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INTRODUCCION

La Contaminacion Ambiental v Tipos de Contaminacion

La contaminacién es la introducciéon en un medidaqeuiera de un contaminante,
es decir, la introduccion de cualquier sustanciforma de energia con potencial para
provocar dafios, irreversibles o no, en el medieiahi (Nevel B., Wrigth, 1999

Se denomin@ontaminacion ambientala la presencia en el ambiente de cualquier agente

(fisico, quimico o biolégico) o bien de una comisida de varios agentes en lugares,
formas y concentraciones tales que sean o0 pued&o@gos para la salud, la seguridad o
para el bienestar de la poblacién, o que puedampesudiciales para la vida vegetal o
animal, o impidan el uso normal de las propiedadiegjares de recreacion y goce de los
mismos. La contaminacién ambiental es tambiéndarporacion a los cuerpos receptores
de sustancias sélidas, liquidas o gaseosas, o0 asenld ellas, siempre que alteren
desfavorablemente las condiciones naturales dehmis que puedan afectar la salud, la
higiene o el bienestar del publicdblgvel B., Wrigth, 1999

La contaminacion se clasifica segun los grandesiasesh la que se la puede

encontrar:

. Contaminacioén del suelo

. Contaminacioén del aire contaminacion atmosférica

« Contaminacion del aguacontaminacion hidrica

Contaminacion atmosférica

La contaminacion atmosférica es causada princigakngor las emisiones en la
atmaosfera terrestren especial, de didxido de carbohos contaminantes principales son

los productos de procesos de combustion convercemaactividades de transparte

industriales generacion de energia eléctrigacalefaccibndomeéstica, la evaporacion de

disolventes organicos y las emisiones de ozofieones. llevel B., Wrigth, 1999
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Contaminacion hidrica

Se refiere a la presencia de contaminantes en w@ @@ps, mares y aguas
subterraneas). Los contaminantes principales ssrvéntidosde desechos industriales
(presencia de metales y evacuacion de aguas adelésmperatura) y de aguas servidas

(saneamiento de poblacione®egel B., Wrigth, 1999

Contaminacion del suelo

Se refiere a la presencia de contaminantes ene&, surincipalmente debidos a
actividades industriales (almacenes, vertidos iesgavertido de residuos sélidos urbanos,
productos fitosanitarios empleados en agricultibofos y fertilizantes quimicos) y

purines de las actividades ganaderggs.wikipedia.org/wiki/Contaminacion)

La contaminacion ambiental en la Argentina

En general, la contaminaciéon ambiental en la Aiganés mayor que lo que se
podria esperar de un pais con un nivel de desamuidiano a alto. Estos problemas son
consecuencia principalmente del aumento gradué geblacién urbana y del desarrollo
industrial, junto con un marco de reglamentacianadecuado y un déficit de décadas en
materia de infraestructura sanitaria y de tratatoiede desperdicios. La capacidad y
autoridad institucional para la gestibn ambientataefragmentada entre numerosos
organismos en los niveles nacional, provincial yniopal, lo que conduce a la
superposicion de jurisdicciones, a la debilidad cmhtrol y al incumplimiento de las
normas. Como consecuencia de esa fragmentacitesgensabilidades institucionales y
falta de coordinacién, se ha producido un marctitircsonal y regulatorio confuso para la
gestién ambientalNevel B., Wrigth, 1999

Uno de los mayores obstaculos es la escasez denadmn ambiental, debido a
que hay muy poco monitoreo de la contaminaciénailed y de cuerpos de agua, Yy
virtualmente no existen analisis de sus efectosedalsalud y de otros costos econémicos.
Los problemas mas serios parecen encontrarse eardéas urbanas mas densamente
pobladas, especialmente en derredor de los bolsdeepobreza remanentes, en los
principales conglomerados industriales y en losriths comerciales centrales. También

existe la contaminacioén rural, principalmente laveniente de las actividades agricolas y
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ganaderas, pero sus efectos son menos graves fjue llas areas urbanablegel B.,
Wrigth, 1999)

Biotecnologia

La biotecnologia es una actividad definida en iéos generales como el uso de
seres Vivos, Sus procesos 0 sus partes para lacabtede bienes y/o servicios, y ofrece
soluciones reales a los grandes retos a los quenintamos en la actualidad, tanto en el
sector salud como en el agropecuario.
(www.porquebiotecnologia.com.ar/doc/biotecnologiaibtec.asp)

También se la podria definir como "toda aplicaci@éenolégica que utilice
sistemas biolégicos y organismos vivos 0 sus déosgara la creacion o modificacion de
productos o procesos para usos especificos".

