 94 °C, 30 ciclos (30
segundos 94 °C, 30 segundos 62 °C, 30 segundos 72 °C). Los productos de amplificacién se analizaron
mediante electroforesis de gel de agarosa 0,8 % tefiidos con bromuro de etidio para constatar la

presencia del producto de PCR esperado.

¢.13.6) Extraccion de ADN en minipreps

La extraccion de ADN de las células bacterianas se realizd por medio de minipreparaciones
partiendo de un cultivo de cada colonia aislada en 3 mL de LB — ampicilina incubado toda la noche a 37
°C y 200 rpm. Se centrifugaron 1,5 mL a 12000 rpm durante 2 minutos y se agregaron 200 L de solucion
[, 200 pL de solucion I1'y 200 uL de solucion Ill dejandolo 15 minutos en hielo. Se centrifugd durante 10
minutos a 12 000 rpm vy se recuperd el sobrenadante. Se realizé una extraccion con fenol - cloroformo —
isoamilico (25:24:1) y se centrifugd durante 6 minutos a 9000 rpm. Se agregd 1 volumen de cloroformo —
isoamilico (24:1) y se centrifugd durante 6 minutos a 9000 rpm. La precipitacién se realizd con 2
volumenes de EtOH 96 % y 1/10 de volumen de NaAc 3M centrifugando durante 15 minutos a 12 000 rpm

a4 °C. El pellet obtenido se resuspendié en 30 uL de agua mQ.
Solucién I: 100 yL de ARNasa (10 mg/mL) en 10 mL de TE.
Solucion 11: 1% de SDS y 0,2 M de NaOH. Se prepara en el momento de usar.

Solucién [l: 60 mL de KAc 5M, 11,5 mL de HAc glacial y 28,5 mL de H,0. Se esteriliza mediante calor
humedo (15 minutos a 121 °C).

La secuenciacion automatica la realizé Automatic Sequencing Service of Macrogen (Seoul, Korea).

149



150

Fisiologia de hongos filamentosos: efecto del Zn y el Mn.

6.4- MEDIOS DE CULTIVO

Extracto de malta - Agar

Extracto de malta.........c.c.ccocvennnn. 125¢
AGar..oiiiiiceeeee s 20g
Agua destilada........c.ccccovviererennes 1000 ml
Agua de malta

Extracto de malta...........c.cccoovunee 12.5¢g
Agua destilada.............ccocovriiinnnee. 1000 ml

Agua de malta con peptona

Extracto de malta......................... 125¢
Peptona........ccccvvvvvviniivnininnninnn, 39
Agua destilada.........ccovrvvrrirnrnennen. 1000 ml
LB

Agua desionizada............cccceeunn. 1000 ml
Bacto triptona..........cccoovevniiininnn. 109
Bacto extracto de levadura.............. 5¢g
NACL....iirrereerce s 10g

SOB

AQUAL...e 100 ml
Bacto triptona...........ccoceeevririee, 2%

Bacto extracto de levadura................. 0.5%
NACL.....oiveieiece e 10 mM
KCl oo 2.5 mM.

NaOH5N ajustapHa7)

Autoclavar fraccionado en 10 mL por frasco
S0C

SOB, al que se adiciona:
MgCI2 (10mM), MgSO4 (10mM) y glucosa (20mM).

RB

Acido trans aconitico.............oveeeeeeeiiiieiiiieeee 1,73 g

Materiales y Métodos
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KH2POs...ooee s 29
MSO4.7TH2O....ooeiiiiieeie e 05¢g
CaClg e 0,19
Tartrato de @amonio.........c.ovevvevieeiieei, 164
GlUCOSA. ....cceei i 109
TIaMING. ... 1mg
Solucidn mineral............cccovviiieeeeeiiiiie 10 ml
Agua destilada...........cccoveriirnie 1000 ml

Solucién mineral: 1000 ml de agua destilada; 1,5 g acido acetonitrilo; 3 g MgS04.7H.0; 0,5 g
MnS0..7H20; 1 g NaCl; 0,1 g FeS04.H20; 0,1 g CoSO04; 0,1 g CaCly; 0,1 g ZnS04.7H,0; 0,01 g CuSOq;
0,01 g AIK(SO4).12H20; 0,01 g HsBO3 y 0,01 g NaMoO4.H,0.

CLB
Idem RB pero con 2 g Glucosa/ 1000 ml agua destilada.

NLB

|dem RB pero con 0,2 g Tartrato de amonio/ 1000 ml agua destilada.

SOLUCIONES

Buffer TBE (Tris-Borato-Edta ) 5x
Tris base.......uvvvvvvvvvvvivninninennnns 54 ¢
Acido bOMCO. ... 2759
EDTA 0.5M (pH8.0).......ccevvrrene. 20ml

10% (v/v) de glicerol

Autoclavar o filtrar estéril.

TE
Tris—=HclpH 7,6 10 mM
EDTAPH ... 1mM

Se esteriliza mediante calor humedo (15 minutos a 121 °C).
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6.5 - Vector de clonacion.

lacZu ATG .
BanmH |
M13 Reverse Primer | Hmldlll Kulnl Satil I S,?el
CAG GAA ACA GCT ATG AC|C ATG ATT ACG CCA AGC TTG GTA CCG AGC TCG GAT CCA CTA

GIC CTT TGT CGA TAC TGQGTAC TAA TGC GGT TCG AAC CAT GGC TCG AGC CTA GGT GAT

EI.SIIX I EctlnR | EC{IDR |

GTA ACG GCC GCC AGT GTG CTG GAA TTC GGC TT PCR Product 14 GCC GAA TTC TGC
CAT TGC CGG CGG TCA CAC GAC CTT AAG CCG A TT CGG CTT AAG ACG

Aval
PaeRT |
EcoRW Bsfx| Mot | Xho Nsi | ¥ball Apal

| | | ! (]
AGA TAT CCA TCA CAC TGG CGG CCG CTC GAG CAT GCA TCT AGA GGG CCC AAT TCG|CCC TAT

TCT ATA GGT AGT GTG ACC GCC GGC GAG CTC GTA CGT AGA TCT CCC GGG TTA AGC |GGG ATA
[

T7 Promoter 13 Forward (-20) Primer
AGT GAG TCG TAT T#CAAT TCA ‘CTG GCOC GTC GIT TTA CAA CGT CGT GAC TGG GAA AAC
CTG |

