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Resumen

Los bifenilos policlorados (PCBs) son compuestos organoclorados, recalcitrantes,
toxicos y cancerigenos. Entre los afios 1920 y 1970 su produccion como aislantes y
refrigerantes en transformadores eléctricos hizo que éstos fuernan distribuidos globalmente.

Se conoce que los hongos de pudricion blanca tienen potencial de remover estos
compuestos. Si bien la capacidad de estos hongos esta ampliamente estudiada, poco se
sabe acerca de los mecanismos moleculares utilizados en este proceso. Es por ello, que el
objetivo general de este trabajo fue el de evaluar el vinculo existente entre los cambios
transcriptomicos y proteémicos en la degradacién de los PCBs por parte de Pleurotus
pulmonarius LBM 105, con el fin de comprender los mecanismos de respuesta metabdlica,
asi como analizar la habilidad de sus enzimas para la biorremediacion.

En una primera instancia se caracterizé taxondmicamente a la cepa LBM 105
mediante métodos morfoldgicos y moleculares, ubicando a esta cepa dentro de la especie
P. pulmonarius.

P. pulmonarius LBM 105 fue capaz de remover un 80,40 % de los PCBs en un medio
sintético liquido de glucosa-asparagina (GA) contaminado con 4000 ug de PCBs,
reduciendo su toxicidad en un 46,47 %, siendo el dia 21 el dia de mayor tasa de remocion.

En el dia de mayor remocién se realizaron estudios de evaluacion de intermediarios
de degradacién, transcriptbmicos y protedmicos. Los estudios de los intermediarios de
degradacién determinaron una prevalencia de especies de PCBs con un grado de cloracion
alto (de 5 a 7 sustituciones), aungue todas ellas con sustituciones en posiciones orto dentro
de la molécula, siendo estas las de menor toxicidad. Asi mismo, se identificaron
compuestos derivados de la ruptura de la molécula de bifenilo, como acidos clorobenzoicos.

Los estudios transcriptémicos y proteémicos de esta cepa al dia 21 determinaron un
aumento de las enzimas involucradas en el metabolismo oxidativo, entre ellas enzimas
lacasas, peroxidasas versatiles, citocromo P450s, aril alcohol oxidasas, reductasas de
cadena corta y aldo/ceto reductasas, enzimas con capacidad de modificar a los PCBs y a
sus derivados, como también factores de transcripcion asociados a la respuesta del estrés
oxidativo. Asi también proteinas involucradas en el metabolismo de los xenobi6ticos como
glutation-S-transferasas y dienolactona hidrolasas mostraron un aumento en sus sintesis.
Enzimas pertenecientes al metabolismo de los carbohidratos sufrieron una fuerte
disminucion en su expresion y abundancia en presencia de los PCBs, evidencidndose
ademas un cambio en el perfil de enzimas involucradas en la transcripcion y traduccién
proteica.

Finalmente, se realizé un analisis de remediacion in vitro con las enzimas obtenidas
de cultivos de P. pulmonarius LBM 105 expuestos al contaminante, comparandose con
controles sin exposicion al mismo. Se observd que las enzimas de esta cepa mantienen la
capacidad de reducir la toxicidad del medio, siendo la combinacién de enzimas
extracelulares e intracelulares de la cepa previamente expuestas a los PCBs los que mejor
resultados arrojaron, con una reduccion de la toxicidad del 39,45 %. Esto demuestra la
capacidad de uso de las enzimas de P. pulmonarius LBM 105 para poder remediar estos
xenobidticos, presentandose como una alternativa atractiva para su aplicacion en
estrategias de biorremediacion.

Palabras Clave: Biorremediacion, Pleurotus pulmonarius, Intermediarios de degradacién de
PCBs, Transcriptoma, Proteoma
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Abstract

Polychlorinated Biphenyls (PCBs) are organochlorinated, persistent, toxic, and
carcinogenic compounds. Between the 20’s and the 70’s their production as insulators and
coolants in electrical transformers caused a global distribution of the PCBs.

It is known that white rot fungi are capable of removing these compounds. Although
the removal capacity of these fungi is widely studied, little is known about the molecular
mechanisms involved in these processes. Therefore, the general objective of this work was
to evaluate the existent relation between transcriptomic and proteomic changes and the
PCBs degradation by Pleurotus pulmonarius LBM 105, looking forward to comprehending
the metabolic response as well as analyze the ability of its enzymes for bioremediation.

First, the strain LBM 105 was taxonomically classified via morphologic and molecular
methods, identifying this strain as P. pulmonarius.

P. pulmonarius LMB 105 removed 80,40 % of the PCBs in a glucose-asparagine
synthetic liquid media (GA) contaminated with 4000 ug of PCBs, reducing the toxicity by
46,47 %, being the 21 day the one with the best remotion rate.

Hence, the intermediate degradation products analysis, proteomic, and
transcriptomics studies were made on this day. The intermediate degradation products study
was able to determine a prevalence of highly chlorinated PCB species (5 to 7 substitutions),
all of them with ortho substitutions in the molecule, being the less toxic species. Degradation
products of the biphenyl molecule, like chlorobenzoic acids, were identify as well.

The transcriptomic and proteomic studies of this strain on day 21 showed an increase
of abundance of enzymes involved in the oxidative metabolism, like laccases, versatile
peroxidases, cytochrome P450s, aryl alcohol oxidases, short chain reductases, and
aldo/keto reductases, all enzymes capable of modifying PCBs and their derivatives as well
as transcriptional factors involved in the response to oxidative stress. Proteins involved in
the xenobiotic metabolism, like glutathione-s-transferases and dienelactone hydrolases were
also increased. The carbohydrate metabolism enzymes suffered a strong decrease in their
synthesis in presence of PCBs and a shift in the profile of protein transcription and
translation was also evidenced.

Finally, an In vitro remediation analysis with enzymes of P. pulmonarius LBM 105
PCBs exposed to PCBs was made and compared with controls without exposure to the
contaminant. The combination of extracellular and intracellular enzymes of the PCBs
exposed culture showed the best results with a reduction of 39,45 % of the toxicity. This
demonstrates the capacity of using the enzymes of P. pulmonarius LBM 105 for the
remediation of these xenobiotics, being an attractive alternative for their application in
bioremediation strategies.

Keywords: Bioremediation, Pleurotus pulmonarius, PCBs Intermediate degradation
products, Transcriptome, Proteome
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1.1 Bifenilos policlorados

Los bifenilos policlorados, también conocidos como PCBs (del inglés
Polichlorinated biphenyls), son compuestos quimicos sintéticos formados por una
molécula de bifenilo conteniendo de 1 a 10 sustituciones de los &tomos de
hidrégeno por &tomos de cloro (Figura 1.1). El nimero y posicién de los atomos de
cloro en el anillo fenilo hace posible la existencia de 209 congéneres diferentes
(Reddy et al., 2019) de los cuales 60 de éstos pueden ser encontrados en productos

comerciales (Ohtsubo et al., 2004; Borja et al., 2005; Passatore et al., 2014).

3 2 2 3

Figura 1.1. Estructura quimica general de los bifenilos policlorados (tomado de Faroon & Ruiz, 2016).

Desde los afios 1920 hasta 1970 los PCBs fueron altamente distribuidos en la
industria debido a su uso en equipamientos eléctricos como fluidos hidraulicos,
lubricantes o refrigerantes por su baja combustibilidad, estabilidad quimica y sus
propiedades aislantes (Pieper & Seeger, 2008; Xing et al., 2010). Asimismo, estos
compuestos han sido utilizados en varias aplicaciones industriales, en transferencias
de calor, como plastificantes, en maquinas hidraulicas, tintes, pigmentos e
impresiones (Zhu et al, 2012; Zhu & Zhang, 2011). Se estima que
aproximadamente 1,5 millones de toneladas de bifenilos policlorados fueron
producidos durante este periodo (Liu et al., 2020) y se estima que un 10 % de esta
produccion se encuentra distribuida en el ambiente (Wolska et al., 2012). En el
pasado, un amplio numero de productos basados en PCBs fueron producidos bajo
nombres comerciales como Aroclor (USA), Chlophen (Alemania), Kanechlor (Japdn)

y Fenclor (Italia) (Hu et al., 2011). Si bien su produccién fue centrada en estos
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paises, la facilidad de transporte de estos compuestos por largas distancias
resultaria en la distribucion a lo largo de continentes incluso en regiones donde no
se habia certificado su uso (Reddy et al., 2019), lo que significé que los PCBs fueran
encontrados en todos los compartimentos del ecosistema global.

Los PCBs son reconocidos mundialmente por pertenecer a los 12
contaminantes persistentes organicos de mayor importancia, determinada por la
Convencion de contaminantes persistentes organicos de Estocolmo en 2001%. Hoy
en dia encabezan en 5to lugar la lista de prioridad de compuestos peligrosos
propuesta por la Agencia de Proteccibn Ambiental de Estados Unidos (ATSDR,
2019)2.

El uso comun y generalizado de estos compuestos ha hecho que grandes
cantidades de los mismos fueran introducidas al medio ambiente, acumulandose en
el sedimento y en suelo, representando una amenaza para el balance del
ecosistema y la salud humana. Debido a su baja biodegradabilidad y alta lipofilia,
estos compuestos son propensos a bioacumularse en los tejidos, derivando en una
biomagnificacion a lo largo de la cadena alimenticia (Bedard et al., 2007,
Loganathan & Lam, 2011). Es por ello que la principal fuente de la exposicién
humana hacia los PCBs proviene de la ingesta a través de la dieta, especialmente
de la carne de ganado y peces, aunque se han reportado casos de exposicion por
contacto dermal de suelos cotaminados o inhalacion de productos volatiles en
matrices contaminadas (Wu et al., 2018).

A partir del reconocimiento de los efectos detrimentales de los PCBs en el
ambiente debido a su toxicidad persistente y bioacumulacién, a mediados de los
afios 70 su produccion y distribucion fue prohibida por la mayoria de los gobiernos,
pero la contaminacion ambiental, como consecuencia de derrames, transporte,
almacenaje y depdsito inadecuado, todavia persiste (Sadafoski et al., 2019).

Una serie de estudios epidemiologicos han demostrado que la exposicién a
los PCBs esta altamente correlacionada con el desarrollo de enfermedades
cardiovasculares, hepaticas, desérdenes hormonales, inmunoldgicos, neurologicos y
genotoxicidad (Carpenter 2006; Yum et al., 2010; Robertson & Ludewig 2011;

1 El Convenio de Estocolmo sobre los contaminantes organicos persistentes es un acuerdo
internacional que regula el tratamiento de las sustancias toxicas. Fue firmado el 23 de mayo de
2001 en Estocolmo y entrd en vigor en argentina el 2004 bajo la ley 26.011.

2 Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades, del inglés Agency for Toxic
Substances and Disease Registry
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Crinnion 2011; Recio-Vega et al., 2013; Perkins et al., 2016). Ademas, la Agencia
Internacional para la Investigacién en Cancer (International Agency for Research on
Cancer - IARC) clasifico a los PCBS como agentes carcinogénicos de tipo | para
humanos (2016) a través de varios estudios epidemioldgicos en grupos

ocupacionales con exposicion a estos contaminantes.

1.2 Mecanismos de toxicidad de los PCBs

La capacidad citotoxica de estos compuestos esta dada mayoritariamente por
la posicion y niamero de atomos de cloro presentes en la molécula de bifenilo
policlorado (Figura 1.2).

En este sentido, se puede diferenciar a los PCBs en dos categorias. Una
categoria denominada “similar a dioxina” o “dioxin-like” por su similitud en estructura
y toxicidad a las dibenzo-p-dioxinas policloradas. La propiedad mas destacable de
este grupo es la ausencia de atomos de cloro en posiciones orto dentro de la
molécula, lo que deriva en una configuracion coplanar de la molécula de PCB. La
otra categoria es denominada como “no similar a dioxina” o “non-dioxin-like” que
agrupa congéneres que tienen uno o mas atomos de cloro presentes en estas
posiciones orto dentro de la molécula, reduciendo asi la coplanaridad de la misma
(Liu et al., 2020). Una modificacion de la molécula de PCB que introduzca un grupo
funcional dentro de la posicion orto produce cambios en el angulo diedro del
metabolito de PCB resultante, que se relaciona directamente al impacto en la

toxicidad y accion sobre la célula (Song et al., 2011).



A) Cl CI

B)
Cl Cl
Cl Cl
Cl
C)
Cl Cl
Cl Cl

Figura 1.2. Configuraciones posibles en relacion a la presencia de 4tomos de cloro en las posiciones
orto de la molécula de bifenilo. A) di-orto PCBs. B) mono-orto PCB. C) PCB coplanar (tomado de
Gore, 2001).

Los PCBs similares a dioxinas tienen una mayor afinidad hacia el receptor de
hidrocarburos de arilos (AhR del inglés Aryl hydrocarbon receptor), ubicado en el
citoplasma de la célula, considerado un factor de transcripcion que esta intimamente
ligado al metabolismo de los xenobidticos (Perkins et al., 2016). Una vez que la
molécula del xenobidtico entra a la célula, esta se une al receptor de hidrocarburos
de arilo, que se encuentra complejizado dentro de un complejo receptor de dioxinas
(Figura 1.3). Una vez unido, el receptor se transloca hacia el nicleo donde forma un
heterodimero con el translocador nuclear del receptor de hidrocarburos de arilos

(Arnt del inglés Aryl hydrocarbon receptor nuclear translocator).



Este complejo luego se une al elemento de respuesta de xenobidticos (XRE
del inglés Xenobiotic response element) en la regién promotora de los genes diana
(Korashy & El-Kadi, 2006), aunque también se han visto casos de genes activados
en presencia de xenobioticos activadores del AhR sin tener una region XRE
presente (Huang & Elferink, 2012). La regibn XRE es una region nucleotidica de
secuencia “TNGCGTG” especificamente reconocida por el AhR y se encuentra
aguas arriba de los genes diana que participan en el metabolismo de los
xenobidticos unidos al AhR (Saatcioglu et al., 1990). Se encontré que una amplia
gama de enzimas con capacidad de metabolizar xenobi6ticos contiene una region
promotora con el XRE presente, como por ejemplo la citocromo P450 subtipo 1A1
(CYP1Al) y la glutation-S-transferasa, entre otros (Ye et al., 2019; Martinez-
Guzman et al., 2020).

Xenobiodtico
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Figura 1.3. Modelo general de sefializacién del receptor de hidrocarburos de arilos ante la presencia
de un xenobidtico. Se puede observar el camino de la molécula de xenobibtico (D) dentro de la
célula, donde es reconocido por el receptor de hidrocarburos de arilos (AhR), hasta su translocacion
al nucleo por el translocador nuclear del AhR (Arnt) donde se activaran los elementos de respuesta a

xenobioticos (XRE) del genoma del individuo (adaptado de Céspedes et al., 2010).

La presencia de los PCBs y la consecuente activacion de los XRE mediados
por el receptor Aril-hidrocarburo juegan un importante rol en la induccion de estrés
oxidativo que produce dafio celular. La activacion de enzimas con capacidad
oxidativa, como la CYP1Al, son generadoras de un desbalance oxidativo dentro de

la célula, acomparfado de la liberacion de especies reactivas del oxigeno (ROS, del



inglés Reactive oxygen species), durante los pasos del metabolismo de los PCBs
(Liu et al., 2020). Se ha demostrado que el PCB 153 y la mezcla de los Aroclores
1254 y 1242 son capaces de elevar los niveles celulares de las especies reactivas
de oxigeno hasta 1,5 a 1,8 veces mas que en condiciones fisiologicamente
normales (Mariussen et al., 2002). Adicionalmente, se sabe que los PCBs son
capaces de alterar la accion de enzimas antioxidantes relacionados con el sistema
de defensa frente al estrés oxidativo (Pessah et al., 2019; Perkins et al., 2016) e
incluso alterar la homeostasis del ion Ca?*y de neurotransmisores derivando en un

efecto neurotoxico (Westerink, 2014).

1.3 Métodos de remocién de PCBs

La presencia y permanencia de estos compuestos en el ambiente
representan un serio riesgo ecotoxicolégico. Para poder enfrentarse a la
problemética que presentan estos sitios contaminados se emplean tecnologias de
remediacion de suelos. El principal objetivo de estas es reducir la concentracion y
movilidad de los contaminantes presentes en la matriz del suelo o sedimento,
teniendo en cuenta las caracteristicas fisicoquimicas y biolégicas del suelo
(Alvarenga et al., 2018). En el caso de los PCBs, los métodos comunmente
utilizados para la remediacion se dividen en métodos in situ, ex situ y métodos que

pueden ser usados en ambas condiciones.

1.3.1 Métodos de remocidn in situ

Los métodos de remediacion in situ incluyen estrategias realizadas sobre el lugar
a remediar sin remover el suelo o sedimento (Saygal & Ahmed, 2021).
e Tratamientos bioldgicos: estos tratamientos utilizan organismos vivos o partes
de ellos para la remediacion de sitios contaminados. Tausz & Donath (1930)
introducen este concepto y lo definen como un proceso que se basa en
mecanismos biolégicos para reducir (degradar, desintoxicar, mineralizar o
transformar) la concentracion de contaminantes a un estado inocuo. En la
biorremediacion pueden intervenir bacterias, hongos (micorremediacion),
plantas (fitorremediacion) o enzimas derivadas de estos para retornar un
medio ambiente alterado por contaminantes a su condicion natural. Existen

estrategias como la bioestimulacion que aceleran la degradacion de los



contaminantes por los microorganismos que naturalmente habitan las
matrices contaminadas mediante la optimizacion de factores como ser
nutrientes, oxigenacion, temperatura, pH, entre otros. O bien, estrategias que
enriquecen el suelo con un consorcio microbiano con capacidad de remediar
el suelo, lo que se conoce como bioaumentacion (Guarino et al., 2017). En
este tipo de estrategias se pueden utilizar organismos tanto aerébicos como
anaerobicos.

e Atenuacion natural: es un tratamiento en el que se deja que el mismo
microcosmo presente en la matriz contaminada remedie de forma natural a la
matriz, sin intervencion alguna (Guarino et al., 2017).

e Calentamiento por ondas de Microondas: este método de remediacion
térmica es eficiente para la remocion de contaminantes organicos de suelo y
sedimento en el cual mediante ondas de microonda se calienta la superficie
de la matriz a remediar, descomponiendo los xenobidticos (Krouzek et al.,
2018).

e Tapado o Capping: involucra el depésito de una capa de material sin
contaminacion (sedimento o una combinacibn de materiales) sobre los
sedimentos contaminados. Esto impide generalmente la movilizacion o
resuspension de los contaminantes en el sedimento y a los cuerpos de agua
adyacentes (Labianca et al., 2022).

e Descomposicion por catalisis basica: en este método, mediante el uso de una
base fuerte y temperatura alta se produce una hidrogenacion catalitica que,
en el caso particular de los PCBs, remueve los atomos de cloro y los

reemplaza por &tomos de hidrégeno (Liu et al., 2015).

1.3.2 Métodos de remocion ex situ
Las metodologias denominadas ex situ involucran excavar y tratar el suelo o
sedimentos antes de devolver al mismo a su lugar original (Saygal & Ahmed,
2021). Dentro de estas estrategias, las mas utilizadas para la remediacion de
PCBs son las siguientes:
e Desorcion térmica: es un proceso en el cual contaminantes voléatiles o
semivolatiles en el suelo son calentados a una temperatura apropiada por

medios directos o indirectos en el vacio o mediante un gas para separar el



contaminante de la matriz del suelo (Zhao et al., 2019).

e Land Farming: es un proceso simple que implica la excavacion del suelo
contaminado y traslado a un sitio preparado, donde se labra la tierra
periodicamente hasta que los contaminantes son degradados por los
microorganismos presentes en la misma matriz. Por lo general se limita a

pequefias porciones de suelo.

1.3.3 Métodos de remocion duales

Existen métodos que pueden ser tanto aplicados a estrategias in situ o ex situ
dependiendo de las necesidades y de las caracteristicas del ambiente a
remediar. Dentro de estos se encuentran los siguientes meétodos:

e Hidrodecloracion catalitica: esta estrategia de remediacion se realiza
mediante el uso de metales de transicion como catalizadores y el H2 como
agente reductor en solventes acuosos u organicos. En el caso de los PCBs,
es un proceso irreversible en el cual los atomos de cloro se remueven de la
molécula resultando una molécula de bifenilo (Wu et al., 2012).

e Reduccion ferrosa: en este método de decloracion, las sucesivas remociones
de los atomos de cloro son llevadas a cabo por un agente reductor, que en
este caso se trata del hierro con valencia de 0 (Fe®) produciendo la remocién
de los atomos de cloro de la molécula de PCBs (Hashmi et al., 2022).

e Dispersion con sodio: en este método de decloracion se dispersa sodio en
amoniaco liquido seco en agitacion, a temperatura ambiente y en presencia
de nitrdgeno. Bajo estas condiciones se producen radicales que son capaces
de remover los atomos de cloro de los PCBs formando bifenilos como
productos finales (Wu et al., 2012).

e Decloracién fotocatalitica: en este método, una sustancia fotocatalitica capaz
de absorber luz dentro del espectro ultravioleta, visible o infrarrojo cataliza la
de degradacion de los PCBs (como los sistemas fotocataliticos de oxido de
titanio), previa extraccion de los contaminantes mediante el uso de
surfactantes (Hashmi et al., 2022).

e Ozonizacion: en esta estrategia de remediacion oxidativa se utiliza el ozono
como agente oxidante de forma directa (atacando las posiciones nucleofilicas

de las sustancias organicas y sustituyendo grupos funcionales de los



contaminantes) o de forma indirecta formando radicales oxidrilos en
presencia de agua que van a descomponer las moléculas del contaminante
(Joseph et al., 2021).

e Reaccion de Fenton: durante esta estrategia se produce la activacion del
perdoxido de hidrégeno por sales de hierro para producir radicales hidroxilo,
cuya reactividad es tal que es capaz de degradar contaminantes altamente

recalcitrantes (Hashmi et al., 2022).

Un resumen de las metodologias descritas anteriormente puede observarse en

la Figura 1.4.
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Figura 1.4. Clasificacién de los métodos de remediacion de sedimentos y suelos contaminados con
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PCBs. En blanco se mencionan los métodos de remediacion in situ, en gris oscuro los métodos de
remediacion ex situ y en gris claro los métodos de remocion duales (adaptado de Gomes et al.,
2013).
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1.4 Biorremediacion de PCBs

Las tecnologias mencionadas anteriormente suelen ser demandantes desde
el punto de vista energético y econdmico, sin contar que son altamente invasivas y
disruptivas al ambiente que se planea remediar.

En este contexto, la biorremediacion ha sido usada para promover la
degradacion de estos xenobidticos recalcitrantes, con la ventaja adicional de tener
un menor impacto ambiental (Sadafioski et al., 2019). Esta estrategia ha recibido un
alto grado de atencién debido a que representa una eficiente herramienta
biotecnolégica para la descontaminacion ambiental (Kour et al., 2021).

La biorremediacion dada por microorganismos comprende dos grandes rutas
principales de degradacion: la ruta anaerdbica y la ruta aerdbica.

1.4.1 Biorremediacion anaerdbica de los PCBs

La degradacion anaerobica suele ocurrir en sedimentos contaminados con
PCBs (lagos de agua dulce, rios y estuarios) y mayoritariamente involucra la
reduccién de los PCBs y el reemplazo de los atomos de cloro por un atomo de
hidrogeno (Gomes et al., 2013). En sus investigaciones, Bedard & Quensen (1995),
y Wiegel & Wu (2000) identificaron una serie de vias de decloracion en bacterias
anaerobicas.

Mediante este tipo de decloracion microbiana, se remueven generalmente
cloros posicionados en regiones para y meta dentro de la molécula halogenada,
generando primariamente congéneres orto-sustituidos (Wiegel & Wu, 2000). Se han
observado combinaciones de estas vias para generar congéneres exclusivamente
orto-sustituidos con una gran reduccion de la planaridad de la molécula (Zwiernik et
al., 1998). Sin embargo, esta via de degradaciéon tiene la desventaja de que se
vuelve menos eficaz conforme disminuye la biodisponibilidad y bioactividad de los

PCBs, lo que ocurre con PCBs de alto grado de cloracion (Liu et al., 2007).

1.4.2 Biorremediacion aerébica de los PCBs

Por otro lado, la biodegradacion aerdbica de los PCBs involucra una
degradacion oxidativa que implica la ruptura de la molécula de bifenilo, produciendo
acido clorobenzoico, y su posterior degradacion.

En bacterias, este proceso se lleva a cabo por los productos de dos clusters
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de genes: uno responsable de la transformacion de los PCBs a acido clorobenzoico
y el otro responsable de la posterior degradacion de este (Borja et al., 2005). Se ha
documentado que bacterias pertenecientes a los géneros Pseudomonas, Ralstonia,
Acinetobacter y Rhodococcus son capaces de degradar los PCBs mediante una via

metabdlica aerdbica (Figura 1.5).
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Figura 1.5. Metabolismo Bacteriano Aerébico. Ben ABCD; benzoato 1,2-dioxigenasa y benzoato
dihidrodiol deshidrogenasa BCL: Benzoato-CoA ligasa. Bpha: Bifenil 2,3-dioxigenasa. BphB: cis-2,3-
dihidro-2,3-dihidroxibifenil deshidrogenasa. BphC: 2,3-dihidroxibifenil-1,2-dioxigenasa. BphD: 2-
hidroxi-6-fenil-oxohexa-2,4-dienoato hidrolasa. BphH(E): 2-hidroxipenta-2,4-dienoato hidratasa.
BphlI(F): 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa. BphJ(G): Acetaldehido deshidrogenasa. CBA: Acido 4-
Clorobenzoico. HOPDA: 2-hidroxi-6-oxo-6-fenilhexa-2,4-dienoato. HPD: Acido 2-hidroxipenta-2,4-

dieonoico (adaptado de Elangovan et al., 2019).

Las diferencias observadas entre la capacidad de metabolizar los PCBs en
bacterias son atribuidas al nimero y posicion de atomos de cloro dentro de la
molécula.

La capacidad de degradacion de las bacterias estd dada por una proporcion
inversa a la cloracion de la molécula, mientras mas atomos de cloro presente la
molécula, mas dificil de degradar serd la molécula de PCB por el metabolismo
bacteriano (Wang et al., 2018). Sin embargo, la mayoria de las bacterias con
capacidad de degradar PCBs no son capaces de mineralizar completamente estos

compuestos, es decir su completa metabolizacion hasta la obtencién de diéxido de
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carbono. Esto resulta en una acumulacion de intermediarios toéxicos como ser el
acido benzoico y algunas variedades de &cidos clorobenzoicos, lo que causa
efectos inhibitorios significativos en el crecimiento bacteriano y consecuentemente
en la continuidad de la degradacion de los PCBs por parte de estas bacterias
(Wéjcik et al., 2020; Xing et al., 2020). Un caso particular se produce con la cepa
Sphingobium fuliginis HC3 que es capaz de degradar el acido benzoico y el acido 3-

clorobenzoico simultaneamente (Hu et al., 2015).

1.5 Metabolismo de los xenobidticos

La capacidad de estos organismos de poder modificar a los contaminantes
estda dada por un mecanismo celular conocido como el metabolismo de los
xenobidticos, siendo éste el principal mecanismo para mantener la homeostasis
celular durante la exposicion de compuestos extrafios. En general, este
metabolismo estd llevado a cabo por un nimero de enzimas con especificidad
amplia, algunas de ellas inducidas por la presencia del mismo contaminante.
Incluso, la estructura en relacion a la secuencia de aminoacidos de una enzima
involucrada en la biotransformacion de los contaminantes puede variar entre
individuos, generando diferencias en las tasas de metabolizacion de estos
compuestos (Parkinson & Ogilivie, 2008).

Este llamado metabolismo de los xenobidticos puede dividirse en dos fases
segun las reacciones catalizadas por las enzimas involucradas en la

biotransformacion de estos mismos compuestos (Williams, 1971).

1.5.1 Fase 1 del metabolismo de los xenobidticos

La fase 1 del metabolismo de los xenobioticos involucra reacciones de
hidrolisis, reduccion y oxidacion. Este tipo de reacciones exponen o introducen
grupos funcionales (-OH, -NHz2, -SH o -COOH) lo que resulta en un ligero aumento
de la hidrofilia y posibilita la accion de las enzimas involucradas en la siguiente fase

del metabolismo de los xenobioticos (Parkinson & Ogilivie, 2008).

1.5.2 Fase 2 del metabolismo de los xenobidticos

La fase 2 del metabolismo de los xenobidticos incluye reacciones como la

glucuronizacién, sulfonacion, acetilacion, metilacion, conjugacion con glutation y con
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otros aminoacidos. Las enzimas de esta fase reaccionan con los grupos funcionales
presentes en los xenobioticos o los que fueron introducidos durante la fase 1 del
metabolismo, aunque en muchos casos esta etapa puede no ser precedida por la
fase 1. Estas reacciones resultan en un incremento sustancial de la hidrofilia de los
compuestos y su ulterior eliminaciéon (Parkinson & Ogilivie, 2008). La tabla 1.1
muestra un resumen de las reacciones que pueden ocurrir en ambas fases del

metabolismo de los xenobibticos, asi como su ubicacidn subcelular mas comun.

1.6 Micorremediacion de los PCBs

Entre los organismos capaces de llevar a cabo la degradacion aerdbica
oxidativa de los PCBs y de otros contaminantes es necesario destacar a los hongos.
Este método de remediacion mediante su utilizacibon es denominado
micorremediacion. La micorremediacion es una estrategia econémica, eco amigable
y efectiva, que aprovecha el robusto crecimiento de esta taxa, su forma de
crecimiento hifal, la produccion de enzimas ligninoliticas extracelulares, su
importante area superficial y adaptabilidad para la remediacién de sedimentos y
suelos contaminados (Akhtar et al., 2020).

Una ventaja es el ya mencionado crecimiento hifal que presentan los hongos
filamentosos. A diferencia de las bacterias, el movimiento de los hongos a través de
la matriz contaminada no se encuentra afectado por la heterogeneidad y la
complejidad de los poros de dicha matriz, asi como tampoco por las dinAmicas de
las condiciones hidroldgicas (Espinosa-Ortiz et al., 2022). La produccion de
hidrofobinas permite que las hifas rompan la interfase aire-liquido, favoreciendo el
crecimiento fangico dentro de poros insaturados en la matriz (Bayry et al., 2012;
Kulkarni et al., 2017) lo que permitiria un mejor acceso a los contaminantes,
condicion limitante en caso de degradacion microbiana, para organismos sin estas
caracteristicas (Espinosa-Ortiz et al., 2022). En este sentido, la presencia de hongos
filamentosos puede permitir la dispersion, tanto de bacterias con capacidad
degradadora de contaminantes (Kohimeier et al., 2005; Worrich et al., 2016) como
de los contaminantes (Moeder, 2005), funcionando entonces como “carreteras

hifales”.
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Tabla 1.1. Enzimas involucradas en cada fase del metabolismo de los xenobidticos y su localizacion
celular. Adaptado de Parkinson & Ogilivie (2008).

Reaccion

Enzima o sus funciones

Localizacion

Citosol, lisosoma,

Esterasa i
s Microsoma
Hidrdlisis ] ]
Peptidasa Lisosomas
Epdxido hidrolasa Citosol, Microsomas
Azoreductasas y nitroreductasas Citosol, Microsomas
Reductoras de grupos carbonilos Citosol, Microsomas
y Reductoras de grupos disulfuro Citosol
Reduccion o )
Reductoras de grupos sulféxidos Citosol
Reductoras de quinonas Citosol, microsomas
Deshalogenasas Microsomas
Alcohol deshidrogenasa Citosol
Aldehido deshidrogenasa Mitocondria, citosol
Aldehido oxidasa Citosol
Xantino oxidasa Citosol
L Monoamina oxidasa Mitocondria
Oxidacién R ) )
Diamina oxidasa Citosol
Prostaglandina H sintasa Microsomas
Flavin Monooxigenasa Microsomas

Citocromo P450

Microsomas, citosol,

mitocondria

Conjugacién del acido

glucurénico

UDP-glucoronosiltrasnferasa

Microsomas

Conjugacion del sulfato

Sulfotrasnferasas

Citosol

Conjugacién del glutation

Glutatién-s-transferasa

Citosol, microsomas

Conjugacion de

aminoacidos

Aminoacil-tRNA-sintetasas y Acil-

CoA sintetasas

Mitocondria, microsomas

Acilacion

N-acetiltransferasas

Mitocondria, citosol

Metilaciéon

Metiltransferasas

Citosol, microsomas

1.6.1 Hongos de pudricién blanca y su uso como agentes de

micorremediacion

Un subgrupo dentro de los hongos filamentosos, los denominados “hongos
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de pudricién blanca”, presentan una caracteristica ventajosa adicional para la
degradacion de contaminantes. Estos hongos, mayoritariamente de la division
Basidiomycota, son considerados un grupo fisiologico capaz de degradar la lignina y
compuestos similares, produciendo una coloracion blanquecina sobre la madera que
degradan (Bilal et al., 2017a). Este grupo de hongos es capaz de degradar
biopolimeros de lignina y celulosa mediante la produccion de una bateria de
enzimas de accion sinérgica (Sanchez, 2009). Son estas mismas enzimas
oxidativas extracelulares que participan en el sistema ligninolitico las que, debido a
su baja especificidad de sustrato, le permiten transformar y degradar contaminantes
ambientales, como puede ejemplificarse en la Figura 1.6.
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Figura 1.6. Sintesis grafica de la degradacion de contaminantes organicos realizado por hongos de
pudricion blanca y de su sistema oxidativo enzimatico extracelular. GLXO: Glioxal oxidasa. AAO: Aril-
alcohol oxidasa. DBQ: 2,6-dimetoxi-1,4-benzoquinona. MnP: Manganeso Peroxidasa (adaptado de
Zhuo & Fan, 2021).

1.6.2 Caracteristicas del sistema enzimatico extracelular de los

hongos de pudricion blanca

En la figura 1.6 se muestra el sistema ligninolitico extracelular y oxidativo
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Unico que presentan los hongos de pudriciéon blanca. El sistema ligninolitico de los
hongos de pudricibn blanca esta compuesto en su mayoria por enzimas
extracelulares como ser peroxidasas decolorantes (EC 1.11.1.19, DyP), lignino
peroxidasas (EC 1.11.1.14, LiP), manganeso peroxidasas (EC 1.11.1.13, MnP),
peroxidasas versatiles (EC 1.11.1.16, VP) y lacasas (EC 1.10.3.2, Lac) (Zhuo y Fan,
2021). Este sistema extracelular es usado como un poderoso sistema de defensa
frente a compuestos xenobidticos, estando distribuido diferencialmente dentro de los
hongos de pudricion blanca. Es por ello, que dentro de este subgrupo se puede
hacer la distincion en base a su capacidad de produccion de este tipo de enzimas.
Por lo que se pueden agrupar segun Bilal et al. (2017a) en:

e Cepas capaces de producir lignino peroxidasas, manganeso peroxidasas y

lacasas

e Cepas capaces de producir manganeso peroxidasas y lacasas.

e Cepas capaces de producir lignino peroxidasas y manganeso peroxidasas

e Cepas capaces de producir lignino peroxidasas y lacasas.

La amplia gama de diferentes enzimas que los hongos de pudricién blanca
pueden producir, y el extenso espectro de especificidad de las mismas, hace que
estos hongos sean utilizados dentro de estrategias de biorremediacion de
hidrocarburos  policiclicos aromaticos, compuestos farmacéuticos activos,
disruptores endocrinos, pesticidas, tintes y otros contaminantes ambientales (Zhuo y
Fan, 2021). Las enzimas previamente mencionadas tienen la capacidad de atacar a
estos compuestos organicos mediante una amplia gama de reacciones redox
(Figura 1.6), en las que suelen estar involucrada especies reactivas del oxigeno
capaces de degradar los xenobidticos en subproductos que pueden ser utilizados
por el mismo metabolismo del hongo, llegandose incluso a obtener la mineralizacion
de los contaminantes (Korcan et al., 2013).

Dentro del sistema enzimatico de los hongos de pudricién blanca involucrado
en la degradacion de contaminantes se pueden destacar algunas enzimas en
particular que han demostrado un potencial de degradacion que las hace candidatas
excelentes para su aplicacion en la biorremediacion. Entre estas enzimas se pueden
nombrar a:

e Manganeso Peroxidasa: es una enzima que contiene un grupo hemo,
descubierta por primera vez en el hongo Phanerochaete chrysosporium, y es

descrita como la peroxidasa modificadora de lignina mas comun de los
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hongos de pudricion blanca (Zhuo y Fan, 2021). La actividad catalitica de las
manganeso peroxidasas depende del ibn manganeso, prefiriendo el Mn*2 que
puede ser oxidado a Mn*3. El Mn*2 quelado puede servir de mediador para la
transferencia de carga permitiendo la oxidacion de sustratos fendlicos, como
fenoles simples y tintes (Manavalan et al., 2015). Esta enzima puede oxidar y
degradar estructuras no fendlicas con la asistencia de radicales lipidicos
(Falade et al., 2017).

Lignino Peroxidasa: esta enzima también fue reportada por primera vez en P.
chrysosporium y es clasificada dentro de las peroxido oxidorreductasas. Esta
enzima posee un alto potencial redox lo que le da una ventaja frente a la
oxidacion de estructuras no fendlicas (Martinez et al., 2005). Ademas, puede
oxidar compuestos aromaticos y contaminantes organicos (Lothe et al.,
2020). Esta enzima esta relacionada a un metabolito secundario comun en
los hongos de pudricion blanca, el alcohol veratrilico, que es capaz de
moderar la inactivacion de la lignino peroxidasa por la presencia de peroxido
de hidrégeno. Este metabolito puede usarse en estrategias que incluyan a
esta enzima para acelerar la transformacién de compuestos contaminantes
(Mao et al., 2010).

Peroxidasa Versatil: esta enzima es una peroxidasa ligninolitica que contiene
un grupo hemo que combina las propiedades de las manganeso peroxidasa y
la lignino peroxidasa (Manavalan et al., 2015). Pueden oxidar sustratos
fendlicos mediante la oxidacion de Mn*2 a Mn*3 y oxidar compuestos
aromaticos no fendlicos al igual que las lignino peroxidasas (Falade et al.,
2017). Esta versatilidad le permite la aplicacién en reacciones que involucren
potenciales de reacciones redox tanto altos como bajos, siendo util para la
catélisis de una gama mas amplia de contaminantes organicos.

Peroxidasas decolorantes: estas peroxidasas fueron nombradas por su
capacidad de decolorar compuestos como tintes. Se encuentran ampliamente
distribuidas entre los Agaromycetes y otros hongos, y en bacterias (Colpa et
al., 2014). Estas enzimas comparten una estructura proteica y una secuencia
aminoacidica particular, y muestran preferencia por tintes de antraquinona, y
una actividad peroxidasa alta contra una variedad de compuestos organicos.
Se ha observado que pueden llegar a presentar actividad oxidasa en

ausencia de peroxido de hidrogeno (Lauber et al., 2017).
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e lLacasas: las lacasas son oxidasas que contienen varios iones de cobre que
catalizan reacciones de un unico electrén con la reduccién de oxigeno
molecular a agua. Estas enzimas se encuentran ampliamente distribuidas
entre los hongos de pudricion blanca. Su oxidacibn no especifica y la
utilizacion de oxigeno como aceptor de electrones las convierten en
candidatas para diversas aplicaciones industriales y ambientales (Zhuo et al.,
2019). Las lacasas producidas por los hongos de pudricidon blanca son unas
de las enzimas mas ampliamente estudiadas para la biorremediacion
utilizando este tipo de hongos, siendo combinadas con estrategias como la
inmovilizacibn en diversos sustratos y combinacion con tratamientos de
procesos avanzados de oxidacion (Zhuo y Fan, 2021).

e Citocromo P450: de todas las enzimas antes descritas, el citocromo P450 es
la Unica enzima de expresion intracelular. Estas enzimas portadoras de grupo
hemo son una de las familias de proteinas mas grandes y estan presentes en
todos los seres vivos (Shin et al., 2018) y son conocidas por su capacidad
detoxificante en varios organismos. Estas enzimas actiGan como
monooxigenasas terminales que catalizan reacciones como hidroxilaciones,
heteroatomoxigenaciones, dealquilaciones, epoxidaciones, reducciones y
dehalogenaciones (Bernhardt, 2006). Por lo general los sistemas eucarioticos
de citocromo P450 tienen una P450 monooxigenasa y una P450
oxidorreductasa, ambas asociadas a la membrana (Syed et al., 2010). Las
P450 monooxigenasas de los hongos de pudricion blanca han sido aplicadas
para la eliminacion y detoxificacibn de una amplia gama de xenobibticos
(Zhuo y Fan, 2021).

1.6.3 Ejemplos del uso de hongos de pudricion blanca en la

biorremediacion
Debido a las caracteristicas de este grupo de hongos y de la multiplicidad de
usos de sus enzimas, se han utilizado a los hongos de pudricion blanca en

numerosos estudios de degradacion y remediacion de contaminantes (Tabla 1.2).

19



Tabla 1.2. Ejemplos de contaminantes organicos remediados por diferentes especies de hongos de

pudricion blanca (apadtado de Zhuo y Fang, 2021).

Cepa Fungica

Contaminante

Concentracién
Inicial

Porcentaje de
Remocion

Referencia

Trametes versicolor
ATCC 42530

Trametes versicolor
ATCC 42530

Trametes versicolor
167/93

Trametes versicolor
20148

Trametes versicolor
BAFC 4272

Trametes versicolor
CDBB-H1051

Trametes versicolor
ATCC 42530

Trametes versicolor
ATCC 42530

Trametes versicolor
NBRC4937

Trametes versicolor
DSMZ 3086

Trametes versicolor
167/93

Trametes sanguinea
LBM 203

Irpex Lacteus

Pleurotus ostreatus

Naproxen (NPX) y
Carbamazepina (CBZ)

Diclofenac (DCF),
Naproxen (NPX),
Indometacina (IDM),
Ibuprofeno (IBP),
Fenoprofeno (FEP)

Acidos Clorobenzoicos
(CBASs)

Hidrocarburos
aromaticos policiclicos:
Fenantreno (PHE) y
Pireno (PYR)

Verde de Malaquita

Negro Reactivo 5 (RB5)

Clorpirifos (CLP),
Dicofol (DCL) y
Cipermetrina (CPM)

Mezcla comercial de
Eteres de difenilos
Polibromurados
(PBDE)

Bisfenol A (BPA),
butilparabeno (BTPRB),
metilparabeno
(MTPRB), Nonilfenol
(NP) y dimetilftalato
(DMPTL)

Acidos Humicos (HA)
sintéticos y de
efluentes reales

Delor 103

Aroclores 1242, 1254
and 1260

Delor 103

Fluoreno

0,096 mg g*

10 ug L*

10 ug mLt

100 mM

50 uM

200 ppm

5ugL?

5mglL?

100 M

1mglL?

0.2 mg mL*?

217 mg L!

0.2 mg mL?

30mgL?

100 % para NPX 'y
48% para CBZ a las
72 hs

100 % para DCF,
NPX, IDM, IBP y FEP

100 % para 3-CBA, 4-
CBA, 2,3-CBA, 2,4-
CBA, 2,5-CBA, 3,4-

CBA, 3,5-CBA, 2,3,5-

CBA alos 21 dias

80 % para PHE y 70
% para PYR luego de
11 dias

50 % de remocién a
las 0,78 hs

84 % de remocién en
24 hs

94,7 % para CLP,
87,9 % para DCL y
93,1% para CPM

87 % para Deca-
PBDE, 67 % para
octa-PBDE y 85 %
para penta-PBDE

100 % para BPA'y
BTPRB a los 2 dias,
100 % para MTPRB a
los 4 dias, 100 % para
NP alos 8 dias y 60
% para DMPTL a los
8 dias

80 % de remocién en
ambos efluentes

60 % de remocién
luego de 42 dias

59,86 % de remocion
luego de 24 dias

70 % de remocién
luego de 42 dias

89,16 % de remocion
para la mezcla de
Aroclores

Rodriguez-Rodriguez
etal., 2010

Tran et al., 2010

Muzikar et al., 2011

Rosales et al. 2013

Kuhar et al., 2015

Martinez-Sanches et
al., 2018

Hu et al., 2020

Vilaplana et al., 2015

Pezzella et al., 2017

Zahmatkesh et al.,
2018

Cvancarova et al.,
2012

Benitez et al., 2021

Cvanéarova et al.,
2012

Akdogan y
Pazarlioglu, 2011
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Tabla 1.2. Ejemplos de contaminantes organicos remediados por diferentes especies de hongos

de pudricién blanca. (Cont.)