La biotecnologia posee enormes e interminablesfioa®e para ofrecerle a la
humanidad. Es considerada la ciencia aplicada derédmdo crecimiento de los ultimos
tiempos y ha pasado a formar parte de la vida hancamo contribuyente de las mas
importantes areas, tales como productos quimidagestriales, produccién de comidas,
proteccion de cultivos, cuidados de la salud humanaliminacion y tratamiento de
residuos, los cuales son el empuje o la idea datgtalesarrollo biotecnol6gico en todo el
mundo Pandey and Banerjee,2002).Un nimero de acercamientos biotecnolégicos han
sido sugeridos por investigaciones recientes coenp@l interés hacia la lucha en contra
de las fuentes de contaminacién de una maneraig@eoés, incluyendo el uso de bacterias
u hongos, a menudo en combinacion con procesasdisimicos(Willmott et al, 1998;

Mc Mullan et al ,2001; Robinsonet al. 2001a; Borchert and Libra, 2001; Beydilliet
al. 1998; Zissi and Lyberatos, 2001)
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Biorremediacion: Organismos gue limpian el ambiente

Es un proceso por el cual organismos vivos, normalen plantas o
microorganismos, son utilizados tecnolégicamenta pemover o reducir (remediar) las
concentraciones de contaminantes en el ambient® g®ceso biotecnolégico de
remediacion ha sido intensamente investigado ymeadado por la comunidad cientifica
como una alternativa viable para el tratamient@midlemas de contaminacion en varios
tipos de ambientes - incluyendo aguas superfickalsbterraneas, suelos — por residuos y
efluentes industrialesCasal et al., 2004))

Aunque otras tecnologias no biolégicas sean tambigiizadas para
descontaminar ambientes contaminados, la biorreo@di es la alternativa
ecolégicamente mas correcta y eficaz para el tiatdaonde ambientes contaminados con
moléculas de dificil degradaciéon y metales toxichmléculas de dificil degradacion
denominadas “recalcitrantes”, pueden ser de origetural, sintetizadas por el
metabolismo bioldgico, o sintéticas, producidas potecnologia moderna y extrafas al
ambiente natural, por esa razon denominadas “xéticés” kenos del griego: extrafio).
Las moléculas xenobidticas, introducidas en el antbi desde el inicio del siglo XX,
comprenden compuestos de diferentes clases quinyicaategorias de aplicacion,
incluyendo agrotoxicos, colorantes, farmacos, pelgs y plasticos pudiendo ser toxicas
y/o recalcitrantes, una ves que no formen parteadaunto de moléculas producidas por
el metabolismo evolutivo que propicia la vida entierra. Luego, esas moléculas
xenobidticas pueden acumularse en el ambiente yreacaserios problemas de
contaminacion. Por esta razon, hay actualmentegyrarapreocupacion que se desarrollen
tecnologias de biorremediacién para descontamiogr aimbientes contaminados con
xenobioticos(Borém, A. 2005)

Tipos de biorremediacion

En los procesosde biorremediaciongeneralmentese emplean mezclas de ciertos
microorganismos (remediacién microbiana) o planfi®rremediacion) capaces de

degradar o acumular sustancias contaminantesdalee metales pesados y compuestos
organicos derivados de petréleo o sintéticos. Smbaggo también pueden utilizarse

anicamente las enzimas responsables de estos sacksyradacion enzimatica). (Figura
1).
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Figura 1 Diferentes modos de biorremediacién Tomado de

www.porquebiotecnologia.com.ar__.LLOS HONQOS Vv el Ambiente

Dentro del Reind-ungi se encuentra una gran variedad de organismos easague se
han adaptado a distintos ambientes, los hongogdsé se restringen mayoritariamente

al PhyllumBasidiomicetegLoboset al.,2001)

Los hongos son reconocidos por sus aptitudes superpara producir una gran variedad
de proteinas extracelulares, acidos organicosog atretabolitos, y por su capacidad para
adaptarse a medios ambientes severos, sin restreCi(Lilly & Barnett, 1951;
Cochrane, 1958)

Mas alla de la produccion de tales metabolitos,himsgos han llamado la atenciéon con
creciente interés por el biotratamiento (eliminaaddestrucciéon) de ingredientes de aguas
contaminadas tales como metales, nutrientes inm@g&y componentes organicgbield

et al., 1993; Feijoo and Lema, 1995; Palma et aL999; Coulibaly, 2002)