TCA CTC AGC ATA AT|GTTA AGT |GAC CGG CAG CAA AAT GTT GCA GCA CTG ACC CTT TTG

Comments for pCR®2.1
3929 nucleotides

LacZo gene: bases 1-545

M13 Reverse priming site: bases 205-221

T7 promoter: bases 362-381

M13 (-20) Forward priming site: bases 389-404
f1 origin: bases 546-983

Kanamycin resistance ORF: bases 1317-2111
Ampicillin resistance ORF: bases 2129-2989
pUC origin: bases 3134-3807

®

¢3) Invitrogen’

life technologies
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8 - ANEXOS
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A .1- INFORMACION TOXICOLOGICA SOBRE LOS METALES USADOS

COMPARACION TOXICOLOGICA DEL Zn Y Cu

CHEMICAL PROFILES|Hazard Rankings CHEMICAL PROFILES|Hazard Rankings
Chemical: e Chemical:
CAS Number: 7440-50-8 R ot CAS Number: 7440-66
Hazardous Hazardous Least Most
F zard Hazardous
Percentile —
o > Percentile
25% 50% 75% 100% 25% 50% 75% 100%
Human Health Rankings Human Health Rankings
— e e—
— — | SS—
[ —— | —
— E— L — )
— == [ —a— )
 E— =]
CC— ) E— S 1
scoiogical Heskh Ravidogs Ecological Health Rankings
- )
CC . )
CC— o [ ————
L =
Integrated Environmental Rankings
Integrated Environmental Rankings
EE—
[ S|

Es ubicuo en el ambiente, tiene baja toxicidad para mamiferos y no se acumula con la exposicion
continua, la cual es rara. Su ecotoxicidad aparece a muy altas concentraciones aunque se debe
considerar su biodisponibilidad y otros factores ambientales al determinarla (Klaassen et al., 1996; de
Azevedo & da Matta, 2003).

La dosis letal media oral para ratas de sulfato de zinc es LDsy = 1710 mg kg-' y para ratones LDsy = 926
mg kg' (World Health Organization, 2001). No hay antecedentes de que sea teratogénico, salvo
probablemente a elevadas dosis. Estudios muestran que no presenta riesgo mutagénico.

No se bioacumula en la cadena tréfica y los vegetales no lo concentran por encima de los niveles

presentes en el suelo (De azevedo y Da Mattta, 2003).

Mn

Las dosis letales medias reportadas para sulfatos de manganeso y acetato de manganeso en ratas
sujetas a exposiciones orales Unicas fueron LDsy = 782 mg kg-' y LDso = 1082 mg kg de peso corporal
por dia, respectivamente (Smyth et al, 1969; Singh y Junnarkar, 1991).

La informacion en la literatura es escasa sobre su neurotoxicidad, potenciles carcinogénesis, mutagénesis
y teratogénesis ((World Health Organization, 2001; De azevedo y Da Mattta, 2003).
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A .2 - ENSAYOS REALIZADOS CON COBRE
a) EFECTO DEL CuSO, SOBRE EL CRECIMIENTO MICELIAL

A los efectos de comparar los resultados obtenidos con el ZnSO4 con un funguicida anélogo de
eficacia conocida se realizaron los mismos ensayos en placa empleando CuSO.. Se analiza la influencia

sobre el crecimiento y sobre la actividad ligninolitica, a través de la degradacion de colorantes

poliméricos.
6000 - a) P.crhysosporium b) Patropurpurascens
6000 -
5000 -
5000 -
= 4000 -~
b T 4000
E £
5 E
b ]
§ 3000 £ 3000
£ K]
o £
S 2000 9 2000
(9]
1000 - 1000
0 0 ‘ ‘
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
—4-0mM —#-0,5mM 5mM  —%=10mM ~——0mM —®-05mM 5mM  —%—10mM

Figura A1: Curva de crecimiento en presencia de CuSO4: A) P. chrysosporium; B) P. atropurpurascens. Las concentraciones

se refieren al Cu.

La solucién de CuSO; inhibe totalmente el crecimiento de los hongos estudiados a una
concentracion de 5mM; en tanto que a 0,5mM, el P. chrysosporium no es influenciado significativamente
(P<0,005), en tanto que P. atropurpurascens disminuye ligeramente su velocidad de crecimiento respecto
al crecimiento sin metales. Estos resultados son similares a los obtenidos con la solucion de ZnSQOs, los

valores de CIM estaran entre 0,5y 5 mM en metal.
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b) EFECTO DEL SOBRE LA ACTIVIDAD LIGNINOLITICA: DEGRADACION DE COLORANTES

POLIMERICOS
)
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)
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9 3
§ :
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' s
= 0
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0
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Figura A2: Crecimiento micelial y el halo de decoloracion (mm?2)) en presencia de CuSOs cuando se adiciona al medio
RBBR para: A) P. chrysosporium; B) P. atropurpurascens.
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Figura A.3: Crecimiento micelial y el halo de decoloracién (mm?) en presencia de CuSO4 cuando se adiciona al medio

Poly-R para: A) P. chrysosporium; B) P. atropurpurascens.
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La actividad ligninolitica de los hongos se ve influenciada por la presencia de la solucién de
CuSOs. A una concentracion de 0,5mM en Cu hay degradacion del colorante polimérico en ambos

hongos. Cuando la concentracion de metal sube a 5 mM, no se produce decoloracion.

El valor de la CIMD se encuentra entre 0,5y 5 mM en Cu.
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A .3 - GRAFICOS CON LAS CURVAS DE CRECIMIENTO Y EL HALO DE DECOLORACION EN
FUNCION DEL TIEMPO DE CULTIVO (DiAS) AL ADICIONAR LOS METALES AL MEDIO

a)ZnS0,en el medio de cultivo

a) RBBR b)RBBR
6000 6000
6000 6000
5000 5000
5000 5000
4000 w0 7
4000 4000 § = £
a £ g £
£ £
] : || s §
c ry g
3 2 £ 3000 3000 8
£ 3000 3000 § g H
9 S E 9
£ g H s
11 3 5 °
00 2000 ;3 2000 w00 £
1000 1000 1000 1000
e e L n R y —4 0
0 5 10 15 0 % 0 5 10 15 2 b
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
~0mM  B-0SmM —d=1mM  S<2mM  <k=4mM  ~8=5mM 10mM ——S50mM “omM —E0SMM =elmM o =edmM edmM =e=SmM 1omM - ——S50mM
==0mM =#=05mM -E=ImM =k=2mM 4mM 5mM e 10mM 50mM ==0mM  =4=05mM ~#-ImM  =k=2mM 4mM 5mM 4= 10mM S0mM

Figura A.4: Crecimiento micelial (eje derecho)y el halo de decoloracion (eje izquierdo) (mm2) en presencia de ZnSOx4

cuando se adiciona al medio RBBR para: a) P. chrysosporium; b) P. atropurpurascens.