Pleurotus ostreatus
CECT 20600

Pleurotus ostreatus
BWPH

Pleurotus ostreatus
PO-3

Pleurotus ostreatus
3004 CCBAS 278

Pleurotus ostreatus
ATCC MYA-2306

Pleurotus ostreatus
3004 CCBAS 278

Pleurotus pulmonarius
LBM 105

Phanerochaete
chrysosporium ME
446

Phanerochaete
chrysosporium BKM-
F-1767

Phanerochaete
chrysosporium
CGMCC 5.0766

Phanerochaete
chrysosporium

Phanerochaete
chrysosporium BKMF-
1767

Phanerochaete
chrysosporium BKM-
F1767

Phanerochaete
chrysosporium ME
446

Fenantreno (PHE) y
Pireno (PYR)

Verde brillante, Azul
Evans y su mezcla (1:1

p/p)

Benzo-a-pireno

Acidos Clorobenzoicos

Bisfenol A (BPA),
butilparabeno (BTPRB),
metilparabeno
(MTPRB), Nonilfenol
(NP) y dimetilftalato
(DMPTL)

Delor 103

Aroclores 1242, 1254 y
1260

Delor 103

Violeta acido 7 y
Fucsina basica

Fenantreno y Pireno

Aceite crudo

2,4-Diclorofenol

Bisfenol A

Acidos Clorobenzoicos

100 mM

0.06 g L para verde
brillante 0.15 g L*
para el Azul Evans,
0,08 g L*para la
mezcla

10 ug mL*t

10 ug mL?

100 M

0,2mgL?

217 mg Lt

0,2 mg mL?

40mg L

0,33 mg L para el
Fenantreno y 0,033
mg L* para el Pireno

600 ppm

50 mg L*

250 mg kg*

10 yg mL?

91 % de remocion
para PHe y 95 % para
PYR luego de 11 dias

95,4 % de remocion
para el verde brillante,
53 % de remocion
para el Azul evans y
83,6 % para la mezcla
alas 96 Hs

64,3 % de remocién
luego de 15 dias

100 % para 3-CBA, 4-
CBA, 2,4-CBA, 3,4-
CBA, 3,5-CBA luego

de 21 dias

70 % de remocion
para el NP,
aproximadamente
60% para BPA,
BTPRB, MTPRB,
DMPTL a los 8 dias

99,6 % de remocién
luego de 42 dias

97,7 % de remocion
para la mezcla de
Aroclores

60 % de remocion
luego de 42 dias

93,4 % para Violeta
acido en 3 diasy 67.9
% para Fucsina
bésica en 5 dias

99,55 % de
Fenantreno y 99,47 %
de Pireno luego de 60

dias

58,1 % de remocion
luego de 12 dias

100 % de remocion en
24 hs

58,23 % de remocion
luego de 24 dias

100 % para 3-CBA, 4-
CBA, 2,3-CBA, 2,4-
CBA, 2,5-CBA,
3,4-CBA, 3,5-CBA,
2,3,5-CBA
luego de 21 dias

Rosales et al., 2013

Przystas et al., 2013

Bhattacharya et al.,
2017

Muzikar et al., 2011

Pezzella et al., 2017

Cvancarova et al.,
2012

Sadafioski et al., 2019

Cvancarova et al.,
2012

Li et al., 2015

Ding et al., 2013

Behnood et al., 2014

Chen et al., 2014

Hu et al., 2018

Muzikar et al., 2011
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Tabla 1.2. Ejemplos de contaminantes organicos remediados por diferentes especies de hongos
de pudricion blanca. (Cont.)

Bisfenol A (BPA),
h 100 % para BTPRB,
Phanerochaete butllpre;ree;itl) eggt()li'rl;cF;RB), 100 % para MTPRB,
chrysosporium DSM (MTPRBK; Nonilfenol 100 uM 80 % para NP, 60% y Pezzella et al., 2017
13583 AN 45 % para BPA'y
(NP) y dimetilftalato DMPTL
(DMPTL)

Phanerochaete o P ;
chrysosporium ATCC Herbicida Diuron 7 ygmL? g|4 % ds rem%cflon Coelho-Moreira et al.,
24795 uego de 10 dias 2013

Phanerochaete ® L
chrysosporium BKM- 2,4,2,4‘-TeFra'bromuro 2 ug mL? Lo remocion en Liu et al., 2018
F-1767 bifenil éter 3 dias
90 % de remocion
. para Azul de
sar?yjir;zzgr;i% Verc(jj(; '\élijlﬁ]q;gi’of‘zm 50 uM Bromofenol y 30 % Shimizu et al., 2009
9 para Verde malaquita
en 14 dias

1.6.4 Hongos de pudricion blancay los PCBs

En relacion con la accion de los hongos de pudricibn blanca sobre la
remocion y modificacion de congéneres de PCBs, se demostrd que existe una gran
variedad de cepas pertenecientes a diversos géneros fungicos con capacidad de
accion sobre estos compuestos. Entre estos se puede mencionar a cepas
pertenecientes a P. chrysosporium (Kamei et al., 2006a), T. versicolor (Cloete et al.,
1999), T. sanguinea (Benitez et al., 2021), Lentinus edodes (Ruiz-Aguilar et al.,
2002), Phlebia brevispora (Kamei et al., 2006a), |. lacteus, Pycnoporus cinnabarinus,
Phanerochaete magnoliae (Cvandarova et al., 2012) y P. ostreatus (Moeder et al.,
2005; Cvandarova et al., 2012) que mostraron resultados promisorios en la
degradacion de una amplia gama de PCBs. Dentro de este grupo de hongos, se
destaca la cepa P. pulmonarius LBM 105 (previamente identificado como Pleurotus
sajor-caju) que ha demostrado una capacidad singular para remover la mezcla de
Aroclores 1242, 1254 y 12660 en medio liquido (Benitez et al., 2021; Sadafnoski et
al., 2019).

encima del 90 % en medio liquido luego de los 35 dias (Sadafioski et al., 2019).

Este hongo es capaz de alcanzar porcentajes de degradacién por

La tolerancia y capacidad de accion de esta cepa es bien conocida, sin
embargo, poco se sabe del proceso metabdlico que involucra la remocion y
modificacion de estos compuestos por parte del hongo. El uso de microorganismos

para remediar ambientes contaminados es un area de la biotecnologia ambiental
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gue esta en continuo desarrollo, y las comunidades microbianas implicadas en este
tipo de procesos no deben ser tratadas como “cajas negras”, sino que deben ser
estudiadas profundamente, a fin de lograr una tecnologia confiable y segura
(lIwamoto & Nasu, 2001).

El presente trabajo de tesis se centra en el estudio de la respuesta tanto
transcripcional como protedmica de la cepa LBM 105 durante la degradacion de
bifenilos policlorados, buscando dilucidar los mecanismos moleculares utilizados por

dicha cepa para su potencial aplicacion en estrategias de biorremediacion.
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Hipotesis del trabajo

La degradacion de PCBs por la cepa LBM 105 implica cambios
transcriptomicos, prote6micos y secretdbmicos que involucran genes claves,
determinando la biorremediacién de estos compuestos toxicos. La dilucidaciéon de
estos cambios podra aportar herramientas para el desarrollo de futuras estrategias

para su mejor aplicacion en procesos de biorremediacion.
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Objetivos

El objetivo general del presente trabajo es evaluar el vinculo existente entre
los cambios transcriptémicos y protedmicos con la degradacién de los PCBs por
parte de la cepa LBM 105 con el fin de comprender los mecanismos de respuesta

metabdlica, asi como analizar la habilidad de sus enzimas para la biorremediacion.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos especificos:

1. Identificar taxonémicamente la cepa LBM 105 mediante métodos de
caracterizacion morfologica y molecular.

2. Evaluar la degradacion de los PCBs por la cepa 105 e identificar los
intermediarios de degradacion producidos.

3. Analizar el transcriptoma de la cepa LBM 105 en condiciones de
degradacion y de ausencia de PCBs.

4. Identificar las proteinas con abundancia significativa durante la
degradacion de los PCBs, comparando este perfil con su perfil en
ausencia del contaminante.

5. Evaluar la capacidad de biorremediacion in vitro de las enzimas intra y

extracelulares de la cepa LMB 105 en condiciones controladas.
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Capitulo 2
|dentificacion

Taxonomica



2.1. Introduccidn

Los hongos representan el segundo grupo mas numeroso de organismos
eucariotas en la Tierra, con un estimado actual de 1,5 a 5,1 millones de especies.
Debido a la amplia variedad de especies fungicas existentes, la identificacion de las
especies es fundamental para estudios basicos (ecologia, taxonomia) y aplicados
(bioprospeccién, biotecnologia), asi como también para el é&rea industrial,
agroquimica y farmacedutica, ya que estas suelen utilizar productos derivados de
cepas fungicas (Raja et al., 2017).

La identificacion precisa y acertada de los hongos generalmente es mucho
mas compleja comparada con otros eucariotas multicelulares. Al tener una
estructura micelar simple, la identificacion morfologica suele limitarse a las
estructuras productoras de esporas sexuales y asexuales (Nagy et al., 2017;
Licking 2020). En algunos casos, ciertos hongos son conocidos solamente por sus
estructuras vegetativas, por lo que las aproximaciones tradicionales de clasificacion
resultan imposibles (Koch et al.,, 2017, 2018). Aun mas, eventos de especiacion
criptica pueden llevar a casos de identificacion fenotipica errénea (Licking et al.,
2020).

Debido a la complejidad inherente del taxdn en estudio, la taxonomia fangica
moderna se enfatiza en una aproximacion genealdgica, que incluyen estudios
filogenéticos de un gen o una concatenacion de los mismos, concordancias
genealdgicas y filogendmica (Lucking et al., 2020). Aunque también existe un
esfuerzo por realizar una taxonomia integrativa, optando por una estrategia mas
abarcativa a fin de utilizar la mayor cantidad de evidencia posible (sea genealdgica,
bioldgica y fenotipica) para la delimitacion de las especies (Haelewaters et al. 2018;
Kruse et al. 2018).

En el caso particular de la identificacion filogenética fungica, la region del
espaciador interno transcrito del gen ribosomal nuclear (ITS, del inglés Internal
transcribed spacer) es uno de los marcadores moleculares mas utilizados debido a
la cantidad de secuencias disponibles para su uso y comparacién. La regién de los
espaciadores internos transcritos se ubica entre la subunidad menor (18S) y la

subunidad mayor (28S) del gen de ARN ribosomal (Figura 2.1).
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Figura 2.1. Mapa del gen nuclear de ARN ribosomal y las regiones del espaciador interno transcripto
(ITS). Se muestra la posiciéon de los cebadores forward (flechas apuntando a la derecha) y reverse
(flechas apuntando a la izquierda) mas comiUnmente utilizados para la amplificacion de las regiones
de ITS. SSU: Gen de la subunidad menor del ribosoma (18S). 5.8S: Gen del componente 5.8s no
codificante de la subunidad mayor del ribosoma LSU: Gen de la subunidad mayor del ribosoma (28S)
(adaptado de Toju et al., 2012).

La base de datos para la identificacion molecular fungica UNITE (Nilsson et
al., 2019) contiene aproximadamente 2,5 millones de secuencias de ITS,
correspondientes a mas de 100 mil especies hipotéticas utilizando una linea de
corte del 98,5 % de identidad (Lucking 2020), junto a otros repositorios de
secuencias como ISHAM DNA barcoding y NCBI Refseq (Irinyi et al., 2015; O'Leary
et al.,, 2016). Las secuencias de ITS fueron propuestas como marcadores
moleculares universales para la identificacion fangica, debido a su féaclil
amplificacion y su resolucién aceptable en un amplio rango de taxas (Nagy et al.
2012; Schoch et al. 2012; Xu 2016).

En este capitulo se muestra el proceso de identificacion taxonomica de la
cepa LBM 105, identificada previamente como P. sajor-caju, mediante una
aproximacion que combina métodos de identificacion morfoldégica convencionales
con metodos de analisis moleculares, buscando alcanzar una identificacion certera a

nivel de especie de la cepa en estudio.
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2.2. Materiales y Méetodos

2.2.1 Cepa utilizada y mantenimiento
2.2.1.1 Cepa

La identificaciébn taxondmica se realiz6 sobre una cepa de un hongo de
pudricion blanca aislada de la selva subtropical de Misiones (Argentina). Esta cepa
fue provista por la Facultad de Ciencias Forestales de la Universidad Nacional de
Misiones (Argentina) y estd depositada en el cepario del Laboratorio de
Biotecnologia Molecular (LBM), del Instituto de Biotecnologia Misiones bajo el
nombre LBM 105.

2.2.1.2 Mantenimiento de la cepa

El mantenimiento de la cepa fangica utilizada en este trabajo se realizo
mediante siembras periddicas en placas de Petri en medio agar-extracto de malta
(MEA, del inglés Malt Extract Agar).

Composicion del medio:

Extractodemalta...........ccooviiiii. 12,7gL?

El mantenimiento de la cepa en este medio solido fue de 4 + 1 °C durante 5-7

dias.

2.2.2 Identificaciéon morfoldgica

Para la identificacion morfolégica se observaron las caracteristicas distintivas
del basidiocarpo de la cepa LBM 105 y se las compar6 con el trabajo de Lechner et
al. (2004) que realizé una descripcion morfolégica de especies del género Pleurotus

distribuidas en Argentina.

2.2.2.1 Obtencion y estudio del basidiocarpo

La obtencién del basidiocarpo de la cepa LBM 105 se llevé a cabo en bolsas
de polipropileno con un sustrato organico FungiMix® ubicados dentro de cajas de

carton de 35 cm de largo x 20 cm de ancho x 11,5 cm de alto. El sustrato se

esterilizé a 120 °C por 2 horas. Se inoculé la cepa en el sustrato mediante el
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agregado de cinco tacos de 5 mm de didmetro proveniente de un cultivo de 5 dias y

se incub6 en oscuridad a 25 + 1 °C. Luego de 15 dias, las bolsas con el sustrato

inoculado se mantuvieron a 18 - 20 °C con un fotoperiodo de 12 hs de luz 'y 12 hs de

oscuridad para inducir la formacién del basidiocarpo, manteniendo una temperatura
uniforme durante todo el fotoperiodo. Una vez obtenido, se evaluaron sus
caracteristicas macro-morfoloégicas y se realizaron cortes en el pileo del
basidiocarpo para su observacion al microscopio.

Las observaciones de las hifas se realizaron en microscopio optico a 400x,
utilizando una tincién simple con azul de lactofenol (Fenol 0,1 g; Acido lactico 8 mL;
Agua destilada 10 mL; Glicerina 20 mL; Azul de Anilina 0,5 g). Las mediciones de
hifas y estructuras reproductivas se realizaron con un micrémetro ocular (escala de
22 um).

2.2.2.2 Desatrrollo de la colonia fungica en medio agarizado.
Asi mismo, la cepa LBM 105 se desarroll6 en placas de Petri de 90 mm de
diametro conteniendo el medio de cultivo MEA por 5 dias a 25 + 1 °C en oscuridad,

con el fin de observar la forma y las caracteristicas de la colonia formada.

2.2.3 Identificacion molecular
2.2.3.1 Obtencion del ADN de la cepa LBM 105

Para el analisis molecular, se inocul6 un taco de 5 mm de diametro de la cepa

LBM 105 de 5 dias en 20 mL de medio liquido de extracto de malta (extracto de
malta 12,7 g LY) y se cultivé por 5 dias a 25 + 1 °C en oscuridad sin agitacion.
Luego el micelio se obtuvo por centrifugacion a 4.695 x g por 10 min. Para la
obtencion del ADN, se siguio el protocolo descrito por Fonseca et al. (2015). Para
ello el micelio obtenido se lavé dos veces con 1 mL de solucion de lavado (Tris_HCI
0,1 M pH 8; EDTA 0,02 M) a 4 °C, centrifugando a 10625 x g por 3 min y
recuperando el pellet en cada caso. Luego, el micelio se macero utilizando una
varilla de vidrio en presencia de 600 pL de una solucion de extraccion (Tris_HCI 0,1
M pH 8; EDTA 0,05 M; NaCl 1,5 M; Proteinasa K 0,1 mg/mL; B-Mercaptoetanol 10
mM; SDS 2 % p/v). EI homogenato obtenido se dej6 incubar a 37 °C por 1 h en

agitacion a 300 rpm. Luego de incubar, se centrifugé a 10625 x g por 5 min para
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recuperar el sobrenadante. Se adiciond igual volumen de una solucién de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1 v/v) y se agitd en vortex por 15 segundos. Se
centrifugé nuevamente a 10625 x g por 3 min, se recupero el sobrenadante y se le
adicionaron 200 uL de Acetato de potasio (3 M). Para la precipitacion del ADN se

centrifug6 a 10625 x g por 5 min, se recupero el sobrenadante, se le agregd 1 mL de

Isopropanol, se lo dejé precipitar en frio a -20 °C durante 24 h. A continuacion, se

centrifugé a 10625 x g por 5 min a 4 °C, se descartd el isopropanol y se lavé el
pellet obtenido con 1 mL de etanol 70 % (v/v). Finalmente se elimind el etanol por
centrifugacion a 10625 x g por 5 min a 4 °C y se resuspendio el ADN utilizando agua

destilada libre de nucleasas.

2.2.3.2 Analisis de calidad del ADN

La calidad y pureza del ADN gendmico obtenido se comprobé mediante el
analisis de la relacién de absorbancia en las longitudes de onda 260/280 nm en un
espectrofotometro Shimadzu® UV-1900 utilizando el programa UVProbe V 2.70. De
igual manera, también se analizd la integridad del ADN mediante una corrida
electroforética en gel de agarosa al 0,8 % (p/v) utilizando 5 pl de ADN genémico y 1
pl de buffer de siembra al 6X (glicerol 60 % v/v, EDTA 10 mM, azul de bromofenol
0,1 % pl/v), revelando mediante el uso de bromuro de etidio (10 mg mL) en un

transiluminador de luz ultravioleta modelo MUV21 (Major Science®).

2.2.3.3 Marcador molecular para la identificacion

Para la identificacion molecular de la cepa en estudio se utilizo la region del
espaciador interno transcripto (ITS1-5,8S-ITS2) del gen que codifica para el ARN
ribosomal. Los cebadores o primers utilizados en este caso corresponden al ITS1 e
ITS4 descriptos por White et al. en 1990 (Tabla 2.1).
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Tabla 2.1. Primers utilizados en la reaccion en cadena de la polimerasa para la amplificacion de la
region ITS1-5.8S-ITS2

Region Amplificada | Nombre del Secuencia de Referencia
Primer oligonucledtidos
TCC GTA GGT GAA CCT i

del gen de ARN
TCC TCC GCT TAT TGA _
ribosomal ITS4 White et al. 1990
TAT GC

2.2.3.4 Amplificacion de la region ITS1-5,8S-ITS2

Estos primers se utilizaron en una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR, del
inglés Polymerase chain reaction), de acuerdo a las siguientes condiciones de

amplificacion:

* Desnaturalizacion inicial a 94 °C por 4 min.
* 30 ciclosde 50sa94 °C,50sa51°Cy 1 mina72°C.
* Extension final a 72 °C durante 10 min.

Los fragmentos de ADN amplificados se enviaron a Macrogen Inc. en Sedl, Corea

del sur, para su secuenciacion por el método de Sanger (Sanger, 1977).

2.2.3.5 Estudio filogenético del amplicoén ITS1-ITS4

Para la construccion del arbol filogenético de la region amplificada se realizo primero
una busqueda de secuencias similares en una base de datos no redundantes del
Centro Internacional para la Informacién Biotecnologica (NCBI, del inglés National
Center for Biotechnology Information) utilizando el motor de blusqueda BLASTn de
dicha plataforma. Se buscaron ademas secuencias de la region ITS1-ITS4 de
especies pertenecientes al género Pleurotus. Todas las secuencias obtenidas se
alinearon mediante un método de alineamiento multiple utilizando el software Clustal
W (Larkin et al., 2007). La construccion del arbol filogenético se realizd utilizando el
método de Maximum likelihood con un modelo de Jukes-Cantor (Jukes & Cantor,

1969) con una distribucion gamma discreta (parametro +G = 0.4972), utilizando el
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software MEGA version 10 (Kumar et al., 2018), con un soporte estadistico de 1000
bootstraps o repeticiones. Para la seleccién del modelo de substitucion que mejor se
adapt6 a los datos se utilizo la herramienta de seleccion de modelo incluida dentro
del programa MEGA utilizando un arbol construido con el método Neighbor joining
como arbol inicial, utilizando a todos los sitios reconocidos como gaps para el
calculo. Se seleccion6 como modelo el de Jukes-Cantor con una distribucion
gamma discreta. Se utilizé como outgroup la secuencia de ITS de Agaricus bisporus
(AF187270.1).

2.3. Resultados

2.3.1 Identificacion morfologica

La identificacion morfolégica de la cepa LBM 105 se llevé a cabo siguiendo
las claves taxondémicas descritas por Lechner et al. (2004), que detalla las
caracteristicas fenotipicas y la distribucion del género Pleurotus en Argentina.

A las 4 semanas de crecimiento en el sustrato comercial se pudo obtener el
basidiocarpo de la cepa LBM 105 (Figura 2.2A). Este mostr6 una estructura
blanquecina y flabeliforme con una superficie seca y suave, con la notable ausencia
de la coremia. Las laminillas del basidiocarpo mostraron una organizacion
decurrente y aglomerada con laminas de 2 mm de grosor de color blanco cremoso
(Figura 2.2B). El pie present6 una estructura carnosa de 8 mm de grosor y 10 mm
de largo con una insercion lateral. A medida que el basidiocarpo envejecia; el pie,
las laminillas y el sombrero del mismo se fueron tornando de color marrén y de
consistencia corchosa.

A partir de observaciones al microscopio 6ptico (aumento 400x) de las hifas
del pileo, se pudo determinar que estas presentaban una organizacion monomictica
con hifas generativas transparentes de paredes finas de unos 4,4 a 11 um de
grosor. Las basidiosporas eran de estructura oblonga, hialinas y de paredes
delgadas, con medidas de 7,3-8,5 ym de largo por 2,8-3,5 um de ancho (Figura
2.2C).
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Figura 2.2. Caracterizacion morfolégica de P. pulmonarius LBM 105. A) Basidiocarpo a la 4ta
semana de desarrollo. B) Vista inferior del basidiocarpo en la 5ta semana de desarrollo. C) Micelio
monomictico en un aumento de 400x (*) Hifas germinativas del pileo. Cada unidad de la escala se

corresponde a 22 ym. D) Colonia fungica de 5 dias de desarrollo en una placa con MEA.

Durante el crecimiento en medio agarizado, la cepa LBM 105 desarrollé un
micelio blanquecino que después de una semana de crecimiento se torno
algodonoso con bordes irregulares (Figura 2.2D). El reverso de la placa permanecio
sin cambio evidente. La colonia mostré un crecimiento rapido, cubriendo la totalidad
de la placa de 90 mm en 5 dias.

Tanto las caracteristicas de la colonia fungica como las caracteristicas macro

y microscopicas del basidiocarpo de la cepa LBM 105 se correspondieron con
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aquellas descritas por Lechner et al. (2004) en su revision del género Pleurotus.

2.3.2 Identificacidon molecular

A partir de la amplificacion de la region ITS1-5,8S-ITS2 se obtuvo un
fragmento de 618 pares de bases (pb), que fue depositado en el repositorio de
Genbank del NCBI bajo el numero de acceso “MT940577”. Este fragmento contenia
una region parcial del espaciador interno transcripto 1, la totalidad del gen 5,8S del
ARNr, la totalidad del espaciador interno transcripto 2 y una region parcial de la
subunidad mayor del ARNTr.

Mediante la utilizacién de la herramienta de BLASTn se encontré que la
secuencia amplificada poseia mayor identidad con secuencias de cepas de
Pleurotus pulmonarius. En la Tabla 2.2 se puede observar coémo la region
amplificada de la cepa LBM 105 obtuvo altos valores de identidad y cobertura con
regiones de cepas pertenecientes a la especie de P. pulmonarius, respaldados por

los bajos puntajes del Valor E.

Tabla 2.2. Primeros 10 resultados del blast de la secuencia de ITS de la cepa LBM 105 en la base de

datos no redundante del NCBI.

Descripcion Puntaje Puntaje  Cobertura  Valor Porcentaje de Longitud NOmero de

maximo total (%) “E” Identidad (%) (pb) acceso

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 659 MN239983.1
pulmonarius
isolate 10

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 791 MN179421.1
pulmonarius
voucher NSK

1014215

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 791 MN179420.1
pulmonarius
voucher NSK

1014280

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 791 MN179419.1
pulmonarius
voucher NSK

1014279

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 791 MN179418.1
pulmonarius
voucher NSK

1014214
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Tabla 2.2. Primeros 10 resultados del blast de la secuencia de ITS de la cepa LBM 105 en la base
de datos no redundante del NCBI. (Cont.)

Descripcion Puntaje Puntaje = Cobertura  Valor Porcentaje de Longitud Numero de

maximo total (%) “E” Identidad (%) (pb) acceso

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 791 MN179417.1
pulmonarius
voucher NSK

1014218

Pleurotus cf. 1142 1142 100 0 100 791 MN179416.1
pulmonarius
voucher NSK

1014217

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 1055 MK956822.1
pulmonarius
isolate P4

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 676 MK956819.1
pulmonarius
isolate P1

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 645 MK542621.1
pulmonarius
strain DMRP-
33

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 645 MK542620.1
pulmonarius
strain DMRP-
32

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 665 MK370671.1
pulmonarius
strain F15

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 707 MH395979.1
pulmonarius

Pleurotus 1142 1142 100 0 100 697 MH395974.1
pulmonarius
strain ICMP

Pleurotus 1142 1314 100 0 100 774 MG819743.1
pulmonarius
isolate DMRP-
24

A partir de esta informacion se procedié a realizar el analisis filogenético
utilizando la region ITS1-5,8S-ITS2 de la cepa LBM 105. Para ello se seleccionaron
22 secuencias de organismos del género Pleurotus pertenecientes a bases de datos
no redundantes del NCBI. Se agregaron también secuencias pertenecientes a
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Lentinus sajor-caju, organismo conocido previamente como Pleurotus sajor-caju. El
set de datos obtenidos resultante const6 de las 22 secuencias de ITS
pertenecientes a especies cercanas con una longitud en pares de base (pb) de ITS
de 600-791, junto con la secuencia de ITS de la cepa LBM 105 (618 pb) utilizando a
Agaricus bisporus como organismo outgroup (724 pb).

Con estas secuencias se realizé el arbol filogenético (Figura 2.10), obtenido
por el algoritmo de Maximum likelihood que converge con el valor maximo de
verosimilitud (-2550,25). En este arbol se puede observar como las secuencias
formaron seis clusteres bien definidos. La secuencia obtenida de la cepa LBM 105
guedo agrupada dentro de un clUster junto con secuencias pertenecientes a
Pleurotus pulmonarius y Lentinus sajor-caju. Ademas, se obtuvieron clusters bien
definidos de las especies P. ostreatus, P. eryngii, P. cornucopiae, P. calyptratus y P.

djamor, todas ellos agrupados con un alto soporte estadistico.

LBM 105*
Pleurotus pulmonarius isolate NSK 1014215 (MN179421.1)
Pleurotus pulmonarius isolate P4 (MK956822.1)
Pleurotus pulmonarius isolate DMRP-33 (MK542621.1)
Pleurotus pulmonarius isoate F15 (MK370671.1)
Pleurotus pulmonarius isolate DMRP-24 (MG819743.1)
Lentinus sajor-caju isolate P47 (KY962463.1)
Lentinus sajor-caju isolate P1 (MN007203.1)
Lentinus sajor-caju isolate P79 (KY962495.1)
Lentinus sajor-caju isolate P57 (KY962473.1)
99 [ Pleurotus eryngii isolate TRTC156165 (EU233951.1)
Pleurotus eryngii strain C34 (FJ514580.1)
Pleurotus ostreatus TENN 53662 (NR 163515.1)
82| Pleurotus ostreatus isolate AFTOL-ID 564 (AY854077.1)
Pleurotus ostreatus strain CBS 102513 (MH862794.1)
Pleurotus ostreatus strain CBS 102511 (MH862792.1)
Pleurotus ostreatus strain PoVF10 (KT968337.1)

100 | Pleurotus cornucopiae strain CBS 3 (AY265817.1)

Pleurotus cornucopiae strain PHZAU19 (DQ342325.1)
p 99 | Pleurotus calyptratus strain CBS 325.85 (EU424283.2)
Pleurotus calyptratus strain CCRC 36211 (AY265814.1)
93 [ Pleurotus djamor ECS-0151 (GU722269.1)
93 '~ Pleurotus djamor strain CBS 665.85 (EU424288.1)

Agaricus bisporus (AF187270.1)

97

—
010

Figura 2.3. Arbol filogenético de las secuencias de ITS de P. pulmonarius LBM 105 (*) y de especies
relacionadas presentes en las bases de datos. Se muestra el arbol con el logaritmo de similitud (-
2550.25). El porcentaje de clusterizacion entre cada taxén asociado se muestra en las ramas del
arbol. Los arboles iniciales para la bisqueda heuristica se obtuvieron mediante la aplicacion de
algoritmos de Neighbor-joining y BioNJ a una matriz de distancias de a pares estimada usando la
aproximacién de maxima verosimilitud compuesta (MCL, del inglés Maximun Composite Likelihood) y
luego seleccionando la topologia con mayor logaritmo de similitud. Se utilizé una distribucién gamma
discreta (parametro +G = 0.4972). El arbol se presenta en escala con la longitud de cada rama

medida en cantidad de sustituciones por sitio.
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La secuencia obtenida de P. pulmonarius LBM 105 se agrupd en un cluster
menor con secuencias de especies de P. pulmonarius y L. sajor-caju. La distancia
representada en el arbol para el clister formado con estas secuencias muestra que
existe una gran similitud entre ellas, lo que dificulta la separacion de secuencias de
ITS de las especies de P. pulmonarius y L. sajor-caju, comprometiendo entonces la
identificacion de la cepa LBM en alguna de estas dos taxas. Sin embargo, este
fendmeno solo se observé para secuencias pertenecientes a este cluster, ya que las
secuencias pertenecientes a otras especies formaron agrupamientos bien

delimitados con un alto soporte de bootstraps.

2.4 Discusion

La cepa utilizada en este trabajo fue previamente identificada en base a
caracteres macro-morfolégicos como P. sajor-caju y seleccionada por su potencial
como agente biorremediador de PCBs (Sadafioski et al., 2019). Es por ello que se
realizo una identificacion mas precisa, caracterizando la macro y micro morfologia y
la secuenciacion del marcador molecular ITS para la construccion de sus relaciones
filogenéticas.

En el afio 1975, la especie de P. sajor-caju (Fr.) Singer fue reubicada en el
género Lentinus por Pegler. La similitud morfol6gica de las estructuras reproductivas
de P. pulmonarius y L. sajor-caju han producido cierta confusion entre los micélogos
gue suelen identificarlas errbneamente (Shnyreva et al., 2012). Sin embargo, la
caracteristica determinante para poder diferenciar a estas dos especies radica en la
organizacion del micelio del pileo del cuerpo fructifero. Mientras que el micelio de P.
pulmonarius presenta un micelio monomictico con hifas germinativas, el micelio de
Lentinus sajor-caju presenta una organizacion dimictica o trimictica (Stamets, 2011).
Mediante las observaciones al microscopio 6ptico del micelio del pileo de la cepa
LBM 105 se observaron hifas germinativas con organizacion monomictica
presentando hifas germinativas hialinas con paredes delgadas en un rango de 4,4 a
11 um de diametro, lo que concuerda con la clave de identificacion de la especie de
P. pulmonarius (Lechner et al., 2004). El pileo flabeliforme blanquecino con su
estructura lameral decurrente y aglomerada de la cepa LBM 105, asi como también

la morfologia de las esporas cilindricas y oblongas, de paredes delgadas y hialinas,

38



concuerdan también con dicha clave de identificacion taxondmica para la especie P.
pulmonarius.

Debido a que la region de ITS esta flanqueada por regiones conservadas de
las subunidades mayores y menores del gen ribosomal, el uso de secuencias de ITS
gue contengan estas regiones conservadas puede aportar un sesgo a la hora de la
identificacion (Rivers et al., 2018). Es por ello que para la realizacion de la
identificacion filogenética de la cepa LBM 105 se utilizaron los cebadores ITS1
(Forward) e ITS4 (Reverse), ya que estos cebadores amplifican las regiones de los
espaciadores internos transcritos, amplificando solamente una minima porcién de
los genes de las subunidades mayores y menores del ITS, buscando asi reducir el
sesgo a la hora de la identificacion.

Sin embargo, a partir de la construccion de las relaciones filogenéticas
utilizando este marcador en el presente trabajo, las especies de L. sajor-caju y P.
pulmonarius se agrupan dentro del mismo cluster con buen soporte estadistico. Esta
problematica no es nueva, ya que Beatrice y Georgios en 1995 obtuvieron un
problema similar al intentar hacer una caracterizacion molecular utilizando sondas
provenientes del ADN ribosomal, donde vieron que los dendrogramas construidos
con métodos de UPGMA no podian diferenciar a cepas identificadas como P.
pulmonarius y P. sajor-caju. En este trabajo se reconoce la dificultad para poder
diferenciar a estas dos especies por métodos morfologicos, lo que podria haber
ocasionado una incorrecta identificacion morfolégica inicial de las cepas, reflejada
en las discrepancias a la hora de analizar las relaciones filogenéticas (Béatrice &
Georgios, 1995).

Actualmente, cuando se realizan los andlisis de las relaciones entre taxones
emparentados del género Pleurotus (Ej. P. ostreatus, P. eryngii, P. djamor, entre
otros) el taxdn de “P. sajor-caju” no esta incluido (Menolli Junior et al., 2010;
Rosnina et al., 2016; Panek et al., 2019), posiblemente debido a que esta especie
en verdad se ubica dentro del género Lentinus, no siendo entonces considerada
para dichos estudios taxonémicos.

Ademas de esto, existe una problematica latente en relacion a las bases de
datos moleculares fungicas, que debido al incremento y desarrollo de las técnicas
moleculares de secuenciacion suelen llevar a identificaciones que toman en cuenta
Unicamente los datos moleculares. Hofstetter et al. (2019) realizan una critica en

este aspecto en donde realizaron una verificacion de identificaciones de aislados
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fungicos de los bosques de Suiza, evidenciando que alrededor de un 30 % de los
casos, las secuencias de ITS ubicadas en las bases de datos de GenBank (NCBI)
mostraba que el taxon asociado al mismo era erroneo, ya sea por una identificacion
inicial erronea o por problemas asociadas a la metadata de la secuencia en la base
de datos. Es por ello, que en el caso particular de P. pulmonarius y L. sajor-caju,
donde la similitud morfolégica es tan marcada, existe la posibilidad que las
secuencias encontradas en la base de datos posiblemente correspondana P.
pulmonarius, lo que refleja la necesidad de una estrategia de identificacion
combinada para estos organismos, que combinen tanto métodos de estudio
tradicional (estudio morfolégico) como moleculares, realizados desde una posicion
critica para evitar aumentar el grado de sesgo existente en las bases de datos
fungicos.

De la misma manera, se podrian aplicar técnicas que abarquen un mayor
numero de datos a analizar, como las aproximaciones de analisis filogenéticos de
multiples loci o el uso de la filogendmica (Lucking et al., 2020). Esta dltima es una
aproximacion de estudio a nivel gendmico empleado en el estudio de los hongos
gue sobrepasa las limitaciones de resolucién que se suelen encontrar en los estudio
con marcadores moleculares simples (Gladieux et al., 2015; Magain et al., 2017;
Lorch et al., 2018; Kobmoo et al., 2019; Morin et al., 2019; Haridas et al., 2020). Si
bien esta tecnologia suele ser impractica para el estudio en amplitud de la
diversidad fungica, debido a que son mas demandantes, en términos de tiempo, que
el andlisis de marcadores moleculares, el advenimiento de tecnologias de tercera
generacion, como PacBios o la tecnologia de Oxford Nanopore, estan ya
sobrepasando estas limitantes al uso de la filogendmica para la taxonomia fangica
(Tedersoo et al., 2018; Loit et al., 2019; Stadler et al., 2020; Wibberg et al., 2021)
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2.5. Conclusion

La identificacibn a nivel especie de hongos de interés biotecnologico
representa un reto debido a las particularidades propias del reino fangico, existiendo
mucho sesgo a la hora de poder identificar de forma correcta utilizando solamente
un método en particular para la ubicacion taxonémica de las cepas fangicas.

En este capitulo, mediante una aproximacion complementaria de datos
morfolégicos (observaciones macro y microscépicas) y datos moleculares (utilizando
el marcador de ITS) obtenidos a partir de la cepa LBM 105 se pudo llegar a una
identificacion a nivel de especie que nos sugiere que esta cepa se ubica dentro de la

especie de Pleurotus pulmonarius.
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Capitulo 3
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analisis de
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3.1 Introduccién

Los hongos de pudricion blanca pueden modificar y remover bifenilos
policlorados y compuestos recalcitrantes similares (Lin et al., 2022). Dentro de este
subgrupo de hongos, la cepa LBM 105, identificada como Pleurotus pulmonarius en
el capitulo 2 del presente trabajo, ha demostrado una enorme capacidad de tolerar y
remover estos compuestos téxicos (Sadafioski et al., 2019). Debido a que la
modificacién metabdlica de las moléculas de PCBs puede producir metabolitos mas
toxicos que el compuesto parental (como los Hidroxi-PCBs) (Liu et al., 2020), es
necesario poder identificar dichos metabolitos y su toxicidad. Esto ultimo puede
llevarse a cabo mediante pruebas ecotoxicologicas. Las pruebas ecotoxicologicas
incluyen un amplio espectro de procedimientos que varian, dependiendo del modelo
biologico utilizado, medio de exposicion y efectos medidos (Ceger et al.,, 2022).
Estos tests pueden ser usados para demostrar que un determinado contaminante
esta biodisponible, evaluar los efectos toxicos de contaminantes individuales o de un
conjunto de contaminantes en un medio y caracterizar el impacto en un organismo
dado (Ceger et al.,, 2022). Existen métodos desarrollados y estandarizados con
organismos especificos que han sido seleccionados como organismos modelo
debido a su disponibilidad, adaptabilidad, bajo mantenimiento y capacidad de ser
utilizados en diferentes estadios de su desarrollo. En el caso de los PCBs, los test
estandarizados mas utilizados son los que emplean Lactuca sativa (Stiborova et al.,
2017; Sadanoski et al., 2020) o test de bioluminiscencia bacteriana (Bhalla et al.,
2016; Srédlova et al., 2020).

La caracterizacion de los interediarios productos del metabolismo fungico
durante la degradacibn de los PCBs, nos permitira elucidar los procesos
metabdlicos utilizados por los hongos de pudricion blanca en la modificacién de los
bifenilos policlorados. Estos métodos complementan la informacion bioquimica de
genes, transcriptos y proteinas, ampliando las reconstrucciones metabdlicas
derivadas de los genomas y nuestro entendimiento de la biologia celular, la
fisiologia y la medicina, mediante la union de las vias celulares y los mecanismos
biologicos (Patti et al., 2012). Cvandarova et al. (2012) llevaron a cabo un
exhaustivo estudio de los intermediarios de degradacion producidos por el hongo P.
ostreatus durante la degradacion de una mezcla de PCBs (Delor 103) (Figura 3.1).
Este estudio aporté los primeros indicios de cuales serian las vias metabdlicas
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involucradas en la modificacion de estos xenobidticos por medio de hongos del
género Pleurotus. En conjuncién con otras técnicas “0micas” de recoleccién de
datos, como parte de una aproximacion de estudio sobre un sistema biolégico, el
estudio de los intermediarios de degradacion puede ampliar el conocimiento sobre
vias celulares complejas y mecanismos bioldgicos aun no comprendidos (Beale et

al., 2016).
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Figura 3.1. Via metabolica de degradacion de PCBs propuesta para los hongos ligninoliticos. (*)
Estructuras detectadas durante de la degradacion de los PCBs en el trabajo de Cvandarova et al.
(2012). Los PCBs hidroxilados y metoxilados fueron detectados por Kamei et al. (2006a) y Kamei et
al. (2006b). Los productos de transformacion de los &cidos clorobenzoéicos fueron detectados por
Muzikar et al. (2011).

En este capitulo se presenta la evaluacion de la capacidad de la cepa de P.
pulmonarius LMB 105 para la remocion de bifenilos policlorados de una mezcla
compleja de Aroclores (1242, 1254, 1260) en cultivo liquido, buscando evidenciar el
periodo de mayor degradacion de estos contaminantes. Ademas, se determinara la
capacidad de esta cepa para detoxificar esta mezcla compleja de PCBs y se
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buscara caracterizar los intermediarios de degradaciéon obtenidos durante dicho

proceso.

3.2 Materiales y Métodos
3.2.1 Andlisis de remocion de bifenilos policlorados

3.2.1.1 Condiciones de cultivo
Para la determinacion de la capacidad de remocion de bifenilos policlorados a
diferentes tiempos de tratamiento por parte de P. pulmonarius LBM 105 se utiliz6 un
medio liquido sintético deficiente de nitrégeno, de Glucosa-Asparagina (GA) con un
pH final de 4,6 (Haglund et al., 2002).
Composicion del medio:

GlUCOSA. ... 10glL?
Asparagina monohidratada................... 05glL?
MGSO4.TH20. ..o, 0,5gL?
HoKPO4. ., 05¢glL?
HK2PO4. . 0,6glL?
CUSO4. i 0,4mgL?
MNCLAH20........ccoiiiiiiie, 0,1mglL?
H3BO3. o, 0,1mglL?
CaCla...cuiiiiiei e 0,1glL?
NazMoO4.2H20.......ccccovvviiiiiiieen, 0,02mg L?
FECI3. i it 1mglL?
ZNCI. e, 35mglL?
Tiamina hidrocloruro...............coveevne.... 35mglL?
Tween 80.......c.cveviviiiiiiiiiiiiieea, 1,7 mmol Lt

Este medio se utilizd ya que en ensayos anteriores realizados con la misma
cepa se obtuvieron altos porcentajes de remocion luego de 35 dias (Sadafioski et
al., 2019).

Tanto controles como tratamientos se realizaron por triplicado y se incubaron
a 28 £ 1 °C bajo condiciones estéaticas en oscuridad por 28 dias con muestras
destructivas tomadas cada 7 dias.

Como fuente de bifenilos policlorados se utiliz6 un aceite de transformador
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con una mezcla compleja de los Aroclores 1242, 1254 y 1260, donado por Kioshi
S.A. (Buenos Aires, Argentina), el cual fue caracterizado inicialmente por el Instituto
Nacional de Tecnologia Industrial (INTI) - Centro de Investigacion y Desarrollo de

Ambiente (Buenos Aires, Argentina).

3.2.1.2 Tratamientos y controles utilizados

Los tratamientos para el ensayo de degradacion consistieron en un triplicado
de frascos Erlenmeyer de 250 mL con 20 mL de medio GA a los cuales se le inoculd
un taco de 5 mm de diametro de micelio desarrollado de la cepa LBM 105, cultivado
previamente en MEA por 5 dias, al mismo tiempo que se le adicion6 el aceite de
transformador disuelto en acetona con una concentracion total de PCBs de 855 + 34
mg g, logrando una cantidad final de PCBs de 4000 g para cada frasco.