De todos los quimicos organicos producidos natwate) la lignina es probablemente el
mas recalcitrante. Esto es consistente con sudurgiologica, la cual es brindar a las
plantas vasculares la rigidez necesaria para sturposertical y para proteger sus
polisacaridos estructurales (celulosa y hemiceh)latel ataque de otros organismos.
(Crawford, 1981)

Los organismos principalmente responsables degeadacion son hongos filamentosos, y

los mejores degradadores en este grupo son ladidragietes(Kirk and Farrell, 1987)
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Los hongos degradadores de lignina son clasificddngo de tres categorias basadas en el
tipo de descomposicion de la madera que produdes esgganismos: hongos de pudricion
blanca, hongos de pudricion marron y hongos deig@ddrblanda.(Boominathan and
Reddy, 1992)

Los hongos de pudricibn marrén comprenden un velaténte pequefio grupo de
basidiomicetes que descomponen preferencialmentelldosa de la madera. Estos no
degradan la lignina extensamente, aunque la madifjor demetilacion de la misma.

Los hongos de pudricibn marron producen una imptatacontribucion en la
descomposicion de la madera, especialmente en émstpuconifera®ix and Webster,
1995) y la maodificacion residual de la lignina dejaralobmo un importante precursor del
humus (Hudson, 1986)

Los hongos de pudricion blanda son Ascomicetes ytddemicetes que descomponen
maderas saturadas de agua, mas bien maderas @E®panfiuctuar su régimen de
humedad.

Los hongos de pudricién blanda son descomponedeoissientos y menos agresivos que
los hongos de pudriciébn marrén y los hongos deipiddr blanca, y son, probablemente
descomponedores menos importantes en sentido tatianti(Dix & Webster, 1995)

Los hongos de pudricion blanca son los que prasegitprincipal interés para ser usados
en varios procesos utilizando lignocelulosa, detadsu capacidad para degradar a la
lignina. La mayoria de los hongos de pudricion tdanegradan a la celulosa y a la
hemicelulosa en adicion a la lignin@lanchette, 1991; Daniel, 1994; Eriksson et al.,
1990)

Sin embargo esta variabilidad es sustancial, @sjpecies y entre cepas de las especies, en
la sumay en la secuencia en que cada componelat@aered celular es degradado.
Algunos de los hongos de pudricién blanca degraataferencialmente a la lignina y
algunos a la hemicelulosa, pero no eliminan muclaccalulosa(Blanchette, 1991)

De estos tres grupos, los hongos de pudricion blaan los mas efectivos degradadores de
lignina y ha sido el grupo mas extensivamente ésdod

En este grupo el modelo de organismo mas comunmeséelo en estudios de
biodegradacion de lignina son las cepa®danerochaete chrysosporiufBoominathan

& Reddy, 1992)

Los hongos de pudricion blanca comprenden una @odledeterogénea de varios miles de
especies de basidiomicetéasinsworth et al, 1973)

10
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Como se mencionaba anteriormente, los hongos de&judblanca, los responsables de la
biodegradacion de la lignina en la madera, sonaesdinarios en su habilidad para
degradar una gran variedad de contaminantes mebliearales ( Bumpuset al., 1985;
Bumpus & Aust 1986; Aust 1990)

Quimicos insolubles, generalmente recalcitrantes, snineralizados por estos hongos.
También mineralizan (oxidando a @Qalgunos quimicos que se hallan ya altamente
oxidados.

En general se piensa que esta habilidad biodegradagta relacionada con la habilidad
gue poseen estos hongos para degradar a la ligisteahabilidad, a la cual nos referimos,
la cual es Unica en lo hongos de pudricion blarsmpiensa que dependen de una familia

de peroxidasas secretadas por el hofigen & Kirk 1983)

Lignina: Nociones Basicas de su Estructura

El término lignina deriva del latin “lignum” quegsiifica madera. Es uno de los tres
componentes esenciales de la madera junto coratbshudratos y extraiblg§jostrom,
1981) La lignina es un polimero heterogéneo compuestoupidades metoxiladas de
fenilpropano que se encuentra formando parte detdpdo vasculares de las plantas
superiores, a las que proporciona soporte estalciopermeabilidad y resistencia frente
al ataque microbiano y al estrés mecaiidiguchi, 1990)

Aunque la estructura exacta de la lignina se desxmros nuevos métodos analiticos de
identificacion de productos de hidrdlisis y métodespectroscépicos han permitido
conocer muchas caracteristicas estructurales dgelsmero/Addler, 1977)