a) Poly-R b) Poly-R
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Figura A.5: Crecimiento micelial (eje derecho) y el halo de decoloracion (eje izquierdo) (mm2) en presencia de ZnSO4

cuando se adiciona al medio Poly-R para: a) P. chrysosporium; b) P. atropurpurascens.
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b)ZnSO4— MnSO,en el medio de cultivo

a) RBBR b)RBB
6000 1 [ 6000 6000 | " 6000
5000 5000 5000 | - 5000
N
0 I
£ 4000 F4000 E| | g 4000 4 - 4000
£ c £
£ 5| | £
] K ]
£ 3000 3000 8| | € 3000 - 3000
9 IR
£ 8| | E
) 0 .a
92000 F2000 B | | & 2000 - 2000
b 9 G
]
£
1000 | - 1000 1000 1 - 1000
O‘Wrwﬁw—w—r—hh’O 0 1] W MW U v W 1] 0
0 5 10 15 2 b 0 5 10 15 2 b
Tiempo (dias) Tiempo (dias)
~-0mM  B-05mM  —A-lmM =2mM —¥dmM —8-5mM —0mM - E-05SMM Al SCImM o —KdmM 8= 5mM
1omM ——50mM  —=—0mM  —-05mM —E-1mM  —k-2mM 0mM - ——50mM  —=0mM  —4-05mM —E-ImM  —&-2mM
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Halo decoloracién (mm2)

Figura A6: Crecimiento micelial (eje derecho)y el halo de decoloracion (eje izquierdo) (mm2) en presencia de ZnSOs-

MnSOs cuando se adiciona al medio RBBR para: a) P. chrysosporium; b) P. atropurpurascens.
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Figura A7: Crecimiento micelial (eje derecho)y el halo de decoloracion (eje izquierdo) (mm?) en presencia de ZnSO4-
MnSO4 cuando se adiciona al medio Poly-R para: a) P. chrysosporium; b) P. atropurpurascens.
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b) MnSO; en el medio de cultivo.
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Figura A8: Halo de decoloracion (mm?) en presencia de MnSO4 cuando se adiciona al medio RBBR para: a) P.

chrysosporium; b) P. atropurpurascens.
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Figura A9: Halo de decoloracion (mm2) en presencia de MnSO4 cuando se adiciona al medio Poly-R para: a) P.

chrysosporium; b) P. atropurpurascens.
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d) Solucidn problema adicionada al medio de cultivo
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Figura A10: Crecimiento micelial (eje derecho)y el halo de decoloracion (eje izquierdo) (mm2) en presencia de la

solucion proveniente del proceso de reciclado de pilas en el medio RBBR para: a) P. chrysosporium; b) P.

atropurpurascens.
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Figura A.11: Crecimiento micelial (eje derecho)y el halo de decoloracion (eje izquierdo) (mm2) en en presencia de la

solucion proveniente del proceso de reciclado de pilas en el medio RBBR para: a) P. chrysosporium; b) P.

atropurpurascens.



Fisiologia de hongos filamentosos: efecto del Zn y el Mn. Anexos

B- PCREN TIEMPO REAL

Generalidades

En una qPCR, la amplificacién es monitoreada en tiempo real mediante el uso de métodos
fluorescentes, combinando la amplificacién del gen de interés con la deteccién del producto en un Gnico
paso a la vez que correlaciona la intensidad de la sefial fluorescente con la concentracién de los
productos amplificados (Higuchi et al., 1993; Heid et al., 1996; Nazarenko et al., 1997). O sea que la
acumulacién de productos especificos se monitorea continuamente durante cada ciclo por el cambio de

fluorescencia (Saunders, 2004).

Desde la aparicién de la primera tecnologia que combiné la amplificacién exponencial de la PCR
de un transcripto especifico, con el monitoreo del ADN sintetizado en cada ciclo de PCR en 1993, se han
incrementado las investigaciones, publicaciones y usos de la PCR en tiempo real (Pfaffl, 2001; Saunders,
2004). Hoy en dia se la encuentra en numerosos campos: medicina forense, diagndstico clinico
(diagnostico de tumores, respuesta a medicamentos en canceres humanos vy el perfil de citocinas en la
respuesta inmune), control alimentario, analisis de organismos modificados genéticamente, etc. Es una
técnica cada vez mas utilizada en todos los laboratorios del mundo por su alta sensibilidad y
especificidad, su buena reproducibilidad (Higuchi et al., 1993; Gibson et al., 1996; Orlando et al., 1998;
Freeman et al., 1999; Schmittgen et al., 2000), su robustez y su amplio rango de cuantificacién (Heid et
al., 1996), que se unen a la baja probabilidad de contaminacion, la exactitud de los resultados y la
sencillez y rapidez del método. La validacion de los resultados de experimentos con microordenamientos

(microarray) de DNA se suele realizar mediante gPCR.

El analisis cuantitativo del producto, se realiza mediante la curva de amplificacion, la cual esta
constituida por cuatro fases distintas: 1) fase inicial o de latencia (lag) donde la acumulacién de producto
no se puede detectar por estar debajo del umbral, 2) fase de amplificacion exponencial que puede ser
detectada (en general son 10 desviaciones estandar de la linea de base), 3) fase de eficiencia de
amplificacion lineal y 4) fase de meseta o saturacién, donde disminuye la velocidad de acumulacion de
producto (Wong & Medrano, 2005).

Solo en la fase exponencial, la cantidad de gen de interés amplificado es directamente
proporcional a la cantidad de gen de partida. Ademas hay correlacién entre el tiempo y el nimero de
copias de las moléculas sintetizadas, por lo tanto se puede extrapolar al comienzo de la reaccion (ciclo 0)

para determinar el numero inicial de copias de molde.
Métodos de deteccion

Para llevar a cabo la amplificacién por gPCR se necesita un termociclador con capacidad para
detectar y medir la fluorescencia. La exactitud y la precision de los equipos es afectada por la relacion

sefal:ruido, la cual depende del tipo de deteccion (fluorédforos), de la calidad del sistema dptico y de la
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homogeneidad de la temperatura dentro del instrumento, ya que la menor desviacion de la temperatura

llevaria a una cuantificacion erronea.

Las sefales fluorescentes a detectar, proporcionales a la cantidad de producto de PCR, son
generadas por sondas fluorescentes de oligonucledtidos de secuencia especifica (Tagman, las balizas
moleculares (molecular beacons)) o por moléculas fluorescentes de deteccidn genérica que presentan
especificidad frente al ADN doble cadena (ADNc), basadas en la transferencia de energia resonante de

fluorescencia (FRET) desde un donador a un aceptor de fluorésforo (Wilhelm & Pingoud, 2003).