Para este ensayo se emplearon controles para determinar la proporcion de
remocion de PCBs dada por la accion enzimatica de la cepa fungica y la proporcion
de remocion dada por la adsorcion al micelio fangico. Los controles para este
ensayo fueron los siguientes:

e Control abi6tico: consistié en el medio sintético GA sin el in6culo fungico con
el agregado de 4000 ug de PCBs.
e Control autoclavado (@): la cepa LBM 105 desarrollada en el medio sintético

GA durante 7 dias, se inactivo por calor (105 °C, 1 atm por 20 min) con el

posterior agregado de 4000 ug de PCBs.

3.2.1.3 Cuantificacion de la remocion de PCBs

La determinacion de la remocion de PCBs luego del tratamiento con la cepa
LBM 105 se realizo mediante el andlisis de los PCBs residuales en el sobrenadante.
Transcurrido cada periodo de tiempo, se separ6é el micelio del sobrenadante por
centrifugacion (4695xg por 15 min). El sobrenadante obtenido de los cultivos se
acidificé adicionando 200 pL de acido sulfurico 1 M para inhibir cualquier accion
enzimatica posterior (Plakova et al., 2012). Posteriormente, la extraccion de los
PCBs en tratamientos y controles se realiz6 mediante 3 lavados con 20 mL de
hexano en agitacion (250 rpm, 25 + 1 °C) seguido de centrifugacion (4695x%g por 15
min). La cuantificacion de los PCBs extraidos se realiz6 mediante un analisis de
cromatografia gaseosa acoplado a un detector de captura de electrones (GC-EC)
realizado en el “Centro de Quimica Aplicada” (CEQUIMAP, Cordoba, Argentina).
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Dicho andlisis cuantitativo se llevd a cabo utilizando un cromatégrafo de gases
Agilent 6890 equipado con una columna capilar HPI (Largo: 30; ID: 0,23 mm; Film:
0,25 um) con un detector de captura de electrones (UECD). Los materiales de
referencia para la cuantificacion de los PCBs fueron los Aroclores AccuStandard®
1242, 1254 y 1260 utilizados en una concentracion de 50 ug g*.

El porcentaje de remocién enzimatica se obtuvo mediante una comparacion
entre los controles autoclavados y los tratamientos. Este porcentaje de remocion,
expresado como recuperacion de PCBs, se calcul6 siguiendo la siguiente ecuacion:
(A x 100)

B
Donde A representa la concentracion de PCBs en el sobrenadante luego del

Recuperacion de PCBs (%) =

tratamiento con la cepa fungica y B la concentraciéon de PCBs en el sobrenadante
del control autoclavado. En relacién al porcentaje de recuperacion, se puede definir

al porcentaje de remocién de PCBs de la siguiente manera.

Remocion de PCBs (%) = 100% — Recuperacion de PCBs

3.2.2 Ensayo de toxicidad

3.2.2.1 Tratamientos y controles
La evaluacion de la toxicidad de los intermediaros de degradacion producidos
por la modificacion fangica de los PCBs con la cepa LBM 105 se llevo a cabo in vitro
utilizando a L. sativa como indicador de toxicidad. El ensayo de elongacion de la raiz
se llevé a cabo como se describe en el manual de la Asociacién de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (EPA, del inglés Environmental Protection Agency)
con ligeras modificaciones en el numero de semillas utilizadas (EPA, 1996). Los
tratamientos en este caso son similares a los realizados en el apartado 3.2.1.2. Los
controles para este experimento se detallan a continuacion:
e Control (PCB +): control abidtico de medio GA sin presencia de la cepa LBM
105 con el agregado de la mezcla de Aroclores.
e Control (PCB -): control abiético de medio GA sin presencia de la cepa LBM
105 y sin el agregado de la mezcla de Aroclores.
e Control Bidtico: medio GA inoculado con la cepa LBM 105 sin el agregado de
la mezcla de Aroclores.

e Control Acetona: control abiético de medio GA con una concentracion final de
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acetona 0,03 M.

3.2.2.2 Condiciones del ensayo

Tanto tratamientos como controles se realizaron por triplicado y se incubaron
a 28 £ 1 °C en oscuridad por 28 dias. El valor de pH de los controles se ajusto para
igualar al de los tratamientos.

Para el ensayo en cuestion se seleccionaron semillas de L. sativa obtenida
del mercado agropecuario local con caracteristicas similares (tamafio e integridad).
Estas se desinfectaron superficialmente con un lavado de hipoclorito de sodio al 10
% v/v por 10 min y un lavado con agua destilada por 1 h. Luego, se agregaron 2 mL
de sobrenadante de los tratamientos y controles sobre un papel de filtro Whatman
N° 3 ubicados en placas de Petri de 90 mm de diametro. Se colocaron 10 semillas
de L. sativa sobre el papel de filtro y se incubé en oscuridad por 5 dias a 24 + 1 °C.
En la Figura 3.2. se puede observar un esquema que resume los tratamientos y

controles utilizados para el ensayo de toxicidad.
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Figura 3.2. Esquema representativo de tratamientos y controles utilizados para los ensayos de
toxicidad utilizando a L. sativa. En cada placa de Petri se utilizaron 10 semillas de L. sativa y un total

de 2 mL de medio proveniente de los cultivos de tratamientos y controles.
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3.2.2.3 Calculo de indices de germinacion y elongacion

Los valores de germinacion y elongacion de la radicula se midieron utilizando
un calibre electrénico y se utilizaron para calcular los indices de germinacion (Gl, del
inglés Germination Index) y el indice de crecimiento relativo (RGI, del inglés Relative
growth index) (Young et al., 2012). Estos indices se calcularon de la siguiente

manera.

LRM x SGM x 100
LRC x SGC
Donde LRM hace referencia a la longitud de la radicula en la muestra, LRC al

GI (%) =

largo de la radicula en un control agua, SGM a la cantidad de semillas germinadas
en la muestra y SGC a las semillas germinadas en un control agua.

Los valores de RGI se pueden dividir en 3 categorias segun los posibles
efectos de los compuestos sometidos a prueba sobre la elongacion de la radicula
(Young et al., 2012):

e Inhibicion de la elongacién de la radicula: 0 <x < 0,8
e Sin efecto significativo: 0,8 <x < 1,2

e Estimulacion de la elongacion de la radicula: x > 1,2

3.2.2.4 Andlisis estadistico

Finalmente, un andlisis univariado de la varianza se realizé utilizando los
valores de la longitud de la radicula para corroborar la reduccion del efecto
ecotoxicolégico de los PCBs de tratamientos y controles, utilizando el software
Statgraphics Centurion XV (versién 15.2.06). Los test de Shapiro-Wilk (Shapiro &
Wilk, 1965) y de Levene (Levene, 1960) se utilizaron para probar la normalidad y la
homocedasticidad de los datos, respectivamente. La prueba LSD de Fisher se utilizo
para las comparaciones multiples de las medias de longitud de radicula de cada

tratamiento y control.
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3.2.3 Andlisis de Intermediarios de degradacion

3.2.3.1 Acondicionamiento de las muestras

Los sobrenadantes obtenidos de los tratamientos en la seccion 3.2.1.2. se
enviaron al “Centro de Quimica Aplicada” (CEQUIMAP, Cdérdoba, Argentina) para su
analisis exploratorio utilizando cromatografia gaseosa acoplada a un espectrémetro
de masas. Alli se procedié a extraer los bifenilos policlorados residuales en el
medio, mediante 5 lavados con 10 mL de acetato de etilo y luego las muestras se
secaron con sulfato de sodio. Estos extractos luego se concentraron en un rotavapor

a un volumen final de 10 mL.

3.2.3.2 Determinacion por cromatografia gaseosa con deteccion por

espectrometria de masas

Los extractos concentrados se inyectaron directamente en un cromatografo
de gases Agilent 6890 acoplado a un espectrometro de masa. El inyector del mismo
se mantuvo a 300 °C. Una columna HP1 se utilizé para la separaciéon (30 m, 0,23
mm diametro interno, 0,25 pum grosor del film) con un flujo de 2 mL min?t. El
programa de temperaturas fué el siguiente:

e El modo sin divisor comenzé en 80 °C y fue mantenido por 1 min.
e El divisor se abrié en un radio de 1:50 y el horno se calenté a 115 °C a una

tasa de 25 °C min L.

e Se elevo la temperatura luego a 300 °C con una tasa de temperatura de 1,5
°C min -t donde se mantuvo por 20 min.

El tiempo de retraso del solvente se programé a 5 min y la linea de
transferencia de temperatura fue 300 °C. Los espectros de masas se programaron a
3 escaneos por segundo bajo un impacto de electrones de 70 eV y un rango de
masas de 50 a 450 unidades de masa atdmica. El potencial de excitacion para los
espectros MS/MS fue de 0,2 V e incrementado a 0,8 V para iones mas estables. Los
compuestos obtenidos se identificaron mediante una comparaciéon de los espectros
con la biblioteca NIST MS Search 2.0 (https://chemdata.nist.gov/dokuwiki/doku).
Para la cuantificacion relativa de los compuestos, se realizé una derivacion del area

bajo la curva para cada pico correspondiente a cada compuesto.
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3.3. Resultados
3.3.1 Remocién de PCBs por la cepa LBM 105

Para la determinacién de la remocién de PCBs por la accion enzimética de la
cepa P. pulmonarius LBM 105 se comparé el porcentaje de recuperacion de PCBs
de tratamientos y de controles autoclavados. El uso de los controles autoclavados
permite diferenciar la cantidad de PCBs removidos por adsorcion al micelio fungico,
considerando entonces Unicamente la accion de la remocion enzimética. En la
Figura 3.3 se puede observar la remocién enzimatica de los PCBs a diferentes
tiempos de cultivo expresados como porcentaje de recuperacion de PCBs. A los 7
dias de cultivo, se observo una alta recuperacion de PCBs, equivalente a una
escasa remocion por parte de la cepa LBM 105. Sin embargo, al avanzar los dias se
evidencio un descenso abrupto en la recuperacion de PCBs. Al dia 14 de cultivo se
logré obtener una remocion del contaminante de 29,69 + 9,67 %, mientras que se
obtuvo un 6550 + 8,09 % y un 80,40 + 8,58 % para los dias 21 y 28

respectivamente.

100+
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Figura 3.3. Remocion enzimatica de PCBs luego del tratamiento con P. pulmonarius LBM 105 en
medio liquido GA, expresado como porcentaje de recuperacion (adaptado de Chelaliche et al., 2021).
Desvio Estandar: Dia 14 + 9,67 %. Dia 21 + 8,09 %. Dia 28 + 8,58 %.
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Ademas, a partir de estos datos se puede observar que a los 21 dias de se
obtuvo la mayor tasa remocién de PCBs por parte de la cepa LBM 105, evidenciado
por la pendiente de la relacion recuperacion de PCBs/tiempo (Figura 3.3). Este dia
fue seleccionado para los posteriores estudios, bajo la suposicion de que en este
periodo se expresa la mayor cantidad de enzimas involucradas en los procesos de
remocion del contaminante. De la comparacion de los controles abiéticos con los
controles autoclavados se pudo obtener una remocion de PCBs de 12,59 + 1,89 %,
porcentaje que puede ser referido a la adsorcion por parte del micelio fungico. Los
perfiles cromatogréaficos obtenidos del estudio de remocion tanto de controles como
de tratamientos pueden observarse en el Anexo 1.

3.3.2 Ensayos de toxicidad

Para la evaluacion de toxicidad de los intermediarios de degradacion
producidos durante la remocion de los PCBs debido a la accién del metabolismo
fungico, se realiz6 un ensayo de toxicidad in vitro utilizando a L. sativa como
indicador ecotoxicologico. A partir de los estudios estadisticos de normalidad y
homocedasticidad se observo que los datos obtenidos mostraban una distribucion
normal (p < 0,05), lo que permiti6 el estudio de analisis de la varianza.

En la Figura 3.4 se puede observar el efecto de tratamientos y controles
sobre la elongacion radicular de las semillas de L. sativa. En la misma se puede
observar como los medios contaminados tratados con la cepa LBM 105 de P.
pulmonarius mostraron un aumento considerable en la longitud de la radicula
cuando se lo compara con el control contaminado con PCBs y sin la presencia del
hongo. Ademas, se observa como el tratamiento con dicha cepa logr6 obtener
valores de longitud de radicula muy similares a los controles sin PCBs (control

bidtico y abidtico sin agregado de PCBSs).
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Figura 3.4. Efecto de tratamientos y controles sobre la elongacion de la radicula de L. sativa. Se
muestran los valores medios e intervalos de confianza del 95 %. Se puede observar las condiciones
gue muestran diferencia significativa (p < 0,05) segun el test LSD de Fisher (marcados con letras “a”
y “b”) (adaptado de Chelaliche et al., 2021).

Finalmente, no se observaron diferencias significativas entre el control con
acetona y los controles bidticos y abioticos con ausencia de PCBs.

A partir del andlisis de la Figura 3.5, se pueden observar los indices de
crecimiento relativo y los indices de germinacion obtenidos a partir de las pruebas
de toxicidad con L. sativa. A partir del analisis de los valores de los indices de
crecimiento relativo, se observa que tanto el tratamiento con la cepa LBM 105, como
el control bidtico y el control abiético sin PCBs, obtuvieron indices de crecimiento
relativo mayores a 0,8, lo que se traduce como una falta de un efecto inhibitorio de
los sobrenadantes sobre la elongacion de la radicula tal como se describe en el
trabajo de Young et al. (2012).

Al analizar los indices de germinacion, se evidencia un patron similar al
anterior, donde el tratamiento con la cepa LBM 105 obtuvo indices similares a los
controles que no contenian PCBs. En ambos casos, los controles abidticos que
contenian PCBs mostraron una marcada inhibicion de tanto la longitud de la radicula

(Figura 3.5-A) como de la capacidad de germinacion de las semillas (Figura 3.5-B).

54



A)
Control Abidtico (Con PCBs)

Tratamiento

Control Biotico

Control Abiético (Sin PCBs)

ol o¥ Qn N o® Ry

Indice de Crecimiento Relativo

B)
Control Abidtico (Con PCBs)

Tratamiento

Control Bidtico

Contrel Abiético (Sin PCBs)

S P & & 8

Indice de Germinacion (%)

& -

Figura 3.5. A) indice de crecimiento relativo calculado a partir de los valores longitud de radicula del
ensayo de toxicidad de L. sativa utilizando los medios tratados con la cepa P. pulmonarius LBM 105.
La linea punteada hace referencia al valor del indice por debajo el cual se considera un efecto toxico
sobre la elongacion de la radicula B) indice de germinacion calculado a partir de los valores de
radicula y de cantidad de semillas germinadas del ensayo de toxicidad de L. sativa llevado a cabo

con los medios tratados con la cepa P. pulmonarius LBM 105.

A través de una comparacion de las longitudes de las radiculas del
tratamiento y el control abidtico sin PCBs, se pudo determinar que el tratamiento del
medio contaminado con PCBs con la cepa P. pulmonarius obtuvo una reduccién del
46,47 % de la toxicidad al dia 28 de cultivo.
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3.3.3 Andlisis de los intermediarios de degradacion

A partir de los tratamientos en medio de cultivo liquido se realizé un analisis

exploratorio de los intermediarios de degradacion producidos por el metabolismo

fungico de la cepa LBM 105. En la Tabla 3.1 se describen los 15 intermediarios con

mayor prevalencia identificados a partir de la condicién del tratamiento con la cepa

fungica en estudio a los 21 dias de incubacion.

Tabla 3.1. Intermediarios de degradacion identificados durante la remocién de una mezcla compleja

de PCBs por P. pulmonarius LBM 105 a los 21 dias de cultivo.

Tiempo
Retencion

Abundancia
Relativa (%)

Compuesto

Férmula
Quimica

17,66

15,2

16,24

13,03

14,29

12,43

16,46

20,09

5,99

15,28

14,72

19,1

16,88

715.856.998

622.321.816

577.397.905

555.496.000

510.439.914

418.797.012

356.369.986

335.304.488

300.732.095

222.406.109

210.772.145

196.714.982

176.476.620

9,50294

8,26127

7,66491

7,37416

6,77604

5,55949

4,73078

4,45114

3,99219

2,95242

2,79798

2,61137

2,34271

2,2’,3,4’,5°,6-
Hexaclorobifenilo

2,2°,3,4°,5,6-
Hexaclorobifenilo

2,2’,4,4°,5,5-
Hexaclorobifenilo

2,2°,4,5,6-
Pentaclorobifenilo

2,3,4,5,5-
Pentaclorobifenilo

2,2’,3,5,6’-
Pentaclorobifenilo

2,2°,3,3’,4,4’-
Hexaclorobifenilo

2,2°,3,3’,4, 5,6’-
Heptaclorobifenilo

1,2,3-
Triclorobenceno

2,3’,4,5,5-
Pentaclorobifenilo

2,2°,3,4°,5,6-
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2,2’°,3,4,5,5-
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(C12H4Cle)

(C12H4Cle)
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(Cle5CI5)
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(C12H4Cle)

(Cle30I7)

(CeH3Cl5)

(C12HsCls)

(Cle4C|6)

(Cle30|7)

(C12H4C|6)
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En el Anexo 2 se puede observar una lista completa de todos los
intermediarios identificados mediante espectrometria de masas.

A partir del analisis de estos resultados se puede destacar que la mayoria de
los intermediarios que se encontraban en mayor abundancia relativa dentro de la
muestra corresponden a bifenilos policlorados de alto grado de cloracién (bifenilos
hepta-, hexa- y pentaclorados) y que ademas la mayoria de estos compuestos
presentaban los atomos de cloro en una posicion orto dentro de la molécula (Figura
3.6).

Figura 3.6. Estructura quimica de algunos de los compuestos con mayor abundancia relativa
obtenidos del andlisis de intermediarios de degradacion del tratamiento de los Aroclores 1242, 1254 y
1260 con la cepa LBM 105. A) 2,2’,3,3’,4,5,6’-heptaclorobifenil. B) 2,2’,4,4’,5,5’-hexaclorobifenil. C)
2,2’,3,4',5,6-hexaclorobifenil. D)2,2’,3,4’,5’,6-hexaclorobifenil. E) 2,2’,4,5,5-pentaclorobifenil. *) Se

muestran los a&tomos de cloro en posiciones Orto.
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Ademas, se identificé en la muestra la presencia de triclorobenceno (tiempo de
retencion: 5,99 minutos) con una abundancia relativa del 3,99 %, producto asociado

a la ruptura de la molécula de bifenilo (Figura 3.7.).

Cl
Cl

Cl

Figura 3.7. Estructura quimica del 1,2,3-triclorobenceno. Nimero de CAS: 12002-48-1. Imagen

obtenida de la pagina CAS-Common Chemistry?3.

En la figura 3.8 se representan los tipos de compuestos encontrados y su
prevalencia en la muestra luego de 21 dias de tratamiento con la cepa LBM 105. En
esta imagen se puede observar que una gran mayoria de los compuestos
relacionados a los PCBs en solucion corresponden a bifenilos de alto grado de
cloracién (Pentaclorobifenilos, Hexaclorobifenilos, Heptaclorobifenilos), mientras que
aquellos de menor grado de cloracion corresponden a una porcién menor, incluso
menor que la porcion correspondiente a los clorobencenos, que como se menciond
anteriormente pueden haber surgido de la ruptura de la unién entre los anillos

aromaticos de la molécula de bifenilo policlorado.

3 CAS-Common Chemistry (https://commonchemistry.cas.org/detailecas rn=12002-48-1)
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Figura 3.8. Abundancia relativa de las especies de PCBs y los intermediarios de degradacion
producidos en el tratamiento de los Aroclores 1242, 1254 y 1260 utilizando la cepa P. pulmonarius
LBM 105 luego de 21 dias en medio liquido GA. La identificacion de los compuestos se realizé

utilizando cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas.

3.4. Discusioén

Plantear estrategias de biorremediacion que utilicen un organismo o sus
enzimas implica no solo conocer el potencial en términos de remocion o
transformacion de los compuestos contaminantes, sino también la produccion de los
intermediarios durante el proceso de degradacién de PCBs por el metabolismo
fungico. Particularmente en la degradacion de los bifenilos policlorados se ha
demostrado que compuestos derivados de estos, como los hidroxi-PCBs, presentan
una toxicidad aiin mayor al compuesto que le dio origen (Liu et al., 2020).

Es bien conocida la capacidad de cepas pertenecientes al género Pleurotus
de poder remover bifenilos policlorados. Hongos pertenecientes a la especie de P.
ostreatus alcanzaron porcentajes de degradacion de un 87 % en efluentes
contaminados con PCBs (Srédlova et al., 2020). Especificamente la cepa LBM 105
ha demostrado que a los 35 dias en cultivo liquido se pueden alcanzar porcentajes
de degradaciéon mayores al 90 % (Sadarioski et al., 2019; Benitez et al., 2021). A

partir de estos estudios previos, en este capitulo se intenté determinar el intervalo,
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en dias, en el que se evidenciara una mayor tasa de remocion del contaminante, y
de esta forma poder utilizar ese periodo de tiempo para los posteriores estudios
transcriptomicos y protedmicos, bajo la hipotesis de que durante el mismo existiria
una mayor representacion de las enzimas que estan involucrados en las vias de
remocion de los PCBs. Los estudios demostraron que la mayor tasa de remocién de
PCBs ocurria a los 21 dias, demostrado por la mayor pendiente en la reduccion de
la concentracion de estos contaminantes con relacion a los otros dias (Figura 3.3).

Debido a la capacidad de esta cepa de alcanzar porcentajes altos de
degradacion, el estudio y evaluacion de la toxicidad al finalizar estos ensayos se
vuelve un paso critico. Como se plante6 anteriormente, los hongos de pudricion
blanca son ampliamente estudiados por su capacidad de atacar compuestos
recalcitrantes mediante una degradacion aerébica. En el trabajo de Cvan&arova et
al. (2012), que estudié el potencial biorremediador de diferentes hongos de
pudricién blanca, se observéd que diferentes especies de este subgrupo de hongos
diferian en su potencial de degradacién de estos contaminantes. En este contexto,
la cepa P. ostreatus 3004 CCBAS fue capaz de degradar mas del 90 % de los
bifenilos policlorados en una mezcla comercial de Delor 103 (equivalente a | Aroclor
1242) siendo éste el tnico hongo capaz de reducir la toxicidad en un 35 % de forma
significativa (t-test, p<0,05), demostrando asi la capacidad de los organismos
pertenecientes a este género de atenuar los efectos toxicos de estos xenobibticos.

De forma similar, al analizar los resultados obtenidos en los ensayos de
toxicidad de los tratamientos de la cepa P. pulmonarius LBM 105, se demostr6 que
esta era capaz de reducir la toxicidad del medio de cultivo, tratado luego de 28 dias,
en un porcentaje igual al 46,47 %, sumando evidencia a la capacidad de los hongos
del género Pleurotus de remover estos contaminantes. Ademas, se observo que
utilizando los indices ecotoxicolégicos de germinacion y de crecimiento relativo
planteados por Young et al. (2012) para L. sativa, se evidencia que los medios
contaminados tratados con la cepa LBM 105 obtuvieron indices muy similares a
aquellas condiciones control sin el agregado de PCBs, lo que refleja la atenuacion
de la toxicidad mediada por la accion del metabolismo fungico.

Esta reduccién en la toxicidad podria estar dada no solo por la remocién de
aquellos bifenilos policlorados de menor grado de cloracibn y su posterior
transformacion en compuestos derivados (como clorobencenos o benzaldehidos),

sino debido a que los bifenilos policlorados que no llegan a ser modificados por
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dicho metabolismo son aquellos que presentan atomos de cloro en posicién orto
dentro de la molécula, cuya toxicidad es mucho menor comparado aquellas
especies sin atomos de cloro en esta posicion. La dioxina 2,3,7,8-tetraclorodibenzo-
p-dioxina o TCDD, es usada como referencia para poder comparar los efectos
citotéxicos de los PCBs mediante un factor de equivalencia toxica (TEF, del inglés
Toxicity equivalency factor). Al comparar los valores de TEF de diversos tipos de
PCBs existentes se puede observar que la presencia de un solo atomo de cloro en
posicion orto puede reducir el valor TEF (y por lo tanto de la toxicidad) entre
bifenilos policlorados con un mismo grado de cloracion (Reddy et al., 2019; Kojima
et al., 2018). Esta reduccion de la toxicidad esta intimamente ligada a la respuesta
del receptor de hidrocarburos de arilo, que presenta una mayor afinidad por aquellos
PCBs similares a las dioxinas que no poseen los atomos de cloro en la posicion orto
(Perkins et al., 2016) y desencadena una respuesta intracelular que genera un
aumento en el estrés oxidativo de la célula (Liu et al., 2020), por lo que se observa
gue el medio tratado por la cepa LBM 105 presenta una proporcion mayoritaria de
los bifenilos policlorados restantes con una estructura no similar a las dioxinas, con
valores de TEF bajos.

En los trabajos de Sadafioski et al. (2019) y Benitez et al. (2021), si bien es
observable una reduccién de la toxicidad por parte de la misma cepa, los
porcentajes de reduccion son diferentes. Una explicacion a este hecho viene dada
por los indicadores de toxicidad utilizados en los diferentes trabajos. Es sabido que
entre los ensayos de toxicidad estandares (como el L. sativa, elaborado por la EPA)
y los ensayos de toxicidad alternativos (como los realizados en estos trabajos con
Ganoderma sp) pueden existir variaciones dadas por las diferentes sensibilidades
de los indicadores de toxicidad (Agerstrand et al., 2011).

Finalmente, se sabe que los bifenilos policlorados de mas alto grado de
cloracién son mas recalcitrantes, tienen un tiempo de vida mayor en las matrices
contaminadas y suelen ser mas resistentes a su transformacion por el metabolismo
fangico (Srédlova & Cajthaml, 2022). Esto explicaria la alta proporcion de
compuestos de alto grado de cloracion durante el periodo de degradacion estudiado.
Posiblemente, periodos mas prolongados de degradacién posibiliten la
transformacién de estos PCBs de alto grado de cloracibn en compuestos mas
simples y ain menos téxicos.

Es evidente que la cepa LBM 105 es capaz de remover una gran proporcion
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de los bifenilos policlorados presentes en la mezcla de aroclores utilizada en este
trabajo, acompafiada con una reduccion de la toxicidad considerable, alcanzando su
mayor tasa de degradacion a los 21 dias de cultivo. Esta capacidad hace que esta
cepa sea un elemento clave para el planteamiento de estrategias de
biorremediacion de matrices que se encuentren contaminadas con estos
xenobiodticos, ya que combina la capacidad de degradacion de los contaminantes
con la reduccion de toxicidad necesaria para su ejecucion en planes de remediacion

de ambientes contaminados reales.

3.5. Conclusion

A partir de los ensayos realizados en medio de cultivo liquido deficiente de
nitrégeno (GA) utilizando la cepa LBM 105 se demostré que esta cepa es capaz de
alcanzar un porcentaje de remocion de 29,69 + 9,67 %, 65,50 + 8,09 % y un 80,40 £
8,58 % a los 14, 21 y 28 dias respectivamente. A los 21 dias de cultivo se registré
la mayor tasa de remocion de PCBs por parte de esta cepa.

Ademas se comprobd, mediante pruebas de ecotoxicidad utilizando a L.
sativa, que la cepa LBM 105 puede disminuir la toxicidad del medio en un 46,47 %,
demostrando que los indices de crecimiento relativo y de germinacion, obtenidos en
el medio tratado, son similares a aquellos de los medios de control sin PCBs.

A partir del estudio de los intermediarios de degradacién realizado en la
muestra tratada a 21 dias, se demostré una mayor prevalencia de especies de
PCBs con alto grado de cloracion (Pentaclorobifenilos, Hexaclorobifenilos vy
Heptaclorobifenlos), en su mayoria bifenilos no similares a las dioxinas; asi como
también la presencia de clorobencenos producto de la ruptura de las moléculas de

bifenilo.
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Capitulo 4
Analisis
Transcriptomico




4.1. Introduccion

En los capitulos anteriores de este trabajo de tesis se pudo evidenciar como
algunos hongos de pudricién blanca son capaces de tolerar y degradar compuestos
altamente recalcitrantes, como los PCBs. Si bien existen algunas enzimas las cuales
se saben pueden estar involucradas en la modificacion de los bifenilos policlorados,
el metabolismo especifico de cepas con alto potencial biorremediador ain requiere
de un mayor estudio.

Una forma de indagar acerca de dicho metabolismo es el estudio de
expresion de los genes durante la degradacion, también conocido como
transcriptoma. El transcriptoma representa el set completo de transcritos en una
célula en un contexto de desarrollo o en un ambiente fisiol6gico dado (Hassan et al.,
2020).

Este campo de investigacion comenzd a desarrollarse en los afios 90
(Thompson et al., 2016) y en los ultimos afios su uso y desarrollo ha aumentado
hasta convertirse en una de las técnicas de estudio “omico” mas utilizada (Futschik
et al.,, 2018). Esta metodologia utiliza métodos de alto rendimiento capaces de
obtener un gran volumen de datos en relacion a los ARN codificantes y no
codificantes, como microarrays o secuenciacién del ARN, por plataformas del tipo
lllumina (Morgensztern et al., 2018).

El analisis comparativo de transcriptomas brinda informacion de la cantidad
de transcritos y la variacion de la expresion génica entre diferentes muestras, 1o que
permite elucidar los mecanismos moleculares de un determinado proceso bioldgico
en estudio. Ejemplos sobre el uso de esta metodologia se han llevado a cabo en
varios macrohongos como Agrocybe aegerita (Zhou et al., 2014), Cordyceps militaris
(Yin et al., 2012), Ganoderma lucidum (Yu et al., 2012) y Lentinula edodes (Song et
al., 2018).

En el campo de la biorremediacion, esta técnica es una poderosa
herramienta que ha sido utilizada para indagar sobre los genes involucrados en la
tolerancia al cadmio de Chlamydomonas reinhardtii (Yu et al., 2020), en la
regulacion de los mecanismos de mineralizacion del cadmio dado por la bacteria
Bacillus velezensis (Huang et al., 2022), en estudios de tolerancia de Geobacter
uraniireducens al uranio en sedimentos contaminados (Holmes et al., 2009) y para

evaluar la respuesta y las vias de detoxificacion de P. ostreatus y Pleurotus
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cornucopia frente a la remocion de cadmio (Xu et al., 2021), entre otros.

En este capitulo se presenta el andlisis de los perfiles de expresion génica de
P. pulmonarius LBM 105 mediante el ensamblaje y andlisis del transcriptoma en
presencia y ausencia del contaminante, buscando genes que presenten una
expresion diferencial y que puedan estar involucrados en la transformacion de los

bifenilos policlorados.

4.2. Materiales y Métodos
4.2.1 Obtencién del ARN

4.2.1.1 Condiciones de cultivo

Para la obtencién del transcriptoma de P. pulmonarius LBM 105 durante la
degradacion de los PCBs se procedid a desarrollar dicha cepa en condiciones
similares a la detallada en el apartado 3.2.1.1. El tratamiento se realizé en frascos
tipo Erlenmeyer de 250 mL con 20 mL de medio liquido GA inoculados con un taco
de agar de 5 mm de diametro con micelio joven desarrollado de un cultivo en medio
sélido (MEA) de 5 dias de incubacién. Luego se agregd la mezcla de Aroclores
disuelto en acetona para alcanzar una cantidad total final de PCBs de 4000 pg por
frasco. El control en este caso constd del mismo medio liquido inoculado con la
cepa LBM 105 pero sin el agregado de la mezcla de Aroclores. Tanto tratamientos
como controles se realizaron por triplicado (réplicas bioldgicas) y se incubaron a 28
+ 1 °C bajo condiciones estaticas en oscuridad por 21 dias. En la Figura 4.1. se

puede observar el flujo de trabajo llevado a cabo para el andlisis transcriptémico.
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Figura 4.1. Flujo de trabajo para el andlisis de expresion diferencial de los transcriptomas de P.

pulmonarius LBM 105 en presencia y ausencia de los PCBs.

4.2.1.2 Extraccion y purificacion del ARN

Luego de 21 dias se separd el micelio del sobrenadante por centrifugacion
(4695 x g por 15 min). El micelio obtenido se sometio inmediatamente a una ruptura
mecanica utilizando nitrogeno liquido, mortero y pilén. Luego se fracciono el lisado
en tubos de 1,5 mL y se le adicionaron 500 uL de buffer de extraccioén (tiocianato de
guanidinio 4 M; Tris-HCI 0,2 M pH 7; NaCl 1,5 M; EDTA 0,02 M; Triton X-100 1 %
v/v). Se incubd por 20 min a 4 °C y se centrifug6 (10625 x g, 10 min, 4 °C) para

obtener la fraccion de acidos nucleicos en el sobrenadante. Para la purificacion de
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ARN se agreg6 un volumen similar de fenol al sobrenadante obtenido a cada uno de
los tubos, se realiz6 un voOrtex a cada tubo para homogeneizar las muestras y se
centrifugo (10625 x g, 2 min, 4 °C) recuperandose el sobrenadante. Posteriormente,
se agregaron 300 uL de cloroformo a cada muestra, se realizé un vortex para
homogeneizar la muestra y se centrifug6 para obtener la fraccion de la muestra que
contenia el ARN (10625 x g, 5 min, 4 °C). A continuacion, se agregaron 150 pL de
Acetato de potasio 3 M a cada muestra, se realizo un voértex y se centrifugo (10625 x
g, 5 min, 4 °C), recuperandose el sobrenadante. Para la precipitacion del ARN se
agregé 1 mL de Isopropanol a cada muestra y se mantuvo por 1 hora a -20 °C.
Luego, se centrifugd (10625 x g, 10 min, 4 °C) para obtener el pellet de ARN, que
fue lavado utilizando 500 uL de etanol (70 % v/v). Luego de un ultimo paso de
centrifugacion (10625 x g, 2 min, 4 °C), se resuspendio en agua libre de ARNasas.

Las muestras obtenidas se trataron con ADNasas (Promega).

4.2.2 Secuenciacion del Transcriptoma

4.2.2.1 Construccion de las bibliotecas y secuenciacion

Las muestras obtenidas se enviaron a Novogene (Sacramento, USA) para su
secuenciacion. Primero, la integridad y cantidad de ARN se corrobor6 utilizando el
instrumento Bioanalyzer 2100 (Agilent). Luego, el ARN fue sujeto a dos rondas de
hibridacién con perlas de oligo(dT)(Dynal). De igual forma, antes de la generacion
de los ADN complementarios (ADNc) se removio el ARN ribosomal (ARNTr)
utilizando un kit de Ribo-zero (lllumina). Se utiliaron 100 ng de ARN mensajero
obtenido (ARNmM) como molde para la generacion de los ADNc. Para ello, el ARNm
se fragmento con la adicion de un buffer de fragmentacion 5X (Tris-acetato 200 mM
pH 8,2; acetato de potasio 500 mM y acetato magnesio 150 mM) y se calenté a 94
°C por 2 min. Luego de la fragmentacion, el ADNc se sintetizé utilizando el ARNm
como molde para la transcripcion reversa con el agregado de cebadores hexameros
aleatorios (100 yM) utilizando el kit de sintesis de ADNc de Invitrogen. Luego de la
sintesis de la primera hebra se agregd un buffer de sintesis (lllumina), dNTPs,
ARNasa H y una polimerasa | de Escherichia coli para la sintesis de la segunda
hebra. Para ello se incubo por 2,5 h a 16 °C. La reaccion se sometié a una limpieza
utilizando una columna QiaQuick PCR (Qiagen) eluida con 30 pL de buffer EB
(Qiagen). Finalmente, se completé la libreria de ADNc mediante la reparacion
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terminal de los ADNc, la ligaciébn de los adaptadores de la secuenciacion, una
seleccion de tamafio y un enriquecimiento con PCR. El control de calidad de la
biblioteca se realizdé utilizando un fluorimetro Qubit 2.0 (ThermoFisher) para
determinar la concentracion, el bioanalizador 2100 (Agilent) para estimar el tamafio
de los insertos y una PCR cuantitativa para determinar la concentracion efectiva de
la biblioteca. Las bibliotecas cuya calidad y longitud fueron comprobadas se

seleccionaron para ser secuenciadas en una plataforma Novaseq-PE150 (lllumina).

4.2.2.2 Analisis de calidad y ensamblado del transcriptoma

Una vez realizada la secuenciacion, las secuencias de los adaptadores se
removieron usando el software Cutadapt V 2.10 (Martin, 2011). El control de calidad
de las lecturas se realizdé con el software FASTQc* Aquellas lecturas con una
identificacion de bases menor al 99 % se removieron para garantizar el correcto
ensamblaje del transcriptoma. Luego del filtrado de los datos, las lecturas de buena
calidad se ensamblaron utilizando el software Geneious V 8.0° (Kearse et al., 2012)
y como referencia el genoma de P. pulmonarius “GCA_012979565.1", disponible en
la base de datos de Assembly del NCBI con el algoritmo propio del software con 3

iteraciones.

4.2.2.3 Analisis de expresion diferencial

Una vez ensamblado los transcriptomas de la cepa LBM 105 obtenidos en
presencia y ausencia de PCBs, se realiz6 un conteo de la cantidad de lecturas que
mapeaban en cada gen del genoma de referencia utilizado en ambas condiciones.
Este conteo se normalizé6 mediante el método de Trimmed M values y a partir de los
conteos normalizados se realiz6 un andlisis de expresiéon diferencial utilizando el
software EdgeR (Robisnson et al., 2010) en un entorno de R V 3.6.2. Para cada gen
expresado diferencialmente se ajusto el valor p asociado a estos genes mediante el
método de Benjamini & Hochberg (1995). Los cambios de expresion se convirtieron
a logaritmo en base 2 para un mejor manejo matematico. Aquellos transcritos que
presentaban un cambio de expresion logaritmica mayor a 1 o0 menor a -1, una tasa

de descubrimiento falso (FDR, del inglés False discovery rate) mayor a 0,1 y un

4 https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastgc/
5 https://www.geneious.com/

68


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly/GCA_012979565.1/
https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/
https://www.geneious.com/

valor p menor a 0,05 se consideraron como diferencialmente expresados entre las

dos condiciones.

4.2.3 Analisis de dominios y ubicacion

Se realiz6 adicionalmente un analisis de dominios funcionales para aquellos
genes cuya funcion no fue definida en el genoma de referencia, mediante el uso de
las bases de datos de Uniprot (http://www.uniprot.org/) e Interpro
(https://lwww.ebi.ac.uk/interpro/), para la inferencia de las funciones de las proteinas
codificadas por aquellos genes. Ademas, se realiz6 una prediccion subcelular de las
proteinas codificadas por los genes expresados diferencialmente mediante los
servidores de Signal IP 4.0 y DeepLoc-1-0. Para la visualizacion de los datos se
utilizo la funcion heatmap.2 en un entorno de R (V.3.6.2).

4.3. Resultados

Aproximadamente 149,405 millones de lecturas de 150 pares de bases se
generaron a partir de la secuenciacion de ARN de las muestras de tratamientos y
161,922 millones de lecturas para los controles de P. pulmonarius LBM 105 durante
la degradacion de PCBs. Luego del filtrado de los mismos segun su calidad, se
realizd un ensamble del transcriptoma de cada condicion utilizando la referencia del
genoma GCA _012979565.1 de P. pulmonarius disponible en la base de datos
Assembly del NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/assembly). A partir de este

ensamblaje se obtuvo un total de 293.172.428 transcritos mapeados a un total de
12.066 genes, de los cuales 152.418.217 transcritos pertenecen a la condicion
control y 140.754.211 al tratamiento con PCBs.

Una vez obtenidos los conteos de las diferentes lecturas en los diferentes
genes, se llevo a cabo un analisis de expresion diferencial utilizando el paquete
EdgeR en un entorno de trabajo de R (Version 4. 1. 3). En el Anexo 3a se muestran
todos los genes que presentaron una expresion diferencial en relacion al control con
la funcion de las proteinas derivadas de dichos genes junto con su localizacion
subcelular. Asi también en el Anexo 3b se ven los 100 genes con mayor cambio en
su expresion en presencia de los PCBs.

A partir del analisis de la funcion de las proteinas derivadas de los genes que

se expresaron de manera diferencial durante el desarrollo de la cepa LBM 105 en
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presencia de PCBs, se pudo observar que hubo cuatro vias metabdlicas que
tuvieron una mayor implicancia en los procesos llevados a cabo por esta cepa
durante la transformacion de estos compuestos contaminantes. Entre estos se
encontraron aquellos relacionados al metabolismo oxidativo, metabolismo de los

xenobiodticos, el metabolismo de los lipidos y el metabolismo de los carbohidratos.

4.3.1 Metabolismo oxidativo

Al observar el comportamiento de los genes codificantes para proteinas
involucradas en el metabolismo oxidativo del hongo, se evidencié un aumento en la
expresion de la mayoria de estas proteinas. En la figura 4.2 se puede observar un
heatmap con todos los genes que presentaron un patrén de expresion diferencial en
presencia de los bifenilos policlorados y que ademas estuvieron involucrados en el
metabolismo oxidativo de la cepa P. pulmonarius LBM 105.

Entre las enzimas observadas se destacdé la presencia de lacasas,
peroxidasas versétiles fungicas, reductasas de cadena corta y aldo/ceto reductasas
sobreexpresadas en una medida similar a aquellas encontradas en el analisis
protedmico total de esta cepa flngica. La presencia diferencial de estas enzimas
también fue observada en los estudios protedmicos discutidos en el siguiente
capitulo.

Mediante el estudio de estos genes se pudo observar la presencia de genes
identificados como codificantes para enzimas citocromo P450, pertenecientes a la
clase E y a los grupos | y IV. A partir del estudio del transcriptoma de la cepa LBM
105 se pudo observar una variedad de genes que codifican para estas proteinas, en
su mayoria sobreexpresadas en presencia del contaminante.

En el anexo 3c se pueden observar los 5 genes con mayor expresion en este

metabolismo frente a los PCBs.
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Figura 4.2. Heatmap del andlisis de expresiébn comparativa de los genes implicados en el
metabolismo oxidativo de P. pulmonarius LBM 105. Con: Control. Tr: Tratamiento. Los valores se

encuentran expresados como un score z de desviacion del valor medio de expresion.

Ademas, se lograron identificar varios genes de cuproproteinas o proteinas
con dominio de cuprodoxina, que son proteinas que contienen grupos de cobre. El
estudio de dominios de estas proteinas logré determinar que solamente contenian
uno de estos dominios de unidn al cobre, no pudiendo derivar su funcion ulterior.

Finalmente, se observo la presencia de varios policétido sintasas que son
enzimas reductoras que estan involucradas en el metabolismo de los policétidos.
Las policétido sintasas encontradas en este trabajo presentaron dominios con
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funcion enoil reductasas, una de las tantas actividades deshidratasas presentes en
las policétido sintasas. Debido a su capacidad reductora, estas enzimas presentan
una clasificacion de funcion (G0O:0016491, proveniente del sistema de clasificacion
Gene Onthology) de actividad oxidoreductasa, por lo que se decidio incluir a dichas

enzimas bajo la clasificacion de metabolismo oxidativo para su estudio.

4.3.2 Metabolismo de los xenobidticos

Al enfocarse en los genes cuyos productos tienen funciones involucradas en
el metabolismo de los diferentes xenobidticos, se observdé que presentaron una
expresion diferencial aumentada en relacion al control.