La sintesis de este polimero se produce por lanwedradicales fenoxi que se originan en
la oxidacion enzimética de alcoholes precursfifek & Farell, 1987)

Biosintéticamente, la lignina proviene de tres laddes precursores: el alcohgk-
hidroxicinamilico (cumarilico), el alcohol 4-hidre&-metoxicinamilico (coniferilico) y el
alcohol 3,5-dimetoxi-4-hidroxicinamilico (sinapic La copolimerizacion por radicales
libres de estos alcoholes, iniciada por peroxidasagetales, da lugar al polimero de
lignina (Kirk & Farell , 1987). Quimicamente este polimero es heterogéneo, amorfo,
Opticamente inactivo y altamente ramificg#oitsche & Hofrichter, 1999)

11
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Figura 2: Estructura parcial de la lignina. ( G. Davila; R Vazquez-Duhalt, 2006)

Las caracteristicas estructurales de este hetémogrol vegetal imponen ciertas
restricciones para su biodegradacion. Definiendma molécula de lignina con un peso
molecular de entre 600-1000 kDa, es evidente qudamaio le impide poder ser
degradada intracelularmen{&irk & Farell , 1987). Ademas, por el tipo de enlaces
covalentes que presenta (aril-éter, aril-aril yboao-carbono) y su hetereogeneidad, no
puede ser degradado por mecanismos tipicos ddikisl{éengel & Wegener, 1989)Por

lo tanto, cualquier enzima o grupo de enzimas @gde atacar inicialmente la lignina,
deben ser ademas de extracelulares, no hidrolitibastante inespecificéisirk &Farell,
1987).

Sistema Enzimatico presente en los Hongos

El sistema enzimatico de degradacion de la ligd@dos hongos de pudricion blanca es
extracelular y excepcionalmente inespecifico. Lasoxidasas y peroxido de hidrogeno
secretados por el hongo catalizan reacciones dealtisales libres, resultantes de la
despolimerizacion y degradacion de la lignina. Ausda lignina es naturalmente un

12
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polimero altamente oxidado, puede eventualmente;ssapletamente oxidada a didxido
de carbono por los hongos de pudricion bla8geven & Benson, 1993)Esta propiedad
esta basada en que los hongos de pudricion blarssep la capacidad de producir una o
mas de estas enzimas extracelulares, las cuasesag su baja especificidad de sustrato,
son capaces de degradar un amplio rango de compesnamobidticos.

Los hongos de pudricion blanca producen variasoistds de oxidasas extracelulares,
incluyendo Lacasa (Lac), Manganeso peroxidasa (MnPlignina peroxidasa (LiP), las
cuales estan involucradas en la degradaciéon dgnima en sus sustratos lignocelulésicos
naturales(Wesenberget al.,2003)

Algunos de los hongos de pudricién blanca produoeas estas enzimas, mientras que
otros hongos producen Unicamente algunas de @flatakka, 1994)

A partir de los estudios realizados con hongosidigiticos en los afios setenta, se
comprobé que la degradacion de la lignina dabarlagaroductos que provenian de la
ruptura oxidativa de anillos aromaticos. Por lo gse pensdé que las oxigenasas
extracelulares podian estar involucradas en lasfibamacion de la ligningKirk &
Chang, 1975) Algunos afios después, tres grupos reportaronaskena independiente, el
descubrimiento de una ligninasa capaz de oxidaspalimerizar la lignina y compuestos
modelo, con una actividad enzimatica dependientepdedxido de hidrégeno @@,)
(Glenn et al.,1983; Shimada & Higuchi,1983; Tien & Kirk, 1983) Se estimaron pesos
moleculares de entre 41-42 kDa y se encontrO0 qué&eia un grupo prostético hemo.
(Tien & Kirk, 1984) . A esta enzima se la denomina actualmente ligmenmaxidasa (LiP).

A patrtir de este hallazgo, se encontrd la produrcde otra hemoperoxidasa, la manganeso
peroxidasa (MnP) que oxida el Mha la especie oxidante Mfi(Glenn J.K; Gold M. H.
(1985).

Ademas de estas peroxidasas, se detecto la prédumtiestos hongos ligninoliticos de
otra enzima, una fenol oxidasa denominada lacaa@).([Esta enzima reduce el oxigeno
molecular a agua, y a través la utilizacion detegecompuestos rédox puede ser capaz de
ampliar su espectro de sustratos, logrando asditeacion de porciones no fendlicas de la
lignina (Bourbonnais &Paice, 1990)

Ademas de estos sistemas enzimaticos, se ha cadudeue la participacion de
compuestos de bajo peso molecular es también aesemcia degradacion de la lignina.