La molécula fluorescente de deteccion genérica mas usada es el SYBR Green | (Kishino et al.,
1994; Singer et al., 1994; Lee et al., 2004); esta molécula se une al surco menor del ADNc doble cadena,
independientemente de la secuencia. La afinidad de la unién es mas de 100 veces mayor que la del
bromuro de etidio. Una de las caracteristicas del SYBR que la hace adecuada para el uso en PCR en
tiempo real, es que la fluorescencia de la molécula unida es mas de 1000 veces mayor que la de la
molécula libre, permitiendo el seguimiento de la acumulacién de producto durante la reaccion de PCR
(Wittwer et al.,1989, 1997). Durante la elongacion mas y mas moléculas de SYBR- Green se enlazan al
ADN sintetizado, lo que incrementa la fluorescencia emitida. La deteccién con SYBR-Green | es tan
sensible que llega a identificar la produccion de una Unica molécula. Debe ser optimizado para cada set

de oligonucledtidos, al igual que el resto de los componentes de la reaccion de PCR (Edwards, 2004).

Este formato de deteccién necesita una puesta a punto previa para que la PCR no amplifique
productos inespecificos que luego el fluoréforo detectaria, introduciendo errores en el posterior andlisis de

los resultados, lo cual ademas disminuye la eficiencia de los oligonucleétidos.

SYBR Green
Primer 1 | ]

SN

AW

Polymerase

(Iméagenes de Biosearch Technologies http://www.biosearchtech.com).

Resultado de la amplificacion

Se visualiza a través de las curvas de amplificacién. El nimero de copias del molde puede ser
estimado con gran precision a través del nimero de ciclos necesarios para que se produzca un aumento
de fluorescencia significativo con respecto a la sefial de base, 0 sea que la sefal alcance el umbral
(threshold) arbitrario. EI umbral es inversamente proporcional a la cantidad inicial de moléculas molde y
debe interceptar la curva en la fase exponencial, en la cual el aumento de sefial se correlaciona con la
acumulacion de producto. El punto de interseccion es el llamado threshold value (Ct) o crossing point
(CP) (Wilhelm & Pingoud, 2003).
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Se pueden obtener resultados absolutos o relativos de acuerdo al ensayo realizado. Si se
conoce la concentracién absoluta de moléculas de molde en los patrones, los resultados seran absolutos.
Para analizar cambios relativos en la cantidad de transcritos se elige como patrén un transcrito de
referencia que no varie su expresion en los tratamientos a analizar, normalmente un gen de referencia
(housekeeping). Comparando los Ct del gen de referencia con el gen problema en muestras tratadas y sin

tratar, se pueden determinar cambios relativos en la expresion del gen problema.
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Curva de amplificacion por PCR en tiempo real, junto a su correspondiente curva de fusion.

Otro resultado a analizar es la curva de fusion del producto (curvas de melting) que permite la
caracterizaciéon de las secuencias amplificadas, detectando variaciones en la misma, en base a sus
temperaturas de fusién (Tm), que dependen de la composicién de bases del amplicén y en menor grado
de la longitud (Ririe et al., 1997; Bernard et al., 1998; Saunders, 2004). La Tm se produce como
consecuencia del decaimiento de la sefial fluorescente debido a la fusion del ADN doble y depende de la
temperatura del producto de amplificacion. Los equipos analizan este dato a través del gréfico de la
derivada de la sefal fluorescente respecto a la temperatura, versus la temperatura. Esta curva (curva de
fusién) presenta picos; el pico maximo (méxima velocidad de cambio de fluorescencia) corresponde a la
temperatura de fusion del producto (Tm) (Lee et al, 2004). El area bajo la curva de este pico es

proporcional a la cantidad de producto.

Las curvas de fusién de sondas especificas de secuencia se utilizan para el genotipado
resolviendo diferencias de base entre la secuencia diana y la sonda (Lay & Wittwer, 1997; Whitcombe et
al., 1998).

Eficiencia de amplificacion

La eficiencia de amplificacién es el principal indicativo acerca del buen procedimiento de la
reaccion de PCR. Tradicionalmente se calcula usando los datos de una curva estandar mediante la

formula de la ecuacion 1 (Rasmussen, 2001).

Amplificacién exponencial= 10 (-!/pendiente) Ecuacion 1
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Eficiencia = 10 (-1ipendiente) 1

La eficiencia de amplificacién varia a lo largo de la reaccién, en la fase exponencial temprana se
mantiene relativamente estable, luego va declinando gradualmente a cero. El célculo de la eficiencia
mediante una curva estandar no es representativo de estos cambios y se puede sobreestimar el valor de
la misma por ello la eficiencia durante la fase exponencial se calcula mediante métodos basados en datos
crudos obtenidos durante la fase lineal de la reaccién de PCR, donde el aumento absoluto de
fluorescencia en cada ciclo de PCR refleja la verdadera cinética de reaccion. Los datos obtenidos durante
la fase exponencial son transformados en logaritmo y graficados, la pendiente de la regresién lineal
representa la eficiencia de amplificacion de la muestra. Este valor es mas preciso que el obtenido
mediante una curva estandar. En la practica, se utilizan muestras que contienen diluciones seriadas de
concentraciones conocidas del gen de interés; el software del instrumento construye una recta que

relaciona los Ct con las concentraciones conocidas a partir de la cual determina la eficiencia.

Siempre es mas efectivo calcular la eficiencia de amplificacion desde los datos crudos de
fluorescencia, usando un set de diluciones seriales, mas que una curva estandar, no solo para chequear
el rango dinamico del ensayo, sino para asegurar la exactitud de la cuantificacién (Wong & Medrano,
2005).

Cycling & Green (Page 1)
R=0,99571
R2=099742
M=-3,210
B=23742
Efficiency=1 03

_____________________

Concentration

Grafico que relaciona el Ct de muestras con las concentraciones conocidas del gen de interés en diluciones

seriadas que permiten determinar la eficiencia de amplificacion.