En este sentido, se observé la presencia de varias dienolactona hidrolasas
diferentes, enzimas involucradas en la degradacion de clorocatecol, un metabolito
secundario formado en la via de degradacion de los bifenilos policlorados. También
se evidencid6 que de todas las dienolactona hidrolasas encontradas, estuvieron
sobreexpresadas en cantidad al menos dos veces mas en relacién con el control
(Figura 4.3).
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Figura 4.3. Heatmap del andlisis de expresiébn comparativa de los genes implicados en el
metabolismo de los xenobiéticos de la cepa LBM 105 de P. pulmonarius. Con: Control. Tr:
Tratamiento. Los valores se encuentran expresados como un score z de desviacion del valor medio

de expresion.

Ademas, se encontr6 un gen de glutation-S-transferasa sobreexpresado,
proteina involucrada en la conjugacion de xenobidticos aromaticos altamente
electronegativos mediante del tripéptido glutation.

Finalmente, se puede destacar la presencia sobreexpresada de una flavin
monooxigenasa, enzima con una funcién similar al citocromo P450 durante la
transformacion metabdlica de los xenobibticos, propiciando las primeras

73



modificaciones a los grupos funcionales de los mismos. Asi también se pudo
identificar a una S-formilglutation hidrolasa, enzima que mediante la reaccion con
una molécula de agua permite la formacion del glutation a partir de una molécula de
formilglutation, siendo el primero un importante sistema antioxidante no enzimatico
para la proteccion del estrés oxidativo producido por la presencia de PCBs.

En el anexo 3d se pueden observar los 5 genes con mayor expresion en este

metabolismo frente a los PCBs.

4.3.3 Metabolismo de los lipidos

Al momento de analizar el perfil de expresién de los genes cuyos productos
se encuentran involucrados en el metabolismo de los lipidos se pudo observar que
existen varios de estos genes que se encuentran sobreexpresados en presencia de
los contaminantes (Figura 4.4). La expresion de CDP-diacilglicerol-inositol-3-
fosfatidil transferasa, esterol reductasas y oxidasas estuvo aumentada en todos los
tratamientos del medio contaminado con PCBs.

Los andlisis de los dominios funcionales de estas proteinas determinaron que
su funcién dentro del metabolismo de los lipidos esta relacionada con reacciones
redox durante la biosintesis de diferentes lipidos.

En el anexo 3e se pueden observar los 5 genes con mayor expresion en este
metabolismo frente a los PCBs.
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Figura 4.4. Heatmap del andlisis de expresiébn comparativa de los genes implicados en el
metabolismo de los lipidos de P. pulmonarius LBM 105. Con: Control. Tr: Tratamiento. Los valores

se encuentran expresados como un score z de desviacién del valor medio de expresion.

4.3.4 Metabolismo de los carbohidratos

El metabolismo de los carbohidratos es la via metabdlica que sufrio la
mayor represion de la expresion frente a los bifenilos policlorados. Al analizarse el
perfil de expresién génico a través del estudio transcriptémico de P. pulmonarius
LBM 105 (Figura 4.5), se observé un patron similar con el patron de abundancia

diferencial del estudio protedmico (Capitulo 5). La mayoria de los genes
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involucrados en el metabolismo de carbohidratos se encontraron con una
disminucién notable de su expresion en comparacion al control, siendo pocos los
genes que demostraron un aumento de su expresion en presencia del
contaminante, como el caso de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa, enzima oxidativa
presente en el ciclo del &cido tricarboxilico. En el anexo 3f se pueden observar los 5
genes con mayor expresion en este metabolismo frente a los PCBs.
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Figura 4.5. Heatmap del andlisis de expresiébn comparativa de los genes implicados en el

metabolismo de los carbohidratos de P. pulmonarius LBM 105. Con: Control. Tr: Tratamiento. Los

valores se encuentran expresados como un score z de desviacion del valor medio de expresion.
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4.4. Discusion

4.4.1. Expresion del sistema oxidativo fungico

Al analizar los resultados obtenidos en el perfil de expresion del metabolismo
oxidativo es de especial interés es el estudio del comportamiento de las proteinas
citocromo P450, cuya expresion se modificé debido a la presencia del contaminante.
Las citocromo P450 (CYP450) pertenecen a un grupo de enzimas oxigenasas,
también conocidas como monooxigenasas 0 oxidasas multifuncionales, que
catalizan la oxidacion de varios compuestos organicos mediante la transferencia de
electrones al oxigeno (Lin et al.,, 2022). Las CYP450s forman superfamilias de
enzimas que pueden encontrarse en el citoplasma o en la membrana celular y
participan de diferentes reacciones de las cuales se puede mencionar transporte,
metabolismo y catabolismo de sustratos organicos mediante hidroxilacion,
dealquilacién, sulfoxidacion, peroxidacién y N-Oxido reduccion (Roccatano, 2015).
Existen diferentes formas de clasificar a las CYP450s, una de ellas es su division
por numero de subunidades de su sistema: las CYP450s de clase B (3
subunidades) y las de clase E (2 subunidades). De esta ultima clase, se pueden
encontrar 5 tipos diferentes de CYP450s, que se diferencian en las reacciones que
catalizan (Munro et al., 2007). De las CYP450s identificadas en este trabajo
mediante el analisis de dominio utilizando el servidor de InterPro, se pudieron
encontrar CYP450 pertenecientes a la Clase E subdivision I, donde se halla el
mayor numero y variedad de CYP450s y, por lo general, su funcion esta asociada al
metabolismo de sustancias exdégenas y al metabolismo de compuestos enddgenos
fisiol6gicamente activos, y CYP450s pertenecientes al grupo E subdivisién IV que
representan una serie de enzimas relacionados a la produccién de micotoxinas
fungicas, la actividad colesterol hidroxilasa y lanosterol desmetilasa (Munro et al.,
2007).

La importancia de estas enzimas radica en el hecho de que las CYP450
pertenecientes a los hongos de pudricion blanca han demostrado que son capaces
de catalizar la degradacion de contaminantes organicos aromaticos como los
hidrocarburos policiclicos aromaticos (Young et al., 2015), insecticidas (Mori et al.,
2021) y benzoatos (Matsuzaki & Wariishi, 2005). Se conoce ademas que estas
enzimas esta involucrada en los primeros pasos de degradacion de los &cidos

clorobenzoicos, resultando en Ila formacibn de metabolitos intermedios
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monohidroxilados (Stella et al., 2013). Estas CYP450s flangicas tienen la
particularidad de poder llevar a cabo reacciones de hidroxilacion, epoxidacion,
dealquilacién, sulfoxidacion, desaminacion, desulfuracion, deshalogenacion y nitro
reduccion, lo que permite la modificacion y posterior degradacion de los
contaminantes (Lin et al., 2022). La capacidad de lograr una deshalogenacion de
los contaminantes arométicos resulta una aptitud clave para el proceso de
biotransformaciéon de los bifenilos policlorados, sin embargo, la hidroxilacién de los
PCBs puede llegar a formar metabolitos intermediarios de una toxicidad mayor,
como los hidroxi-PCBs. Frente a este fendmeno se hace clave la presencia de otras
enzimas capaces de degradar rapidamente estos compuestos creados y asi evitar
una acumulacion de compuestos que puedan contribuir al aumento del estrés
oxidativo de la célula.

Entre los diversos mecanismos de accidn propuestos para la degradacion de
PCBs, las enzimas oxidasas flngicas se posicionan como candidatas responsables
del ataque y transformacion de estos compuestos clorados. Estas fenoloxidasas son
capaces de declorinar compuestos relacionados a los PCBs (Hirai et al., 2004),
hidroxi-PCBs y PCBs coplanares (Takagi et al., 2007; Kordon et al., 2010), llevando
a una reduccién de la toxicidad por la eliminacion de los atomos de cloro en
posiciones no orto de la molécula, reduciendo la toxicidad mediada por el receptor
de hidrocarburos de arilo (Loganathan & Masunaga, 2020). En este capitulo se
corrobora la presencia de estas enzimas ya que se pudo determinar una
sobreexpresion en genes identificados como lacasas y peroxidasas versatiles,
acentuando la importancia del sistema enzimatico ligninolitico fungico para poder
modificar estos compuestos recalcitrantes. Ademas, una serie de proteinas oxidasas
identificadas con dominios de unidbn al cobre (cuprodoxinas) se vieron
sobreexpresadas en estas condiciones de degradacion. Las multicobre oxidasas,
como las enzimas lacasas, son un ejemplo de enzimas contenedoras de estos
dominios (Stoj & Kosman, 2011). Es probable que estos genes identificados como
codificantes para enzimas oxidasas con dominio de cuprodoxina correspondan a
diversas lacasas de la cepa LBM 105, que como ya se sabe es capaz de cambiar su
perfil de expresion en presencia de PCBs, presentando una diversidad de isoformas
de esta enzima (Sadafioski et al., 2019).

Asi también es notable el aumento de expresion de enzimas reductasas

(aldo/ceto reductasas, seductasas de cadena corta y media) en presencia de los
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contaminantes. Ciertas reductasas bacterianas son capaces de deshalogenar
productos permitiendo a estos microorganismos aprovechar los halogenuros
organicos durante la respiracion celular (Wang et al., 2018). Las reductasas de
cadena corta corresponden a una superfamilia de reductasas identificadas en
multiples organismos, desde procariotas a eucariotas e incluso en virus, y se
caracterizan por adoptar un plegamiento de Rossmann y de utilizar NADH o NADPH
como fuente para la reduccion de sustratos (Fellows et al., 2018). En cambio, las
aldo/ceto reductasas pertenecen a una superfamilia que propicia la reduccion de un
rango amplio de compuestos carbonilos como aldehidos aromaticos y alifaticos,
cetonas, esteroides e hidrocarburos policiclicos aromaticos (Tanokura et al., 2015),
las cuales utilizan también NADPH para su funcién reductora, evidenciado por sus
dominios de unién a este. Si bien puede existir una accion directa de modificacion
de los bifenilos policlorados por parte de estas enzimas, la mayor contribucion
posible al metabolismo fungico es la de poder proveer un equilibrio, en términos de
compuestos, de poder reductor (como el NADH y NADPH) disponibles en la célula.
Esta hipétesis surge de la definicién del balance de ROS optimizada, planteada por
el grupo de trabajo de O’Rourke (Aon et al., 2010) que especifica que la pérdida del
balance redox conlleva a una sobreproduccion de ROS, no solo por un aumento del
ambito oxidativo dentro de la célula, sino también por un aumento de estos
compuestos con capacidad reductora (Aon et al., 2010; Cortassa et al., 2014). Es
por ello que la sobreexpresion de estas enzimas estd mas asociada a un
mecanismo de mantenimiento del equilibrio redox dentro de la célula por medio del

manejo de la cinética de compuestos de capacidad reductora.

4.4.2. Expresion del metabolismo de xenobioticos

Ademas de la expresion diferencial del metabolismo oxidativo planteada
previamente, el andlisis de la modificacion de la expresion de aquellos genes
involucrados en el metabolismo de los xenobibticos es determinante para poder
entender y explicar las particularidades atribuidas a la cepa LBM 105 en relacion
con su capacidad de remover los bifenilos policlorados.

De forma similar a lo sucedido durante el analisis del proteoma total de dicha
cepa, se pudo identificar la sobreexpresion de genes de glutation-S-transferasas y

dienolactona hidrolasas, dos enzimas involucradas en la transferencia de grupos
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glutatibn a compuestos organicos aromaticos y en la degradacion del clorocatecol,
respectivamente. La glutation-S-transferasa conjuga un tripéptido glutation a los
xenobidticos hidrofébicos y que presentan atomos muy electrofilicos (como el cloro).
En el caso de que el xenobidtico contenga suficientes atomos de este tipo, la
conjugacion dada por esta enzima es directa, sin ninguna modificacién anterior del
compuesto (Parkinson & Ogilvie, 2008). La expresion diferencial de dicha proteina
puede indicar una posible funcion en la modificacion intracelular de los PCBs
mediante esta via de la conjugacion, incluso frente al efecto disruptor de los PCBs
frente al glutatiéon (Deng et al., 2019).

Es destacable sin embargo la presencia de la expresion aumentada de un
gen de flavino monooxigenasa durante la degradacion de PCBs. Este tipo de
enzimas estan involucradas, junto con las CYP450s, en la primera fase del
metabolismo de los xenobidticos y se hipotetiza que llevan a cabo alrededor del 6 %
de todas las reacciones de esta fase (Basaran & Benay, 2017). Estas enzimas
poseen un amplio rango de sustratos, los cuales pueden modificar mediante el
metabolismo oxidativo (utilizando NADPH), fosfinas, hidrazinas, sulfitos, compuestos
gue contienen atomos de boro, yodo, selenio y aminas primarias, secundarias y
terciarias, transformando asi xenobidticos lipofilicos en metabolitos polares,
oxigenados, con una mejor capacidad para la excreciéon y modificacién (Basaran &
Benay, 2017). Esta enzima entonces podria tener una accion sinérgica con las
demas enzimas oxidativas en las primeras etapas de modificacién de los PCBs.

Finalmente, la sobreexpresion del gen de una S-formilglutation hidrolasa
resulta destacable en las condiciones ensayadas. Esta enzima cataliza la hidrolisis
del S-formilglutatién para producir 4cido formico y glutation. Se cree que la funcién
formadora de glutation por parte de esta enzima podria tener un rol importante en la
oxidacion reversible de las esterasas (Legler et al., 2012). Esta capacidad de poder
contribuir a los procesos de reversion de la oxidacion de enzimas dentro de la célula
fungica podria ser ventajoso en un ambiente altamente oxidativo como el de la
célula en presencia de los PCBs. Ademas, como se discutio anteriormente, el
glutation forma parte del sistema antioxidante no enzimatico de la célula,
permitiendo a las enzimas capaces de formar este tripéptido a partir de precursores
como el s-formilglutatién contribuir a amortiguar el efecto toxico de los PCBs, debido

a un aumento del estrés oxidativo.
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4.4.3. Peroxidacion de los lipidos y modificacion del metabolismo
lipidico

La membrana fosfolipidica es una diana comudn para el dafio oxidativo
causado por las ROS. En un proceso denominado peroxidacion de lipidos, se tiene
una reaccion en cadena de radicales mediante una abstraccion inicial de un atomo
de hidrégeno de la cadena lateral de los lipidos insaturados, determinado
comunmente por la accién de un radical hidroxilo, formando un radical carbonado.
Este radical formado es capaz de reaccionar con el oxigeno para formar peroxilo, un
radical capaz de abstraer un atomo de hidrégeno de otra molécula de lipido,
extendiendo asi la reaccion en cadena (Li et al., 2009). Los productos de esta
peroxidacion lipidica son conocidos como especies electrofilicas reactivas (RES, del
inglés Reactive electrophile species), o también conocidas como lipidos electrofilos
u oxilipinas, y son capaces de modificar una variedad de compuestos nucleofilicos
como lipidos de membrana, ADN y proteinas (Patel & Williamson, 2016). La
produccion de RES no solo esta mediada por la peroxidacién lipidica, sino que
existen enzimas como las lipoxigenasas que también pueden generar estas
especies. Durante el analisis transcriptomico se observdé una disminucion de la
expresion de un gen codificante para lipoxigenasa, debido a que su actividad podria
contribuir a la produccion de RES, siendo nociva para la célula fungica.

En este mismo contexto, se identifico la sobreexpresion de varios genes
involucrados en la biosintesis de ergosteroles en los tratamientos en presencia de
PCBs. El ergosterol es un lipido troncal para la viabilidad fungica, asi como también
para la fluidez y la permeabilidad de la membrana celular fingica (Li et al., 2021).
Ademas, el ergosterol junto con los esfingolipidos y otros esteroles constituyen
microdominios en la membrana conocidos como balsas de lipidos en la membrana
celular fungica (Dhingra & Cramer 2017; Francois 2016; Song et al. 2020). Estos
microdominios suelen estar enriquecidos con diversas proteinas de importancia
bioldgica como bombas i6nicas, transportes de nutrientes y bombas de eflujo de
drogas, que cumplen un rol troncal en la adaptacion y la respuesta frente a los
diferentes tipos de estrés (Athanasopoulos et al. 2019; Francois 2016). Las enzimas
esterol reductasas y esterol oxidasas son necesarias para la produccion de estos
lipidos de membrana, y en el caso de los hongos se comprobd que las reductasas
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C14 son esenciales para el metabolismo del ergosterol, impactando directamente en
la viabilidad de la célula fungica y en la homeostasis de la misma (Li et al., 2021).
Por ello, el perfil de expresion diferencial observado en relacién al
metabolismo lipidico surge como una respuesta no solo al balance de las
condiciones redox mediante la expresion de oxidasas y reductasas, reprimiendo
ademas la expresion de enzimas con capacidad de contribucion a la peroxidacion
lipidica, sino que ademas se genera para favorecer la produccion de ergosterol y los

esteroles formadores de las balsas de lipidos.

4.4.4. Represion del metabolismo de los carbohidratos

A partir del analisis de la expresiéon de los genes involucrados en el
metabolismo de los carbohidratos, se puedo observar una disminucién global de la
expresion de estos genes involucrados en estas vias metabdlicas.

Si bien la mayoria de los genes estudiados en el transcriptoma sufrieron una
disminucién de la expresion, el gen de una 2-oxoglutarato deshidrogenasa aumento
marcadamente su expresion frente a los bifenilos policlorados. Esta enzima participa
en el ciclo del acido tricarboxilico catalizando la descarboxilacion oxidativa del 2-
oxoglutarato generando succinil-coenzima A y didxido de carbono. Este gen incluso
esta propuesto como un marcador genético de expresion para el analisis del
crecimiento y la respiracion en hongos (Hasby et al., 2021). Ademas se demostré
gue, en mamiferos, la 2-oxoglutarato deshidrogenasa se encuentra sobreexpresada
en condiciones de estrés, mediando la produccion de energia, en forma de NADPH
y ATP (Graf et al.,, 2013). En el contexto de este estudio, esta enzima podria
significar una induccién del ciclo de acido tricarboxilico para poder aportar la energia
necesaria para llevar a cabo los demas procesos necesarios para la supervivencia

del hongo, y para la remocion del contaminante al que se viera expuesto.

4.5. Conclusion

Los perfiles de expresion génica analizados a lo largo de este capitulo
apuntan a una adecuacion del metabolismo fangico al estrés oxidativo generado por
la presencia de los bifenilos policlorados y las reacciones enzimaticas necesarias
para su modificacion.

Enzimas oxidasas fungicas como lacasas, peroxidasas, flavino
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monooxigenasas y las CYP450s aparecen como las principales involucradas en las
primeras modificaciones de los contaminantes, asi como las responsables de la
ruptura inicial de la molécula de bifenilo para la formacion de los &cidos
clorobenzéicos. Sin embargo, existe una induccion sobre muchas enzimas
involucradas en el metabolismo oxidativo que no modifican de forma directa a los
PCBs, sino que cumplen el rol de mantener el balance redox dentro de la célula
mediante la utilizacion y creacion de agentes reductores, como el NADPH,
buscando no solo amortiguar los procesos de oxidacién formados por la creacion de
ROS durante el metabolismo de los PCBs, sino también controlando los niveles de
estos agentes ya que la inclinacién del ambiente redox a uno que sea altamente
reductor también viene acompafiado de una cascada de radicales de oxigeno
capaces de dafiar irreversiblemente a la célula.

Se pudo corroborar, ademas, la expresién de enzimas involucradas en las
fases posteriores del metabolismo de los xenobibticos, como las glutation-S-
transferasas y las dienolactona hidrolasas. En este analisis ademas, se pudo
observar la contribucién de una S-forlmilglutation hidrolasa con capacidad de formar
glutatiéon, un tripéptido con accién antioxidante y necesario para la enzima glutation-
S-transferasa, por lo que demuestra el rol de este sistema de conjugacién en la
reduccion de la toxicidad de los PCBs.

Finalmente, se destaca la capacidad de los bifenilos policlorados de afectar al
metabolismo de los carbohidratos, donde se pudo observar una disminucion de la
expresion de muchos de los genes involucrados. Es evidente que el ambiente
producido por la presencia de PCBs y las modificaciones de estos compuestos,
requiere de una adaptacion tanto del sistema de tolerancia al estrés oxidativo como
el de obtencion de energia mediante la metabolizacion de compuestos carbonados.
La sobreexpresion del gen de la 2-oxoglutarato deshidrogenasa podria dar un
indicio de que en este ambiente el ciclo del acido tricarboxilico seria una de las vias

de preferencia para la manutencién de las necesidades energéticas del hongo.
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Capitulo 5
Analisis
Protedmico




5.1. Introduccioén

De la misma forma que los estudios transcriptomicos aportan informacion
acerca de la expresion de genes involucrados en la transformacién metabdlica de
los bifenilos policlorados por la cepa fungica en andlisis, los estudios protedmicos
pueden brindar informacion adicional y complementaria para el conocimiento de
dichos procesos. El término “protedémica” fue acunado por primera vez en los afios
90 (Anderson & Anderson, 1998), es reconocida como una rama de la bioquimica
gue ha aportado importantes herramientas y metodologias en el campo de la
identificacion proteica. Los principios fundamentales de la prote6mica incluyen la
habilidad de identificar y cuantificar un determinado conjunto de proteinas (conocido
como proteomas) que son expresados en una dimension temporo-espacial
determinada, dado una célula, tejido u organismo especifico, bajo una condicién en
particular (Jan et al., 2019; Noor et al., 2021).

Actualmente, la mayoria de los estudios de esta rama utilizan la técnica
analitica de espectrometria de masas (MS, del inglés Mass spectrometry). La misma
es usada para la identificacién y cuantificacion proteica en un estado gaseoso segun
la relacion masa/carga de las muestras en un sistema de vacio, para la
caracterizacion de la secuencia, asi como para la localizacion celular y el estudio de
la expresion proteica (Noor et al., 2021).

Este tipo de estudio a gran escala permite el analisis de cuantificacién de
proteinas, interaccion proteina-proteina y modificaciones postraduccionales
(Chakraborty et al. 2015; Minton 2016). Asimismo, puede ser usado para determinar
gué proteinas estan sobreexpresadas o reprimidas en respuesta a la presencia de
un contaminante determinado, siendo un buen indicador de las vias metabdlicas que
estan implicadas en la modificacion de un compuesto dado (Chelaliche et al., 2021).

Mediante analisis protedmicos se pudo determinar el rol de las enzimas
citocromo tipo ¢ de especies del género Geobacter durante la biorremediacion de
uranio (Yun et al., 2016); asi como también los cambios fisiologicos que ocurren en
organismos utilizados en estrategias de fitorremediacion, y para el andlisis de las
vias de degradaciéon de contaminantes y la seleccidon de cultivares resistentes
(Mohanty, 2021).

En el estudio de la micorremediacion, esta técnica ha sido utilizada en las

experiencias de la remocion de pesticidas como el alacloro (alachlor) por el hongo
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Paecilomyces marquandii (Szewczyk et al., 2015), y estudios realizados al hongo de
pudricién blanca P. chrysosporium durante la degradacion de &cidos benzoicos
(Matsuzaki et al., 2008), donde se determinaron las proteinas involucradas en estos
procesos llevados a cabo por estos hongos.

Debido a las caracteristicas particulares de los hongos utilizados en las
estrategias de micorremediacion, especificamente su capacidad de secretar
enzimas con potencial accion de transformacion de xenobidticos, resulta interesante
centrarse en el estudio de estas proteinas extracelulares, combinando asi esta
informacién con la del proteoma intracelular. Dentro de la rama de la prote6mica se
puede definir un estudio dirigido Unicamente a las proteinas de la matriz
extracelular, proteinas que se desprenden de la membrana celular y las proteinas
de secrecidn externa. El estudio de este grupo particular de proteinas se denomina
estudio secretémico y es caracterizado por ser dinAmico y por verse alterado en
respuesta a estimulos ambientales (Caccia et al., 2013; Cortazar et al., 2014).

En este capitulo se presentara el estudio de las proteinas con una
abundancia diferencial relativa durante la degradacién de los bifenilos policlorados
llevada a cabo por P. pulmonarius LBM 105 mediante una aproximacion de
protedmica integral y secretémica, buscando relacionar dicha abundancia a las vias

metabdlicas involucradas en la modificacion de los PCBs.

5.2. Materiales y Métodos

5.2.1 Preparacion de las muestras para el analisis protedomico

intracelular

Para el analisis proteémico integral se utilizd el micelio obtenido en los
ensayos de remocion de bifenilos policlorados de la seccién 3.2.1.2 de este trabajo
de tesis, por triplicado. Este micelio se obtuvo por centrifugacion en frio (4695xg por
15 min, 4 °C) e inmediatamente fue sometido a una ruptura celular utilizando
nitrégeno liquido con ayuda de un pilon y mortero. Luego de la ruptura, el lisado se
coloco en tubos de 1,5 mL y se agregaron 500 uL de una solucién de buffer de
extraccion, cuya composicion era Tris-HCI 0,1 M pH 7; NaCl 1,5 M; EDTA 0,05 M y
3-mercaptoetanol 10 mM. El lisado se incubd junto con el buffer a temperatura
ambiente por 1 h y luego se sometié a una centrifugacion (10625xg, 10 min, 4 °C)

recuperandose el sobrenadante con el extracto proteico. Se determind la
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concentracion proteica de cada muestra utilizando un Kit de determinacion proteica
Pierce ™ de Acido Bicinconinico (Thermo Scientific). Una vez determinada la
concentracion proteica de cada muestra, se redujo el extracto proteico agregando
una solucion de ditiotreitol a una concentracion final de 10 mM por muestra e
incubando por 45 min a 56 + 1 °C. Luego de la reduccion, se agregd una solucion de
iodoacetamida para la alquilacién de los residuos de cisteina en las proteinas, hasta
alcanzar una concentracion final de 20 mM e incubando por 45 min a temperatura
ambiente en oscuridad.

Finalmente, para precipitar las proteinas se agregdé un volumen de &cido
tricloroacético 100 % (p/v), igual a una quinta parte del extracto proteico, y se lo
almacen6 a -20 °C por 2 h. Todas las muestras se centrifugaron (10625xg, 10 min, 4
°C) y el pellet obtenido se lavé 3 veces con 500 uL de acetona fria (4 °C). En la
Figura 5.1 se puede observar el flujo de trabajo para el analisis proteémico integral
llevado a cabo.

5.2.2 Preparacion de las muestras para el analisis secretdmico

Para el andlisis de las proteinas secretadas por la cepa LBM 105, o también
llamado estudio secretdomico, se utilizd parte del sobrenadante de cada uno de los
tratamientos y controles descritos en la seccidon 3.2.1.2, por triplicado. El
procedimiento de adecuacion de las muestras se realizé con un paso adicional de
filtrado inicial del sobrenadante de los tratamientos y controles utilizando filtros de
0,22 um (Chromafil® Extra) para remover cualquier remanente celular que hubiera
guedado en suspension. Luego, se procedio a realizar los pasos de cuantificacion,

reduccion, alquilacion y precipitacion como se menciono en la seccion 5.2.1.
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Figura 5.1. Flujo de trabajo para el andlisis proteémico de la cepa LBM 105 durante la degradacién
de bifenilos policlorados (Adaptado de Chelaliche et al., 2021).
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5.2.3 Andlisis de los péptidos obtenidos por espectrometria de
masas

5.2.3.1 Digestion triptica de las proteinas

Las muestras de ambos experimentos se enviaron al “Centro de estudios
quimicos y biologicos por espectrometria de masas” (CEQUIBIEM) en Buenos Aires
para su procesamiento. Alli, los pellets obtenidos de ambos procedimientos se
resuspendieron en un buffer bicarbonato de amonio (50 mM, pH 8) junto con 200 ng
de tripsina (Promega®) en un volumen final de 50 pL, incubando por 12 h. A
continuacion, las muestras se liofilizaron utilizando un concentrador SpeedVac y
luego se resuspendieron en 10 pL de acido formico al 0,1 % (v/v), finalizando con la

eliminacién de sales y concentracién de péptidos utilizando Zip Tip con resina C18.

5.2.3.2 Separacion de las muestras por nanoHPLC

A partir de la digestion con tripsina se obtuvieron los péptidos que se
separaron utilizando un nanoHPLC EASY-nLC 1000 (Thermo Scientific) acoplado a
un electro spray EASY-SPRAY (Thermo Scientific). Para ello las muestras se
colocaron en una pre-columna de C18 PepMap (ID: 75 uym, Longitud: 20 mm,
tamano de particula: 3 um) y luego se los proceso a través de una columna EASY-
SPRAY Accucore (ID: 75 pm, Longitud: 150 mm, tamafio de particula: 3 um)

utilizando las siguientes condiciones:

Temperatura de 35 °C
Flujo de 300 nL/min

Solucion A: Agua con 0,1 % de Acido féormico

Solucién B: Acetonitrilo con 0,1 % de Acido formico

La separacion de los péptidos en este caso se llevé a cabo usando un
gradiente de 0 % - 35 % de la solucion B por 110 min y un gradiente de 35 % - 95 %

de la solucion B por 1 min.

5.2.3.3 ldentificacion de los péptidos

Los espectros de masas se obtuvieron utilizando un espectrometro Q-

exactive (Thermo Scientific). Luego del primer escaneo de los espectros de masas
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(Full Scan MS) se seleccionaron los 12 iones mas intensos para su disociacion en
una celda de disociacion de alta colision, obteniéndose como resultado sus
espectros de fragmentacion. Los espectros obtenidos se analizaron con el software
Proteome Discoverer (Thermo Scientific) utilizando una base de datos para el
género Pleurotus. Para este analisis se permitieron 2 errores de corte por parte de la
Tripsina, una tolerancia de masa del ion precursor de 10 ppm, una tolerancia de
masa del ion de 0,05 Dalton, la oxidacion como una modificacién dinamica y la
Carbamidometilacion como una modificacion estatica.

Todas las proteinas que luego del paso de identificacion se definieron como
“Proteinas no caracterizadas” se analizaron posteriormente utilizando las bases de
datos de Uniproté (Universal Protein Resource, http://www.uniprot.org/) e Interpro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/, Blum et al., 2020) para la blasqueda vy
caracterizacion de los dominios de las proteinas y asi inferir su posible funcion. De
la misma forma, se predijo la localizacién subcelular de las proteinas utilizando los
servidores de Signal IP 4.17 (Petersen et al.,, 2011) y DeepLoc-1.08 (Almagro

Armenteros et al., 2017).

5.2.3.4 Andlisis de expresion diferencial

La cuantificacion relativa de las proteinas (tanto las caracterizadas como no
caracterizadas) se llevd a cabo con el software Perseus (Tyanova et al., 2016) y se
analizé con la prueba t de Student. Se consideraron con mayor abundancia a
aquellas proteinas cuya cantidad supere al control en dos veces o con menor
abundancia a aquellas proteinas que tengan al menos dos veces su cantidad
disminuida en relacion al control, en ambos casos el valor p de la prueba t de
Student deberia ser menor a 0,05 para que esta diferencia sea considerada
estadisticamente significativa. Para tener una aproximacion cuantitativa de aquellas
proteinas que solo se encontraron especificamente en una condicion se calcul6 el
indice exponencialmente modificado de abundancia proteica (emPAIl, del inglés
Exponentially modified protein abundance index, Ishihama et al., 2005). A partir de

la definicién del indice de abundancia proteica definido como:

6 UniProt: the universal protein knowledgebase in 2021. Nucleic acids research,
2021, vol. 49, no D1, p. D480-D489.

7 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?SignalP-4.1

8 https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?DeepLoc-1.0
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N,
PA] = obs
Nobst

Donde el Nobs es el nimero de péptidos observado por proteinas en la muestra y
Nobst €S el nimero observable de péptidos por proteina obtenida de una digestion in
silico de estas proteinas. A partir de este parametro se puede definir al emPAl

como.

emPAl = 10747 — 1

5.3. Resultados

5.3.1 Proteoma de P. pulmonarius LBM 105 durante la degradacion
de bifenilos policlorados

5.3.1.1 Identificacion de las proteinas

A partir del andlisis protedmico total obtenido de la cepa LBM 105 en
condiciones de presencia y ausencia de PCBs realizado mediante espectrometria
de masas, se obtuvieron un total de 705 proteinas identificadas utilizando el
software Proteome Discoverer. De estas 705 proteinas identificadas, 111 se
encontraron Unicamente en los tratamientos contaminados con PCBs (Anexo 5) y
390 se encontraron en los controles libres de PCBs (Anexo 6). Las demas proteinas
estuvieron presentes en ambas condiciones.

Mediante la prueba t de Student utilizando el software Perseus, se pudo
observar que un total de 92 proteinas mostraban un patrén de abundancia

diferencial, estando aumentadas (Anexo 4) o disminuidas en su cantidad (Anexo 5).

5.3.1.2 Andlisis funcional de dominios proteicos

A partir del analisis funcional de los dominios de las proteinas se puede
observar que la presencia de los PCBs favorece la sintesis de proteinas
involucradas en los procesos oxidativos de la célula fungica.

De las proteinas que mostraron una sintesis aumentada en presencia de los
PCBs se observé un alto nimero de reductasas (tales como reductasas de cadena
corta y aldo/ceto reductasas) asi como también de oxidasas flngicas caracteristicas

(lacasas, galactosa oxidasas y peroxidasas versdtiles). De las proteinas
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involucradas en el metabolismo de compuestos aromaticos se observé el aumento
de una dienolactona hidrolasa (AOA067P4E6). Se destacaron ademas dos
gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasas, que en presencia de PCBs mostraron un
aumento en su abundancia de 6 veces mas que en la condicion control. Finalmente,
algunas proteinas ribosomales presentaron un aumento en su sintesis en presencia
de PCBs, pero al mismo tiempo se evidencié una disminucion de proteinas de la
misma familia de la misma magnitud, lo que indicaria un cambio del perfil de
proteinas ribosomales en términos mas cualitativos que cuantitativos.

A partir del andlisis de las proteinas que se encontraban reprimidas en
presencia de los PCBs, se pudo observar que una alta proporcion de éstas estaban
involucradas en el metabolismo de los carbohidratos (Figura 5.2). De la misma
forma, proteinas involucradas en la dinamica del plegamiento y la vida media de las
demas proteinas fueron afectadas negativamente, ya que se vio una disminucion de
proteinas con actividad proteolitica y proteinas chaperonas (como las chaperonas
Heat shock protein 70 y Heat shock protein 90). Finalmente, se observé que algunas
proteinas con funciones estructurales o involucradas en el transporte intracelular,
como la septina fdngica, actinas y R-tubulinas, mostraron una disminucién de su

sintesis frente a los PCBs.
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Figura 5.2 Distribucion de los procesos biolégicos afectados de la cepa P. pulmonarius LBM 105 en
presencia de PCBs. El anillo exterior representa a las proteinas con sintesis aumentada en relacién
al control y el anillo interior representa aquellas enzimas cuya sintesis se vio reprimida en relacion al
control. Todas las proteinas de los procesos identificados presentaron una abundancia diferencial
con un p < 0,05 segun la prueba t de Student (adaptado de Chelaliche et al., 2021).

5.3.1.3 Andlisis de localizacion subcelular

En la figura 5.3 se observa la localizacion subcelular de todas las proteinas
gue mostraron modificacién en su sintesis en presencia de los PCBs. En esta figura
se puede observar que la mayoria de las proteinas cuya abundancia aument6 se
concentraban en la porcién del citoplasma, mitocondria y el ambiente extracelular. Al
analizar las proteinas que mostraron una disminucién en su abundancia se observo
gue, de éstas, la mayoria se ubicaron en el citoplasma de la célula fungica, mientras
gue las proteinas remanentes se encontraban igualmente distribuidas en los demas

compartimientos subcelulares.
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Figura 5.3. Localizacion subcelular predicha de las proteinas con abundancia diferencial en el
tratamiento del medio con PCBs. Cada punto representa una proteina, el color de la misma refleja el
proceso metabolico involucrado y la intensidad del mismo refleja los cambios en su sintesis en
relacion al control, expresados en una escala de Logz. (O) Metabolismo oxidativo - Color Rojo. (L)
Metabolismo de los lipidos - Color Amarillo. (C) Metabolismo de los carbohidratos - Color verde
oscuro. (P) Actividad peptidasa - Color naranja. (A) Metabolismo de los Aminoéacidos - Color rosado.
(R) Traduccioén y transcripcion del ADN - Color azul. (ST) Estructura y transporte - Color verde claro.
(V) Procesos biologicos varios - Color Negro. REM: Reticulo endoplasmatico (adaptado de Chelaliche
et al., 2021).
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5.3.1.4 Proteinas unicas en cada condicion de cultivo

Entre las proteinas Unicas encontradas en la condicion de exposicion a los
PCBs se destaca la presencia de proteinas que estan activamente involucradas en
el metabolismo oxidativo y en la respuesta al estrés oxidativo. Se pudo observar la
presencia de dos catalasas fungicas (Q876Y9, AOAO67NHY5) con valores altos de
emPAl (13,45 y 10,54 respectivamente) lo que indica un alto nivel de sintesis para
estas dos enzimas involucradas en la atenuacidn del estrés oxidativo (Anexo 6). Del
mismo modo se identific6 la presencia de enzimas lacasas propias de esta
condicién (AQUCAO, Q2VT18), aldo/ceto reductasas (AOA067N6F8), reductasas de
cadena corta (AOAO67N7V9, AOA067P208), todas ellas involucradas en el
metabolismo oxidativo del hongo. Asi también, se identificaron enzimas involucradas
en el metabolismo de los xenobidticos como la dienolactona hidrolasa
(AOAO67NDEY9), lactoilglutation liasa (AOAO67NUY3) vy glutation-S-transferasa
(AOAO67NRW?7) en presencia de PCBs.

Analizando las proteinas Unicas de la condicion control, se pudo observar la
presencia de proteinas involucradas en la traduccion proteica, transcripcion del ADN
y metabolismo del carbohidrato. Se observé que la cantidad de proteinas
involucradas en estos procesos era casi el doble que el de las proteinas Unicas
presentes en la condicién de exposicion a PCBs.

Finalmente, es necesario recalcar que se identifico, en la condicion control, la
enzima citocromo P450, una proteina relacionada a los primeros pasos del
metabolismo de xenobidticos, mientras que no fue observada ni como enzima con

expresion diferencial ni presente en la condicién expuesta a los PCBs.

5.3.1.5 Andlisis secretomico

A partir del analisis secretomico de la cepa LBM 105, realizado en
condiciones de degradacién de PCBs y en la condicion control, sin exposicion al
mismo, se lograron identificar un total de 62 proteinas, de las cuales 17 de ellas
fueron encontradas unicamente en presencia del contaminantes y 22 en ausencia
del mismo. En relacion a las proteinas con abundancia diferencial, 23 proteinas se
encontraron con un cambio en su sintesis cuando estaban en presencia del

contaminante.
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De las proteinas con su sintesis aumentada en presencia de los
contaminantes se debe destacar la presencia de varias lacasas (AOAO67NMI4,
AOA067NLM3, Q2VT19), mientras que la proteina con una mayor abundancia
observada en este analisis fue una carboxilesterasa (AOA0O67NL60), con un patron
similar al observado en el proteoma total.

Con relacion a las proteinas que vieron su sintesis disminuida, se observa
gue la mayoria de las proteinas en esta condicidon juegan un rol dentro del
metabolismo de los carbohidratos o son enzimas con actividad peptidasa, un patron
similar al del analisis protedmico antes descrito.

En relacién a las proteinas Unicas encontradas en ambas condiciones, se
puede destacar que dos lacasas Unicas fueron encontradas en condiciones de
presencia de los PCBs (Anexo 8) y dos lacasas Unicas fueron observadas en la
condicion control (Anexo 8), lo que indica un cambi6 en el perfil de sintesis de
enzimas oxidativas en respuesta a los contaminantes. Finalmente, se identificaron
dos cerato-plataninas en presencia de PCBs, proteinas que estan estrechamente

relacionadas con la morfogénesis de las paredes de las hifas fingicas.

5.3.1.6 Comparacion de los sets de datos proteicos

Al comparar todos los sets de datos proteicos generados por los estudios
proteémicos de la presente tesis, pueden verse algunas intersecciones en presencia
de algunas proteinas en las condiciones estudiadas (Figura 5.4). Entre las proteinas
de los sets de datos en presencia de PCBs (secretoma y proteoma total) se puede
identificar la presencia de una cerato platanina (AOA067P468), una oxalato
descarboxilasa (AOAO67NABO0O), una galactosa oxidasa (AOAO67NGG9), una
metalopeptidasa (AOA067NB23) y una lipasa fungica (AOAO67NF68). Se destaca la
presencia de dos lacasas que fueron identificadas en todos los set de datos, una
con su sintesis aumentada (Q2VT19) y una que se vi6é disminuida (AOA238DAH4)
cuando el PCB fue adicionado. Finalmente, dos a-1,2-manosidasas (AOA0O67NUL1;
AOAO67NVM1) vy wuna serie de peptidasas (AOAO67P0X3; AOA067NXAL;
AOAO067NVSL1) estaban presentes en todos los sets de datos, pero en presencia de

los PCBs todas ellas mostraron una disminucién en su sintesis.
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Figura 5.4. Diagrama de Venn mostrando las proteinas identificadas, tanto Unicas de cada condicion
como las compartidas del andlisis prote6mico integral (Prot.) y del estudio secretomico (Secret), tanto
en condiciones de exposicién a los PCBs como en condiciones control. El grafico se realizé con el
servidor InteractiVenn (Heberle et al., 2015) (tomado de Chelaliche et al. (2021)).

5.4. Discusion

5.4.1 Accion de las enzimas fungicas sobre los PCBs

Como se pudo comprobar, el perfil de abundancia proteica de P. pulmonarius
LBM 105 relacionado al metabolismo oxidativo es complementario y corrobora los
resultados obtenidos en el andlisis transcriptomico del capitulo 4. En ambos
estudios se pudo observar que la mayoria de los genes y proteinas que estaban
involucrados en este metabolismo en especifico se vieron sobreexpresados en
presencia de los PCBs, comparada contra la situacion control.

Como se describié en los apartados anteriores, la accion de las fenoloxidasas
sobre los contaminantes, y en particular sobre los PCBs, ha sido ampliamente
descrita. De forma complementaria, Srédlova et al (2021) ha demostrado cémo

estas enzimas provenientes de P. ostreatus, son capaces de realizar el ataque
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inicial y las modificaciones subsecuentes en los bifenilos policlorados, mediante la
ruptura de la molécula de bifenilo y la dimerizaciébn de las moléculas de PCBs,
especificamente de las especies con mayor grado de cloracion.

En la figura 5.3 se pueden observar lacasas de P. pulmonarius LBM 105 con
una abundancia diferencial en presencia del contaminante, simbolizadas como O2,
03, 05y O7, que en su mayoria se encuentran con un aumento de su sintesis. En
el trabajo de Sadafioski et al. (2019) se habia observado que la cepa de P.
pulmonarius LBM 105 produce un perfil diferencial de enzimas lacasas frente a los
PCBs, lo que podria confirmar una variedad de estas enzimas presente en los
andlisis protedmicos y su caracteristico patrén de regulacion. Es necesario ademas
tomar en cuenta esta variabilidad de las enzimas lacasas, ya que diferentes
isoformas de estas enzimas son capaces de diferir en su especificidad de sustrato
(en este caso las diferentes configuraciones de los PCBs), lo que determina la
capacidad de remocion de estos compuestos (Srédlova et al., 2021). El hecho de
gue la cepa LBM 105 haya demostrado un cambio en la sintesis de las diferentes
isoformas de las enzimas lacasas indica una adaptacion del metabolismo de dicha
cepa frente a la presencia del contaminante. Tal aumento en la abundancia de las
enzimas lacasas, observada en este trabajo con la cepa LBM 105, en presencia de
los bifenilos policlorados, puede deberse principalmente a su induccion debida a los
elementos de respuesta a los xenobibticos (XRE) que estan presentes en las
regiones promotoras de las diferentes lacasas de los hongos de pudricién blanca
(Sadarioski et al., 2019).