Esto se postula debido a que la lignina en su estatliral es inaccesible para enzimas
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tales como la LiP y MnP. Entre los cofactores ingoates para la transformacion de la
lignina se encuentran el manganeso, el alcoholtrileza, el oxalato y el 2-cloro-1,4-
dimetoxibencenoHave & Teunissen, 2001)

La actividad de estas enzimas puede ser increngepi@del uso de mediadores como el
ABTS (2,2'-azino-bis[3-etilbenztiazolina-6-acido Ifemico]), e intermediarios de la
degradacion de la lignina entre los que se encuahtalcohol veratrilicgBourbonnais,
1995; Johannes, 1996; Majcherczyk, 1999asi como iones metélicos como ¥lpara la
enzima MnP y CIf para la enzima LatGalhaup & Haltrich, 2001; Kirk & Farrell,
1987)

Estructura molecular de las principales enzimas dinoliticas

Lignino peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasalRNMn

Estas enzimas comparten la estructura del grumigtico férrico protoporfirina IX (grupo
hemo) presente en su sitio activo. Normalmenteaenhemo-peroxidasas, el atomo de
hierro se encuentra penta coordinado. Cuatro posside coordinaciéon son ocupadas por
los atomos de nitrogeno de los anillos pirrélidos.quinta posicion se localiza en el lado
proximal del grupo hemo y es cominmente ocupadauponitrdgeno perteneciente al
anillo imidazol de un residuo de histidina. La sepbsicion de coordinacion en la enzima
en su estado basal esta vacante y se ubica edoetlistal del grupo hemo. Esta cavidad
distal es la region en la que ocurren muchas detaxiones de las hemoperoxidasas.

A pesar de la baja homologia en secuencia entersgis peroxidasas (menor al 20%) el
plegamiento y la estructura secundaria se encueotrasservadogBanci, 1997)

La enzima se divide en dos dominios estructurglesx{mal y distal) que envuelven al
grupo prostético (Figura 3) y su estructura estéarmada principalmente por 10 add

hélices.
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Calcios

Figura 3: Modelo molecular teérico de la MnP deurotus eryngii Se muestran las

posiciones de las-hélices, del grupo hemo, del Mhy las posiciones C y N terminal.

Lacasa (Lac):

Las fenoloxidasas son enzimas que catalizan laaoid de un amplio espectro de
compuestos fendlicos y aminas aromaticas utilizagldaxigeno molecular como aceptor
de electrones, reduciéndolo a ag&hah &Nerud, 2002)

La lacasa fungica (bencendiol: oxigeno oxidorreglsgt es una fenoloxidasa extracelular
producida por el micelio de basidiomicetos, ascetoE y deuteromiceto@Bollag &
Leonowicz, 1984) siendo los mejores productores de estas enzimashbngos
ligninoliticos(Leonowiczet al.,2001)

Esta enzima contiene atomos de cobre y se encuantpdiamente distribuida en las
plantas superiores, diversas clases de hongosigaddacteriagGianfreda et al, 1999)
Todas las lacasas son glicoproteinas extracelul@iResnhamar,1984) con pesos
moleculares entre 60 y 80 kDa, correspondiendd 8ell 20% de su peso molecular esta
dado por carbohidratgShah & Nerud, 2002)

Biogquimicamente, la lacasa es una enzima que oMitla variedad de compuestos
aromaticos. Cataliza la remocion de un electrom yrotén de hidroxilos fendlicos o de
grupos aminos aromaticos, para formar radicalesedilfenoxilo y radicales amino,
respectivamente. Este grupo de enzimas, poseeocat@amos de cobre en su estado de

oxidacion®* que les confieren una coloracién azul.
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Esta enzima oxida no solamente acidos fenolicogtpxifendlicos, sino que también los
descarboxila (Agematu et al., 1993) y ataca sus grupos metoxilo mediante la
desmetilaciéonLeonowicz el tal., 1984) o desmetoxilacidrfPotthast et al., 1995)Todas
estas reacciones pueden representar un paso imgoeta la transformacion inicial de la
lignina.