Las moléculas como el SYBR Green |, detectan ademas del producto de interés, productos
inespecificos, como los dimeros de oligonucleétidos, lo que constituye una desventaja frente a los
sistemas de deteccion especifica de la secuencia de interés. Las amplificaciones inespecificas se
visualizan a través de las curvas de fusién, donde aparecen como picos de melting en una posicion
distinta a la esperada (Ririe et al., 1997) debido a la diferente longitud y composicién de bases de estos

productos respecto al gen de interés.
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La consecuencia de las amplificaciones inespecificas es la disminucién de la eficiencia de
amplificacion de los productos de interés, lo que resulta en un error sistematico. Esta es la razén por la

cual mas alla del sistema de deteccion el ensayo debe ser optimizado.
Estrategias de cuantificacion

En lo que refiere al estudio de la expresion génica, el uso de PCR en tiempo real para la
amplificacion de ADNc producto de la transcripcidn reversa de ARNm (QRT-PCR), se esta convirtiendo en
una técnica de rutina en los laboratorios de biologia molecular: Generalmente son posibles dos
estrategias de cuantificacion en qRT-PCR. Los niveles de los genes expresados pueden ser medidos por
una cuantificacién absoluta o una relativa. La cuantificacién absoluta determina el nimero de copias de
partida relacionando la sefial de PCR con una curva estandar mientras que la cuantificacion relativa se
mide el cambio relativo en el nivel de expresién de mARN (Livak & Schmittgen, 2001; Pfaffl, 2004). En
este Ultimo tipo de cuantificacién la normalizacion del gen de interés se realiza utilizando un gen de
referencia interno; los mas nombrados en la bibliografia son: GPD, albumina, actina, tubulina, ARNr 18s,
ARNr 28s entre otros (Marten et al, 1994). La normalizacidon es critica para obtener resultados,
bioldgicamente relevantes. Un gen de referencia interno se refiere a genes que se expresan
constitutivamente y bajo todas las condiciones, independientemente del disefio experimental. Dicho gen,
control enddgeno invariante, corrige la variacion muestra a muestra y elimina los errores de cuantificacion
del ADNc inicial de la PCR en tiempo real. Muchos investigadores aseguran que no existe ningun gen que
cumpla todos los criterios requeridos, por lo tanto, debe ensayarse mas de uno y luego de identificar el
gen mas apropiado, validar la eleccién de acuerdo a las condiciones experimentales (Bustin et al., 2004).
Para seleccionar el gen adecuado desde una combinacion de genes de referencia, se puede emplear
alguno de los software que utilizan distintos factores de normalizacion, como por ejemplo el méas sencillo

de ellos que aplica la media geométrica (Vandesompele et al., 2002).

Para determinar los niveles de expresion se mide la diferencia (A) entre los ciclos umbral (Ct) y
se compara la expresién del gen de interés con respecto a un grupo calibrador: un control no tratado, un
punto de tiempo cero o individuos sanos (Livak & Schmittgen, 2001; Morse et al., 2005). Existen varios
modelos matematicos de expresion relativa basados en las diferencias de Cts. Los valores de Ct pueden
determinarse mediante varios algoritmos (Pfaffl, 2007). Los métodos mas conocidos son “el método de la

curva estandar”, “delta- delta Ct" y el “modelo de Pfaffl”.

En el método de la curva estandar se determina la cantidad de cada muestra mediante una curva
estandar y se expresa esa cantidad en relacion a una muestra calibrador, al que se le asigna el valor uno.
Este método se aplica cuando las eficiencias del gen de interés y el de referencia no son iguales (Liu &
Saint, 2002).

El método delta — delta Ct es un modelo matematico que calcula los cambios en la expresidn
génica como la diferencia relativa entre una muestra experimental y una muestra calibrador. Este método

asume eficiencias de amplificacién dptimas tanto para el gen de interés como para el gen de referencia

167



168

Fisiologia de hongos filamentosos: efecto del Zny el Mn. Anexos

(Livak & Schmittgen, 2001). Aunque es posible realizar correcciones para eficiencias de amplificacion no
ideales, la cinética de amplificacion del gen de interés y el de referencia deben ser aproximadamente
iguales (Medhurst et al., 2000), porque pequefias diferencias en las eficiencias generan errores cuando

se utiliza este método (Liu & Saint, 2002a).

El método de Pfaffl (Pfaffl, 2001) combina la cuantificacion relativa y la normalizacién en un tnico
calculo. Para corregir las diferencias entre los ensayos (normalizacion) este modelo incluye en el calculo
de las eficiencias de amplificacion del gen de interés y la del gen de referencia (Pfaffl et al., 2002). El
cociente de expresion relativa (R) se calcula basado en la eficiencia y la desviacién de Ct entre una
muestra problema y un calibrador y se expresa en comparacion a un gen de referencia como se muestra
en la ecuacion 2. Donde Ego es la eficiencia de PCR en tiempo real del gen de interés y Er la del gen de
referencia. ACtcor es el Ct del calibrador menos el Ct de la muestra para el gen de interés y Ct.ses el Ct
del calibrador menos el de la muestra para el gen de referencia (Pfaffl, 2001). Para el célculo de R
mediante el método de Pfaffl sélo se necesitan los valores de las eficiencias individuales y las diferencias

de Ct de cada transcripto en cuestién.

R= (EGOI) ACtGOl(calibrador- muestra) / (Eref) ACtref(caIibrador-muestra)

La técnica de PCR en tempo real es facil de llevar a cabo si se utiliza un adecuado modelo matemético
para el andlisis de los datos, la técnica proporciona la precisién necesaria y provee de resultados de

cuantificacién répidos y confiables (Pfaffl, 2001).
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Resumen

Como parte del estudio de la aplicacién de una solucién obtenida en un proceso de
reciclado como preservante para madera, se establecid el primer cementerio de estacas de
madera para evaluar la durabilidad adquirida en probetas de Pinus taeda L. basados en la
norma internacionalmente aceptada EN 252. El ensayo se instalé en el Centro Regional Sur de
la Facultad de Agronomia (UdelaR) en un suelo que en la clasificacion del USDA corresponde a
un: Mixture, Termic, Active, Fine, Tipic Argiudol. Las probetas fueron tratadas en primer lugar
por el método de célula llena con la mencionada solucion que es el producto principal de un
proceso hidrometalurgico de reciclado de pilas domésticas comunes y alcalinas usadas, libre de
emisiones y efluentes, desarrollado en la Facultad de Quimica. Dicha solucién es &cida,
contiene 32 g I-1 de Zn y 15 g |I-1 de Mn como sulfatos y esta libre de metales pesados. En
ensayos de laboratorio previos ha demostrado poseer definidas propiedades funguicidas e
insecticidas frente a organismos que degradan madera, a concentraciones menores a 3% en Zn
(que es la maxima concentracién que se obtiene del proceso de reciclado, sin modificaciones
qgue eleven su costo). En condiciones de uso en exteriores, con humedad elevada, la soluciéon
se lixivia dejando la madera desprotegida. Por lo tanto, se realizé un tratamiento posterior
antilixiviante a las probetas ya tratadas con la solucién en estudio, con una solucién de bérax al
2%. La aplicacion del bérax por el método de célula llena presenta mayor efecto antilixiviante
que cuando se aplica por métodos de menor costo como el pincelado. Se presentan los
resultados correspondientes a la evaluacion a 6 ,14 y 20 meses del inicio del cementerio de
estacas. Se compara ademas la durabilidad natural y la durabilidad adquirida de las probetas,
tanto con nuestra solucién como con CCA a dos niveles de retencién distintos. Por ultimo se
presentan los principales agentes de deterioro de madera (insectos, hongos y bacterias)
hallados en las probetas.