Una respuesta similar fue observada con la peroxidasa versatil (D2JY79) de
P. pulmonarius LBM 105, denominada como O11 en la figura 5.3. Srédlova et al.
(2021) pudieron comprobar que estas enzimas oxidasas pueden continuar la
modificacion de los PCBs una vez realizada la ruptura inicial de la molécula de
bifenilo por las enzimas lacasas. Ademas, estas enzimas oxidasas estan
involucradas en la degradacién de otros compuestos (como los hidrocarburos
policiclicos aromaticos) (Pozdnyakova et al., 2010), lo que sefala que estas
enzimas participarian en el metabolismo de degradacion de mas de un compuesto.

Es necesario resaltar que durante el analisis protedmico integral no se
observaron cambios en la sintesis de la proteina citocromo P450. Esta enzima ha
sido blanco de estudio a lo largo de varios trabajos de investigacion ya que participa

en las primeras instancias del metabolismo de contaminantes organicos aromaticos
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(Matsuzaki & Wariishi, 2005; Cajthaml et al., 2008; Covino et al., 2010; Srédlova et
al., 2021) generando productos monohidroxilados de los &cidos clorobenzoicos. Si
se compara el comportamiento de las Citocromos P450 entre los estudios
protedmicos y transcriptomicos se puede observar una discrepancia en términos de
expresion y abundancia, ya que en el andlisis transcriptomico se pudo observar la
sobreexpresion de multiples genes codificantes de esta proteina pero en el analisis
protedmico no se puedo determinar una abundancia diferencial de dicha enzima.
Esta diferencia puede deberse a una limitante del método de preparacion de la
muestra para el andlisis protedmico, que acarre6 un muestreo pobre de estas
enzimas. Los flujos de trabajo protedmicos dependen de una apropiada solubilidad
de las proteinas bajo las condiciones experimentales, esto puede conllevar a la
pérdida de muestra durante las primeras etapas de la preparacion. Sin embargo, la
solubilidad representa un desafio para las proteinas de membrana, como las
CYP450s, que suelen presentar de 1 a 20 dominios hidrofébicos que estan en
contacto con la membrana celular. Son estos dominios los que tienden a agregarse
y posteriormente precipitar en métodos convencionales de preparaciéon de muestra
(Helbig et al., 2010). Es por ello que la falta de representatividad de esta enzima en
el andlisis proteémico no concuerda con el perfil de expresiébn génica analizada
desde una aproximacion transcriptomica.

Entre los posibles subproductos de degradacion de los PCBs, se cree que los
alcoholes clorobencilicos podrian ser modificados posteriormente por aril-alcohol
oxidasas (Ferrerira et al., 2005). Durante el andlisis proteémico de la cepa LBM 105
en presencia de los PCBs, una aril-alcohol oxidasa (AOAOF7VKF7) fue encontrada
unicamente cuando dicha cepa se enfrentd a la presencia de los PCBs, siendo esta
otra de las enzimas involucradas en la modificacion de los metabolitos secundarios
del metabolismo fungico. De la misma manera, la biotransformaciéon de los
clorobenzaldehidos (otro subproducto de la ruptura de la molécula de bifenilo) se
llevé a cabo por una combinacién de enzimas ligninoliticas fungicas dependientes
de manganeso en presencia de glutation (Srédlova et al., 2021), un mediador capaz
de inducir la oxidacion de sustratos no fendlicos en las enzimas ligninoliticas
fungicas (Covino et al., 2010). En nuestro trabajo, si bien no se encontraron las
peroxidasas dependientes de manganeso clasicas, las peroxidasas versatiles que
se encuentran inducidas en presencia de los PCBs podrian llevar a cabo estas

modificaciones.
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Otra proteina de interés capaz de modificar los subproductos del metabolismo
de los PCBs es la glutation-s-transferasa (AOA067NRW?7), relacionada con la
segunda fase del metabolismo de los xenobidticos (Parkinson & Ogilvie, 2008), cuya
funcidn fue descrita en el capitulo anterior. Esta proteina se observo en la condicion
de exposicién a los PCBs.

Finalmente, la presencia de dos cerato-plataninas en la condicion de
exposicion a los PCBs podria explicar los cambios en la morfologia de las hifas de la
cepa de P. pulmonarius LBM 105 observado por Sadafoski et al. (2019). Mediante
el uso de microscopia electrénica se observo el micelio del hongo mas espaciado y
lineal en presencia de PCBs en el medio de cultivo. Se sabe que las cerato-
plataninas son proteinas de la pared celular fungica similares a las expansinas
(Baccelli, 2015) y se cree que pueden tener un rol en la remodelacion de la pared
celular. La presencia de estas proteinas frente a los PCBs y los cambios vistos en la
morfologia de las hifas sugieren un rol de estas proteinas en los cambios
morfolégicos del micelio de la cepa LBM 105. Sin embargo, las razones de estos

cambios frente a los PCBs todavia no han sido estudiadas.

5.4.2 Los PCBs como inductores del estrés oxidativo

Como se mencioné anteriormente, los bifenilos policlorados son poderosos
inductores del estrés oxidativo en las células. En condiciones fisiol6gicas normales,
existe un balance entre la produccién de especies reactivas del oxigeno (ROS) y la
actividad de enzimas antioxidantes. Sin embargo, el dafio oxidativo ocurre cuando la
produccion de las ROS excede las capacidades protectoras de las enzimas
antioxidantes (Lassen et al., 2008). Se pudo observar que la exposicion de peces a
los PCBs 126 y 169 aumentd significativamente la produccion de ROS en los
microsomas del higado, induciendo asi el estrés oxidativo en dichas células
(Schlezinger et al., 2006). En este mismo trabajo, Schlezinger et al. sugirieron que la
induccion del citocromo P450 sin la presencia de un sustrato adecuado puede
causar la produccion del anion superoxido y de perdxido de hidrégeno. Ademas,
Buha et al. (2015) revelaron que los PCBs pueden reprimir la accién de superéxido
dismutasas dependiente de cobre y zinc, asi como la accién del antioxidante
glutation, lo que lleva a la incapacidad de las células de compensar el impacto

oxidativo de las ROS. Asimismo, Deng et al. (2019) encontraron una disminucion en
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el glutation de células hepaticas murinas, mientras que observaron un aumento del
conjugado de glutation 4-hidroxinonenal, un importante marcador del estrés
oxidativo.

En el estudio protedmico se pudo determinar la disrupcion del sistema
enzimético de defensa en presencia de los PCBs, donde se pudo observar que la
superoxido dismutasa (AOAO67NQW4) disminuyé 8,11 veces su cantidad. Sin
embargo, en estas mismas condiciones se vio la presencia de dos catalasas
fungicas con un alto valor de emPAI (Q876Y9, AOAO67NHY5). Las catalasas juegan
un rol central en la defensa contra del estrés oxidativo, protegiendo a las proteinas
de la oxidacion (Montibus et al., 2015). Estas proteinas son particularmente
resistentes a la inactivacién por calor y no son inhibidas por altas concentraciones
de peroxido de hidrégeno, reflejando la importancia de las mismas en su habilidad
de ayudar a la célula a soportar el estrés (Diaz et al., 2001). Li et al. (2011)
encontraron también un incremento en la actividad catalasa en microorganismos del
suelo, durante la degradacion del PCB-5. Del mismo modo, se vio que estas
enzimas poseen actividad antioxidante y son responsables de la supervivencia
fungica durante la biorremediacion de metales pesados (Chakraborty et al., 2013;
Mitra et al., 2014). El rol protector de estas enzimas y su expresion frente a la
presencia de contaminantes recalcitrantes podria explicar la capacidad de esta cepa
de sobrevivir al estrés oxidativo inducido por los PCBs, catalizando el exceso de
peroxido de hidrogeno, utilizado ademés por las mismas oxidorreductasas fungicas
involucradas en la transformacion de los PCBs, asi como también evitando la
oxidacion proteica mediada por los ROS.

En este entorno de estrés, la sintesis de proteinas, y por ende los procesos
de transcripcion y traduccion deben ser estrictamente regulados (Sorensen &
Loeschcke, 2007). La cepa LBM 105 present6 entre sus proteinas con mayor nivel
de sintesis dos gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasas (GAPDH), cumpliendo un
rol en la respuesta al estrés oxidativo fuera de su funcién clasica en la glicélisis.
Existe evidencia de que esta enzima es capaz de modular las vias de sefalizacion
celular en respuesta al estrés oxidativo (inducida por el peroxido de hidrégeno) a
través de la S-tiolizacion de un residuo de cisteina, que lleva a la GAPDH a
interactuar con el regulador Mcs4 (Tristan et al., 2011). Esta interaccion conduce a
un cambio metabdlico para redireccionar el flujo de carbono de la glicélisis a la via

de las pentosas, generando NADPH, como agente reductor capaz de proteger a la
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célula del estrés oxidativo (Ralser et al., 2007). Ademés, el GAPDH forma parte del
complejo transmembrana NADH-diclorofenol-indofenol oxidoreductasa que tiene un
rol también en la respuesta celular frente al estrés oxidativo (Dastoor & Dreyer,
2000). Ademas, en el trabajo de Dastoor & Dreyer (2001), se vio como ante la
exposicion a peroxido de hidrogeno el GAPDH mostraba un cambio de localizacion,
translocandose al nucleo, donde posiblemente cumpla funciones alternativas a su
funcidn clasica, como la de sensor redox uniéndose al factor de transcripcion Oct-1
regulando asi la transcripcion proteica durante la fase S de las células (Dai et al.,
2008). La sintesis de estas enzimas junto con una aldolasa putativa (AOA067NXK1)
y una enolasa putativa (AOA067P4U9), componentes del complejo transmembrana
NADH-diclorofenol-indofenol oxidoreductasa, sefiala el rol alternativo de esta
enzima frente al estrés oxidativo afectando las vias de sefalizacion celular y de
transcripcion proteica de la cepa LBM 105.

Otra proteina involucrada en la transcripcion proteica que se vié aumentada 9
veces mas en presencia de PCBs, es la subunidad beta del complejo asociado al
polipéptido naciente, conocida como factor de transcripcion basal 3 (BTF3b). El
BTF3b tiene un rol central en la regulacion de genes relacionados al estrés bidtico y
abiotico en plantas (Li et al., 2012; Wang et al., 2012). Este factor regula que los
polipéptidos nacientes de ribosomas pequefios se plieguen correctamente para
evitar la translocacion de proteinas incompletas al reticulo endoplasmaético, evitando
el estrés debido a la deposicion de proteinas anormales (Jamil et al., 2015). Este
factor ademas se considera como un controlador de la homeostasis en la
mitocondria y el reticulo endoplasmatico ya que se vio que una disminucion en su
sintesis del mismo causa una pérdida de la homeostasis celular y el inicio de muerte
celular (Oloriz et al., 2012). El BTF3b tiene un patron de induccion muy rapido, lo
gue asegura la regulacion de los genes relacionados al estrés (Wang et al., 2012).
Un solo gen de BTF3b puede ser activado por numerosos factores de estrés,
demostrando su diversidad en términos de funcién regulatoria frente a diferentes
condiciones (Jamil et al., 2015). Finalmente, se observé que el silenciamiento del
gen del BTF3b en células vegetales reduce la expresion de genes clave en la
defensa contra las ROS producidos por el metabolismo normal de las plantas (Jamil
et al., 2015). En este trabajo se observd como la cantidad de enzimas
oxidoreductasas aumentadas en presencia de los PCBs lleva a un aumento de los

factores de transcripcion involucrados en la respuesta al estrés oxidativo, lo que
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explica ademas el perfil de sintesis proteica particular de los ribosomas, observado
en este capitulo, donde algunas proteinas ribosomales se veian favorecidas frente a

otras cuando el hongo era expuesto al contaminante.

5.5. Conclusion

En este capitulo se pudo comprobar que la presencia de los PCBs en el
medio de cultivo causé un perfil de sintesis diferencial en proteinas involucradas
mayoritariamente en el metabolismo oxidativo de la cepa P. pulmonarius LBM 105.
Desde el punto de la modificacion de la transcripcion y traduccidn proteica, enzimas
como la GADPH y el BTF3b podrian estar cumpliendo un rol como factores de
transcripcion intimamente relacionados con la respuesta al estrés oxidativo dado por
la presencia de los PCBs. Incluso, a pesar de la induccion de este tipo de estrés
determinado por la presencia de estos contaminantes, se demostré un aumento en
la sintesis de enzimas oxidativas ligninoliticas, determinantes para la modificacion
de las moléculas de PCBs. Entre las enzimas identificadas, las enzimas lacasas,
peroxidasas versatiles, reductasas de cadena corta, aldo/ceto reductasas, aril-
alcohol oxidasas y glutation-s-transferasas se posicionaron como candidatas
posiblemente responsables de la modificacion y transformacion de estos

xenobiobticos recalcitrantes.
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Capitulo 6
Remediacion

IN VItro



6.1. Introduccidn

Si bien la biorremediacién mediante la utilizacion de microorganismos es una
practica que cada vez gana mas terreno en términos de construccion de estrategias
basadas en ella, la degradacion de los contaminantes de esta forma suele ser un
proceso lento, lo que disminuye su factibilidad en practicas reales (Ghosh, et al.,
2017). Es por ello que las préacticas en las cuales se utlizan las enzimas
microbianas separadas de las células comenzaron a ser usadas para poder superar
esta limitacion temporal (Thatoi et al., 2014). Las enzimas son capaces de aumentar
la tasa de reaccion de los procesos bioquimicos involucrados en las vias de
degradacion de los contaminantes mediante una disminucion de la energia de
activacion de las moléculas involucradas (Kalogerakis et al., 2017).

Entre las ventajas de las estrategias basadas en las enzimas purificadas o
semi-purificadas encontramos que estas no dependen del crecimiento de un
microorganismo en particular, sino de la actividad catalitica intrinseca de la enzima
(Ruggaber & Talley, 2006). Por ello, en suelos deficientes de nutrientes, este tipo de
aproximaciones es mas factible. Ademas, en comparacion a los microorganismos, el
uso de enzimas tiene la ventaja de un mejor acceso a los contaminantes debido a
una mayor movilidad de las mismas dado su menor tamafio (Sharma et al., 2018).
Ademas, el uso de cocteles enzimaticos semi-purificados para su aplicacion en
remediacion ambiental significaria una reduccién aun mayor del costo de aplicacion,
sin impactar en su eficacia.

Se ha visto la aplicacién de este tipo de aproximacion para la evaluacion de
la remediacion de metales pesados como el mercurio (Pietro-Souza et al., 2020), la
reduccion de cromo por cromato reductasas (Thatoi et al., 2014), la remediacién de
herbicidas por atrazina declorinasas (Scott et al., 2010), la degradacion de
organofosforados por enzimas fitasas (Shah et al., 2017), la remocion de
clorofenoles mediante peroxidasas (Bilal et al., 2017b), entre otros. Ademas, se
conoce la capacidad de las enzimas provenientes de hongos de pudricién blanca,
en especifico de P. ostreatus, de transformar in vitro hidroxi-PCBs y sus metabolitos
secundarios (Srédlova et al., 2021).

A fin de poder profundizar en el rol de las enzimas de P. pulmonarius LBM
105 y su localizacion celular, en este capitulo se abordara la capacidad de los

extractos enziméaticos en la bhiorremediacion. Se harda una evaluacién tanto del
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homogenato proteico interno de dicha cepa, asi como de las enzimas secretadas y
de su combinacion. Dichos extractos se obtuvieron a partir de la cepa desarrollada
en presencia de PCBs y de cultivos controles sin el contaminante, buscando
observar si existe diferencias en la capacidad de remediacion de las enzimas

presentes en ambas condiciones.

6.2. Materiales y Métodos

6.2.1 Condiciones de cultivo parala obtencidon de las enzimas

Para estudiar la capacidad de las enzimas producidas por P. pulmonarius
LBM 105 de remover los bifenilos policlorados In vitro se procedié a cultivar el hongo
en condiciones previamente descritas (Seccion 3.2.1.1). Tanto las enzimas
intracelulares como extracelulares de la cepa LBM 105 se obtuvieron de un medio
de cultivo que se suplement6é con 4000 ug de PCBs de una mezcla de aroclores
disuelto en acetona y desarrollado por 21 dias en oscuridad de forma estética a 28 +
1 °C. Mientras tanto, las enzimas consideradas como control para este caso se
obtuvieron a partir del medio de cultivo que solamente contenia el indculo fungico,
sin el agregado de PCBs, y que se desarrollaron por 21 dias en oscuridad de forma
estatica a 28 £ 1 °C. En la figura 6.1 se puede observar un esquema representativo
de la obtencion de las enzimas tanto intracelulares como extracelulares para los

posteriores ensayos de remediacion In vitro.
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Figura 6.1. Esquema representativo de las condiciones de ensayo y el flujo de trabajo utilizado para
la obtencién de los extractos enzimaticos intracelulares y extracelulares de la cepa P. pulmonarius
LBM 105. En verde se esquematizan las enzimas obtenidas a partir de la cepa desarrollada en un
medio contaminado con PCBs y en rojo las enzimas obtenidas de una condicion control sin el
agregado de PCBs. La obtencion de las enzimas intracelulares se realiz6 mediante una ruptura con

nitrégeno liquido.
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6.2.2 Remediacioén in vitro con enzimas extracelulares

Las enzimas extracelulares obtenidas de la condicion control y de los
tratamientos se obtuvieron por centrifugacion del medio de cultivo previamente
descrito (4695 x g por 15 min). El sobrenadante obtenido se filtr6 para eliminar los
restos celulares utilizando filtros hidrofilicos de 0,22 pym (Chromafil® Xtra). La
concentracion de proteinas en los sobrenadantes resultantes se determind por el
método del Acido bicinconinico (Smith et al., 1985). Una vez determinada la
concentracion proteica en cada muestra, se utilizaron estas proteinas extracelulares
en una solucion de reaccion que consistié en buffer acetato de sodio 60 mM (pH
5,0), 200 ppm de PCBs disueltos en acetona obtenidos a partir de una mezcla
compleja de aroclores y 160 ug del extracto proteico en un volumen final de 2 mL.
Tanto tratamientos como controles se incubaron 2 h a 28 °C en agitacion a 150 rpm.
Para detener la reaccién, se acidificaron las muestras con 10 yL de una solucién de
H2SO4 1 M. En la figura 6.2 se muestra el procedimiento llevado a cabo para los
ensayos de remediacion In vitro utilizando las enzimas extracelulares de la cepa
LBM 105.

‘ 3 2 2 3 3 2 2_3
2 Y ARADEY S aAREY
(\<u>@_@<cn, ey = = e

6 5

Proteinas Proteinas
Extracelulares FEbs Extracelulares PCBs
Tratamiento Control
Buffer Acetato (pH 5,0) Buffer Acetato (pH 5,0)

\ /

Incubacién por 2 hs
a 28 °C en agitacion
a 150 rpm

Figura 6.2. Esquema representativo de los ensayos de remocion In vitro para las enzimas
extracelulares de la cepa LBM 105. Los ensayos se realizaron en un agitador en bafio seco. En todos

los casos se utilizaron igual cantidad de proteinas totales (160 pg).
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6.2.3 Remediacion in vitro con enzimas intracelulares

A partir del micelio fangico desarrollado en la seccion 6.2.1 se cosecho el
micelio por centrifugacion (4695 x g por 15 min). Una vez cosechado el micelio, este
se sometid a una ruptura mecanica utilizando nitrégeno liquido, mortero y pilon. El
extracto obtenido se coloco en tubos de 1,5 mL junto con 500 uL de buffer, ya sea
de buffer fosfato (pH 6,0; 60 mM) o acetato de sodio (pH 5,0; 60 mM), dependiendo
del buffer a ser utilizado en los ensayos de reaccion posteriores.

Se realiz6 un paso de centrifugacion (10625 x g, 10 min, 4 °C) para eliminar
los restos celulares y luego se procedi6 a precipitar las proteinas con el agregado de
4 volumenes de acetona fria (-20 °C), dejando precipitar por 24 h. Posteriormente,
se realizaron dos lavados con acetona fria (-20 °C), se recuperd el pellet por
centrifugacion (10625 x g, 5 min, 4 °C) y las muestras se resuspendieron en sus
respectivos buffers (acetato de sodio y fosfato). La concentracion de homogenatos
proteicos obtenidos se cuantificé por el método del acido bicinconinico. Para los
ensayos de remocion en este caso se utilizaron dos soluciones de reaccion
diferentes, que difirieron solamente en el buffer utilizado, simulando tanto el pH
interno de la célula (pH = 6) y al pH externo de la célula en un medio limitado en
nitrogeno GA (pH = 5). Las soluciones de reaccion utilizadas para este ensayo
constaban del buffer de reaccién (o bien buffer Acetato de Sodio 60 mM pH 5,0 o
buffer fosfato pH 6,0 60 mM), 200 ppm de PCBs obtenidos de una mezcla de
aroclores disuelto en acetona y 160 ug del extracto proteico, con un volumen final de
2 mL. Las soluciones de reaccion del tratamiento y los de la condicién control se
incubaron por 2 h a 28 °C en agitacion a 150 rpm. Para detener la reaccion, se
acidificaron las muestras con 10 pyL de una solucion de H2SO4 1 M. En la figura 6.3
se muestra el procedimiento llevado a cabo para los ensayos de remediacion In vitro

utilizando las enzimas intracelulares de la cepa LBM 105.
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Figura 6.3. Esquema representativo de los ensayos de remocién In vitro para las enzimas
intracelulares de la cepa LBM 105. Se muestran los diferentes buffers utilizados para las soluciones
de reaccion tanto a pH 5 (Buffer acetato de sodio 60 mM) como a pH 6 (Buffer fosfato 60 mM) Los
ensayos se realizaron en un agitador en bafio seco. En todos los casos se utilizaron igual cantidad de

proteinas totales (160 ug).

6.2.4 Remediacion in vitro con la combinacién de enzimas

extracelulares e intracelulares

Para corroborar la capacidad de remocion In vitro de la combinacion de
proteinas extracelulares e intracelulares, se tomaron cantidades iguales de
proteinas tanto del homogenato interno obtenido en la seccion 6.2.3 como del
sobrenadante obtenido en la seccidn 6.2.2. Estas proteinas se utilizaron en dos
soluciones de reaccion diferentes. Las soluciones de reaccion constaban del buffer
de reaccion (buffer Acetato de Sodio 60 mM pH 5,0 o buffer fosfato pH 6,0 60 mM),

200 ppm de PCBs obtenidos de una mezcla de aroclores disueltos en acetona y el
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extracto proteico, llegando a un volumen final de 2 mL. Las soluciones de reaccion
se incubaron por 2 h a 28 °C en agitacion a 150 rpm y se detuvo la reaccion
mediante acidificacion de las muestras con 10 pyL de una solucion de H2SO4 1 M. En
la figura 6.4 se muestra el procedimiento llevado a cabo para los ensayos de
remediacion In vitro utilizando tanto enzimas extracelulares como intracelulares de
la cepa LBM 105.

Inlracelulares
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Extracelulares :

c /‘ Tratamiento c Contro
‘ K 2 2 3

et
Proteinas (CU .(C|)

Proteinas Profeines (C!) E (CI)
Intracelulares ¢ Intracelulares pCB Proteinas
Tratamiento PoBs ’ ‘ Extracelulares Control # Intrecelulares
Tratamiento Control
q A y 7 2 3
4 / 5 3 2 2 3
Proteinas v. ® ¥ 8 Proteinas (CU, —u = (Cl)—
Intracelulares Intracelulares
Tratamiento RGBS Control PCBs
Buffer Acetato (pH 5,0) Buffer Acetato (pH 5,0)
Buffer Fosfato (pH 6,0) Buffer Fosfato (pH 6,0)

Incubacion por 2 hs
a 28 °C en agitacion
a 150 rpm

Figura 6.4. Esquema representativo de los ensayos de remocion In vitro para las enzimas
intracelulares y extracelulares de la cepa LBM 105. Se muestran los diferentes buffers utilizados para
las soluciones de reaccién tanto a pH 5 (Buffer acetato de sodio 60 mM) como a pH 6 (Buffer fosfato
60 mM). Los ensayos se realizaron en un agitador en bafio seco. En todos los casos se utilizaron
igual cantidad de proteinas totales (160 ug).

6.2.5 Evaluacion de la toxicidad del tratamiento in vitro de PCBs

Para la evaluacion de la toxicidad de los metabolitos producidos durante los

ensayos de remocion in vitro por parte de las enzimas de la cepa LBM 105 de P.
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pulmonarius, se realiz6 un ensayo de toxicidad in vitro utilizando a L. sativa como
modelo bioldgico. Para ello se siguio la metodologia descrita en la seccién 3.2.2.2
del capitulo 3. Los valores de germinacion y elongacion de la radicula se utilizaron
para calcular los indices de germinacion y de crecimiento relativo. Para los casos en
donde no se observd germinacion de las semillas los indices se consideraron como
nulos.

Debido a que los indices de germinacion se calculan mediante una
comparacion contra el control con agua, se puede obtener un valor aproximado de
la reduccion de la toxicidad para cada uno de los controles y tratamientos mediante
una comparacion con los indices de dichas condiciones y el indice obtenido para el
control PCBs.

Ademas, se realizo un analisis de la varianza univariado utilizando los valores
del largo de la radicula para corroborar la reduccion del efecto ecotoxicolégico de
los PCBs de tratamientos y controles mediante el software Statgraphic Centurion XV
(versidon 15.2.06). Los test de Shapiro-Wilk y de Levene fueron usados para probar
la normalidad y la homocedasticidad de los datos, respectivamente. La prueba LSD
de Fisher se usé para las comparaciones mdltiples de las medias de longitud de
radicula de cada tratamiento y control.

6.3. Resultados

6.3.1 Efecto de los tratamientos sobre la longitud de la radicula

A partir de los estudios estadisticos de normalidad y homocedasticidad, se
observé que los valores de la longitud de la radicula de las semillas de L. sativa
mostraban una distribucion normal (p < 0,05), lo que permitid el estudio de las
mismas mediante un analisis de la varianza.

En la figura 6.5 se observan los efectos de los tratamientos y controles sobre
la elongacién de la radicula. En esta se evidencia cémo los tratamientos y controles
lograron mejorar la elongacién de la radicula de L. sativa cuando se los compara
con el control que solo contenia el medio de reaccion contaminado con PCBs.
Ademas, se nota una mejoria estadisticamente significativa (p < 0,05) en las
longitudes de las radiculas para los medios de reaccion que contenian una
combinacion de las proteinas del homogenato interno (HI) y el sobrenadante (S),

cuando se comparan con los medios de reaccién con proteinas del homogenato
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Figura 6.5. Efecto de tratamientos y controles en la elongacién de la radicula de L. sativa en los
ensayos de remocion In vitro con las proteinas de P. pulmonarius LBM 105. Se muestran los valores
medios e intervalos de confianza del 95 %. Se puede observar las condiciones que muestran
diferencia significativa (p < 0,05) segun el test LSD de Fisher (marcados con letras “a”, “b” y “c”). HI=

Proteinas del Homogenato Interno. S= Proteinas del Sobrenadante

6.3.2 Indice de crecimiento relativo

A partir de los valores de longitud de la radicula y de los valores de
germinacion obtenidos en cada condicion, se pudieron calcular los indices de
crecimiento relativo y los indices de germinacion. En la figura 6.6 se puede observar
los valores de crecimiento determinados para los diferentes extractos enzimaticos
obtenidos a partir de la cepa LBM 105.

Sin embargo, ninguno de los tratamientos ensayados utilizando el buffer
acetato permiti6 la germinacién de las semillas, reflejando la posible accién
inhibitoria de algun componente de dicho buffer en la germinacién, por lo que sus

valores se consideraron como nulos.
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Figura 6.6. indice de crecimiento relativo calculado a partir de los valores de radicula del ensayo de
toxicidad de L. sativa llevado a cabo con los medios tratados con las enzimas de de P. pulmonarius
LBM 105 en buffer fosfato (pH = 6). HI: Proteinas del homogenato interno. S: Proteinas del
sobrenadante. La linea punteada indica el limite por debajo del cual se considera una accion téxica

del medio por sobre la elongacién de la radicula.

Se mostro el efecto toxico sobre la extension de la radicula en todos los
tratamientos y controles denotado por un indice menor a 0,8. Sin embargo, es
evidente la reduccién del efecto inhibitorio en la extension de la radicula mediado
por la accidon enzimética de las proteinas de la cepa LBM 105 (Figura 6.6). A partir
de la comparacién de los indices de crecimiento del control del medio contaminado
con PCBs y sin el hongo (control PCBs) y los demas tratamientos y controles, se
observo que en todos los casos el agregado de las enzimas de P. pulmonarius LBM
105 determind una atenuacion del efecto toxico sobre las semillas de lechuga.
Ademas, se pudo observar que la combinatoria de las enzimas intracelulares vy
extracelulares mejoraron el desempefio al reducir la toxicidad del medio al

compararlo con solo el homogenato interno.

6.3.3 indice de germinacion

A partir del célculo de los indices de germinacion en cada una de las
condiciones, se observd un perfil similar al obtenido con el indice de crecimiento
relativo con algunas ligeras connotaciones (Figura 6.7). En relacion a los indices de

crecimiento, se pudo apreciar que el control adicionado Unicamente con PCBs
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muestra el menor indice de germinacion de todos. Seguido a este, se ubica el
homogenato interno obtenido del medio control (cepa LBM 105 sin una previa
exposicion a PCBs) mostrando una mejoria tanto en la elongacion de la radicula
como en la cantidad de semillas germinadas, comparado al control PCBs. Luego,
tanto el homogenato interno del tratamiento (cepa LBM 105 expuesta previamente a
los PCBs), como la combinacién de homogenato interno y sobrenadante del control
obtuvieron indices similares. Finalmente, la combinacion del homogenato interno y
el sobrenadante obtuvo el mayor indice de germinacion de todos los tratamientos y
controles, llegando a obtener un indice similar al del control que contenia solamente

el buffer fosfato.

Control PCBs
Control HI
Tratamiento HI
Control HI + 5
Control Buffer

Tratamiento HI+5S

© N P » ® &

Indice de Germinacion (%)

Figura 6.7. indice de germinacion calculado a partir de los valores de radicula y de cantidad de
semillas germinadas del ensayo de toxicidad de L. sativa llevado a cabo con los medios tratados con
las enzimas de P. pulmonarius LBM 105 en buffer fosfato 60 mM (pH = 6). HI: Proteinas del

homogenato Interno. S: Proteinas del sobrenadante.

6.3.4 Reduccion de la toxicidad

A partir de la comparacion de los indices obtenidos se determiné que la
combinacion del homogenato interno y el sobrenadante del tratamiento tuvo una
mayor atenuacion por sobre la toxicidad de los PCBs, reduciendo la misma en un
39,45 % (Tabla 4.1).
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Tabla 4.1. Reduccion de toxicidad de cada una de las condiciones ensayadas para el analisis de
remocion In vitro. El porcentaje de reduccion se calcul6 a partir de la comparacion de los indices de
germinacion de cada condicién con el indice de germinacién del control PCBs. HI: Homogenato
interno. S: Sobrenadante. En este caso el indice de germinacion del control PCB se consideré como

el punto de referencia de mayor toxicidad (100%) para calcular el porcentaje de reduccion de la

toxicidad.
Condicién Reduccién de Toxicidad (%)
Tratamiento HI + S 39,45
Control HI + S 36,90
Tratamiento HI 25,99
Control HI 13,55

6.4. Discusion

Como se plante6 en el apartado de discusion del capitulo 3, cualquier
estrategia de biorremediacion debe estar acompafiada de su correspondiente
analisis de toxicidad, mas aun cuando se trate de un ensayo que tenga como
objetivo la remediacion de los PCBs, ya que es sabido que los metabolitos
producidos durante la degradacion de estos xenobi6ticos suelen tener una toxicidad
aun mayor que el compuesto parental que le dio origen (Liu et al., 2020).

Durante el desarrollo de este trabajo se pudo observar que P. pulmonarius
LBM 105 es capaz de producir y secretar enzimas cuya actividad estaba
intimamente ligada a la modificacion de los bifenilos policlorados. En este capitulo
se busco corroborar si esa actividad continuaba presente incluso sin la presencia del
hongo, vy si el desarrollo de la cepa en un medio contaminado lograba la induccién
de un perfil enzimatico con capacidad diferencial para la accion contra los
xenobioticos.

Como se observo, el extracto enziméatico mantuvo la capacidad de reducir la
toxicidad del medio, por lo que las enzimas de la cepa LBM 105 retuvieron su
capacidad de accién sobre estos compuestos. Estos resultados estan en
concordancia con los resultados obtenidos por Srédlova et al (2021), donde el
extracto enzimatico de P. ostreatus logré transformar diferentes congéneres de

hidroxi-PCBs en presencia de diferentes mediadores, atribuyéndole esta actividad a
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la accién de enzimas lacasas, manganeso peroxidasas, aril-alcohol oxidasas y
citocromos P450 oxidasas.

De la misma forma, Takagi et al. (2007) lograron que las fracciones
enzimaticas del sobrenadante de T. versicolor, que demostraron tener capacidad de
oxidacién del 2,2’-azinobis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonato), abreviado ABTS,
un sustrato comunmente utilizado para la determinacibn de las enzimas
fenoloxidasas fungicas, fueran capaces de reducir la concentraciéon de los PCBs
coplanares en ensayos de remocion in vitro.

Sin embargo, es necesario destacar que, durante los ensayos realizados, las
soluciones de reaccién que contenian el buffer acetato de sodio, las cuales fueron
utilizadas para los ensayos de sobrenadante, no permitieron la germinacion de las
semillas, por lo que la capacidad de reduccion de la toxicidad de las enzimas
extracelulares no pudo ser evaluada. Esto podria deberse al hecho de que los iones
de sodio, presentes en la solucién, impediria la absorcion de agua por parte de las
semillas, reduciendo asi el potencial osmaotico (Kim et al., 2005; Cruz et al., 2020).
Sin embargo, este no fue el caso de las soluciones de reaccion que utilizaron buffer
fosfato, con las que si se pudieron determinar los indices de germinacion y de
crecimiento relativo tanto de las proteinas del homogenato interno como la
combinacién de estas con las del sobrenadante. Se puede destacar la capacidad
aumentada que demostré la combinacion del sobrenadante con el homogenato
interno de reducir la toxicidad de los medios en buffer fosfato, lo que nos indica una
accion sinérgica tanto de las enzimas secretadas como de aquellas presentes en el
interior de la célula.

Los efectos individuales de cada una de las posibles enzimas que podrian
estar actuando como mediadoras de la remocion de los PCBs ya han sido descritas
en capitulos anteriores. Sin embargo, dentro de las enzimas que se ha comprobado
tienen la capacidad de accion por sobre estos compuestos, las lacasas son una de
las que mayor atencion recibieron y que mas han sido probadas para la remocién In
vitro de estos contaminantes. En su trabajo Keum & Li (2004) evaluaron la
capacidad de esta enzima In vitro de poder metabolizar hidroxi-PCBs, viendo que
una de las mayores modificaciones que ocurren es la de polimerizacion de los PCBs
mediada por radicales, donde se observé ademas que la presencia de hidrégenos o
cloros en las posiciones orto de la molécula tenian una mayor susceptibilidad al

ataque y subsecuente polimerizacion por parte de los radicales producidos por la
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actividad lacasa. Se sabe, ademas, que estas enzimas son capaces de mediar la
declorinacion, dimerizacion y biotransformacion de los PCBs In vitro en presencia de
mediadores enzimaticos (pequefios compuestos que facilitan la transferencia de
electrones entre la enzima y el substrato), como 1-hidroxibenzotriazol hidrato o
Siringaldehido (Srédlova et al., 2021).

Si bien estas enzimas junto con otras oxidasas fungicas conocidas tienen una
gran capacidad de accion sobre estos compuestos toxicos, es evidente que existen
enzimas intracelulares encargadas de llevar a cabo otros tipos de transformaciones
gue permiten ulteriores modificaciones de los bifenilos policlorados, reduciendo su
toxicidad. Esto se evidencia alin mas cuando se comparan los indices obtenidos a
partir de las pruebas de toxicidad utilizando los medios donde se desarrollaba la
cepa LBM 105 (capitulo 3) y los medios tratados solo con las enzimas de dicha cepa
(capitulo 6). A partir de esta comparacion se puede observar como en los medios
tratados con la cepa LBM 105 mostraban indices de crecimiento relativo por encima
del valor de corte de 0,8 para la inhibicion de la elongacién de la radicula, mientras
gue si bien las enzimas de dicha cepa lograron atenuar en gran medida la toxicidad
inducida por medio de los PCBs, no lograron valores de indices de crecimiento por
encima de ya mencionado valor de corte, lo que refleja la persistencia del efecto de
inhibicion.

Finalmente, estos resultados demuestran que, de forma basal, la cepa LBM
105 de P. pulmonarius produce enzimas con capacidad biorremediadora sobre los
bifenilos policlorados. Esto se pudo ver debido a que las enzimas obtenidas a partir
de cultivos que no habian sido expuestos al contaminante previamente, podian
reducir de forma parcial el efecto toxico de estos compuestos. Las enzimas
obtenidas a partir de desarrollar la cepa LBM 105 en presencia de PCBs tuvieron
una mayor accion a la hora de reducir la toxicidad de los PCBs en las condiciones
ensayadas. Esto nos habla de una induccidon mediada por los PCBs a un peffil
enzimatico con mayor capacidad de biotransformacion de estos compuestos. Se
conoce que los hongos de pudricion blanca contienen regiones promotoras
conocidas como “elementos de respuesta a los xenobidticos” tanto en enzimas
lacasas (-691 y -389 bases aguas arriba en P. ostreatus) y las manganeso
peroxidasas (-571 'y -269 bases aguas arriba en  Ceriporiopsis
subvermispora)(Janusz et al., 2013). La presencia de estos motivos en enzimas que

se sabe estan involucradas en modificacion de los bifenilos policlorados, sumado al
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hecho de que dichos compuestos son los responsables de activar estos centros
promotores y que ya se evidencié con los estudios proteémicos y transcriptomicos
una presencia y expresion aumentada de estas enzimas, explicaria el aumento en la
capacidad detoxificadora de los extractos enzimaticos obtenidos de cultivos que se
desarrollaron en presencia de dichos compuestos, ya que estos estarian sirviendo
de inductores para un perfil de enzimas oxidasas con una mayor afinidad para la
modificacion y accién por sobre los PCBs.

Los resultados descritos en este capitulo reflejan los primeros ensayos de
desarrollo de una estrategia de biorremediacion que permita sobrepasar las barreras
y limitaciones asociadas al trabajo con microorganismos para la descontaminacion,
en especial para los hongos de pudricion blanca que, al ser organismos que
dependen de un sustrato lignocelulésico para su desarrollo en estado natural,
implicaria costos adicionales. Estos resultados podrian cementar estrategias que
optimicen su utilizaciéon en un entorno In vitro. Esto se debe a que la eficiencia de la
remocion de los sustratos de las fenoloxidasas fungicas pueden cambiar segun las
condiciones de pH, principalmente debido a cambios en las propiedades
electrostéticas de las superficies de las proteinas o en sus sitios activos, asi como
también pueden cambiar las propiedades fisicoquimicas de los sustratos mismos,
teniendo asi un gran impacto en la actividad final de la enzima y consecuentemente

en la eficacia del tratamiento de biorremediacion.

6.5. Conclusion

Los ensayos de remediacion In vitro utilizando las enzimas intra y
extracelulares de P. pulmonarius LBM 105 demostraron que dichas enzimas
mantienen la capacidad de reducir la toxicidad de los PCBs en solucién acuosa.

La mayor reduccién de la toxicidad fue dada por la combinacion de las
enzimas intracelulares y extracelulares de la cepa LBM 105, previamente
desarrollada en presencia de PCBs (39,45 %), seguido por la combinacion de
enzimas internas y externas de la misma cepa, pero habiendo sido desarrollada en
un medio sin la adicion de estos contaminantes (36,90 %). Esto nos permite
dilucidar que existe una produccion basal de enzimas con capacidad remediadora
de PCBs por parte de esta cepa, con capacidad de expresar un perfil proteico mas

especializado en la modificacion de estos compuestos (posiblemente mediante una
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induccién mediada por los elementos de respuesta a los xenobidticos) determinando
una mayor remocion de los PCBs, y consecuentemente una reduccion en la
toxicidad.

Ademas, se demostré la existencia de un efecto sinergico entre las enzimas
presentes al interior de la célula y las proteinas del sobrenadante, debido a que los
porcentajes de reduccién de toxicidad fueran mayores cuando se combinaron dichos
extractos (39,45 % para la combinatoria de extractos del tratamiento y 36,90 % para
la del control) que si solo se utilizaba el homogenato interno del mismo (25,99 %
para el tratamiento y 13,55 % para el control). Esto también se vio corroborado en el
analisis de la varianza de la elongacién de la radicula de las semillas de L. sativa.

Finalmente, la posible acciéon de los iones sodio presentes en el buffer
acetato de sodio, usado para los ensayos de remediaciéon In vitro, utilizando las
enzimas extracelulares de la cepa LBM 105, podrian estar interfiriendo en la
germinacion de las semillas de L. sativa.

Estos resultados obtenidos de este analisis exploratorio abren las puertas
para futuras investigaciones que tengan como objetivo el mejorar las condiciones de
reaccion para que las proteinas involucradas en estos procesos de biorremediacion
logren su Optimo, apuntando al desarrollo de estrategias de biorremediacion de

mayor eficacia.
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7. Discusion y conclusiones

Es evidente que los bifenilos policlorados representan un peligro
ecotoxicolégico reflejado por su posicion a lo largo de los afios en la lista prioritaria
de compuestos peligrosos confeccionada por la Agencia de Proteccion Ambiental de
Estados Unidos. Su capacidad de bioacumularse a través de la cadena alimenticia y
su alta permanencia en suelos y sedimentos, sumado a su alta resistencia a la
degradacion natural hacen necesaria la busqueda de métodos de tratamiento mas
efectivos, pero que al mismo tiempo tengan un menor impacto ecolégico y que
minimicen la cantidad de metabolitos toxicos que puedan producirse durante dicho
procedimiento.

Nuestro pais no estd exento de la contaminacion por parte de estos
xenobidticos, y aunque la produccion y uso de estos compuestos fue prohibida ya
en el aflo 2002 a partir de la sancién de la Ley N° 25670, carece de las tecnologias
para la remocion por meétodos quimicos, debiendo exportar los residuos
contaminados a otros paises para su manejo y eliminacion (Arias et al., 2013). Esto
no solo representa un alto costo econdémico, sino que puede contribuir a la
dispersion de los contaminantes asociado al transporte de los mismos.

En el contexto de esta problematica, los tratamientos que se centran en la
utilizacion de los microorganismos y sus enzimas son presentados como
alternativas que pueden solucionar tanto los problemas del costo econémico que
representa en la actualidad el tener que transportar e incinerar las matrices
contaminadas en suelo argentino.

Numerosos estudios presentan a los hongos de pudricion blanca como
modelos apropiados para el desarrollo de estrategias de biorremediacion que se
enfoquen en el tratamiento de los bifenilos policlorados. Ya sea por su tipo de
crecimiento hifal, que permite la mejor penetracion en las matrices a tratar,
aumentando la superficie de accesibilidad del contaminante, o por su bateria
enzimatica extracelular con capacidad de modificar estos compuestos.

Diferentes géneros de este subgrupo de hongos han sido estudiados por su
capacidad de remover a los bifenilos policlorados, logrando altos porcentajes de
degradacion. De dichos géneros, el género Pleurotus ha demostrado una excelente
capacidad de accién por sobre estos contaminantes. Los trabajos de Cvandarova et
al. (2012), Sadafioski et al. (2019) y Srédlova et al. (2021) forman fundamentales
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precedentes en el trabajo con este género, probando tanto la capacidad de
degradacion, los metabolitos producidos y la atenuacion de la toxicidad, remarcando
la factibilidad del trabajo con este tipo de organismos para la tarea de saneamiento
ambiental.