La lacasa también reacciona con polifenoles y @oospuestos aromaticos derivados de la
lignina, los cuales, pueden ser polimerizados @aleserizados, o incluso actuar como
mediadores rédox de bajo peso molec(Bourbonnais et al., 1995) La utilizacion de
sistemas mediador-lacasa es una alternativa pramigara procesos biotecnolégicos con
aplicaciones ambientales. Entre ellos, los de hiaogle la pulpa de pap@ourbonnais

et al., 1995; Li et al., 1998) la decoloracion de colorantes texti(@&yeset al., 1999;
Rodriguezet al.,1999)y la oxidacién de hidrocarburos polinucleoaronai@ohmer et

al., 1998; Pickardet al.,1999a; Vandertol-Vanieret al.,2002)

La regulacion de la expresion de genes de la laddsae de un organismo a otro,
reflejando probablemente las diferentes funciongislégicas de estas enzimas en los
hongos. La expresion de genes de lacasa es ctimatiélm algunos hongos, mientras que
en otros, la expresion es sensible a las condisideemedio de cultivo y es afectada por
las concentraciones de nitrogeno y las fuentesadeono.(Collins & Dobson, 1997,
Mansur et al.,1998)

La expresion constitutiva es a menudo aumentadangoctores. El incremento en la
transcripcion de lacasa en respuesta a comporema@siticos, tales como el 2,5-xylidine,
ha sido reportado para genes de lacasa de, poplejeimnametes versicolofyaver et d,
1996) Trametes villosgSmith et al,1998) y Agaricus bisporugJohanneset al, 1996).
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Figura 4: El arreglo de los dominios estructurales estamesgmtados en
diferentes colores (D1-D3). Los iones de cobrenestpresentados como
esferas azules. Los enlaces carbohidratos y disslfestan incluidos en
modelo de ramag96 cita)

Posibles aplicaciones y usos de las enzimas

Los hongos de pudricion blanca son los reguladdeages en el ciclo global del carbono.
Sus enzimas, lignino peroxidasa (LiP), manganesoxmiasa (MnP) y lacasa (Lac) se
hallan directamente involucradas, no solo en larattgion de la lignina en sustratos
lignoceluliticos naturale@Becker & Sinitsyn, 1993; Hatakka, 1994)sino también en la
degradacion de varios componentes xenobiotif®arr & Aust, 1994; Pointing, 2001;
Scheibneret al, 1997)incluyendo a los colorante&lenn & Gold, 1983; Pasti-Grigsby

et al, 1992; Paszczynsket al, 1992; Spardaroet al, 1992)

Como se ha indicado previamente, gracias a sueodgpdad enzimatica, estos hongos
son capaces de transformar un extenso rango deoocemigs organicos. Ante todo, la
decoloracién de colorantes poliméricos sulfonadesdn usados para ensayos de actividad
lignolitica (Glenn & Gold, 1983, Freitag & Morrell, 1992) y para evaluar las
capacidades biodegradativas de los hongos de pudbtanca(Field et al, 1993; Cripps

et al, 1990)

Posteriormente, numerosas cepas de hongos de ipndblanca fueron usados para la

decoloracién de distintos colorantes textiles sicd8 y de efluentes sintéticos, como los
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generados por mezcla de colorani@srros-Wilkolazka et al, 2002; McMullan et al,
2001)

Los hongos de pudricion blanca son también capdeekegradar una extensa variedad de
contaminantes medioambientales a diéxido de catbamduyendo un numero de
contaminantes clorados tales como el DDT [1,1,tdi0-2,2-bis(4-clorofenil)-etano],
Lindano (1,2,3,4,5,6-hexachlorociclohexano), Clowa(1,2,4,5,6,7,8,8 - octacloro -
3a,4,7,7a-tetrahidroindano), Bifenilos policlorados 2,3,7,8-TCDD (2,3,7,8-
tetrachlorodibenzo-p-dioxina) y 3,4 dicloroanilifAust and Bumpus 1987; Sutherland

et al 1991; Yadav and Reddy 1993; Barr and Aust 1994;dfnando et al. 1989)

Para la produccion de pulpas celuldsicas se utilmaterias primas fibrosas y no fibrosas.
La presencia de residuos de lignina afecta nega#@uge algunas de las propiedades de la
fabricacion de la pulpa y productos del papel.é%arla lignina es selectivamente extraida
durante el pulpado, sin la significativa degradacide las fibras de celulosa. La
eliminacion de la lignina depende en gran medafaptdel proceso de pulpado como de la
materia prima utilizada. Entre las alternativasapar produccién de pulpa, los llamados
procesos Kraft y a la soda, son los mas comunesedis procesos se genera un
considerable volumen de efluentes contaminantesr (iegro).