Palabras clave: zinc, borax, preservantes para madera, manganeso, cementerio de estacas.

! Manuscrito presentado al Congreso lberoamericano de Preservacion de Madera (RIPMA), Mar del
Plata, Argentina, diciembre 2010.
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Summary

As part of the study of the application of a solution obtained in a recycling process as a wood
preservative, a graveyard assay of wooden stakes was established to assess the acquired
durability in loblolly pine (Pinus taeda L.) specimens. The trial was installed following the
internationally accepted standard EN 252 and established in the Southern Regional Center of
the Faculty of Agronomy (UdelaR) in soils that in the USDA classification correspond to:
Mixture, Thermal, Active, Fine, Typic Argiudol. The specimens were treated first by the full cell
method with the mentioned solution which is the main product of a hydrometallurgical
process for recycling used common and alkaline household batteries, free of emissions and
effluents, developed at the Faculty of Chemistry. This solution is acidic, containing 32 g I-1 Zn
and 15 g I-1 of Mn as sulfates and free of heavy metals. In previous laboratory tests the
solution proved to have definite fungicidal and insecticidal properties against organisms that
degrade wood, at concentrations lower than 3% Zn (the highest concentration obtained from
the recycling process, without amendments that raise the cost). Under conditions of outdoor
use, with high humidity, the solution is leached, leaving the wood unprotected. Therefore, a
second treatment was applied to the specimens in order to prevent leaching. A solution 2% in
borax was applied by the full cell method and by brushing. Application of borax by full cell
method showed to be better in preventing leaching than lower cost methods, like brushing.
Results obtained during inspections after 6, 14, and 20 months in the graveyard are presented.
Natural and acquired durability are compared using different concentrations of the studied
solution as well as CCA at two different retention levels. Main degrading agents (insects, fungi
and bacteria) found in the specimens are also described.

Key words: zinc, borax, Wood preservers, manganese, stakes graveyard.

Introduccion

Como parte de un estudio en curso sobre la aplicacidon de una solucién obtenida en un proceso
de reciclado como preservante para madera. Se establecid un cementerio de estacas para
evaluar la durabilidad adquirida en probetas de Pinus taeda L.

El proceso de reciclado mencionado es un proceso hidrometallrgico, libre de emisiones y
efluentes, desarrollado en la Facultad de Quimica, que recupera los componentes principales
de las pilas domésticas comunes y alcalinas. Su producto principal es una solucién de pH 2,
compuesta de sales de zinc y manganeso como sulfatos en las siguientes concentraciones: Zn
32 g.I-1, Mn 15 g.I-1, donde otros metales pesados se encuentran a nivel de trazas.

El potencial fungicida de dicha solucién se verificd a través de pruebas de screening en medios
de cultivo nutrientes y en probetas de madera, frente a hongos de podredumbre blanda y
marrén (lbanez et al., 2005). También se verificé su potencial insecticida frente a termites.
Asimismo, se comprobé que en condiciones de humedad elevada la solucidn se lixivia, dejando
la madera desprotegida (Ibafez et al., 2008a). Por esta razén se ensayo a nivel de laboratorio
un tratamiento posterior antilixiviante a las probetas ya tratadas con la solucién en estudio con
una solucion de bérax al 2% (lbafiez et al., 2008b). La aplicacién en etapas de diferentes

sistemas quimicos que potencien sus propiedades como funguicidas, insecticidas, ignifugos o
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la fijacidn a la madera, ha sido empleada como método de mejora en el desarrollo de nuevos
productos (Manning, 2008; Marney & Russell, 2008).

El borax y demds compuestos de boro son ingredientes activos de numerosos preservantes.
Son efectivos como ignifugos y contra hongos e insectos, al mismo tiempo son de uso seguro
aplicados de acuerdo a buenas practicas industriales y no constituyen un problema ambiental
por su baja eco-toxicidad (Lloyd et al., 1990; Rainer, 1993; Lloyd, 1998). Estas propiedades del
bdrax, potencian la efectividad del zinc como conservador y se evita la lixiviacion de las sales
metadlicas de la madera por la formacion in situ de borato de zinc a nivel superficial. En este
trabajo, se compara la efectividad de la aplicacién del bdérax por pincelado y vacio presién
vacio.

El borato de zinc es el menos lixiviable de todos los boratos, pero por su reducida solubilidad
no puede aplicarse en madera soélida, es normal incorporarlo como polvo en madera

compuesta (Laks, 1995, 1997; Furuno, 2003).

El ensayo se instaléd en el Centro Regional Sur de la Facultad de Agronomia (UdelaR) en un
suelo que en la clasificacion del USDA corresponde a un: Mixture, Termic, Active, Fine Tipic

Argiudol.

Materiales y Métodos

El ensayo se instalé siguiendo lo prescrito en la norma EN 252. Se usaron probetas de (500 + 1)
mm x (50 £ 0,3) mm x (25 + 0,3) mm. Se seleccionaron 91 con densidades dentro del rango de
la media 0,47 + 15%. Se secaron hasta un contenido de humedad de 14% + 2%. 60 probetas se
impregnaron por el método Bethell (30 min.de vacio inicial, 60min. a 10 kg.m™ de presién, 30
min.de vacio final) con la solucién en estudio a cuatro concentraciones: 0,8%, 1,5%, 3% y 6%
de Zn. Se empled un autoclave de laboratorio. La maxima concentracion de la solucion que se
logra a partir del proceso de reciclado es del 3% en Zn, por lo cual para lograr la concentracién
del 6% se agregaron sales puras en la misma proporcion.