La cepa P. pulmonarius LBM 105 fue elegida para su estudio en detalle
debido a su capacidad de tolerar y de degradar a los bifenilos policlorados en medio
liquido. El objetivo de este trabajo fue el de abordar los cambios transcriptomicos y
protedmicos de dicha cepa durante la degradacion de los bifenilos policlorados
esperando encontrar patrones que indicaran la participacion de enzimas y vias que
sean determinantes para la transformacion de los PCBs por parte de esta cepa
fungica.

Para ello, se determiné el periodo de mayor degradacién de los bifenilos
policlorados por parte de esta cepa en un medio de glucosa asparagina deficiente
de nitrégeno. Se pudo observar que a los 21 dias se produjo la mayor reduccion de
los bifenilos policlorados en el medio estudiado (65,50 + 8,09 %). En este periodo se
llevaron a cabo, bajo la hipétesis de que ésta mayor degradacion esta dada por una
mayor presencia de las enzimas involucradas en la transformacion de los PCBs, los
analisis transcriptomicos y proteémicos.

A partir de dichos estudios se pudo obtener informacion acerca de cémo
afecta la presencia de los PCBs al metabolismo fungico, asi como también que
enzimas podrian estar involucradas en la obtencibn de los altos valores de
degradacion de los bifenilos policlorados observados en los ensayos de remocion.
Primeramente, tanto los ensayos transcriptomicos como proteémicos demostraron
gue existe una sobreexpresion del sistema oxidativo fungico en presencia de los
PCBs. Los bifenilos policlorados son conocidos inductores del estrés oxidativo, ya
gue al tener afinidad por el receptor de hidrocarburos de arilo, se liga a este y de
esta forma activa genes cuya actividad tiene un efecto directo por sobre el balance
redox dentro de la célula.

Sin embargo, la tolerancia observada por la cepa P. pulmonarius LBM 105
podria estar dada por la presencia de forma basal de enzimas que no solo tienen
capacidad de accion por sobre los PCBs, modificandolos y por ende reduciendo su
capacidad citotéxica, sino a la presencia de enzimas y otros agentes capaces de
estabilizar el desbalance redox que produce el metabolismo de estos xenobidticos.

Se determind, mediante los estudios realizados en este trabajo, la mayor
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abundancia relativa de catalasas fungicas, enzimas que metabolizan el peréxido de
hidrégeno intracelular, también la de enzimas que participan en el metabolismo del
glutation (glutation-S-transferasa y S-formilglutation hidrolasa), un conocido agente
reductor no enzimatico capaz de atenuar la oxidacion producida por la liberacién de
especies reactivas del oxigeno, y varias enzimas oxidasas y deshidrogenasas que
participan tanto en el metabolismo oxidativo como en el metabolismo de los lipidos.
Todas estas enzimas, si bien no se ha comprobado su accion directa, modificando
los bifenilos policlorados, contribuyen a la manutencion de las especies con
capacidad redox dentro de la célula (NADH, NADPH, etc.) evitando asi cascadas de
oxidacién de lipidos y proteinas que llevarian a la muerte de la célula flngica.
Ademas, la presencia aumentada de factores de transcripcion involucrados en la
primera linea de respuesta frente al estrés oxidativo (complejo NADH-diclorofenol-
indofenol oxidoreductasa, BTF3b) refleja los procesos de control exhaustivos por
parte de la célula.

Una posible explicacion para la presencia de tal defensa en contra del estrés
oxidativo deviene del metabolismo caracteristico de los hongos de pudricién blanca.
Este subgrupo de hongos utiliza una variedad de enzimas oxidoreductasas, siendo
alguna de estas dependientes del peroxido de hidrégeno, para poder degradar la
lignina y asi poder acceder a la celulosa vegetal. Estas enzimas, como por ejemplo
la enzima lacasa, tienen un mecanismo de accion por el cual se producen especies
reactivas de oxigeno, lo que en condiciones normales significa un incremento del
estrés oxidativo. Es por ello que la célula fungica tiene las herramientas necesarias
para poder resistir al incremento del estrés derivado de la presencia de los PCBs.

La accién de las enzimas involucradas en la transformacion directa de los
bifenilos policlorados por parte de esta cepa puede dividirse en dos, siguiendo las
etapas clasicas del metabolismo de los xenobidticos.

Se tiene, por un lado, la primera fase donde existe una modificacion de los
grupos funcionales de los contaminantes. En esta etapa, son las mismas enzimas
oxidorreductasas que degradan la lignina, las que se sabe tienen una accion directa
en la modificacion de los bifenilos policlorados. Srédlova et al. (2021) comprobaron
de forma in vitro los mecanismos de transformacion de estas enzimas viendo coémo
y en presencia de qué compuestos se llevaban a cabo las modificaciones de estos
xenobioticos.

Dentro de este grupo de enzimas, las lacasas son, sin lugar a dudas, las que
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mas han destacado en los estudios de remediacion de PCBs por parte de hongos
de pudricion blanca. Asi mismo, las fenoloxidasas son capaces de modificar
compuestos no fendélicos por medio de vias que involucran la creacion de radicales
libres. Estas enzimas estan involucradas en la modificacion de los PCBs mediante la
ruptura de la molécula de bifenilo, formando los consecuentes &cidos benzoicos.
Ademaés, se observé que incluso son capaces de formar agregados de estos
compuestos, modificaciones que potencialmente pueden reducir la toxicidad de
estos al tener una menor afinidad con el receptor de hidrocarburos de arilo. El perfil
de expresion de las lacasas pertenecientes a la cepa LBM 105 fue muy notable. En
todos los casos, la presencia de los bifenilos policlorados aumenté la cantidad de
enzimas lacasas expresadas y determinadas tanto en el analisis del proteoma total,
en el sobrenadante y en el analisis transcriptbmico. Mas interesante aun, hubo un
cambio del perfil de expresion de lacasas, debido a que algunas lacasas se vieron
reprimidas en presencia de PCBs mientras que una mayor cantidad de isoformas de
éstas tuvieron un aumento de su expresion. Esto estd en concordancia con lo
observado por Sadafioski et al. (2019) al enfrentar a esta cepa con los PCBs, donde
se observé una multiplicidad de estas enzimas mediante zimografia.

Este tipo de perfil de expresion fue similar al de la enzima del tipo peroxidasa
versatil, cuya expresion fue corroborada tanto en el analisis transcriptomico cémo
protebmico. Esta enzima tiene una accién similar a la de las manganeso
peroxidasas fungicas y ademas se sabe que tiene la capacidad de modificar a los
clorobenzaldehidos, en presencia de glutatién, metabolitos intermediarios en la ruta
metabdlica de la degradacion de los PCBs. En este trabajo se observa la relacion de
la sobreexpresion de enzimas con actividad directa en la modificacién de los PCBs
(peroxidasa versétil) y la sobreexpresion de enzimas que participan en el equilibrio
de intermediarios necesarios para que ocurran estas reacciones, como la S-
formilglutation hidrolasa que tiene como producto el glutatiébn que puede ser utilizado
por las peroxidasas para actuar sobre los PCBs.

Es necesario destacar también a las proteinas citocromo P450, cuya
expresion fue la mas notoria en el analisis transcriptomico de la cepa LBM 105 en
presencia de los PCBs. Estas enzimas son unas de las primeras en actuar durante
los pasos iniciales del metabolismo de diferentes tipos de xenobidticos. La amplia
gama de reacciones que estas enzimas, en particular las citocromo P450 fangicas,

pueden llevar a cabo, como hidroxilacion, epoxidacion, dealquilacion, sulfoxidacion,
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desaminacion, desulfuracion, deshalogenacion y nitro reduccion, les permiten ser
metabdlicamente versétiles para modificar contaminantes que ingresan a la célula.
Nuestros estudios sobre la expresion de esta enzima durante la degradacion de los
bifenilos policlorados, determinaron que existen diferentes isoformas de estas que
se encuentran en mayor abundancia, lo que junto con el conocimiento acerca de su
capacidad de atacar a los acidos clorobenzéicos, producto de la ruptura inicial por
las enzimas lacasas, nos indica el rol central de este grupo de enzimas en el
metabolismo de los bifenilos policlorados.

Asi también, el aumento de expresion de los genes codificantes de otras
oxidasas como la aril alcohol oxidasa, responsables de ser una de las fuentes de
peréxido de hidrogeno para las peroxidasas fangicas, podrian estar involucradas en
la transformacion de otros metabolitos intermediarios, como lo proponen Srédlova et
al. (2021), al observar la modificacién de los alcoholes clorobencilicos por parte de
las enzimas de P. ostreatus.

Las reductasas fueron también altamente representadas en ambos estudios
‘Omicos” realizados sobre la cepa LBM 105. La mayoria de las reductasas
identificadas en este trabajo pertenecen a las reductasas de cadena corta,
oxidoreductasas dependientes de NADH y NADPH, asi como aldo/ceto reductasas,
oxidoreductasas monoméricas dependientes de NADPH. Diversas isoformas de
estas enzimas se encontraron sobreexpresadas en condiciones de degradacion de
PCBs, y si bien su rol en la modificacion de estos compuestos no esta del todo
claro, su mayor contribucion a la tolerancia de la cepa a los xenobioticos estaria
dada por su participaciéon en el balance de NADPH, conocido agente reductor,
controlando asi el equilibrio redox dentro de la célula fungica.

La mayoria de las enzimas descritas hasta el momento podrian estar
involucradas en lo que se conoce como la primera etapa del metabolismo de los
xenobidticos, donde ocurren las modificaciones a los grupos funcionales de los
mismos. Sin embargo, también se hicieron evidentes en estos estudios, enzimas
involucradas en la segunda etapa de este metabolismo. La glutation-S-transferasa
es una enzima capaz de llevar a cabo la conjugacion del tripéptido glutation con
compuestos aromaticos, como los PCBs y sus derivados, en procesos posteriores a
las modificaciones llevadas a cabo por la bateria de enzimas oxidoreductasas
fungicas. Ademas, la presencia de una S-formilglutation hidrolasa nos permite inferir

gue el equilibrio del glutation en estas condiciones es esencial, debido a que no solo
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sirve para la conjugacion en las ulteriores etapas del metabolismo de los
xenobidticos, sino que es conocida por su capacidad de conjugarse de forma
espontanea, reemplazando grupos muy electronegativos, como los atomos de cloro
de los PCBs, reaccion que se comprobd en quinonas de PCBs (Song et al., 2009).

Estos resultados nos muestran un perfil de expresion caracterizado por la
presencia y abundancia aumentada de enzimas oxidoreductasas, capaces de atacar
directamente a las moléculas de bifenilos policlorados, ya sea rompiendo a la
molécula de bifenilo o0 mediante una dimerizacion de los mismos, teniendo ademas
la capacidad de continuar modificando los diferentes metabolitos secundarios que
se producen propios de este metabolismo. Es por ello que, mediante una
adecuacion de los datos obtenidos en este trabajo, junto al analisis exhaustivo de
los intermediarios llevado a cabo por Cvan&arova et al. (2012) y Srédlova et al.
(2021) se propone la siguiente via de accién metabdlica de los PCBs por parte de la
cepa P. pulmonarius LBM 105, resaltando la participacion de las enzimas
identificadas en este trabajo pertenecientes a las dos etapas del metabolismo de los
xenobidticos (Figura 7.1).

El estudio de esta cepa fungica y de su capacidad de degradacién de PCBs
esta motivado por el interés de su aplicacion en estrategias de biorremediacion de
matrices que estén contaminadas por dichos compuestos. Es por ello que
acompafado al estudio realizado de las enzimas involucradas en la remocién de los
bifenilos policlorados se realizaron los ensayos ecotoxicologicos utilizando a L.
sativa como modelo biolégico. A partir de estos ensayos se pudo determinar que los
tratamientos llevados a cabo en medio liquido, utilizando la cepa LBM 105 de P.
pulmonarius, redujeron la toxicidad en un 46,47 %. Esta reduccion de la toxicidad
en parte puede estar explicada por los resultados obtenidos en el analisis
exploratorio de los intermediarios metabadlicos producidos por la cepa LBM 105 a los
21 dias de contacto con los PCBs. En este analisis se observéd que la mayoria de las
especies remanentes de PCBs presentaban uno o dos atomos de cloro en las
posiciones orto de la molécula, siendo estas mucho menos toxicas debido a su
menor afinidad por el receptor de hidrocarburos de arilo, receptor que media en la

toxicidad inducida por la presencia de estos xenobibticos.
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Figura 7.1. Via propuesta para la transformacion de los PCBs y sus intermediarios de
degradacion por la cepa P. pulmonarius LBM 105. Esta via surge de la combinacién de los estudios
realizados por Srédlova et al. (2021), Cvandarova et al. (2012), Song et al. (2009) y los resultados
obtenidos de los estudios transcriptdémicos y proteémicos de la cepa LBM 105 en presencia de PCBs.
Las lineas punteadas denotan los pasos hipotéticos a partir de los resultados de este trabajo. La
separacion en fases hace referencia a las fases del metabolismo de los xenobiéticos, donde la
primera fase denota los procesos de transformacion de los grupos funcionales de los xenobiéticos,
mientras que la segunda fase corresponde a los fenédmenos de conjugacién de los mismos. Lac=
Lacasa; AAO = Aril Alcohol Oxidasa; PV = Peroxidasa versatil; SFGH = S-formilglutation hidrolasa;

GST= Glutation-s-transferasa

Esta capacidad de reducir la toxicidad no solo se evidencié en los ensayos
ecotoxicolégicos de los medios tratados con la cepa LBM 105, sino que ademas se

pudo comprobar que las enzimas de esta cepa retenian la capacidad de detoxificar
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los medios contaminados con PCBs. Los ensayos de remocion in vitro demostraron
gue la combinacion de enzimas intracelulares y las del sobrenadante de cultivo
previamente expuestos incubadas a pH 6 en buffer fosfato obtuvieron el mayor
porcentaje de reduccién de la toxicidad (39,45 %), observandose una mejoria en la
capacidad de detoxificar de los extractos enzimaticos en comparacion a las enzimas
gue no habian sido expuestas a los PCBs (36,90 %). Esto nos lleva a concluir que
ademas de que existe una expresion basal de enzimas con capacidad
biorremediadora producida por la cepa LBM 105 P. pulmonarius, se puede inducir
un perfil enzimatico mas especializado hacia el tratamiento de estos contaminantes.

Debido a que este tipo de induccién acrecentaria la cantidad de manejo y uso
de PCBs, aunque sea para su posterior eliminacion, es necesario la busqueda de
otros compuestos capaces de inducir de la misma manera las diferentes enzimas
estudiadas a lo largo de este trabajo, asi también se deberian optimizar las
condiciones de remocion llevadas a cabo por los extractos enzimaticos de la cepa
LBM 105. De igual forma, y dentro de esta misma tematica, el estudio en
profundidad del genoma de esta cepa nos permitiria entender aun mas los
mecanismos de accion e induccion de los genes que codifican para las enzimas
involucradas en la transformacién de los PCBs, de esta forma se podrian desarrollar
estrategias de biorremediacion que optimicen la actividad de este conjunto de
enzimas, cuya capacidad de degradacion, se ha comprobado, se mantiene incluso
en cultivos libres de hongos, permitiendo el avance en el desarrollo de métodos de
remediacion que sean eco-amigables y con una capacidad de accién comparable

con los métodos gold standard para la degradacion de bifenilos policlorados.
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Recomendacion

para trabajos
futuros



Este trabajo constituye un gran aporte al estudio de una variedad de enzimas
involucradas en diversas etapas de la remocién de los PCBs. Los resultados
presentados en este trabajo pueden contribuir para el desarrollo de futuras
estrategias de biorremediacion que utilicen las enzimas producidas por P.
pulmonarius LBM 105. Para ello es necesario profundizar estudios que optimicen las
condiciones de degradacion de estos cécteles enzimaticos, probando diferentes
condiciones de temperatura, pH, cantidad de proteinas, entre otras, buscando
maximizar la eliminaciéon de los PCBs hasta obtener porcentajes de remocion y
reducciéon de la toxicidad similares a aquellos alcanzados en los cultivos con el

hongo presente.

Asi también, el conocimiento de las enzimas claves para los procesos de
modificacién de estos xenobibticos da lugar a alternativas de produccién de estas
enzimas mediante expresion heterdloga en organismos como Pichia pastoris. Una
aproximacion de este tipo podria mejorar la produccién en términos de cantidad de
estas enzimas involucradas en los procesos de transformacion de PCBs, lo que
permitiria un futuro escalado del proceso de biorremediacion. En este sentido,
conocer los promotores de los genes que controlan la expresion de estas enzimas
es relevante para encontrar vias alternativas de induccion que no involucren el uso

de compuestos aromaticos contaminantes.

Finalmente, se podria plantear la aplicacion de los cocteles enzimaticos
obtenidos de P. pulmonarius LBM 105 a matrices reales contaminadas con estos
xenobiodticos, siendo este el Ultimo paso l6gico en el desarrollo de una estrategia
alternativa de biorremediacién que aproveche un mecanismo molecular adaptado a
la modificacion de estos compuestos recalcitrantes, logrando el objetivo de

descontaminar dichas matrices con el menor impacto ecoldgico posible.
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Anexos




Anexo 1: Perfiles cromatograficos de los ensayos de

remocion in vitro con la cepa Pleurotus pulmonarius LBM

105 obtenidos por cromatografia gaseosa y captura de
electrones.

1.1 Perfil cromatografico del control abiético (PCB-) a los 28 dias.

Print of window 38: Current Chromatogram(s)
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1.2 Perfil cromatografico del control autoclavado a los 28 dias

Print of window 38: Current Chromatogram(s)
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1.3 Perfil cromatografico tratamiento con la cepa LBM 105 luego de 14
dias.

Print of window 38: Current Chromatogram(s)
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1.4 Perfil cromatografico tratamiento con la cepa LBM 105 luego de 21

dias.

Print of window 38: Current Chromatogram(s)
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1.5 Perfil cromatografico tratamiento con la cepa LBM 105 luego de 28
dias.

Print of window 38: Current Chromatogram(s)
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1.6 Medias de la concentracion total de PCBs obtenidas por

cromatografia gaseosa acoplado a captura de electrones.

Concentracion total de Desvio estandar (z)
Muestra
PCBs (ug/L) (Hg/L)
Control
. 82835.11 20148.93
Abibtico
Control
71579.78 1244.50
Autoclavado
Tratamiento
50330.68 3631.83
dia 14
Tratamiento
24701.63 3137.69
dia 21
Tratamiento
14034.55 3539.38
dia 28
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Anexo 2: Intermediarios de degradacion identificados por

espectrometria de masas a partir de la remocion de los

PCBs utilizando la cepa LBM 105 Pleurotus pulmonarius.

Tiempo de Relacion m/z de los iones '
_ Peso . Estructura Posible
retencion fragmentados (Intensidad ] o
) molecular _ (Férmula Quimica)
(min) Relativa)
182 (999), 180 (940), 109 (400), 145 _
1,2,3-Triclorobenceno
5,99 180 (400), 74 (390), 147 (300), 184 (270),
(CsH3Cls)
75 (230), 73 (190), 84 (180)
135 (999), 136 (749), 77 (380), 92 ) )
4-metoxibenzaldehido
6,44 136 (200), 107 (189), 39 (129), 65 (125), 63
(CgHsg02)
(118), 64 (115), 51 (99)
216 (999), 214 (809), 218 (495), 179 1,2,4,5-
6,92 214 (210), 181 (202), 108 (170), 109 (140), Tetraclorobenceno
143 (136), 74 (135), 220 (109) (CeH2Cla)
216 (999), 214 (784), 218 (485), 179 1,2,4,5-
7,21 214 (210), 181 (202), 108 (170), 109 (140), Tetraclorobenceno
143 (136), 74 (135), 220 (109) (CeH2Cla)
210 (999), 215 (960), 195 (940), 197 1,2,3-tricloro-4-
7,53 210 (890), 167 (750), 169 (720), 97 (500), metoxibenceno
63 (300), 214 (300), 61 (280) (C7HsCl50)
152 (999), 222 (712), 187 (523), 224
2,2’-diclorobifenilo
8,55 222 (464), 75 (253), 151 (243), 93 (174), 76
(C12HsCl2)
(168), 150 (162), 189 (155)
222 (999), 152 (718), 224 (624), 75 _ o
4 ,4’-diclorobifenilo
9,05 222 (216), 151 (211), 223 (145), 150 (140),
(C12HsCl2)
76 (106), 226 (104), 74 (101)
256 (999), 258 (973), 186 (967), 221 _ o
2,2’ ,5-triclorobifenilo
9,62 256 (497), 150 (326), 260 (316), 75 (311),
(C12H7Cl3)
223 (311), 188 (298), 151 (253)
292 (999), 220 (862), 290 (795), 222 2,2',4.4-
10,94 290 (562), 294 (489), 150 (324), 110 (321), tetraclorobifenilo
111 (210), 92 (175), 74 (173) (C12H6Cla)
292 (999), 290 (710), 220 (658), 294 2,2,4,6-
11,40 290 (502), 222 (469), 257 (275), 255 (266), tetraclorobifenilo
110 (245), 150 (225), 111 (145) (C12H6Cla)
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Anexo 2: Intermediarios de degradacién identificados por espectrometria de masas a partir de

laremocién de los PCBs utilizando la cepa LBM 105 Pleurotus pulmonarius. (Cont.)

Tiempo de Peso Relacion m/z de los iones fragmentados Estructura Posible
retencién (min) molecular (Intensidad Relativa) (Férmula Quimica)
292 (999), 290 (983), 294 (564), 220 2,3,3 4,
12,30 290 (503), 222 (348), 110 (230), 150 (174), tetraclorobifenilo
293 (150), 74 (148), 111 (146) (C12H6Cla)
326 (999), 254 (734), 256 (719), 328 2,2',3,5,6-
12,43 324 (661), 324 (636), 291 (369), 184 (338), pentaclorobifenilo
289 (281), 258 (228), 330 (224) (C12HsCls)
326 (999), 324 (572), 328 (490), 256 2,2 3,3,6-
12,61 324 (465), 254 (448), 291 (367), 289 (288), pentaclorobifenilo
127 (244), 128 (219), 184 (204) (C12HsCls)
254 (999), 256 (965), 326 (864), 328 2,2'3,3 4-
12,86 324 (575), 291 (572), 324 (572), 127 (564), pentaclorobifenilo
128 (540), 289 (454), 184 (452) (C12HsCls)
326 (999), 254 (656), 324 (636), 328 2,245 6-
13,03 324 (617), 256 (615), 127 (604), 128 (511), pentaclorobifenilo
109 (457), 184 (351), 110 (339) (C12HsCls)
326 (999), 324 (561), 328 (491), 256 2,3,3,5',6-
13,21 324 (447), 254 (430), 127 (250), 109 (212), pentaclorobifenilo
128 (199), 184 (183), 330 (150) (C12HsCls)
326 (999), 328 (627), 324 (619), 256 2,2,4,5,6'-
13,75 324 (609), 254 (472), 127 (301), 128 (290), pentaclorobifenilo
109 (235), 184 (232), 291 (221) (C12HsCls)
326 (999), 324 (572), 328 (490), 256 2,2',3,3,6-
13,93 324 (465), 254 (448), 291 (367), 289 (288), pentaclorobifenilo
127 (244), 128 (219), 184 (204) (C12HsCls)
360 (999), 362 (824), 290 (450), 358 2,3,3,4,4 5
14,22 358 (439), 288 (379), 145 (362), 364 (327), hexaclorobifenilo
144 (290), 292 (240), 109 (220) (C12H4Cls)
326 (999), 324 (639), 328 (457), 254 2,3,4,5,5-
14,29 324 (356), 256 (328), 127 (261), 128 (238), pentaclorobifenilo
109 (215), 330 (177), 184 (161) (C12HsCls)
360 (999), 362 (842), 290 (639), 358 2,2,3,4',5,6-
14,72 358 (534), 288 (508), 145 (464), 144 (365), hexaclorobifenilo
364 (361), 325 (325), 292 (323) (C12H4Cle)
360 (999), 362 (805), 290 (615), 358 2,234 5,6-
14,89 358 (500), 288 (474), 145 (397), 364 (377), hexaclorobifenilo
144 (298), 292 (297), 325 (242) (C12H4Cle)
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Anexo 2: Intermediarios de degradacién identificados por espectrometria de masas a partir de

laremocién de los PCBs utilizando la cepa LBM 105 Pleurotus pulmonarius. (Cont.)

Tiempo de Peso Relacion m/z de los iones fragmentados Estructura Posible
retencién (min) molecular (Intensidad Relativa) (Férmula Quimica)
360 (999), 362 (805), 290 (615), 358 2,2',3,4' 5 6-
15,20 358 (500), 288 (474), 145 (397), 364 (377), hexaclorobifenilo
144 (298), 292 (297), 325 (242) (C12H4Clg)
326 (999), 324 (639), 328 (457), 254 2,3,455-
15,28 324 (356), 256 (328), 127 (261), 128 (238), pentaclorobifenilo
109 (215), 330 (177), 184 (161) (C12HsCls)
360 (999), 362 (842), 290 (639), 358 2,2,3,4',5,6-
15,70 358 (534), 288 (508), 145 (464), 144 (365), hexaclorobifenilo
364 (361), 325 (325), 292 (323) (C12H4Cls)
360 (999), 362 (805), 290 (615), 358 2,2,3,4,5,6-
15,94 358 (500), 288 (474), 145 (397), 364 (377), hexaclorobifenilo
144 (298), 292 (297), 325 (242) (C12H4Clg)
360 (999), 362 (833), 358 (470), 290 2,244 55:-
16,24 358 (430), 364 (329), 288 (317), 292 (208), hexaclorobifenilo
361 (124), 145 (123), 218 (105) (C12H4Clg)
290 (999), 360 (998), 362 (840), 145 2,2,3,3,4,4-
16,46 358 (773), 288 (729), 144 (630), 109 (554), hexaclorobifenilo
358 (508), 218 (493), 292 (468) (C12H4Cls)
360 (999), 362 (794), 290 (598), 145 2,2,34,55-
16,88 358 (529), 358 (528), 288 (455), 144 (395), hexaclorobifenilo
218 (363), 364 (340), 146 (329) (C12H4Clg)
394 (999), 396 (923), 398 (542), 162 2,3,3,4' 5,56
17,03 392 (489), 392 (429), 324 (386), 161 (306), heptaclorobifenilo
163 (283), 322 (262), 326 (260) (C12HsCl7)
394 (999), 396 (981), 398 (537), 392 2,3,3',4,45,6-
17,40 392 (448), 324 (380), 326 (250), 322 (239), heptaclorobifenilo
440 (165), 395 (130), 397 (121) (C12HsClR)
360 (999), 362 (805), 290 (615), 358 2,2,3,4,5,6-
17,66 358 (500), 288 (474), 145 (397), 364 (377), hexaclorobifenilo
144 (298), 292 (297), 325 (242) (C12H4Cle)
360 (999), 362 (829), 358 (435), 290 2,3,3',4',5,6-
17,77 358 (427), 364 (365), 288 (312), 145 (236), hexaclorobifenilo
292 (210), 144 (191), 218 (168) (C12H4Cle)
394 (999), 396 (888), 398 (527), 392 2,2',3,3,4,5 6-
17,99 392 (432), 324 (397), 322 (258), 326 (232), heptaclorobifenilo
359 (197), 252 (167), 400 (163) (C12HsClR)
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Anexo 2: Intermediarios de degradacién identificados por espectrometria de masas a partir de

laremocién de los PCBs utilizando la cepa LBM 105 Pleurotus pulmonarius. (Cont.)

Tiempo de Peso Relacion m/z de los iones fragmentados Estructura Posible
retencién (min) molecular (Intensidad Relativa) (Férmula Quimica)
396 (999), 394 (989), 324 (540), 398 2,234 55 6-
18,29 392 (527), 392 (443), 322 (340), 326 (340), heptaclorobifenilo
359 (231), 361 (182), 400 (170) (C12HsCly)
396 (999), 394 (934), 324 (553), 398 2,2',3,3,4,6,6-
18,47 392 (543), 392 (400), 322 (365), 326 (365), heptaclorobifenilo
162 (285), 252 (201), 163 (199) (C12HsCl)
360 (999), 362 (805), 290 (615), 358 2,2.3,4',56-
18,69 358 (500), 288 (474), 145 (397), 364 (377), hexaclorobifenilo
144 (298), 292 (297), 325 (242) (C12H4Cle)
394 (999), 396 (975), 324 (902), 326 2,2.3,3,4,5,6-
18,85 392 (573), 398 (532), 162 (529), 322 (514), heptaclorobifenilo
392 (448), 359 (434), 361 (409) (C12HsCl7)
394 (999), 396 (852), 324 (772), 326 2,2',3,3,4,5,6"-
19,10 392 (587), 162 (567), 398 (543), 322 (506), heptaclorobifenilo
392 (415), 163 (352), 359 (344) (C12HsCl)
396 (999), 394 (973), 324 (654), 398 2,2,3,3,5,5",6-
19,30 392 (590), 326 (484), 322 (447), 359 (415), heptaclorobifenilo
392 (393), 361 (340), 162 (162) (C12HsCl)
394 (999), 396 (942), 398 (532), 324 2,3,3,4,4,5,6-
19,48 392 (500), 392 (472), 326 (336), 322 (324), heptaclorobifenilo
254 (207), 252 (197), 162 (162) (C12HsCl7)
430 (999), 428 (889), 432 (629), 426 2,2,3,4,4,56,6-
19,71 426 (332), 358 (330), 360 (277), 434 (249), Octaclorobifenilo
356 (162), 431 (123), 362 (117) (C12H2Cls)
394 (999), 396 (852), 324 (772), 326 2,2,3,3,4,5,6-
20,09 392 (587), 162 (567), 398 (543), 322 (506), heptaclorobifenilo
392 (415), 163 (352), 359 (344) (C12HsCly)
394 (999), 396 (852), 324 (772), 326 2,2,3,3,4,5,6-
21,30 392 (587), 162 (567), 398 (543), 322 (506), heptaclorobifenilo
392 (415), 163 (352), 359 (344) (C12HsCl7)
430 (999), 428 (890), 179 (718), 180 2,2,3,3,4,55,6-
21,63 426 (684), 432 (635), 358 (555), 144 (437), octaclorobifenilo
143 (391), 178 (373), 360 (363) (C12H2Cls)
430 (999), 428 (868), 179 (743), 180 22,3344, 55-
21,88 426 (674), 358 (630), 432 (600), 144 (505), octaclorobifenilo
360 (470), 143 (446), 178 (388) (C12H2Cls)
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Anexo 2: Intermediarios de degradacién identificados por espectrometria de masas a partir de

laremocién de los PCBs utilizando la cepa LBM 105 Pleurotus pulmonarius. (Cont.)

Tiempo de Peso Relacion m/z de los iones fragmentados Estructura Posible
retencién (min) molecular (Intensidad Relativa) (Férmula Quimica)
394 (999), 396 (919), 324 (627), 398 2,3,3,4' 5,56
22,55 392 (534), 162 (511), 392 (483), 326 (437), heptaclorobifenilo
322 (417), 161 (303), 163 (293) (C12HsCly)
430 (999), 428 (947), 432 (687), 360 2,2,3,4,4,556-
23,32 426 (535), 179 (507), 358 (497), 180 (439), octaclorobifenilo
426 (371), 356 (323), 288 (309) (C12H2Cls)
430 (999), 428 (904), 432 (620), 358 2,223,344 5,6-
24,32 426 (596), 179 (587), 360 (473), 180 (441), octaclorobifenilo
288 (345), 426 (340), 144 (299) (C12H2Clg)
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con

expresion diferencial en presencia de PCBs obtenidos

mediante el analisis transcriptomico.

Metabolismo

Localizacion

ID del Gen Funcion Predicha _
involucrado Celular
ACT1_3 Actina Otros Citoplasma
Halogenasa dependiente de Metabolismo _
ARMHS5 ] ) ) ] Peroxisoma
flavina putativa Putative secundario
DIT2 3 Citocromo P450(Clase E, Grupo Metabolismo Reticulo
- 1) oxidativo endoplasmético
Metabolismo de los Reticulo
ERG2_1 Esterol Isomerasa C8 . .
lipidos endoplasmatico
Metabolismo de los Reticulo
ERG2_2 Esterol Isomerasa C8 . -
lipidos endoplasmatico
Metabolismo de los Reticulo
ERG2_3 Esterol Isomerasa C8 o -
lipidos endoplasmatico
Metabolismo de los Reticulo
ERG24_1 Esterol reductasa C14 . .
lipidos endoplasmatico
o Metabolismo de los Reticulo
ERG25_1 Esterolmetil oxidasa o -
lipidos endoplasmatico
Metabolismo de los Reticulo
ERG3 Esterol reductasa C14 . .
lipidos endoplasmatico
Metabolismo de los Reticulo
ERG4 Esterol reductasa C14 . »
lipidos endoplasmatico
ERGE Citocromo P450(Clase E, Grupo Metabolismo Reticulo
4) putativa oxidativo endoplasmatico
_ _ Metabolismo Reticulo
ERG7 Escualeno sintasa putativa ) .
secundario endoplasmatico
_ Metabolismo de los Reticulo
ERGY9 2 Escualeno sintasa

EYR36_000045

EYR36_000050

Proteina similar a la
Fumarilacetoasa
Proteina similar a la quinasa

putativa

lipidos
Metabolismo de los

aminoacidos

Otros

endoplasmético

Mitocondria

Citoplasma
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresién diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el analisis transcriptémico. (Cont.)

Metabolismo

Localizaciéon

ID del Gen Funcién Predicha
involucrado Celular
Metiltransferasa dependiente de _
EYR36_000190 ) o Otros Citoplasma
S-adenosil-I-metionina
EYR36_000212 Hidrofobina putativa Otros Extracelular
EYR36_000229] Metalo-B-lactamasa putativa Otros Mitocondria
. _ Metabolismo de los _
EYR36_000291] Glutation-S-transferasa putativa o Citoplasma
xenobidticos
) Metabolismo _
EYR36_000311] Aldo/ceto reductasa putativa o Citoplasma
oxidativo
o _ _ Metabolismo _
EYR36_000362 Policétido sintasa putativa o Peroxisoma
oxidativo
Reductasa transmembrana Metabolismo _
EYR36_000395 ) o Lisosoma
putativa oxidativo
Reductasa de cadena corta Metabolismo _ .
EYR36_000418 _ o Mitocondria
putativa oxidativo
EYR36_000422 Proteina MFS putativa Otros Aparato de Golgi
Celobiosa deshidrogenasa Metabolismo
EYR36_000467 _ o Membrana celular
putativa oxidativo
Subunidad SPc24 del Quinetocoroj )
EYR36_000588 . Otros Nucleo
putativa
Oxidorreductasa dependiente de Metabolismo _
EYR36_000590 . o Citoplasma
NADP putativa oxidativo
) Metabolismo _
EYR36_000692] Aldo/ceto reductasa putativa o Citoplasma
oxidativo
EYR36_001016 Proteina MFS putativa Otros Membrana celular

EYR36_001096
EYR36_001111

EYR36_001155

EYR36_001162

EYR36_001187

Dienelectona hidrolasa putativa
Proteina similar a YOR389W

Alcohol deshidrogenasa putativa

Lipasa fangica putativa

Serin carboxipeptidasa putativa

Metabolismo de los
xenobiéticos
No predicho
Metabolismo

oxidativo

Metabolismo de los

lipidos

Protedlisis

Citoplasma
Extracelular

Citoplasma

Extracelular

Extracelular
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresion diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el andlisis transcriptémico. (Cont.)

ID del Gen

Funcién Predicha

Metabolismo

involucrado

Localizaciéon

Celular

EYR36_001284

EYR36_001310

EYR36_001333

EYR36_001344

EYR36_001357

EYR36_001396
EYR36_001482

EYR36_001490

EYR36_001610

EYR36_001706

EYR36_001757

EYR36_001819
EYR36_002012

EYR36_002047

EYR36_002058

EYR36_002159

EYR36_002226

Glicosil hidrolasa putativa (familia
16)

Cuproproteina putativa

Citocromo P450(Clase E, Grupo
1) putativa
Citocromo P450(Clase E, Grupo
4) putativa

Proteina cupin RMIC putativa

Proteina similar a la Taumatina
2-fosfoglicolato fosfatasa putativa

Proteina PDBC1 putativa

Proteina MFS putativa

Proteina reguladora del canal

i6nico putativa
Proteina de unién al NADP

Proteina O-metiltransferasa HET
putativa

O-metiltransferasa

Questin oxidasa putativa

Questin oxidasa putativa

Policétido sintasa putativa

Reductasa de cadena corta

putativa

Metabolismo de los
carbohidratos
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo de los

carbohidratos

Otros

Otros
Metabolismo de los

carbohidratos

Otros

Otros

Metabolismo

oxidativo

Otros

Otros
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo

oxidativo

Membrana celular

Membrana celular

Peroxisoma

Peroxisoma

Mitocondria

Reticulo
endoplasmético
Citoplasma

Citoplasma

Reticulo

endoplasmético

Lisosoma

Citoplasma

Citoplasma
Peroxisoma

Mitocondria

Mitocondria

Peroxisoma

Peroxisoma
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresion diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el andlisis transcriptémico. (Cont.)

Metabolismo

Localizaciéon

ID del Gen Funcién Predicha

involucrado Celular
EYR36_002244] Factor de transcripcion NMRA Otros Citoplasma

_ _ Reticulo
EYR36_002264 Preniltranferasa putativa Otros -

endoplasmatico
_ , Metabolismo
EYR36_002267 Oxidoreductasa putativa o Extracelular
oxidativo
Inhibidor de la ribonucleasa ]
EYR36_002424 _ Otros Nucleo
putativa

EYR36_002443 Lisozima putativa Otros Mitocondria

EYR36_002466
EYR36_002610
EYR36_002611

EYR36_002612
EYR36_002646
EYR36_002691
EYR36_002718

EYR36_002807
EYR36_002903

EYR36_002934

EYR36_002976
EYR36_003046
EYR36_003047
EYR36_003095
EYR36_003169

EYR36_003178
EYR36_003179

Anhidrasa carbdnica putativa

a/B hidrolasa
Citocromo P450(Clase E, Grupo
4) putativa
Proteina MAF putativa
DUF3455 putativa
Peptidasa S33 putativa
Transportador ABC putativo
2-oxoglutarato deshidrogenasa
putativa
Proteina MAF putativa
Reductasa de cadena corta
putativa
Reductasa de cadena corta
putativa
Serin carboxipeptidasa putativo
Factor de transcripcion HSM1
putativa

Acil-CoA-acetiltransferasa putativa
Citidina deaminasa putativa

Perforina putativa

Perforina putativa

Metabolismo de los
carbohidratos
Otros
Metabolismo
oxidativo
Otros
No predicho
Protedlisis
Otros
Metabolismo de los
carbohidratos
Otros
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo
oxidativo

Protedlisis
Otros

Otros
Metabolismo de los
nucleosidos
Otros
Otros

Extracelular
Peroxisoma
Peroxisoma

Lisosoma
Extracelular
Citoplasma

Membrana celular
Mitocondria
Aparato de Golgi

Peroxisoma

Peroxisoma

Extracelular
Reticulo
endoplasmatico

Citoplasma
Extracelular

Citoplasma

Citoplasma
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresién diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el analisis transcriptémico. (Cont.)

Metabolismo

Localizaciéon

ID del Gen Funcién Predicha

involucrado Celular

Proteina ligasa de Ubiquitina E3 Reticulo
EYR36_003334 _ Otros i

putativa endoplasmatico
i , Metabolismo
EYR36_003355 Cuproproteina putativa o Extracelular
oxidativo

EYR36_003385

EYR36_003452
EYR36_003500
EYR36_003507

EYR36_003688

EYR36_003746

EYR36_003965

EYR36_003970

EYR36_003989

EYR36_004032

EYR36_004117

EYR36_004149

EYR36_004168

EYR36_004219

EYR36_004226

EYR36_004267

Fosfolipasa

A/B hidrolasa putativa
Peptidasa S8 putativa
Proteina con dominio C2

Cuproproteina putativa

Sintetasa dependiente de AMP
putativa
Citocromo P450(Clase E, Grupo
1) putativa
Reductasa de cadena corta
putativa
Reductasa de cadena corta
putativa
Citocromo P450(Clase E, Grupo
1) putativa
Proteina de unién a la
fosfatidiletanolamina
Reductasa de cadena corta
putativa
3-ceto-esteroide reductasa

putativa

Lipasa fangica putativa

Policétido sintasa putativa

Proteina similar YOR389W

Metabolismo de los
lipidos
Otros
Protedlisis
No predicho
Metabolismo

oxidativo
No predicho

Metabolismo
oxidativo
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo

oxidativo
Otros

Metabolismo
oxidativo
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo de los
lipidos
Metabolismo
oxidativo

No predicho

Citoplasma

Citoplasma
Extracelular

Citoplasma

Extracelular

Peroxisoma

Reticulo

endoplasmético

Peroxisoma

Peroxisoma

Reticulo

endoplasmatico

Citoplasma

Peroxisoma

Peroxisoma

Extracelular

Citoplasma

Extracelular
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresién diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el analisis transcriptémico. (Cont.)

ID del Gen

Funcién Predicha

Metabolismo

involucrado

Localizaciéon

Celular

EYR36_004281

EYR36_004363
EYR36_004538

EYR36_004797
EYR36_004842
EYR36_004993
EYR36_005068

EYR36_005150

EYR36_005390

EYR36_005409
EYR36_005434

EYR36_005519

EYR36_005540
EYR36_005656
EYR36_005687

EYR36_005689
EYR36_005769
EYR36_005889
EYR36_005904

EYR36_005930

EYR36_005983
EYR36_005999
EYR36_006046

Dienelectona hidrolasa putativa

Proteina MFS putativa
Dipeptidil Peptidasa putativa
Subunidad Ndc80 del cinetocoro
putativa

Proteina con dominio Band-7
Fosfatidilserin descarboxilasa

Proteina con dominio MATH
Citocromo P450(Clase E, Grupo
4) putativa
Proteina de unién a la
fosfatidiletanolamina
Metaloproteasa putativa
Hidrofobina putativa

Cuproproteina putativa

Cuproproteina putativa

Peptidasa S33 putativa
Proteina con dominio rico en
glicina
A/B hidrolasa putativa
Proteina MAF putativa
Proteina de unién al NADP
Proteina de unién al NADP
Citocromo P450(Clase E, Grupo
4) proteina
Proteina MAF putativa
Proteina 14-3-3 putativa

Metaloproteasa putativa

Metabolismo de los
xenobiobticos
Otros

Protedlisis
Otros

No predicho
Metabolismo de los
lipidos
No predicho
Metabolismo

oxidativo
Otros

Protedlisis
Otros
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo
oxidativo

Protedlisis
No predicho

Otros
Otros
No predicho
No predicho
Metabolismo
oxidativo
Otros
Otros

Protedlisis

Citoplasma

Membrana celular

Citoplasma
Nucleo
Peroxisoma
Citoplasma

Lisosoma
Reticulo
endoplasmético

Mitocondria

Citoplasma

Extracelular

Extracelular

Extracelular
Extracelular
Citoplasma

Extracelular
Membrana celular
Peroxisoma
Mitocondria
Reticulo
endoplasmético
Lisosoma
Citoplasma

Extracelular
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresién diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el analisis transcriptémico. (Cont.)