El licor negro es caracterizado por su elevaddiaidad y el elevado contenido de sélidos
disueltos, principalmente alcali-lignina y prodigibe degradacion de polisacaridos. Si el
licor negro no es incinerado en unidades de reeof®r, se convierte en un efluente
significante. El impacto medioambiental del licagro, resulta no solo de su naturaleza
quimica, sino también de la coloracion oscura guakeice la disponibilidad de oxigeno y
afecta negativamente a la fauna y flora acuaticmes, 1973)

Como se ha mencionado, las enzimas ligninoliticaslyridas por los hongos de la
pudricion blanca son catalizadores poco especijfigos incluyen peroxidasas y lacasas.
En ambos casos el mecanismo de reaccion involadmarhacion de radicales libres. Estas
dos caracteristicas son muy buenas para fines atal@e ya que son capaces de oxidar
una gran diversidad de compuestos organicos cactsias quimicas diversas.

Por otro lado en algunos casos la produccién a ggaala, no parece representar un reto
mayor. Sin embargo su clonacion y expresion heigedes adn dificil y no se ha logrado
mas que la obtencién de un numero limitado de emiigninoliticas. Esto ultimo limita

las posibilidades de realizar modificaciones mderes con el objetivo de incrementar el
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potencial catalitico y especialmente la estabilidpérativa de las enzimgsG. Davila; R

Vazquez-Duhalt, 2006)
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OBJETIVOS

Objetivo General

Analizar el efecto del cobre como inductor en ladpiccion de la enzima Lacasa del hongo

Trametes villosa

Obijetivos particulares

Analizar el comportamiento del honJoametes villosaen distintos medios de cultivo

primario.

Determinar el potencial degradativo del hongo Ttaswllosa sobre los colorantes azul

de bromofenol y verde de malaquita.

Cuantificar la actividad de la enzima lacasa prathupor el hongo Trametes villosa en

medio liquido con y sin estimulacion con sulfatacdere (CuSG).

Establecer la relacion entre la cantidad de pragefatales secretada y la actividad lacasa

en medio liquido.

Amplificar una regién génica perteneciente al domaonservado de unién al Cu, para los
genes de lacasa del honp@metes villosa

Determinar de manera semicuantitativa los nivedstivos de mRNA para lacasa para el

hongoTrametes villos@on y sin estimulacion con sulfato de cobre (Cy)SO

Evaluar la potencial aplicacion biotecnoldgica deingo Trametes villosamediante

ensayos de degradacion del efluente licor negro.
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MATERIALES Y METODOS

3.1 El modelo biolégico

Los hongos utilizados en estos estudibmmetes villossBAFC 2755 y Pycnoporus
sanguineugL.:Fr.) Murr. BAFC 2126 (tomado como patron déerencia debido a su
comprobada capacidad lignolitica) provenientes depario del Laboratorio de
Biotecnologia Molecular, los cuales fueron previatagrovistos por el Departamento de
Micologia Experimental de la Facultad de Ciencigadias y Naturales de la Universidad

de Buenos Aires.

Trametes villosgposee un basidioma de 12-32 x 10-20 x 1-2 mm.nealy sésil. Su pileo
es gris, de color café claro a café oscuro hadias$e, con tintes verdosos debido a la

presencia de algas.

Su himendforo es blanco, de color crema, amakde tabaco, café oscuro, casi negro.

Contexto de hasta 1 mm. de grosor, de color blg86).

Figura 3.1 Trametes villosa
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Reino Fungi

Phyllum: Basidiomycota

Clase Agaricomycetes

Orden: Polyporales

Familia: Coriolaceae

GéneroTrametes

Especie Trametes villosa

Figura 3.2 Ubicacion taxonomica del organismo en estidemetes villosa

Fuente Nacional Center for Biotechnology Information (BRI}

3.2Preparacion de los tacos

Para la preparacién de tacos se utilizaron cultiwosarios en medio
agar/extracto de malta (MEA), en placas de Petfiafemm de diametro, las cuales fueron
inoculadas por puncién con ansa aguja en el celetta placa, con el microorganismo en
estudio. Se dejo incubar durante 5-7 dias a 29G dn estufa.

Este tiempo fue suficiente como para obtener ufeni@de tamarfio considerable para la
generacion de tacos de micelio destinados a ladbséedel resto de los experimentos.

Los tacos de agar con micelio se extrajeron arpdatios margenes de la colonia en
crecimiento con la ayuda de un sacabocados de,rdetidrma cuadrangular de 36mm2
de diametro.

Los tacos obtenidos de este modo fueron utilizépara la inoculacion de los medios de

cultivo sdlidos asi como también para los mediosultévo liquidos.
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En el caso de los medios de cultivo sélidos, sequli® a colocar un taco con
micelio en el centro de cada placa de Petri coa caedio de cultivo utilizado, mientras
que para los medios de cultivo liquidos, se transtin taco a un Erlenmeyer de 250 mL

conteniendo dicho medio.