De las 15 probetas de cada concentracién, 5 quedaron solo con la solucién, 10 fueron tratadas
con bérax al 2%, 5 por pincelado y 5 por vacio presidn vacio. 10 probetas se usaron como
testigos sin tratamiento. El protector alternativo de referencia utilizado fue CCA, 10 probetas
fueron tratadas a una retencién de 8 kg.m>y 11 probetas a una retencién de 12 kg.m™-

Las probetas se colocaron en el campo al azar, enterradas 25 cm en dos filas de 30 probetas y

una de 31, separadas 50 cm entre filas y entre probetas.
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Los tratamientos del ensayo se nombran y describen en el cuadro N°1

Cuadro N°1 Denominacidn y descripcion de los tratamientos del ensayo

Denominacion Tratamiento Retencion en Zn (kg.m™®)
Al 0,8%2Zn 1,17
A2 0,8%Zn+B Pinc
A3 0,8% Zn + B vpv
B1 1,5% Zn 2,91
B2 1,5%Zn + B pinc.

B3 1,5%Zn + B vpv

C1 3%2Zn 7,37
Cc2 3%Zn + B pinc

C3 3%Zn + B vpv

D1 6%2Zn 21,22
D2 6% Zn + B pinc.

D3 6%Zn + B vpv

E Blanco

F CCA 8 kg.m?

G CCA 12 kg.m*

En inspecciones de campo se evalud deterioro, dureza superficial y resistencia. Se tomaron
finas muestras de madera con deterioro para observar al microscopio éptico.

Hasta el momento se realizaron tres evaluaciones del ensayo, a los 6 meses, a los 14 meses y a
los

20 meses desde su instalacién.

Se utilizé una escala de calificacion del grado de deterioro que se muestra en el Cuadro N°2

Cuadro N°2 Escala de calificacion del deterioro de probetas

CALIFICACION DESCRIPCION

0 Sin ataque, madera sana
1 Ataque ligero

2 Ataque moderado

3 Ataque severo

4 Ruptura

Analisis esadistico
La media de la escala, ponderada por el nUmero de repeticiones en que cada valor fue

observado, se tomo como variable dependiente en un modelo lineal en el cual la Unica variable
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independiente fue el tratamiento; este analisis produce estimaciones de las medias y pruebas
de Chi-cuadrado mediante el uso de minimos cuadrados generalizados y sin hacer ningun tipo
de supuesto distribucional. El procedimiento CATMOD (Categorical Modeling) del Sistema de

Analisis Estadistico SAS (SAS Institute ,2007) fue utilizado.

Resultados

En la primera inspeccidn, a los seis meses, no se observaron signos de ataque en las probetas
tratadas. Solo algunos blancos (tratamiento E) presentaron ligeros cambios de color
principalmente alrededor de la linea de tierra.

En la segunda inspeccion, realizada a los 14 meses, los testigos y algunas probetas tratadas con
la solucidn sin tratamiento adicional presentaron mohos y hongos de pudricién blanda. En
microfotografias se observaron cavidades en la capa S2 de la pared celular y finas hifas
(probosis) siguiendo el sentido de las microfibrillas (ver figura 1 a y b). No hay evidencia de
deterioro por insectos. Cabe sefialar que durante este periodo se registraron muy escasas
precipitaciones. Hasta ese momento las probetas con el tratamiento antilixiviante

permanecian sanas, comparadas con aquellas tratadas con CCA.

Figura 1: Fotos al microscopio de luz a)
corte transversal donde se observa el
deterioro por hongos de podredumbre
blanda; b) hifas que siguen la direccion
de las microfibrillas.

Durante la tercera inspeccion, realizada a los 20 meses los resultados de la inspeccion fueron
los que se muestran en el Cuadro N° 3. Si bien hay un mayor deterioro en las probetas,
microscopicamente se observan los mismos patrones de deterioro que en la evaluaciéon
anterior. Se suma en las probetas control la aparicidon de degradacién por hongos de pudricion
blanca, que atacan la laminilla media lo que provoca en estado avanzado de deterioro a la

separacion de las células (figura 2). Tampoco hay indicios de la presencia de insectos.
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Figura 2: corte transversal donde se
observa degradacion por hongos de
pudricion blanca.

Cuadro N°3 Calificacion de las estacas de cada tratamiento segun el grado de deterioro

Tratamiento/Clasificaciéon 0
Al
A2
A3
B1
B2
B3
c1
c2
c3
D1
D2
D3
E

0 W W w N R DB N WS W R

F

R N R N R R O N R R O N R RPN R
O O B O O N O N O O N O O R R, N
O O 1 O B O O O O O B O O O Lk Ww
O O O O O O O O O O O O o o o »

G

[EY
o

No hubo probetas que calificaran como 4. Solo el tratamiento C3 tuvo calificacidon 0 en sus 5
repeticiones lo cual lo hace hasta el momento el mejor tratamiento en el ensayo, puesto que
su valor promedio ponderado es cero y no presenta ninguna variabilidad, no se lo incluyd en

el andlisis estadisticos.

La escala ordinal utilizada califica con un mayor puntaje el peor desempefio, por ello en el

analisis, las medias de los puntajes obtenidos son mayores cuando el tratamiento tuvo peor
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desempeno. En el cuadro 4 se muestran las medias de los puntajes obtenidos por cada

tratamiento.

Cuadro N° 4 Medias de puntaje por tratamiento

Tratamiento Al A2 A3 Bl B2 B3 C1 C2 D1 D2 D3 E F G
Media de
puntaje 14 06 02 04 14 0.2 0.2 1.2 1.0 08 04 2 0 0.09091

El analisis de varianza indica que el efecto de los tratamientos es significativo (Pr<0.0001)

El andlisis de estimadores de los efectos se presenta en el Cuadro N° 5

Cuadro N°5 Estimacion de los efectos de los diferentes tratamientos, error estandar del

estimador, valor de Chi-cuadrado y significancia de la prueba de hipdtesis “el efecto del

tratamiento es cero”.

Error
Estimador estdndar 2 Pr>x2
Intercepto 0.7065 0.0892 62.73  <.0001

Tratamiento Al 0.6935 0.4316 2.58 0.1081
A2 -0.1065  0.343 0.1 0.7562
A3 -0.5065  0.1881 7.25 0.0071**
Bl -0.3065  0.2216 1.91 0.1666
B2 0.3965 0.5048 1.89 0.1695
B3 -0.5065  0.1881 7.25 0.0071**
Cc1 -0.5065  0.1881 7.25 0.0071**
c2 0.4935 0.3224 2.34 0.1259
D1 0.2935 0.3809 0.59 0.441
D2 0.0935 0.491 0.04 0.849
D3 -0.3065  0.2216 1.91 0.1666
E 1.0935 0.3985 7.53 0.0061**
F -0.5065  0.1472 11.84  0.0006**

** efecto significativo
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En el cuadro N°5 se ve que hay efectos de tratamientos que son iguales a cero (no
significativos), menores que cero vy significativos, aquellos tratamientos con mejor desempefio

y mayores que cero y significativos, aquellos tratamientos de peor desempefio.