Metabolismo

Localizaciéon

ID del Gen Funcién Predicha
involucrado Celular
EYR36_006091] Peptidasa aspéartica putativa Protedlisis Extracelular
EYR36_006145 A/B hidrolasa putativa Otros Peroxisoma
Proteina con dominio repetitivo _
EYR36_006180 ) Otros Citoplasma
Ankyrin
EYR36_006198] Inhibidor del proteosoma putativo Otros Citoplasma
o o _ Metabolismo _
EYR36_006323] Aminoligasa diptina putativa _ Citoplasma
secundario
_ Metabolismo _
EYR36_006657 Terpeno ciclasa _ Citoplasma
secundario
_ _ _ Metabolismo de los _
EYR36_006689] Dienelactona hidrolasa putativa . Citoplasma
xenobidticos
_ _ _ Metabolismo de los _
EYR36_006690] Dienelactona hidrolasa putativa . Citoplasma
xenobidticos
Proteina con dominio Metabolismo _ .
EYR36_006702 _ _ Mitocondria
Monooxigenasa secundario
EYR36_006728 O-metiltransferasa putativa Otros Citoplasma
EYR36_006763] Peptidasa aspartica putativa Protedlisis Lisosoma

EYR36_006828
EYR36_006872
EYR36_006964
EYR36_007138

EYR36_007321

EYR36_007326

EYR36_007370

EYR36_007393

EYR36_007420

Glicosil hidrolsa (familia 16)
putativa
Peptidasa M28 putativa
Reductasa de cadena corta
putativa
Proteina NRAMP putativa
Citocromo P450(Clase E, Grupo
4) putativa
Proteina con dominio de cierre de
leucinas
Polisacérido liasa (familia 8)
putativa
Polisacérido liasa (familia 8)
putativa

A/B hidrolasa putativa

Metabolismo de los
carbohidratos
Protedlisis
Metabolismo
oxidativo
Otros
Metabolismo

oxidativo
No predicho

Metabolismo de los
carbohidratos
Metabolismo de los
carbohidratos
Otros

Extracelular
Extracelular
Peroxisoma

Lisosoma
Reticulo

endoplasmatico

Nucleo

Extracelular

Extracelular

Citoplasma
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresién diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el analisis transcriptémico. (Cont.)

ID del Gen

Funcién Predicha

Metabolismo

involucrado

Localizaciéon

Celular

EYR36_007606
EYR36_007671
EYR36_007712
EYR36_007775
EYR36_007783
EYR36_007804

EYR36_007855

EYR36_007872

EYR36_007900

EYR36_007948

EYR36_007959
EYR36_007991
EYR36_008064

EYR36_008077
EYR36_008108

EYR36_008144

EYR36_008145
EYR36_008165

EYR36_008169

EYR36_008182
EYR36_008197

S-formilglutation hidrolasa putativa

Proteina con dominio WAF
Proteina de union al FAD-NAD

N-acetiltransferasa putativa
Proteina de biosintesis de
Fenazina
Metaloproteasa putativa
Inhibidor de la ribonucleasa
putativa

Proteina MAF putativa

Transportador del tetrapéptido
putativa

Proteina similar a UstYa

Lectina similar a la ricina
A/B hidrolasa putativa
Epoxido hidrolasa putativa

Epdxido hidrolasa putativa

Lisina metiltransferasa putativa
Lectina similar a la ricina

Proteina similar a la lectina

Putative NRAP protein

Putative Citocromo P450(Clase E,

Grupo 1)
GTPasa pequeiia putativa

Proteina con dominio HET

Metabolismo de los
xenobidticos
No predicho
Metabolismo
oxidativo
Otros

Otros
Protedlisis

Otros

Otros

Otros

Metabolismo
secundario
Metabolismo de los
carbohidratos
Otros

Otros

Otros
Otros
Metabolismo de los

carbohidratos

Otros

Otros
Metabolismo

oxidativo
Otros
Otros

Citoplasma
Citoplasma
Peroxisoma
Mitocondria
Citoplasma
Extracelular
Citoplasma

Reticulo
endoplasmético
Reticulo

endoplasmético

Extracelular

Extracelular

Peroxisoma
Reticulo
endoplasmatico
Citoplasma

Mitocondria
Extracelular

Extracelular
Lisosoma
Reticulo
endoplasmatico
Citoplasma

Citoplasma
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresién diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el analisis transcriptémico. (Cont.)

Metabolismo

Localizaciéon

ID del Gen Funcién Predicha
involucrado Celular
EYR36_008239 Proteina con dominio HET Otros Citoplasma
EYR36_008301 Proteina de union al NADP Otros Citoplasma
Proteina reguladora del canal ,
EYR36_008351 . _ Otros Lisosoma
iGnico putativa

) _ Reticulo

EYR36_008447 Proteina MFS putativa Otros .
endoplasmatico
EYR36_008493 Carboxilesterasa putativa Otros Extracelular
_ ) Metabolismo
EYR36_008528] Oxalato descarboxilasa putativa o Extracelular
oxidativo

EYR36_008558

EYR36_008643

EYR36_008673

EYR36_008835

EYR36_008844
EYR36_008927
EYR36_009008

EYR36_009024
EYR36_009026

EYR36_009097

EYR36_009163

EYR36_009326

EYR36_009358

Fosfatidilglicerol lisiltransferasa

Proteina intercambiadora de
cationes putativa
Proteina similar a la Beta

lactamasa
Enoil reductasa putativa

Proteina con dominio glicosil
hidrolasa
A/B hidrolasa putativa
Factor de transcripcion PDR1
putativa
a-Integrina putativa
a-Integrina putativa
Isoprenilcistein
carboxilmetiltransfersa putativa
Reductasa de cadena corta

putativa

Lipasa fangica putativa

Tiorredoxina putativa

Metabolismo de los
lipidos

Otros

Otros

Metabolismo
secundario
Metabolismo de los
carbohidratos
Otros

Otros

Otros
Otros

Otros

Metabolismo
oxidativo
Metabolismo de los
lipidos
Metabolismo

oxidativo

Mitocondria

Lisosoma

Peroxisoma

Citoplasma

Extracelular
Extracelular
Nucleo

Lisosoma
Citoplasma
Reticulo

endoplasmatico

Mitocondria

Extracelular

Peroxisoma
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresién diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el analisis transcriptémico. (Cont.)

Metabolismo

Localizaciéon

ID del Gen Funcién Predicha
involucrado Celular
i _ Reticulo
EYR36_009400 Proteina MFS putativa Otros -
endoplasmatico
o Metabolismo Reticulo
EYR36_009449 Proteina similar a UstYa ) -
secundario endoplasmatico

EYR36_009489

EYR36_009637
EYR36_009662

EYR36_009718

EYR36_009815

EYR36_009872

EYR36_009907

EYR36_009918

EYR36_009943

EYR36_010038
EYR36_010043

EYR36_010214

EYR36_010277
EYR36_010410
EYR36_010418
EYR36_010419

EYR36_010431

Quitinasa putativa

B-lacatamasa putativa

Peptidasa aspartica putativa

Monooxigenasa putaiva

Proteina DUF1295 putativa

Corsimato liasa putativa

Fosfatidilserin descarboxilasa

putativa
Proteina MAF putativa

Citocromo P450(Clase E, Grupo
1) putativa
Proteina GRPD putativa
Quinasa putativa
Proteina transportadora de

amino&cidos putativa
Oxalato descarboxilasa putativa

Proteina SurE poutativa
Reductasa de cadena corta
putativa
Proteina Sur7 putativa
Glicosil hidrolsa putativa (familia
30)

Metabolismo de los
carbohidratos
Otros
Protedlisis
Metabolismo

oxidativo
Otros

Metabolismo
secundario
Metabolismo de los

lipidos
Otros

Metabolismo
oxidativo
Stress Response
Otros

Otros

Metabolismo
oxidativo
Otros
Metabolismo
oxidativo
Otros
Metabolismo de los

carbohidratos

Extracelular

Citoplasma

Membrana celular
Mitocondria

Reticulo

endoplasmético

Citoplasma

Peroxisoma

Reticulo

endoplasmatico
Mitocondria

Citoplasma

Citoplasma

Membrana celular

Extracelular

Extracelular

Peroxisoma
Membrana celular

Extracelular
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresién diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el analisis transcriptémico. (Cont.)

Metabolismo

Localizaciéon

ID del Gen Funcién Predicha
involucrado Celular
Citocromo P450(Clase E, Grupo Metabolismo Reticulo
EYR36_010489 _ _— .
1) putativa oxidativo endoplasmatico
Citocromo P450(Clase E, Grupo Metabolismo Reticulo
EYR36_010502 _ o )
1) putativa oxidativo endoplasmatico
Citocromo P450(Clase E, Grupo Metabolismo _ _
EYR36_010516 _ o Mitocondria
1) putativa oxidativo
_ _ _ Reticulo
EYR36_010577] Ubia preniltrasnfersa putaiva Otros -
endoplasmatico
EYR36_010612 Proteina MAF putativa Otros Membrana celular
_ Metabolismo
EYR36_010644 Cuproproteina putativa o Extracelular
oxidativo
EYR36_011023 Peptidasa S8 putativa Protedlisis Extracelular
o _ Metabolismo _
EYR36_011052 Lipoxigenasa putativa S Citoplasma
oxidativo
EYR36_011057] Transportador ABC putativa Otros Membrana celular
EYR36_011060 Glutaminasa putativa Nitrogen Metabolism Mitocondria
_ Metabolismo _
EYR36_011092] Aldo/ceto reductasa putativa o Citoplasma
oxidativo
EYR36_011119] Serin carboxipeptidasa putativa Protedlisis Extracelular
EYR36 011145 Fosfotransfersa putativa Otros Citoplasma
Glicosil hidrolasa putativa (familia | Metabolismo de los _
EYR36_011338 Citoplasma

EYR36_011379
EYR36_011422

EYR36_011430
EYR36_011432

EYR36_011590

EYR36_011738

5)

Proteina MAF putativa
Galactosa oxidasa putativa

Proteina con dominio F-box
Proteina de unién al NADP

Reductasa de cadena corta

putativa

Glicotransfersa putativa

carbohidratos
Otros

Metabolismo
oxidativo

No predicho

No predicho

Metabolismo
oxidativo

Metabolismo de los

carbohidratos

Aparato de Golgi
Extracelular

Nucleo

Peroxisoma
Mitocondria

Reticulo

endoplasmatico
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Anexo 3a: Genes de P. pulmonarius LBM 105 con expresién diferencial en presencia de PCBs

obtenidos mediante el analisis transcriptémico. (Cont.)

ID del Gen

Funcién Predicha

Metabolismo

involucrado

Localizaciéon

Celular

EYR36_011739

EYR36_011897

ILV5

LCC2_3

LCC5_5

LEU1

LEU2

MAK3
MDR1_1

MNS1B_1

PHOS84 1

PIS1_ 1

PIS1 2
RNY1 2

TPS2

VPL1 4

WSCD2_1

YUH1_1

B-1,3-endoglucanasa putativa

Flavin Monooxigenasa putativa

Acetohidroxiacido

reductosiomersasa bifuncional

Lacasa

Lacasa

3-isopropilmalato deshidrogenasa

3-isopropilmalato deshidrogenasa

N-a-acetiltransferasa

Proteina activadora de la GTPasa
a-mannosidasa putativa

Transportador de fosfato
inorganico
CDP-diacilglicerol -inositol-3-
fosfatidiltrasnferasa putativa
CDP-diacilglicerol -inositol-3-
fosfatidiltrasnferasa putativa

Ribonucleasa T2

Trealosa fosfatasa putativa

Peroxidasa versatil

Proteina con dominio WSC

Hidrolasa de Ubiquitina putativa

Metabolismo de los
carbohidratos
Metabolismo de los
xenobidticos
Metabolismo de los
aminoacidos
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo de los
aminoacidos
Metabolismo de los
aminoacidos
Otros
Otros
Metabolismo de los

carbohidratos
Otros

Metabolismo de los
lipidos
Metabolismo de los
lipidos
Otros
Metabolismo de los
carbohidratos
Metabolismo
oxidativo
Metabolismo de los
carbohidratos
Otros

Reticulo

endoplasmatico

Peroxisoma

Mitocondria

Extracelular

Extracelular

Citoplasma

Citoplasma

Citoplasma

Membrana celular
Extracelular

Reticulo
endoplasmatico
Reticulo
endoplasmatico
Reticulo
endoplasmatico

Extracelular

Citoplasma

Extracelular

Extracelular

Citoplasma
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Anexo 3b: Top de 100 Genes de P. pulmonarius LBM 105

con mayor expresion diferencial en presencia de PCBs.

Anexo 3b. Top de 100 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con mayor expresion diferencial en

presencia de PCBs (1) Nivel de expresion frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05) expresado en

una escala logaritmica (Log2).

Top 50 Subexpresado

ID del Gen Funcion Predicha Metabolismo E)Tlg)\;glsidc’)enl
EYR36_004032 Citocromo P450 El Metabolismo Oxidativo -4.405
EYR36_008144 Lectina similar a ricina gfgiﬁ?&ifar{‘o‘; -4.328
EYR36_009026] Intregrina Alfa Otros -4.208
EYR36_006091 Peptidasa aspartica Proteolisis -3.903
EYR36 010261 No Predicho No Predicho -3.750
EYR36_009907] Fosfatidil serina descarboxilasa Metabolismo Lipidos -3.704
EYR36_002662 No predicho No predicho -3.666
EYR36_004993] Fosfatidil serina decarboxylasa Metabolismo Lipidos -3.647
EYR36_002264 Peniltransferasa Otros -3.394
EYR36 000190 Metiltransferasg depen_edi_ente de S- Otros .3.382

- adenosil-L-metionina

EYR36_008169 Citocromo P450 Metabolismo Oxidativo -3.190
EYR36_011738 Glicotransferasa 2 Cl\g%?)%?(ljirsa:?:s -3.166
EYR36_009165] No Predicho No Predicho -3.076
EYR36_008447 MFS proteina Otros -3.073
EYR36_001610] Proteina MFS Otros -3.070
EYR36_000212 Hidrofobina Otros -3.033
EYR36_010090 No Predicho No Predicho -2.934
EYR36_006046 Metalopeptidasa Proteolisis -2.847
EYR36_002443 Lisosima otros -2.844
EYR36_011119 Serin carboxipeptidasa Proteolisis -2.748
EYR36_003688 Cupredoxina Metabolismo Oxidativo -2.714
EYR36_002934 reductasa de cadena corta Metabolismo Oxidativo -2.711
EYR36_010577 UbiA preniltransferasa Otros -2.705
EYR36_008978 No Predicho No Predicho -2.699
EYR36_009358 Thioredoxina Metabolismo oxidativo -2.687
EYR36_002012 O-metiltransferasa Otros -2.594

Perforina Otros -2.581

EYR36_003178|
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Anexo 3b. Top de 100 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con mayor expresién diferencial en

presencia de PCBs (1) Nivel de expresion frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05) expresado en una

escala logaritmica (Logz).

ID del Gen Funcién Predicha Metabolismo E)I:Ig)\;glsidéenl
EYR36_007981 No predicho No Predicho -2.480
EYR36_007393] Polisacarido liasa 8 Cl\g?gi?]%ifarpoos -2.452
EYR36_007370] Polisacarido liasa 8 cl\g(ral;?)?l?d"farpoos -2.412
EYR36_000357 No Predicho No Predicho -2.376
EYR36_008844 Glicosil Hidrolasa &fg%i?gf;‘gs -2.367
EYR36_005045] No Predicho No Predicho -2.328
EYR36_009032 No Predicho No Predicho -2.321
EYR36_005651 No predicho No Predicho -2.290
EYR36_006657 Terpeno cyclasa '\i‘ztcibn";iasm)o -2.228
PHO84 1 Transporte de fosfato inorganico Otros -2.198
EYR36_001162 Lipasa Fungica Metabolismo Lipidos -2.198
EYR36_002892 No Predicho No predicho -2.151
EYR36_008105] No Predicho No Predicho -2.122
EYR36_009024 Intregrina Alfa Otros -2.110
EYR36_005300 No Predicho No Predicho -2.074
EYR36_008145 Proteina Similar Lectina otros -2.036
EYR36_010431 Glicosil Hidrolasa (30) &fg%%?gf;?:s -2.026
EYR36_005999] Proteina 14-3-3 Otros -2.018
EYR36_006964 Reductasa de cadena corta Metabolismo oxidativo -2.010
EYR36_001310] Cupredoxina Metabolismo Oxidativo -2.006
LCC2_3 Lacasa Metabolismo Oxidativo -1.967
EYR36_006828 Glicosil hidrolasa 16 Metapotsmo -1.962
EYR36_006638 No predicho No Predicho -1.955

Top 50 Sobreexpresado

ID del Gen Funcién Predicha Metabolismo E)Té\:zlsidéenl
EYR36_009719] No Predicho No Predicho 2.212
EYR36_000291 Glutation S Transferasa )I\(/I:r:z;tt))ti)olit?g(; 2.231
EYR36_001504 No Predicho No Predicho 2.234
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Anexo 3b. Top de 100 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con mayor expresién diferencial en

presencia de PCBs (1) Nivel de expresion frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05) expresado en una

escala logaritmica (Logz).

ID del Gen Funcion Predicha Metabolismo E)Tlg)\;glsidc’)enl
EYR36_002226] Reducatasa de cadena corta Metabolismo Oxidativo 2.246
ACT1 3 Actina Otros 2.275
EYR36_ 009158 No Predicho No Predicho 2.288
EYR36_000418 Reductasa de cadena corta Metabolismo oxidativo 2.300
EYR36_001357 RMIC cupin proteina &fg%?}?gf;‘t‘;’s 2.311
EYR36_008165] NRAP proteina Otros 2.348
EYR36_009491 No Predicho No Predicho 2.349
EYR36_009459] No Predicho No Predicho 2.404
EYR36_001096) Dienelactona Hidrolasa )“f:rtgg%'tfgg 2.414
EYR36_004281 Dienelactona Hidrolasa )“g':rtgtt’)%'tfgg 2.430
EYR36_010031 No Predicho No Predicho 2.448
EYR36_005656] Peptidasa S33 Proteolisis 2.465
EYR36_ 003452 Alfa/beta hidrolasa Hidrolisis 2.483
EYR36_005390| P{g;?;gzifje?a‘;’gg’:n?nﬂa Otros 2.603
EYR36 001757] FProteina CO”N‘fggnio deunion ;e tapolismo Oxidativo|  2.615
EYR36_008301 Proteina con dominio de unién a Otros 2 633

NADP
EYR36_001782 No Predicho No Predicho 2.659
EYR36_008558 Lisilfosfatidilglicerol sintasa Metabolismo Lipidos 2.676
EYR36_005930] Citocromo P450 (clase E grupo 1V) | Metabolismo oxidativo 2.677
EYR36_003355 Cupredoxina Metabolismo Oxidativo 2.683
EYR36_008276 No Predicho No Predicho 2.688
EYR36_006911 No predicho No Predicho 2.698
EYR36_000311 Aldo/ceto Reductasa Metabolismo Oxidativo 2.701
EYR36 006702 Prot con Domini.o Mpnooxygenasa Metabolismo 2717
- biosintetica secundario

EYR36_005409] Metalopeptidasa Proteolisis 2.754
EYR36_006689] Dienelactona Hidrolasa Qggig%mg 2.789
EYR36_011567 No Predicho No Predicho 2.847

No Predicho No Predicho 2.857

EYR36_008499
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Anexo 3b. Top de 100 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con mayor expresién diferencial en
presencia de PCBs (1) Nivel de expresion frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05) expresado en una

escala logaritmica (Log?2).

ID del Gen Funcion Predicha Metabolismo E)Tlg)\;glsidc’)enl
EYR36_002058 Oxidasa Questin Metabolismo Oxidativo 2.875
EYR36_006906 No predicho No Predicho 2.967
EYR36_008077 Epoxido Hidrolasa Hidrolisis 3.021
EYR36_011057 Transportador ABC Otros 3.207
EYR36_008500] No Predicho No Predicho 3.222
EYR36_009097 'SOpr;eer:iiI'tCriasrt]‘;ifgfaasr;’OXi' Otros 3.363
EYR36_006180| Proteina cor}l\glc())r/rrliigio repetitivo Otros 3.461
EYR36_009002 No Predicho No Predicho 3.496
EYR36_002122 No Predicho No Predicho 3.560
EYR36_008239 Proteina con dominio HET Otros 3.723
EYR36_001819 Proteina HET Otros 3.759
EYR36_009137 No Predicho No Predicho 3.953
EYR36_005519] Cupredoxina Metabolismo oxidativo 4.054
EYR36_007321] Citocromo P450 (clase E grupo V) | Metabolismo oxidativo 4.170
EYR36_005540] Cupredoxina Metabolismo oxidativo 4.189
VPL1 4 Peroxidasa Versatil Metabolismo Oxidativo 4.298
EYR36_010644 Cupredoxina Metabolismo oxidativo 4.642
EYR36_010502] Citocromo P450 (clase E grupo 1) | Metabolismo oxidativo 4.740
EYR36_002718 ABC transportador Otros 4.956
EYR36_002047 Oxidasa Questin Metabolismo Oxidativo 4,983
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Anexo 3c: Top de 5 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con

mayor expresion diferencial en el metabolismo oxidativo
frente alos PCBS.

Anexo 3c. Top de 5 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con mayor expresion en el metabolismo
oxidativo frente a los PCBs. (1) Nivel de expresiéon frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05)

expresado en una escala logaritmica (Logz).

ID del Gen Funcién Predicha Nivel de Expresion?
EYR36_003355 Cupredoxina 2.683
EYR36_005930 Citocromo P450 (clase E grupo 1V) 2.677
EYR36_001757 Proteina con dominio de union NADP 2.615
EYR36_000418 Reductasa de cadena corta 2.300
EYR36_002226 Reducatasa de cadena corta 2.246

Anexo 3d: Top de 5 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con

mayor expresion diferencial en el metabolismo de los

xenobidticos frente alos PCBS.

Anexo 3d. Top de 5 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con mayor expresion en el metabolismo de
los xenobidticos frente a los PCBs. (1) Nivel de expresién frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05)

expresado en una escala logaritmica (Logz).

ID del Gen Funcion Predicha Nivel de Expresiéont
EYR36_000291 Glutation S Transferasa 2.23
EYR36_001096 Dienelactona Hidrolasa 241
EYR36_004281 Dienelactona Hidrolasa 2.43
EYR36_006689 Dienelactona Hidrolasa 2.79
EYR36_006690 Dienelactona Hidrolasa 1.30
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Anexo 3e: Top de 5 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con

mayor expresion diferencial en el metabolismo de los

lipidos frente a los PCBS.

Anexo 3e. Top de 5 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con mayor expresion en el metabolismo de
los lipidos frente a los PCBs. (1) Nivel de expresién frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05)

expresado en una escala logaritmica (Logz).

ID del Gen Funcion Predicha Nivel de Expresiont
EYR36_008558 Lisilfosfatidilglicerol sintasa 2.68
ERG3 C14 Esterol Reductasa 2.02
ERG2 3 C8 esterol isomerasa 1.73
ERG2 2 C8 esterol isomerasa 1.65
ERG24 1 C14 Esterol Reductasa 1.53

Anexo 3f: Top de 5 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con

mayor expresion diferencial en el metabolismo de los

carbohidratos frente a los PCBS.

Anexo 3f. Top de 5 Genes de P. pulmonarius LBM 105 con mayor expresion en el metabolismo de
los carbohidratos frente a los PCBs. (1) Nivel de expresion frente a la adicién de los PCBs (p < 0.05)

expresado en una escala logaritmica (Logz).

ID del Gen Funcion Predicha Nivel de Expresiént
EYR36_001357 RMIC cupin proteina 2.31
EYR36_002466 Anhidrasa carbénica 1.96
EYR36_002807 2-oxoglutarato deshidrogenasa 1.24
EYR36_007959 Lectina similar a ricina 1.23
EYR36 011338 Glicosil hidrolasa 5 1.09
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Anexo 4: Proteinas con abundancia aumentada de P.

pulmonarius LBM 105 en presencia de PCBs obtenidas a

partir del analisis protedmico total.

Anexo 4. Caracteristicas y ubicacion de las proteinas con abundancia aumentada de P. pulmonarius

LBM 105 en presencia de PCBs. (1) Ubicacion subcelular predicho por el servidor Deep-Loc 1.0. (2)

Nivel de abundancia frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05) expresado en una escala logaritmica

(Logz)
L Proceso o
ID de » ) Localizacion ] o Cédigo
. Funcidn predicha Abundancia? biolégico .
proteina celular? . figura
involucrado
AOAO67N | Reductasa de cadena corta ) Metabolismo
] Peroxisoma 7,42 o o1
501 putativa Oxidativo
. Metabolismo de
Gliceraldehido-3-fosfato i
Q9UW96 ] Citoplasma 6,53 los C1
deshidrogenasa )
Carbohidratos
. Metabolismo de
Gliceraldehido-3-fosfato )
G9MD63 ] Citoplasma 6,47 los Cc2
deshidrogenasa ]
Carbohidratos
AOAO067N NAD(P) deshidratasa ) . .
) Mitocondria 5,04 No Predicho -
FF9 dependiente de ATP
AOAO67N o ) _ Metabolismo de
ATP fosforribosiltransferasa Mitocondria 4,96 ) _ Al
DY3 los Aminoécidos
_ Metabolismo de
D5GRP3 Carboxilesterasa Extracelular 4,92 . L2
los Lipidos
AOAO067N Epimerasa/Hidratasa ) .
] Peroxisoma 4,74 No Predicho -
568 dependiente de NADP
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Anexo 4. Caracteristicas y ubicacion de las proteinas con abundancia aumentada de P. pulmonarius
LBM 105 en presencia de PCBs. (1) Ubicacion subcelular predicho por el servidor Deep-Loc 1.0. (2)

Nivel de abundancia frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05) expresado en una escala logaritmica

(Logz). (Cont.)

o Proceso o
ID de y ) Localizacion ) o Cdédigo
i} Funcién predicha Abundancia? biolégico .
proteina celular? . figura
involucrado
AOAO067N S-metil-5-tioadenosina ] Metabolismo de
Citoplasma 4,57 . V1
YP3 fosfatasa los Nucleodsidos
AOA067P . . Metabolismo de
Ribonucleoproteina Ndcleo 4,31 . V2
6V7 nucleoétidos
AOA067P ) ) Traduccion
Proteinas Ribosomal L2 Citoplasma 4,28 _ R1
101 Proteica
Metabolismo
Q2VT19 Lacasa Extracelular 4,24 o 03
Oxidativo
AOAO067N ] ] Traduccion
Proteina Ribosomal S4 Citoplasma 4,12 . R2
FT1 Proteica
AOAO67N ) _
59 Ureohydrolasa No predicho 3,86 No Predicho -
AOAO67N . ) ) . Metabolismo de
Ribosa 5 fosfato isomerasa Mitocondria 3,79 . C3
GT9 Carbohidrato
AOAO67N _ ] _ o
YAL Serina Carboxipeptidasa Extracelular 3,59 Protedlisis P1
AOAO67N . ) Metabolismo
Aldolasa Putativa Peroxisoma 3,53 o 04
XK1 Oxidativo
Dienolactona Sintesis de
AOAO67P ) o ) )
AE6 hidrolasa/Carboximetileno Citoplasma 3,31 Metabolitos V3
butenolidasa Secundarios
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Anexo 4. Caracteristicas y ubicacion de las proteinas con abundancia aumentada de P.

pulmonarius LBM 105 en presencia de PCBs. (1) Ubicacion subcelular predicho por el

servidor Deep-Loc 1.0. (2) Nivel de abundancia frente a la adicién de los PCBs (p < 0.05)

expresado en una escala logaritmica (Logz). (Cont.)

o Proceso o
ID de . _ Localizacion . o Caddigo
. Funcion predicha Abundancia?| biolégico )
proteina celular? _ figura
involucrado
Metabolismo de
S5J1C2 Ureasa Citoplasma 3,22 Compuestos V4
Aromaticos
Subunidad beta del complejo )
AOA067P . L i Metabolismo del
asociado al polipéptido Nucleo 3,12 o R3
7P3 . Nitrégeno
naciente
AOA067P Aparato de Traduccion
GTPasa ] 2,96 . -
DA2 Golgi Proteica
AOA067P Proteina similar a la _
Extracelular 2,96 No Predicho -
DG8 tautomerasa
AOAO67N ) , :
68 Aldo-ceto reductasa Mitocondria 2,83 No Predicho 06
AOAO67N ) Metabolismo
Galactosa Oxidasa Extracelular 2,81 o o7
3M1 Oxidativo
AOAO67N ) . _ Metabolismo
Proteina Ribosomal L18 Citoplasma 2,76 o R4
Z52 Oxidativo
AOAO067N ) ) ) Traduccion
Peroxiredoxina Citoplasma 2,73 . 08
4M3 Proteica
AOAO67N _ ) Metabolismo
Proteina ribosomal S9 Citoplasma 2,67 o R5
SI3 Oxidativo
AOA067P ) Traduccion
Aldo-ceto reductasa Citoplasma 2,54 . 010
AKS5 Proteica
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Anexo 4. Caracteristicas y ubicacion de las proteinas con abundancia aumentada de P.

pulmonarius LBM 105 en presencia de PCBs. (1) Ubicacion subcelular predicho por el

servidor Deep-Loc 1.0. (2) Nivel de abundancia frente a la adicién de los PCBs (p < 0.05)

expresado en una escala logaritmica (Logz). (Cont.)

o Proceso o
ID de . _ Localizacion . o Caddigo
. Funcion predicha Abundancia?| biolégico )
proteina celular? _ figura
involucrado
] . Metabolismo
Q4Qz27 Peroxidasa Versatil Extracelular 2,27 o 011
Oxidativo
_ ) Metabolismo
D2JY79 Proteina Ribosomal L15 Citoplasma 2,26 o R6
Oxidativo
AOA067N ) ) Traduccion
Proteina Ribosomal S8 Citoplasma 2,21 _ R7
HZ5 Proteica
AOAO067N . Traduccion
Beta-Glucosidasa Extracelular 2,15 . C4
9Vvo Proteica
AOA067P ) Metabolismo del
Enolasa Citoplasma 2,14 C5
4U9 Carbono
AOA067P Imidazol glicerol fosfato ) Metabolismo del
) Citoplasma 1,95 A2
BU4 deshidratasa Carbono
AOAQ67P _ _ . Metabolismo de
No Predicho Mitocondria 1,43 ) ) -
0z2 los Aminoécidos
AOAO67N ) ) .
No Predicho Citoplasma 1,27 No Predicho -
2P4
AOAO67P ] ] ) ) _
MO Leucina aminopeptidasa Citoplasma 1,15 No Predicho P2
AOAO67P . ) . e
DE9 Oxoacido CoA Transferasa Mitocondria 1,14 Protedlisis V5
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Anexo 4. Caracteristicas y ubicacion de las proteinas con abundancia aumentada de P.
pulmonarius LBM 105 en presencia de PCBs. (1) Ubicacion subcelular predicho por el

servidor Deep-Loc 1.0. (2) Nivel de abundancia frente a la adicién de los PCBs (p < 0.05)
expresado en una escala logaritmica (Logz). (Cont.)

L Proceso o
ID de . _ Localizacion o Caddigo
. Funcion predicha Abundancia?| biolégico )
proteina celular? _ figura

involucrado
AOA067P Proteina Ribosomal L13 )
_ Citoplasma 1,08 Otros R8
255 putativa
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Anexo 5: Proteinas con abundancia disminuida de P.

pulmonarius LBM 105 en presencia de PCBs obtenidas a

partir del analisis protedmico total.

Anexo 5. Caracteristicas y ubicacion de las proteinas con abundancia disminuida de P. pulmonarius LBM

105 en presencia de PCBs. (1) Ubicacion subcelular predicho por el servidor Deep-Loc 1.0. (2) Nivel de

abundancia frente a la adicién de los PCBs (p < 0.05) expresado en una escala logaritmica (Logz)

ID de Funcién Localizacién _ Proceso biolégico Cédigo
] _ Abundancia?® _ _
proteina predicha celular? involucrado figura
AOA067N876 Oxilipina Mitocondria -6,98 Metabolismo de lipidos L4
Piruvato _ ) Metabolismo de
AOAO67NS53 ) Mitocondria -5,75 ] C19
carboxilasa Carbohidratos
Aldehido ] ) o
AOAO67NHH3 ) Citoplasma -5,28 Metabolismo Oxidativo 020
deshidrogenasa
Alfa-1,4 glucano ) Metabolismo de
AOAO067NINS5S Citoplasma -4,99 C18
fosforilasa Carbohidratos
AOA067P9U4 HSp 90 Citoplasma -4,76 Actividad Chaperona V16
Factor de ) ) )
AOAO67NWO08 _ Citoplasma -4,63 Traduccion Proteica R17
elongacion EF 2
Alfa-D- ) Metabolismo de
AOAO67NHY6 Citoplasma -4,46 ] C16
fosfohexomutasa Carbohidratos
Subunidad alfa 1 ) o
AOAO067NZJ1 Citoplasma -4,31 Protedlisis P14

del proteosoma
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Anexo 5. Caracteristicas y ubicacion de las proteinas con abundancia disminuida de P. pulmonarius LBM

105 en presencia de PCBs. (1) Ubicacion subcelular predicho por el servidor Deep-Loc 1.0. (2) Nivel de

abundancia frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05) expresado en una escala logaritmica (Log). (Cont.)

ID de Funcién Localizacién . Proceso biolégico Cédigo
i _ Abundancia?® _ .
proteina predicha celulart involucrado figura
Factor de
D2SLRO elongacion de la] Citoplasma -4,20 Traduccion Proteica R16
traduccion
. Membrana .
AOAO067N954 No Predicho -4,06 No Predicho -
Celular
ATP citrato ) Metabolismo de
AOA067NLR3 _ Citoplasma -4,01 ) C14
sintasa Carbohidratos
Quinunerina ) Metabolismo de los
AOA067P116 . Citoplasma -4,01 . A3
Formamidasa Aminoécidos
Pirofosfatasa _ )
AOAO67NSQ2 ) o Mitocondria -3,84 Otros V15
inorganica
Reductasa de i ) o
AOAO67NEV8 Peroxisoma -3,56 Metabolismo oxidativo 019
cadena corta
AOAO067NTB4 Peptidasa S8 Extracelular -3,53 Protedlisis P12
_ Membrana _
AOA067NBW9 No Predicho -3,49 No Predicho -
Celular
Nucleésido ) Metabolismo de
AOAO67PBAS8 ] . Citoplasma -3,46 ) V14
difosfato cinasa Nucleésidos
Proteina
AOAO067NRR6 . Citoplasma -3,43 Traduccion Proteica R15
Ribosomal L12
Triosafosfato ) Metabolismo de
AOAO067NI38 Citoplasma -3,32 ) C13
Isomerasa Carbohidratos
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Anexo 5. Caracteristicas y ubicacion de las proteinas con abundancia disminuida de P. pulmonarius LBM

105 en presencia de PCBs. (1) Ubicacion subcelular predicho por el servidor Deep-Loc 1.0. (2) Nivel de

abundancia frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05) expresado en una escala logaritmica (Log). (Cont.)

ID de Funcién Localizacién . Proceso biolégico Cédigo
i _ Abundancia?® _ .
proteina predicha celulart involucrado figura
Formato ) i o
AOAO067NII7 ) Citoplasma -3,30 Metabolismo Oxidativo 015
deshidrogenasa
Peptidilpropil ]
AOAO67NJAS Citoplasma -3,26 Chaperona
Isomerasa
Piruvato ) Metabolismo de
AOA067NP31 ) Citoplasma -3,14 ) C11
decarboxilasa Carbohidratos
SKP1 (Complejo ] o
AOA067PC25 o Citoplasma -3,14 Protedlisis P10
ubiquitina ligasa)
Superoéxido ) ) o
AOA067NQW4 ) Citoplasma -3,02 Metabolismo oxidativo 014
dismutasa
. Metabolismo de
AOA067P305 | Transcetolasa Peroxisoma -2.89 ) V13
Carbohidratos
AOAO67NRP1 | Proteina 14-3-3 Citoplasma -2.85 Otros P8
Peptidasa similar o
AOAOX8XLC2 o Extracelular -2.83 Protedlisis 013
a subtilisina
Posible ] ) o
AOA067NLX2 _ Citoplasma -2.76 Metabolismo oxidativo ST4
Flavocitocromo c
Cadena Beta ]
AOAO067N725 . Citoplasma -2.74 Otros -
Tubulina
Subunidad
central de la . ) .
AOAO67NENG6 ] Mitocondria -2.68 No Predicho c8
Citocromo C
reductasa

198



Anexo 5. Caracteristicas y ubicacion de las proteinas con abundancia disminuida de P. pulmonarius LBM

105 en presencia de PCBs. (1) Ubicacion subcelular predicho por el servidor Deep-Loc 1.0. (2) Nivel de

abundancia frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05) expresado en una escala logaritmica (Logz). (Cont.)

ID de Funcién Localizacién . Proceso biolégico Cédigo
i _ Abundancia?® _ .
proteina predicha celulart involucrado figura
UTP glucosa 1 )
) Metabolismo de
AOAO67NIO1 fosfato Citoplasma -2.62 ) ST3
o Carbohidratos
uridiltransferasa
GTPasa SAR- Reticulo
AOAO067NZD8 ) -2.61 Otros -
type Endoplasmatico
Proteina con
AOAO067N840 o Citoplasma -2.57 No Predicho V12
dominio SUMO
AOAO67NHM1 | AAA ATPasa Citoplasma -2.54 Otros ST2
. ] Otros/ Funcién
AOAO67P2E6 Septina Citoplasma -2.49 R14
Estructural
Aspartato tRNA ) ) )
AOAO067P4F3 ) Citoplasma -2.33 Traduccion Proteica V11
sintetasa
UBS27
AOA067NR75 | (Ubiquitina/L27 Citoplasma -2.30 Traduccion Proteica V10
RNA)
Heat Shock ] o
AOAO67NYT5 ) Citoplasma -2.26 Actividad Chaperona V9
Protein 70
AOAO067NUQ4 | Proteina Rad23 Nucleo -2.22 Otros -
AOAO067NKF5 No Predicho Nucleo -2.16 No Predicho V8
AOA067PCSO0 |Chaperona DnaJ] Mitocondria -2.14 Actividad Chaperona R13
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Anexo 5. Caracteristicas y ubicacion de las proteinas con abundancia disminuida de P. pulmonarius LBM

105 en presencia de PCBs. (1) Ubicacion subcelular predicho por el servidor Deep-Loc 1.0. (2) Nivel de

abundancia frente a la adicion de los PCBs (p < 0.05) expresado en una escala logaritmica (Log). (Cont.)

ID de Funcién Localizacién . Proceso biolégico Cédigo
i _ Abundancia?® _ .
proteina predicha celulart involucrado figura
Factor de
AOAO067NCR9 | iniciacion de la Citoplasma -2.12 Traduccion Proteica R12
traduccion
Proteina ] . .
AOAO67NXJ3 . Citoplasma -2.12 Traduccion Proteica R11
Ribosomal S17
Proteina
AOAO67NMU9 _ Citoplasma -2.11 Traduccion Proteica V7
Ribosomal L36
Reticulo -
AOAO067N792 Hsp 70 ) -2.02 Actividad Chaperona R10
Endoplasmatico
Proteina ) ) )
AOA067NQGO . Citoplasma -1.90 Traduccion Proteica P4
Ribosomal 40S
Nedd8 similar a .
AOA067NP99 o Nucleo -1.89 Protedlisis -
ubiquitina
AOAO67NI04 No Predicho Citoplasma -1.83 No Predicho P3
AOAO067NJZ0 Peptidasa S8 Extracelular -1.61 Protedlisis V6
AOA067PCE4 Hsp 70 Citoplasma -1.42 Actividad Chaperona ST1
. ] Otros/Funcién
AOA067POE7 Actina Citoplasma -1.24 C6
Estructural
Aldo-1,2- Metabolismo de
AOAO67NVM1 _ Extracelular -1.23 ) R9
Manosidasa Carbohidratos
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Anexo 6: Proteinas de P. pulmonarius LBM 105 Unicas a la

condicion en presencia de PCBs obtenidas a partir del

analisis protedmico total.

Anexo 6. Proteinas Unicas de la condicion expuesta a PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor de

emPAl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de masas

cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina.