En el Gréfico N°1 se muestran los efectos estimados para cada tratamiento.

Grafico N°1
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En el Cuadro N° 6 se presentan los resultados del andlisis de contrastes entre los efectos de los
tratamientos y los tratamientos control.

Los tratamientos con mejor desempefio son A3, B3, C1y F; los peores son A1y E.

Cuadro N° 6 Andlisis de contrastes entre algunos tratamientos; valores chi-cuadrado y

significancia de la prueba de hipétesis de igualdad.

Contraste GL X2 Pr>x2

FvsG
AlvsE
A2 vsE
A3 vsE
B1vsE

1 0.51 0.4768
1 0.42 0.5186
1 4.74 0.0295
1 12.31 0.0005
1 8.75 0.0031
B2vsE 1 0.34 0.5571
B3vsE 1 12.31 0.0005
ClvsE 1 12.31 0.0005
C2vsE 1 1.25 0.2636
DlvsE 1 1.90 0.1675
D2vsE 1 2.23 0.1352
D3vsE 1 8.75 0.0031
AlvsF 1 6.43 0.0112
A2vsF 1 111 0.2918
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A3vsF 1 0.00 1.0000
BlvsF 1 0.63 0.4292
B2vsF 1 4.74 0.0295
B3vsF 1 0.00 1.0000
ClvsF 1 0.00 1.0000
C2vsF 1 7.81 0.0052
DivsF 1 3.64 0.0565
D2vsF 1 1.25 0.2636
D3vsF 1 0.63 0.4292
EvsF 1 13.33  0.0003
AlvsG 1 7.95 0.0048
A2vsG 1 191 0.1667
A3vsG 1 0.30 0.5831
BlvsG 1 1.72 0.1896
B2vsG 1 5.80 0.0160
B3vsG 1 0.30 0.5831
ClvsG 1 0.30 0.5831
C2vsG 1 10.29  0.0013
DlvsG 1 4.93 0.0263
D2vsG 1 1.80 0.1798
D3vsG 1 1.72 0.1896
EvsG 1 15.92  <.0001
BlvsA3 1 0.50 0.4795
A2vsA3 1 1.00 0.3173
A2vsBl 1 0.23 0.6336

Para las condiciones del experimento, no hay diferencias significativas entre los dos
tratamientos con el protector alternativo de referencia (F y G).

Los tratamientos que mostraron diferencias significativas con el blanco (E) y buen desempefio
fueron A3, B3, C1, A2,F y G. Entre estos, A3, B3, C1 y F no se diferencian entre si, B1 y D3

forman otro grupo y A2 esta solo.

Discusidn

Hasta el momento de la tercera inspeccién, el tratamiento de prueba con mejores resultados
es la solucién en estudio con una concentracién de Zn del 3% y el bdérax aplicado por
tratamiento de presion vacio presién (C3). Los tratamientos con 0,8% y 1,5% de Zn con el
borax agregado con vacio presiéon (A3 y B3) forman parte del primer grupo con buen
desempeiio y sin diferencias significativas con el preservante de referencia y por ultimo el
tratamiento con 6% de Zn y bérax aplicado con vacio presién (D3) es parte del segundo grupo
con buen desempefio. Esto parece indicar que el tratamiento antilixiviante aplicado con vacio
presion es mas efectivo. Si bien la formacién in situ del borato de zinc se da superficialmente,
con el tratamiento con vacio presién se logra una penetracion algo mayor del borato en las

probetas ya tratadas con Zn. De esta manera la proteccién externa en la madera es mas
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homogénea, profunda y queda en consecuencia mas fijada en la misma en comparacion con el
tratamiento por pincelado, donde la capa de borato de zinc es mas fina y estd muy expuesta a
roturas que sirven de entrada a los organismos xiléfagos. A pesar de la mayor efectividad de
los tratamientos antilixiviantes con vacio presidn, llevarlos a cabo empleando 2% en borax
presenta muchas dificultades operativas por la rapida gelificacidon del sistema quimico incluso
dentro del autoclave. Ademas el tiempo de acondicionamiento requerido para tener las
probetas tratadas adecuadas para el uso es muy extenso. Por estas razones es necesario
estudiar una alternativa al orden de aplicacion de los productos.

El tratamiento con 0,8% en Zn y sin tratamiento antilixiviante (A1) fue el de peor desempefio,
lo cual era de esperar ya que estas probetas estan tratadas con soluciones de baja
concentracién en Zn que se lixivia facilmente de la madera. Por otra parte en este ensayo las
probetas alcanzan una retencién menor a la misma concentracién de solucidn en Zn que las
empleadas en los ensayos de laboratorio frente a hongos descomponedores, donde también la
madera estaba desprotegida (Ibafiez et al. 2010, datos sin publicar).

Los tratamientos a 6% en Zn mostraron una menor eficiencia que aquellos con 3% en Zn. Este
punto debe ser estudiado con mas detalle ya que no hay problemas de especiacidon del metal
en la solucion a 6 %, su pH inicial era de 4,5 donde los metales estan como Me?* .Después de la
impregnacion el pH pasé a 5, lo que demuestra que no se afecté la disponibilidad del Zn. Sin
embargo la disminucion de la efectividad de la solucién a 6 % se puede atribuir a dos causas.
Por un lado la falta de los metales a nivel de trazas de la solucidon del reciclado en el
tratamiento a 6% en Zn; por otro lado quizas no se ha llegado al limite de toxicidad del zinc en
estas condiciones, que estaria a una concentracién mayor al 6%.

El tratamiento con 1,5% en Zn y sin segundo tratamiento (B1), asi como el tratamiento con 3%
en Zn y sin segundo tratamiento (C1) ain mantienen su efectividad pero es muy posible que la
pierdan en cuanto la lixiviacion baje la concentraciéon de Zn por debajo de la concentracion
minima inhibitoria.

Los resultados de las futuras inspecciones determinaran si las tendencias observadas hasta el
momento se mantienen y permitiran una evaluacién mds afinada de los tratamientos

empleados.

Conclusiones
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A 20 meses de instalado el cementerio de estacas, el tratamiento de la madera con una
concentracién de Zn del 3% y el bérax aplicado con presién vacio (C3) es el de mejores
resultados.

Los tratamientos solo con Zn, sin proceso antilixiviante posterior, son de resultados variables,
dependientes de la concentracién de Zn aplicada. La tendencia hasta el momento indica que el

mejor tratamiento antilixiviante con bérax es el aplicado por vacio y presion.
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