Proceso biolégico

ID de proteina Funcién Predicha emPAl* .
involucrado
Q876Y9 Catalasa fungica 13.454 Metabolismo oxidativo
AOAO067NHY5 Catalasa fungica 10.548 Metabolismo oxidativo
AOA067P468 Cerato platanina putativa 5.813 Estructural
o _ Metabolismo de los
AOAO67NDY3 ATP-fosforibosiltransferasa putativa 5.158 o
aminoacidos
Q8J1s4 Peroxidasa versatil 4.878 Metabolismo oxidativo
AOA067POM5 Proteina ribosomal L18 3.281 Transcripcion y traduccién
AOAO67NL68 Subunidad beta de la ATP-sintasa F1FO0 3.217 Metabolismo del fosfato
AOA067PDGS8 Proteina similar a la tautomerasa putativa 3.217 No predicho
_ Metabolismo de los
AOAO67NL73 Malato deshidrogenasa 3.16 _
carbohidratos
AOAO67NBE6 Proteina con dominio cobW 2.981 Metabolismo del nitrégeno
S5J1C2 Ureasa 2.594 Metabolismo del nitrégeno
_ _ Metabolismo de los
AOA067P360 Corismato sintasa 2.162 o
aminoacidos
) _ Metabolismo de los
AOAQ067P7U7 Galactonato deshidratasa putativa 2.162 o
aminoacidos
AOAO67NY94 Ribonucleoproteina pequefia nuclear 2.162 Transcripcion y traduccion
AOA067P694 Peptidilprolil isomerasa 2.162 Actividad chaperona
AOAO067NC11 Proteina ribosomal L23 2.162 Transcripcion y traduccién
AOAD067NWV6 Ribonucleoproteina pequefia Sm D3 1.783 Transcripcion y traduccion
AOAO67NSA2 Proteina ribosomal L7Ae 1.683 Transcripcion y traduccién
AOAO67NG79 Proteina con dominio RRM 1.683 Otros
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Anexo 6. Proteinas Unicas de la condicion expuesta a PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor de
emPAl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de masas

cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

ID de proteina Funcion Predicha emPAl* Proceso biologico
involucrado
A9QUCAO Lacasa 1512 Metabolismo oxidativo
AOAO067NMQ1 No predicho 1.424 No predicho
AOAO067NX31 Proteina ribosomal L34 putativa 1.371 Transcripcion y traduccién
AOA067NKU9 U6 Proteina asociada al shRNA 1.371 Otros
AOAO067NBY7 No predicho 1.291 No predicho
S5IHAS8 Ureasa 1.246 Metabolismo del nitrégeno
AOAO67NYP3 S-metil-5tiadenosina fosfatasa 1.239 Metabolismo de los
aminoécidos
AOA067NLH9 Proteina con dominio de union al calcio 1.154 Otros
AOAO67NN68 Proteina con dominio Inos-1-P 1.154 Metabolismo de los lipidos
AOAO67N6F8 Aldo/ceto reductasa putativa 1.154 Metabolismo oxidativo
AOAO67NE87 Ribonucleoproteina pequefia putativa 1.154 Transcripcion y traduccién
D5GRP3 Carboxilesterasa 1.096 Metabolismo de los lipidos
AOAO067N7V9 Reductasa de cadena corta putativa 1.054 Metabolismo oxidativo
AOA067NM22 No predicho 0.995 No predicho
AOAO67NYAS5 Lectina putativa 0.995 Metabolismo de los
carbohidratos
AOAO067NWYO Proteina ribosomal S23 putativa 0.995 Transcripcion y traduccion
AOA067NXJ3 Proteina ribosomal S17 putativa 0.931 Transcripcion y traduccion
AOAO067NS56 Lectina putativa 0.931 Metabolisrno de los
carbohidratos
AOAO067NH17 Proteina ribosomal S11 0.931 Transcripcion y traduccién
AOA067NMU9 Proteina ribosomal L36 0.931 Transcripcion y traduccion
AOAO67NY73 Proteina de unidn a la timina putativa 0.931 Otros
D2JY79 Proteina ribosomal L15 0.848 Transcripcion y traduccién
AOAO67NRM1 GTPasa putativa 0.848 No predicho
AOA067P102 Proteina con dominio amidasa 0.848 No predicho
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Anexo 6. Proteinas Unicas de la condicion expuesta a PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor de
emPAl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de masas

cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) y _ Proceso biol6gico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* .
involucrado
AOA067P638 Proteina asociada al snARN U6 0.778 Transcripcion y traduccién
AOAO067NUY3 Lactoilglutation liasa 0.778 Detoxificacion
AOAO067N5G6 Proteina ribosomal L24 putativa 0.778 Transcripcion y traduccién
AOAO67NT11 Glutamina sintasa 0.751 Otros
) _ Metabolismo de los
AOAO067NQJ8 Proteina DUF1349 putativa 0.743 .
aminoacidos
AOA067N2P4 No predicho 0.719 No predicho
AOA067P3B6 Proteina de union al GTP putativa 0.719 No predicho
AOAO067NLS6 Proteina con dominio VWFA 0.701 Actividad peptidasa
AOA067N698 No predicho 0.668 No predicho
AOA067NX51 Proteina ribosomal L31 putativa 0.668 Transcripcion y traduccién
AOA067NDE9 Dienolactona hidrolasa putativa 0.668 Detoxificacion
AOAO67NBY2 Reductasa de cadena corta putativa 0.638 Metabolismo oxidativo
1,2-dihidroxi -3-ceto-5-metiltiopenteno ) o
AOAO067P6R4 o 0.638 Metabolismo oxidativo
dioxigenasa
AOAO67NTB2 Proteina con dominio NFU1 0.638 No predicho
AOA067NFJ2 Tiamina tiazol sintasa 0.624 Metabolismo secundario
AOAO067NRW7 Glutation-S-transferasa putativa 0.624 Detoxificacion
AOAO67NMH2 Isocorismatasa putativa 0.585 Otros
AOAO67NT59 Ureohidrolasa putativa 0.54 Metabolismo del nitrégeno
AOA067NGRO Enzima tiamina pirofosfato putativa 0.54 Metabolismo secundario
AOAO67NF68 Lipasa fungica 0.54 Metabolismo de los lipidos
AOAO67NVZ2 Cadena ligera de la clatrina 0.52 Transporte
AOA067P208 Reductasa de cadena corta putativa 0.501 Metabolismo oxidativo
AOAO67NF70 D-aminoacido oxidasa putativa 0.492 Metabolismo oxidativo
AOAO067N8Q7 No predicho 0.468 No predicho
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Anexo 6. Proteinas Unicas de la condicion expuesta a PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor de
emPAl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de masas

cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) y _ Proceso biol6gico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* .
involucrado
AOAO67NEZ7 Chaperona HSP20 putativa 0.468 Actividad chaperona
AOA067NMIO Acil Co-A deshidrogenasa putativa 0.468 Metabolismo oxidativo
AOAO67NYI3 Adenilsuccinato sintasa 0.425 Otros
AOAO067NV02 Proteina con dominio hidrolasa Nudix 0.425 Metabolismo secundario
AOAO067N455 Metaloproteasa 0.389 Actividad peptidasa
AOA067N825 Bicupin oxalato descarboxylasa putativa 0.389 Metabolismo oxidativo
AOAO67NTH6 Proteina ribosomal L16 0.389 Transcripcion y traduccién
AOA067P954 No predicho 0.389 No predicho
AOAO067NKB7 Hidrolasa de la ubiquitina carboxil terminal 0.389 Otros
Q2VvT18 Lacasa 2 0.389 Metabolismo oxidativo
AOA067P3S1 No predicho 0.389 No predicho
AOAO067NZE9 Deoxihipusina sintasa putativa 0.369 Otros
AOAO067N7S5 Peptidasa 0.369 Actividad peptidasa
AOAO67NVQ7 PHOSPHO fosfatasa putativa 0.359 Metabolismo del fosfato
AOA067NS38 [JComponente PIL1/LSP1 del Eisosoma putatival] 0.334 Transporte
AOA067P2S5 Proteina ribosomal L13 putativa 0.334 Transcripcion y traduccién
AOAO67NG45 Glicosiltransferasa familia 69 0.311 Estructural
AOAO067NXT9 Proteina con dominio Endo/exonucleasa 0.311 No predicho
AOA067P2WO0 Proteina ribosomal L32 putativa 0.304 Transcripcion y traduccién
AOAO67NPD5 Peptidasa M36 putativa 0.304 Actividad peptidasa
. o ] ) Metabolismo de los
AOAO067NI99 Dihidroxiacido deshidratasa putativa 0.301 o
aminoacidos
AOAO067PCV5 Epimerasa dependiente de NADP 0.292 No predicho
AOAO067NLAS Galactosa oxidasa putativa 0.292 Metabolismo oxidativo
Metabolismo
AOAO67N8I4 Dioxigenasa putativa 0.292 oxidativo/Ruptura de anillos
aromaticos
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Anexo 6. Proteinas Unicas de la condicion expuesta a PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor de
emPAl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de masas

cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

Proceso biolégico

ID de proteina Funcidn Predicha emPAI* .

involucrado
AOAO067NLC1 No predicho 0.292 No predicho
AOAO067NYWS No predicho 0.292 No predicho
AOAO067NABO Bicupin oxalato descarboxylasa putativa 0.292 Metabolismo oxidativo
AOAO067P3F7 Dioxegnasa de extradiol 0.292 Metabolismo oxidativo

o ) Metabolismo de los

AOA067P034 Uridilato quinasa 0.292

aminoacidos

- , Metabolismo de los
AOAQO67NYI1 Proteina con dominio 1,2-Aminotransferasa | 0.274 L
aminoacidos

AOA067NMWS5 Peptidasa aspartica putativa 0.274 Actividad Hidrolitica
o . Metabolismo de los
AOA067P164 Proteina con dominio NUDIX hidrolasa 0.259 .
aminoacidos
AOAO067NGG9 Galactosa oxidasa putativa 0.233 Metabolismo oxidativo
AOA067NP30 Peptidasa S53 0.222 Actividad Hidrolitica
AOAOF7VKF7 Aril-alcohol oxidasa 0.212 Metabolismo oxidativo
. Metabolismo de los
AOA067NX11 Alfa-1,2-Manosidasa 0.199 .
carbohidratos
AOAO67NWS7 Proteina dependiente de metal 0.194 Actividad Hidrolitica
AOA067NB23 Metaloproteasa extracelular 0.186 Actividad Hidrolitica
AOAO067NV51 Dipeptidasa 0.172 Actividad Hidrolitica
AOA067NAG6 No predicho 0.16 No predicho
AOA067N7KO Glucosa-metanol-colina oxidoreductasa 0.16 Metabolismo oxidativo
) Metabolismo de los
Q9UV63 Trealosa fosforilasa 0.105 _
carbohidratos
AOAO067NR58 Peptidasa M28 putativa 0.105 Transporte
AOA067PBJO No predicho 0.098 No predicho
AOA067PCHA4 No predicho 0.078 No predicho
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Anexo 7: Proteinas de P. pulmonarius LBM 105 Unicas a la
condicion en ausencia de PCBs obtenidas a partir del

analisis protedmico total.

Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina.

) ] Proceso bioldgico
ID de proteina Funcion Predicha emPAI* )
involucrado
Metabolismo de
AOA067PDD5 233.6
Glutamina amidotransferasa Aminoacidos
AOA067NSD1 No predicho 157.5 No predicho
Iniciador de la traduccién eucariético factor 3 Transcripcion y
AOA067NRV9 141.3
subunidad B traduccion
AOAO67NK91 Proteina con dominio CPSF_A 1335 No predicho
AOAO67NVQ2 No predicho 130.2 No predicho
] ) ] Transcripcion y
AOA067P023 Leucil-tRNA sintetasa putativa 123.1 y
traduccién
Metabolismo de los
AOAO067NXR5 Glicosil hidrolasa familia 31 110.2 _
carbohidratos
AOAO67NSP9 No predicho 105.5 No predicho
AOA067NZM2 Complejo B N-acetiltransferasa putativa 104.9 Estructural
AOAO067NUX7 Proteina con dominio WW 101.9 Transporte
Complejo de induccion del silenciamiento del RNA Transcripcion y
AOA067NJI47 ) 99.4 )
Putativo - componente SN nucleasa traduccion
Iniciador de la traduccién eucariético factor 3 Transcripcién y
AOAOB7NIX9 _ 95.7 _
subunidad B traduccién
AOA067P0OD1 Coatomero subunidad beta 92.9 Transporte
o = Metabolismo de los
AOAO67P7X2 Glicosil hidrolasa familia 92 87.8 .
carbohidratos
) ) Metabolismo de los
AOAO67PAES Piruvato carboxilasa 87.7 .
carbohidratos
NADH-ubiquinona oxidorreductasa (Subunidad ) o
AOAO67NWR7 80.6 |Metabolismo Oxidativo
NDUFS1)
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
AOAO067NBY5 Citocromo P450 reductasa 80.5 |Metabolismo Oxidativo
AOAO067NPT5 Peptidasa S9 putativa 75.4 Actividad peptidasa
o Transcripcion y
AOAO67NYY1 Proteina con dominio B5S 71 y
traduccion
AOAO067N6Q5 Aciltransferasa Putativa 70.4 No predicho
AOA067PAO5 Succinato deshidrogenasa 70.4 ]Metabolismo Oxidativo
AOA067N626 Hidaintonasa proteina B Putativa 63.1 No predicho
o ) Metabolismo del
AOA067P3P5 Proteina con dominio amidasa 61.8 _
Nitrogeno
] ] ] Metabolismo de
AOA067P2V2 Antranilato sintasa componente | putativa 61.2 o
Aminoacidos
AOAO067N9I3 Proteina con dominio Rieske 60.3 |Metabolismo Oxidativo
Piridina nucleodtido-disulfido oxidorreductasa Metabolismo
AOAO67NEGS ) 59.3 i
putativa secundario
AOAO67NTS1 1,3-beta-glucanosiltransferasa 58.3 Estructural
AOAO067NXR3 Coatomero subunidad beta 57.4 Transporte
AOA067NS52 No predicho 57 No predicho
AOAO67NHG1 Aldehido deshidrogenasa putativa 54.6 |Metabolismo Oxidativo
AOA067P4S0 NADH deshidrogenasa-flavoproteina 1 54.5 [|Metabolismo Oxidativo
AOA067N2N1 Aldehido deshidrogenasa putativa 51.8 |Metabolismo Oxidativo
) ) Metabolismo de los
AOA067P1V4 Citrato sintasa 51.2 )
carbohidratos
AOA067P3S9 Proteina DUF5427 48.9 No predicho
o _ o Metabolismo de los
AOA067NVA9 Proteina con dominio de unién al lipoil 47.8 _
carbohidratos
AOA067N6B4 Epoxido hidrolasa putativa 45.2 | Metabolismo Oxidativo
AOAO67NA41 proteina similar Svfl 44.9 |Metabolismo Oxidativo
AOAO067NZ99 Helicasa putativa 447 Otros
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
o Metabolismo del
AOA067N6C1 Proteina con dominio kinasa 44.6
fosfato
. y ) ] Metabolismo de los
AOAO067NJR9 Proteina con union al oxilosterol putativa 43.6 linid
ipidos
] ) Metabolismo
AOAO067NKJIO Difosfomevalonato descaboxilasa 43.5 ]
secundario
AOA067N8V5 Peptidasa M24 Putativa 43.4 No predicho
_ _ Metabolismo de
AOAOG67NIZ7 Aminotransferasa Putativa 41.8 o
Aminoacidos
AOAO067NUK2 Proteina fangica G Putativa 40.4 Otros
AOA067N544 Enoilreductasa Putativa 40.4 | Metabolismo Oxidativo
) ) ) Metabolismo de
AOAO67NRV8 Aspartato-semialdehido deshidrogenasa Putativa 40.2 o
Aminoécidos
AOAO067NRC3 Peptidasa M28 40.1 Actividad peptidasa
AOAO67P7S8 Oxidoreductasa con dominio Rossman 39.6 |Metabolismo Oxidativo
Factor de exportacion de mRNA Gle2/RAE1 Transcripcion y
AOAO067NCO3 ) 38.9 y
putativa traduccién
_ Metabolismo de los
AOAO67NKW8 Fructosa bifosfato aldolasa 38.7 _
carbohidratos
AOA067NBN1 Citocromo P450 38.3 | Metabolismo Oxidativo
) ) ) Metabolismo de
AOAO67NLG7 Enzima dependiente de pyridoxal-fosfato 38.2 o
Aminoécidos
AOA067P088 Aldo/ceto reductasa putativa 37.8 |Metabolismo Oxidativo
) Metabolismo de
AOAO67NZQ5 Arginasa 36.2 .
Aminoécidos
AOAO67NTB8 Proteina con dominio SH3 35.3 No predicho
_ _ _ Metabolismo del
AOA067P352 Carbono-nitrogeno hidrolasa putativa 34.1 .
Nitrogeno
AOAO067NP02 Proteina con dominio repetitivo WD 33.9 No predicho
AOAOB67NSY7 Metaloproteasa putativa 33.9 Actividad peptidasa
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
o Transcripcién y
AOA067NM16 Proteina ribosomal PO 33.7 .
traduccién
AOAO067NLD2 Proteina con dominio CRAL-TRIO 31.8 No predicho
AOA067NRD1 Complejo citocromo b-C1 — Subunidad Rieske 29.8 [ Metabolismo Oxidativo
AOA067P0OD4 Subunidad alfa del Proteosoma 29.7 Otros
AOAO67NXG5 Proteina PBDC1 20.5 No predicho
AOAO67NAQ7 No predicho 20.4 No predicho
AOAO067NAUL No predicho 17.5 No predicho
] . - Metabolismo de los
AOAO67NGP7 Modulo de unidn al carbohidrato familia 13 17 .
carbohidratos
AOA067NVI9 Proteina similar a la Coactosina putativo 16,1 Estructural
Q8X1M9 Plurotolisina A 15.1 Actividad peptidasa
D2JY85 Histona H2A 14.6 Otros
AOA067P415 Proteina con dominio de unién al ADN 13.1 Otros
_ Transcripcion y
AOA1V0JICO Factor de elongacion EF1-alfa 12.3 y
traduccion
o ) Transcripcion y
AOAO67NKE1 Proteina similar al Lsm7 putativa 11 .
traduccién
AOA067P6E3 Histona 2B 10.15 Otros
AOA067N3B6 Reductasa de cadena corta 9.17 |Metabolismo Oxidativo
AOAO067NUQ7 Poliketido sintasa 9.16 |Metabolismo Oxidativo
_ _ Metabolismo de
AOAO67NUP7 Aspartato aminotransferasa putativa 8.95 .
Aminoécidos
AOAO67NWK3 Citocromo b5 reductasa 8.91 [|Metabolismo Oxidativo
) ) Transcripcion y
AOA067P1KO Proteina de maduracion del ribosoma 8.75 .
traduccién
AOAO67NMJ8 No predicho 8.72 No predicho
y . Transcripcion y
D2SLN4 Factor de elongacion de la traduccion 8.56 .
traduccién
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor

de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

Proceso bioldgico

ID de proteina Funcién Predicha emPAI* )
involucrado
) ] Metabolismo del
AOAO067NEH1 Subunidad B del complejo FO de la ATPase 8.27
fosfato
AOA067NJH1 No predicho 8.12 No predicho
~ ~ Transcripcion y
D2SLRO Factor de elongacion de la traduccion 8.09 .
traduccion
AOAO67NF91 Subunidad regulatoria del proteosoma 26S 8.02 Otros
. . o Metabolismo de
AOAO067NCLS8 Proteina T del complejo de ruptura de la glicina 7.59 .
Aminoacidos
~ ~ Transcripcion y
D2SLR3 Factor de elongacion de la traduccion 7.43 N
traduccion
. » Transcripcion y
D2SLP9 Factor de elongacion de la traduccion 7.43 y
traduccién
) Metabolismo de los
AOAO67NHX4 Malato sintasa 7.36 ]
carbohidratos
AOAO67NLX2 Flavocitocromo ¢ putativa 7.3 Metabolismo Oxidativo
AOAO067P1A0 Dienelactona hidrolasa 7.27 Detoxificacion
AOAO67NAS1 No predicho 7.25 No predicho
AOAO067PBAS Difosfato nucleésido kinasa 6.94 Otros
AOAO067NZJ1 Subunidad Alfa 1 del proteosoma 6.8 Otros
_ Transcripcion y
AOA1VO0JIL1 Factor de elongacion EF1-alfa 6.74 )
traduccion
. Transcripcién y
D5J783 Factor de elongacion EF1-alfa 6.74. .
traduccién
AOA067P5P8 Proteina de transporte Sec23 6.67 Transporte
_ . Metabolismo de los
AOAO067NUIL Piruvato descarboxilasa 6.61 .
carbohidratos
AOAO067N402 Reductasa de cadena corta 6.61 [|Metabolismo Oxidativo
AOAO67NV48 Alcohol deshidrogenasa putativa 6.61 |Metabolismo Oxidativo
_ ) Metabolismo
AOAO67NJE3 Fosfomevalonato quinasa Erg8 putativa 6.6

secundario
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

ID de proteina Funcién Predicha emPAl* Proceso biologico
involucrado
AOAO067NMF2 Tiolasa 6.58 No predicho
AOAOH4ABQS8 Factor de elongacién EF1-alfa 6.57 Transcripcion y
traduccion
AOA067NL93 Helicasa 6.57 Otros
AOA067NJE4 Fenol monooxigenasa 6.54 |Metabolismo Oxidativo
AOAO067NCK2 Proteina de exportacion putativa 6.54 Transporte
AOA067NCE2 No predicho 6.37 No predicho
AOAO067NRM5 Proteina de union al ARN 6.35 Otros
AOA067P5EOQ Subunidad COX5A de la citocromo C Oxidasa 6.33 | Metabolismo Oxidativo
AOAO67NYTO Ubiquitina hidrolasa 6.24 Actividad peptidasa
AOA067P3F6 Helicasa putativa 6.23 Otros
AOAO67NTR2 Enzima desramificante de Glicogeno 6.15 Actividad Peptidasa
AOAO067NSN4 Metilmalonato semialdehido deshidrogenasa 6.11 |Metabolismo Oxidativo
AOA067NAM1 Aldo/ceto reductasa 6.1 Metabolismo Oxidativo
AOA067NBS6 Proteina con dominio Carrier 6 No predicho
AOAO67NV79 Subunidad Alfa 4 del proteosoma 5.97 Otros
AOA067P007 Spermidina sintasa 5.95 Metabolismo de
Aminoacidos
AOA067P0G4 Purina nucleésido fosforilasa 5.91 Otros
AOAO067NZQ4 Epimerasa putativa 5.9 Otros
AOAO67NQX1 Proteina con dominio MPN 5.9 Otros
AOAO067NBC2 Metiltransferasa 5.87 No predicho
AOAOG7NTA7 Histona H4 5.81 Otros
AOA067P3W4 Histona H4 5.81 Otros
AOAO067N250 Oxidoreductasa dependiente de NADP 5.81 [|Metabolismo Oxidativo
AOAO067P4K7 Hsp 100 5.8 Actividad chaperona
AOAO067NFQ9 Proteina de unién al NADP 5.76 Otros
AOAOB67NTY?2 Tricalbina 5.74 Transporte
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
AOA067P2Z7 Tioredoxina 5.72 | Metabolismo Oxidativo
AOA067NZFO Dipeptidil Peptidasa 5.68 Actividad peptidasa
AOA067NU43 Adenosina quinasa 5.67 Otros
AOAO67NS75 Proteina similar a la ferritina 5.66 Otros
Metabolismo de los
AOAO067PBN9 Proteina con dominio celulasa 5.66 _
carbohidratos
AOA067P107 No predicho 5.64 No predicho
AOAO67NAT9 Metiltransferasa 5.59 No predicho
AOA067NQW4 superdxido dismutasa 5.58 | Metabolismo Oxidativo
) Metabolismo de los
AOA067P131 Hexoquinasa 5.57 ]
carbohidratos
AOAO67NTZ1 MAP-Quinasa 55 Otros
M5EF84 Lipoxigenasa 5.48 [Metabolismo Oxidativo
AOAO67NSW7 Subunidad beta del Proteosoma 5.41 Otros
) Metabolismo de los
AOAO067P9H9 Fosfoglicerato mutasa 5.4 _
carbohidratos
AOAO067N6X5 Helicasa de RNA putativa 5.38 Otros
AOA067NM35 Inhibidor de la proteina Rho 5.34 Otros
AOA067NP99 Ubiquitina similar a Nedd8 5.31 Otros
) Metabolismo de los
AOAO67NXE9 Carboxilesterasa 5.21 _
lipidos
AOAO067NDL4 Proteina con dominio de depolimerizacion de actina] 5.21 Estructural
AOA067NU40 Subunidad alfa 5 del proteosoma 5.16 Otros
AOA067NCL3 Cdc37 5.05 Otros
AOA067NQZ0 No predicho 5.01 No predicho
. Transcripcién y
AOA1V0JICS8 Factor de elongacion EF1-alfa 4.62 .
traduccion
_ Transcripcion y
AOA1V0JIC6 Factor de elongacion EF1-alfa 4.62 )
traduccion
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
. Transcripcién y
AOA1L2D573 Factor de elongacion EF1-alfa 4.62 .
traduccién
AOA067P361 proteina con dominio tioredoxina 4.6 No predicho
AOAOB7G0QO Calmodulina 4.28 Otros
Transcripcion y
AOAQ67NYD7 Proteina ribosomal L12 4.17 y
traduccion
AOAO67NLY3 No predicho 3.64 No predicho
AOAO067NBS5 Proteina Carrier 3.21 Transporte
AOAO67N8BK6 Citocromo c1 2.59 [|Metabolismo Oxidativo
AOQA067P3X5 PCDP 5 2.16 Otros
AOAO67NVN9 Translocasa 2.16 Transporte
. . Metabolismo de los
AOAO67NKF3 Citrato Sintasa 1.89 .
carbohidratos
M5EEZO Lipoxygenase 1.82 | Metabolismo Oxidativo
AOA067NI97 No predicho 1.68 No predicho
) Metabolismo de los
AOA067P303 Fosfogluconato deshidrogenasa 1.68 _
carbohidratos
AOA067NJIU2 No predicho 1.58 No predicho
AOAO67N875 No predicho 1.51 No predicho
AOA067NJIO5 Citocromo c1 1.51 [Metabolismo Oxidativo
AOAO67NPW7 Reductasa de cadena corta 1.51 [Metabolismo Oxidativo
_ Metabolismo de los
AOA067P9S7 Trealosa fosforilasa 1.48 .
carbohidratos
Metabolismo de los
AOAO67NS53 Piruvato carboxilasa 1.46 _
carbohidratos
AOA067NSK9 No predicho 1.31 No predicho
AOA067P388 Proteina transportadora de ATP 1.31 Transporte
AOAOQAS8IDC3 Lipoxigenasa 1.25 [Metabolismo Oxidativo
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
] Transcripcién y
AOAO67NYEO Proteina de unién al ARN 1.25 .
traduccién
_ . Metabolismo del
AOAO67N2L3 Subunidad K de la ATPsintasa 1.15
fosfato
) Transcripcion y
AOA067NJI61 Proteina ribosomal S13 1.15 .
traduccién
AOAO67NV6E6 Ubiquitin E2 protein 1.15 Otros
AOAO067NKH2 Aldo/ceto reductasa 1.01 [ Metabolismo Oxidativo
_ o o Transcripcion y
AOA067N494 Factor de poliadenilacion y clivaje 0.995 N
traduccion
AOAO67NSA9 Inhibidor de la Rab GDP 0.931 Transporte
) Transcripcion y
AOAO67NP91 Proteina ribosomal L1 0.931 )
traduccion
AOA067N808 Glutation transferasa 0.905 Detoxificacion
AOAO67N2Y5 No predicho 0.887 No predicho
AOA067NFV5 Tropomiosina 0.874 Estructural
Metabolismo de los
AOAO67NZL3 Transaldolasa 0.874 _
carbohidratos
o . Metabolismo de los
AOAO67NIL8 Metilcitrato deshidratasa 0.748 .
carbohidratos
AOAO067N9Q3 Prolina iminopeptidasa 0.73 Actividad peptidasa
Q9uUVvM4 Hsp 100 0.723 Actividad chaperona
AOAO067NS50 Alfa Importina 0.701 Transporte
AOA067P6C7 Ubiquilina 0.701 Otros
AOAO67NWN7 Proteina relacionada a la actina 0.701 Otros
AOA067P3U3 Aldo/ceto reductasa 0.688 |Metabolismo Oxidativo
AOAO067NC36 No predicho 0.668 No predicho
AOAO067NIW9 Ribonucleoproteina 0.668 Otros
AOAO067NFD3 Peptidasa S9 0.655 Actividad peptidasa
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
AOAO67NF95 Septina 0.65 Estructural
AOAO67NF66 Citocromo P450 0.633 | Metabolismo Oxidativo
) _ Metabolismo del
AOAO67NCV7 ATPasa, Complejo V1, Subunit B 0.63
fosfato
AOAO067NYRO No predicho 0.585 No predicho
AOA067NZ04 No predicho 0.585 No predicho
AOAO67NQ93 Proteina YOpl 0.585 No predicho
AOAO67NZX2 No predicho 0.585 No predicho
Transcripcion y
AOAO67NK42 Proteina ribosomal L14 0.585 y
traduccién
AOAO067N530 Proteina de ensamble del Nucleosoma 0.585 Otros
AOAO067NQF8 Receptor proteosomal Rpn13 0.585 Otros
AOAO067NSH9 Proteina Nud 0.585 No predicho
AOA067P6Z7 Enoil-CoA hidratasa 0.585 No predicho
AOA067PCSO0 Chaperona DnaJ 0.585 Actividad chaperona
AOAO067P1B7 Aldo/ceto reductasa 0.551 | Metabolismo Oxidativo
AOAO067P2T4 Aldo/ceto reductasa 0.551 | Metabolismo Oxidativo
AOAO67NY20 S-(hidroximetil)-glutatién deshidrogenasa 0.551 | Oxidative metabolsim
Metabolismo del
AOAD067NAXO Ureasa 0.546 _
Nitrogeno
) - Metabolismo de los
AOAO067P5S8 Glicotransferasa familia 8 0.54 .
carbohidratos
AOAO67PAR1 Cloroperoxidasa 0.54 | Metabolismo Oxidativo
AOAO067NZZ6 Proteina con dominio FAS1 0.52 No predicho
AOAO67NRJ6 Rho GTPasa 0.52 Estructural
AOA067P2V4 No predicho 0.52 No predicho
) _ Transcripcion y
AOAO067NMV8 Asparagina ARNt ligasa 0.509 .
traduccién
AOAO067NENG6 Subunidad central de la Citocromo C reductasa 0.492 No predicho
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
AOAO067NIK9 Ras GTPasa 0.468 Otros
y Transcripcion y
AOA067PDM5 Factor de elongacion EF3 0.468 y
traduccion
AOAO67NVV3 Serin/treonin fosfatasa 0.468 Otros
AOAO067POR2 Cadena alfa de la tubulina 0.468 Estructural
AOAO67NERO Cadena alfa de la tubulina 0.468 Estructural
Glutamina-fructosa-6-fosfato aminotransferasa Metabolismo de los
AOA0B7NVZ7 _ 0.468 ,
putativa carbohidratos
AOAO67NZ77 Cadena alfa de la tubulina 0.468 Estructural
AOAO067N4B4 Proteina GVP36 0.468 Transporte
AOAQ067P657 Aldo/ceto reductasa 0.468 | Metabolismo Oxidativo
AOAO67N8F7 No predicho 0.468 No predicho
AOA067NKQ9 Oxidoreductasa dependiente de NADP 0.468 | Metabolismo Oxidativo
) o Metabolismo
AOAO67NEB3 Poliprenil sintasa 0.438 ]
secundario
AOAO067NFS5 Transportador de fosfato mitocondrial 0.438 Transporte
. . Metabolismo de los
AOAO67NPK7 Isocitrato liasa 0.433 .
carbohidratos
AOAO67NS47 Septina 0.425 Estructural
AOAO67NFC4 Oxidoreductasa dependiente de molibdeno 0.417 | Metabolismo Oxidativo
AOAO67NYQ7 Activador Hsp90 0.413 Actividad chaperona
AOAO067NQF2 Desaturasa de acidos grasos putativa 0.413 No predicho
AOAO067NGZ1 Hsp 70 0.413 Actividad chaperona
AOAO67NRN5 Importina 0.413 Transporte
) Transcripcion y
AOAO67NT53 Ribonucleoproteina pequefia 0.413 y
traduccién
AOAO067NKF6 No predicho 0.413 No predicho
) Metabolismo de
AOA067P1S4 Aspartato aminotransferasa 0.407 ) )
Aminoacidos
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
AOAQ77K7X8 Serin aminopeptidasa 0.403 Actividad peptidasa
Transcripcion y
AOAO067NK6E5 Proteina de unién al ARN 0.389 y
traduccion
AOAO67NYES3 Superoéxido dismutasa 0.389 [ Metabolismo Oxidativo
. Transcripcion y
AOA067P0OB6 Proteina de union al ARN 0.389 y
traduccion
AOAO067NHL1 No predicho 0.374 No predicho
. . Metabolismo de los
AOAO67NRH1 Fumarato hidratasa tipo Il 0.374 _
carbohidratos
AOAO67NIF3 Carboxipeptidasa 0.369 Actividad peptidasa
AOAO067P8H2 Serin/Treonin quinasa 0.369 Otros
) Transcripcion y
AOA067P4F3 ARNt sintasa 0.365 y
traduccién
AOAO067NAP6 No predicho 0.359 No predicho
] Metabolismo de los
AOA067NNW3 Tiolasa 0.35 .
carbohidratos
AOAD67NVP5 Glutation-S-Transferasa 0.35 Detoxificacion
_ Metabolismo de los
AOAO67NLY8 Hexoquinasa 0.346 .
carbohidratos
AOA067NMV9 Glutation-S-Transferasa 0.334 Detoxificacion
AOAO67NT84 No predicho 0.334 No predicho
AOAO67NE70 Proteina asociada a los microtubulos 0.334 Otros
AOAO67NCM1 Subunidad reguladora 6A del proteosoma 26S 0.334 Otros
AOAO67N4F4 Lactato/Malato deshidrogenasa 0.334 | Metabolismo Oxidativo
AOAO067P1M5 Subunidad reguladora del proteosoma 26S 0.318 Otros
o . Metabolismo de los
AOA067ND80 Fosfatidilserin descarboxilasa 0.311 .
lipidos
. ) Metabolismo de
AOA067NLO5 Metilribosa 1 fosfato deshidrogenasa 0.311 .
Amino&cidos
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
AOAQO67NI17 Subunidad reguladora PR55 de la fosfatasa 2A 0.304 Otros
) _ Metabolismo de los
AOAO67NG33 Glucogeno sintasa 0.301 .
carbohidratos
AOAO067NWG3 No predicho 0.292 No predicho
AOAO067NQF4 Reductasa de cadena corta 0.292 | Metabolismo Oxidativo
AOAO67NY82 GTPasa 0.292 Otros
AOAO67NSEO Subunidad reguladora 12 del proteosoma 0.292 Otros
) ) Metabolismo de los
AOA067P833 oxigenasa productora del factor psi 0.292 o
lipidos
AOAO67NAX7 Inosin-5-monofosfato deshidrogenasa 0.28 | Metabolismo Oxidativo
AOAO067NFH1 Subunidad reguladora del proteosoma 26S 0.28 Otros
AOA067NYNO No predicho 0.278 No predicho
) _ Metabolismo de los
AOAO67NZ22 Isocitrato deshidrogenasa 0.274 _
carbohidratos
AOAO67NME3 Serin/treonin fosfatasa 0.274 Otros
AOAO67NEF9 Serin/treonin fosfatasa 0.274 Otros
AOAO67N9G3 Acil-CoA Deshidrogenasa 0.269 [ Metabolismo Oxidativo
) Metabolismo de los
AOAO67NXS6 Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa 0.266 _
carbohidratos
AOAO67NIZ1 Importina 0.252 Transporte
AOAO67NVT6 Homoserin deshidrogenasa 0.245 No predicho
AOAO067NKC5 Aldo/ceto reductasa 0.245 |Metabolismo Oxidativo
o o Transcripcion y
AOAO67NVQ6 Factor iniciador de la traduccion tipo 2 0.245 y
traduccién
AOA067P9Z9 Serin/treonin fosfatasa 0.241 Otros
Metabolismo de los
AOAO67NV87 Glucosa-6-fosfato Isomerasa 0.241
carbohidratos
AOAO067N3C6 Proteina de union a la actina 0.239 Otros
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
o Transcripcion y
AOA067PB21 Factor iniciador 4A 0.233 »
traduccién
AOAO67NF12 Acetamidasa 0.225 Actividad peptidasa
Metabolismo de
AOA067NNX9 DHAP sintasa 0.222 .
Aminoacidos
AOAO67NGKS8 No predicho 0.222 No predicho
AOAO67NK95 Peroxidasa versatil 0.222 | Metabolismo Oxidativo
AOAO067N5H9 Perforina 0.215 Transporte
) . Transcripcion y
AOA067PDG2 Factor liberador de la cadena peptidica 0.212 .
traduccion
AOAO067N4P4 Transportador del tetrapéptido 0.212 Transporte
) _ ) Metabolismo de
AOAO067P116 Quinunerina formamidasa 0.212 .
Aminoacidos
AOA067P621 Proteina de incompatibilidad del heterocarionte 0.205 Otros
AOAO067NPN3 Alcohol deshidrogenasa 0.202 | Metabolismo Oxidativo
. . Metabolismo del
AOAO67NIY4 Proteina con dominio quinasa 0.202
fosfato
AOA067POMO Isoscitrato deshidrogenasa 0.202 | Metabolismo Oxidativo
AOAO067N9H1 Subunidad reguladora del proteosoma 26S 0.194 Otros
] Metabolismo del
AOAO67N676 Kreatinasa 0.194 .
Nitrogeno
AOAO67NV77 Subunidad reguladora del proteosoma Rpn2 0.194 Otros
AOAO67NS76 No predicho 0.189 No predicho
o Metabolismo del
AOAO067NC76 ATPasa similar a Obg 0.186
fosfato
AOAO067NLWO Enzima activadora de la ubiquitina 0.182 Otros
AOAO67PA11 Oxidoreductasa putativa 0.179 | Metabolismo Oxidativo
AOAO067PB82 Proteina con dominio de proteosoma 0.179 Otros
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
) ] Metabolismo del
AOA067P0ODS8 ATPsintasa subunidad A 0.179
fosfato
. Transcripcion y
AOAO067NC64 ARNt Ligasa 0.175 .
traduccion
AOA067NRD2 No predicho 0.172 No predicho
AOA067NQJ2 Proteina de union al Nadp 0.172 No predicho
. Transcripcion y
AOAO67NVMS8 ARNt Ligasa 0.172 y
traduccion
AOA067P255 Galactosa Oxidasa 0.172 | Metabolismo Oxidativo
AOA067PBC2 Subunidad reguladora del proteosoma 26S 0.172 Otros
] Metabolismo de los
AOAO67NYLO UDP-Glucosa-6-deshidrogenasa 0.172 _
carbohidratos
] Transcripcién y
AOA067NHD2 ARNt sintasa 0.17 5
traduccién
AOA067NYB4 Proteina de transporte del oligopéptido 0.166 Transporte
AOA067NNL6 No predicho 0.166 No predicho
Metabolismo de los
AOA067NM60 Treholasa 0.158 _
carbohidratos
AOAO67NW74 Proteina de incompatibilidad del heterocarionte 0.158 Otros
AOAO067P2R6 Aminopeptidasa 0.157 Actividad peptidasa
AOAO067ND63 Acetil CoA Deshidrogenasa 0.155 [ Metabolismo Oxidativo
AOAD67N5C2 Hsp 70 0.155 Otros
AOAO067NIVO Proteina de transporte de membrana 0.155 Transporte
o ) ) Metabolismo del
AOAO67NP59 Delta-1-pirrolina -5-carboxilato deshidrogenasa 0.15 _
Nitrogeno
AOA067PC57 Glicopéptido-N-tetradecanol transferasa 0.15 No predicho
) Transcripcion y
AOA067NZ14 Proteina de unioén nuclear 0.148 )
traduccion
AOA067NKQ1 Reductasa de cadena corta 0.145 [ Metabolismo Oxidativo
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
. o Metabolismo de los
AOAO67NWF1 Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa 0.145 .
carbohidratos
AOAO67NUNS3 ATPasa 0.142 Transporte
AOAO67NF76 Importina putativa 0.142 Transporte
AOAO67NY79 Subunidad reguladora del proteosoma 23 0.141 Otros
AOAO67NPL8 Ubiquitin ligasa E3 0.139 Otros
AOAO067P2W3 Importina putativa 0.134 Transporte
AOA067P6R1 Quinasa putativa 0.129 Otros
AOA067NKKS5 Chaperonina CCT 0.129 Actividad chaperona
AOA067ND37 No predicho 0.122 No predicho
] . o Metabolismo de
AOAO067NMD6 Fenilalanina amino-liasa 0.122 o
Aminoacidos
) » Metabolismo de los
AOAO67NNJ9 Enzima ramificante del 1,4-alfa-glucano 0.122 _
carbohidratos
AOAO067NTAO Aminopeptidasa 0.119 Actividad peptidasa
AOA067NU35 Complejo protéico T 0.119 Actividad chaperona
AOAO067NBU9 Glutamato deshidrogenasa 0.118 | Metabolismo Oxidativo
_ Transcripcion y
AOAO67NY97 Ligasa ARNt 0.113 )
traduccion
. Transcripcién y
AOAO67NUA3 Ligasa ARNt 0.11 y
traduccién
AOAO067P3R9 Metaloproteasa M13 0.11 Actividad peptidasa
AOAO67NQX9 No predicho 0.108 No predicho
AOAO67NXL9 No predicho 0.103 No predicho
) . Transcripcion y
AOA067PBX9 Glutamil ARNt sintasa 0.99 .
traduccién
) _ Metabolismo de los
AOA067P386 Fosfoacetilglucosamina mutasa 0.99 .
carbohidratos
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Anexo 7. Proteinas Unicas de la condicion en ausencia de PCBs de P. pulmonarius LBM 105. (*) El valor
de emPAIl expresa cuantas veces mas se contabiliza una proteina identificada por espectrometria de

masas cuando se la compara a una digestion in silico de una unidad de esa misma proteina. (Cont.)

) » _ Proceso biolégico
ID de proteina Funcion Predicha emPAl* i
involucrado
. Transcripcién y
AOA067NKB9 Ligasa ARNt 0.94 .
traduccién
AOAQ067P322 Subunidad reguladora del proteosoma 26S 0.93 Otros
AOAO067P1M6 Proteina asociada al orden vacuolar 35 0.91 Otros
AOA067NHO08 No predicho 0.91 No predicho
AOA067N2J4 Subunidad Rpnl del proteasoma 26S 0.89 Otros
) Transcripcion y
AOA067P0Q8 ARNt sintetasa 0.87 y
traduccion
AOAO67NLS2 Alfa-manosidasa 0.77 Actividad peptidasa
. Transcripcion y
AOAO067NZQ8 Ligasa ARNt 0.75 .
traduccién
) Metabolismo de los
AOAO067P674 UDP-4-glucosa-Epimerasa 0.7 ]
carbohidratos
) ) Metabolismo de los
AOAO67NAR2 Sintetasa de &cidos grasos 0.63 _
lipidos
_ . Metabolismo de los
AOA067NRKS5 Acetil CoA carboxilasa 0.63 N
lipidos
AOAO067NI72 Proteina con dominio KH 0.62 No predicho
AOA067NLN1 Hsp 90 0,5 Actividad chaperona
AOAO67NS58 Cadena pesada de la clatrina 0.47 Transporte
. , Transcripcion y
AOA067NK22 Activador de la traduccion Genl 0.3 y
traduccién
AOAO67NMB1 Ubiquitin ligasa E3 0.22 Otros
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Anexo 8: Proteinas secretadas por P. pulmonarius LBM

105 en medio liquido

Proteinas secretadas en condiciones de exposicién alos PCBs

ID de proteina

Funcion predicha

Proceso biolégico

involucrado

AOAOG7NIF3
AOAO67NE93

AOAO067P1X3

AOAOG7NAE1

AOAO67NJI9

AOA067P000

AOAO67NPF5
AOAO67NB23

AOA067NGG9
AOAO67NSVO
AOAO67NSY7
AOAO67NEM7
AOA067P0B2
AOAO67P468
AOAO67NH12
AOAO67P478
AOAO67NABO
AOA1S6YJIF7
AOAO67NF68
Q75NB1

Carboxipeptidasa

Carboxipeptidasa

Glicosil hidrolasa familia 16

Proteina de union a carbohidratos familia 13

Glucoamilasa

No predicho

Proteina de unién a la fosfatidiletanolamina putativa
Metaloproteasa

Galactosa oxidase putativa
Proteina con dominio peptidasa Al
Proteina con dominio Aspzincin M35
Proteina con dominio Lipasa 3
Proteina con dominio Peptidasa Al
Cerato platanina putativa
Lacasa
Cerato platanina putativa
Oxalato descarboxilasa/oxidasa putativa
Lacasa
Proteina con dominio Lipasa 3

Ribonucleasa T2

Actividad peptidasa
Actividad peptidasa

Metabolismo de los
carbohidratos

Metabolismo de los
carbohidratos

Metabolismo de los

carbohidratos
No predicho

Otros
Actividad peptidasa

Metabolismo oxidativo
Actividad peptidasa
Actividad peptidasa

Metabolismo de los lipidos
Actividad peptidasa
Estructural
Metabolismo oxidativo
Estructural
Metabolismo oxidativo
Metabolismo oxidativo
Metabolismo de los lipidos

Otros
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Proteinas secretadas en ausencia de PCBs

ID de proteina

Funcién predicha

Proceso bioldgico

involucrado

D5GRP3

AOAO067N9V0O

AOAO67NTV2
AOAO067NDV5
AOAO067N825
AOAO67NMI4
AOAO67NAD7
AOAOG7NYE7
AOAO67NKA2
AOAOG7NTZ2
AOA067P1C5
AOA067P438
AOAOG7NTJI4
AOAO67N455
AOAO67NGO7
AOAO67NSZ9
AOAO067NMB6

AOAOG67PE74

AOAO067NTN5S
AOAO67NLC9
AOAO67NBW9

AOA067NL98

AOAO0G67P1AS5

AOAOG67NGD7

Carbolixesterasa

Glicosil hidrolasa familia 3

Peptidasa S8 putativa
Carbolixesterasa
Oxalato descarboxilasa/oxidasa
Subunidad de la lacasa POXA3a
Oxalato descarboxilasa/oxidasa
Peptidasa
Cuproproteina putativa
Glicerofosfodiester fosfodiesterasa putativa
Cuproproteina putativa
Fosfoesterasa similar a la calcineurina putativa
Proteina similar a la fitasa putativa
Peptidasa
Galactosa oxidasa putativa
Lacasa

No predicho

Glicosil hidrolsa familia 31

Nucleasa S1/P1 putativa
Carboximuconolactona descarboxilasa putativa
No predicho

Proteina con dominio AB hidrolasa 1

Glicosil Hidrolasa (Familia 3)

Esterasa de carbohidratos familia 4

Metabolismo de los lipidos

Metabolismo de los

carbohidratos
Actividad peptidasa
Metabolismo de los lipidos
Metabolismo oxidativo
Metabolismo oxidativo
Metabolismo de los lipidos
Actividad peptidasa
Metabolismo oxidativo
Metabolismo de los lipidos
Metabolismo oxidativo
No predicho
Metabolismo de los lipidos
Actividad peptidasa
Metabolismo oxidativo
Metabolismo oxidativo
No predicho

Metabolismo de los

carbohidratos
Otros
Metabolismo oxidativo
No predicho
Actividad peptidasa

Metabolismo de los

carbohidratos

Metabolismo de los lipidos
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Proteinas secretadas en ausencia de PCBs

ID de proteina

Funcién predicha

Proceso bioldgico

involucrado

AOAOF7VKF7

AOAO67NL22

Aril alcohol oxidasa

Proteina con dominio Amidasa

Metabolismo oxidativo

Metabolismo de los

carbohidratos

225