3.3 Medios de cultivo so6lido

Los medios de cultivo solidos utilizadmara los ensayos fueron:
AMG(*) : extracto de malta 12,7 g/L; agar 20 g/L y glucb8ay/L (Britania).

ASAB (agar/ Sabouraud) agar 18 g/L; peptona de carne 10 g/L; glucosa/40

(Britania).

Licor negro glucosado (LN) agar 20 g/L; glucosa 10 g/L (Britania) y el licor
negro dilucién de 1:15 (v/v), a pH 11 y pH 4,7.li€br negro es el efluente

proveniente de industria celulGsica-papelera, tastd del proceso de coccion de
maderas de eucaliptos, realizado en la plantaopiletta FCEQyN de la U.Na.M.

(*) Este medio se prepar6 de acuerdo al manual de ibblogia Experimental de la
UBA.

3.4 Medio de cultivo liquido

Los ensayos en medio de cultivo liquido fuerondtiva cabo en Erlenmeyers de 250 mL
de capacidad a los cuales se les adicioné 50 nmhedito compuesto por 12,7 g/L de
extracto de malta, 0,5% de concentrado solubleale (Mouso et al,2003)y agua
destilada..

Estos medios fueron inoculados e incubados a 29@ én estufa de manera estatica en
aerobiosis durante un periodo de tiempo compreretiti@ 5, 7, 10 y 14 dias, en todos los
casos por duplicado.

En cada uno de los dias antes mencionados se firaced separacion del micelio del
medio de cultivo liquido por medio de filtracion diente Bichner, con filtros de fibra de
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vidrio (GF/C) previamente secados en estufa a 8dut@nte 30 minutos, en cada filtracion
se utilizaron 5 mL de agua destilada para enjuagar.

Los sobrenadantes fueron congelados y posterioemuitizados para la determinacion de
la actividad enzimaticéD”Souzaet al,1996)

Los micelios resultantes de la filtracidn fueromgelados para luego proceder a la

extraccion de ADN de los mismos.

3.5 Los colorantes utilizados en los ensayos

Los colorantes utilizados para los ensayos en ledios sélidos fueron el verde de
malaquita y el azul de bromofenol, ambos provigtmsBronfield, debido a su ya probada

eficacia para estos ensay@himizu et al. 2006;Velez Ruedaet al. 2007).

3.6 Degradacion en medio sélido

Los ensayos de degradacion en medidafueron llevados a cabo en los medios
AMG y en el medio ASAB por duplicado con y sin galetes. La concentracion de
colorantes utilizada fue de 50 pfVolfaardt et al,2004)
Para controles de crecimiento se tomaron los meldiasiltivos inoculados sin colorantes.
Para control negativo de degradacién los mediosulte’os con colorantes pero sin el
inoculo respectivamente.
También se llevaron a cabo ensayos de degradaciomedios de cultivo conteniendo el

efluente licor negro, en las condiciones menciosaaeriormente.

3.7Determinaciéon de la actividad enziméatica

La determinacion de la actividad enzimatica paeasa se realizd a partir de los
sobrenadantes congelados obtenidos por filtraéténa ello primeramente se procedio al
descongelamiento de los mismos llevandolos a teatyer ambiente. Posteriormente se
determiné la variacion de la absorbancia del sissDMP (2,6-dimetoxifenol) adicionado
a cada muestra, evidenciado mediante la utilizaciénun espectrofotometr8500 Il

Techcomgsiguiendo la técnica propuesta poeld et al, 1993
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La actividad enziméatica se expresalémdades Internacionales (Ul) pmoles/min x mL.
Una Ul es equivalente a 1 umol de producto formadostrato degradado, por minuto.
Los valores obtenidos para la actividad enzimaeabtuvieron a partir de la siguiente

féormula:

Abs. x 2,5 mL (vol. de reaccion)

Ul (umol/min x mL) =

€ x tiempo de incubacion (min)x vol. enzima (mL)

Dondeg€ = coeficiente de extinciéon molar

Técnica de determinacion de la actividad de Lacad&ield et al)
Sustrato: 2,6-dimetoxifenol (DMP), provisto por Fluka Chemge5 mM (77,1 mg/ 100

mL buffer acetato), pH 3,6

Reaccion:
» 2,5 mL en cada tubo
» 5 minutos en bafio a 30 °C
» Transcurrido ese tiempo se agrega 50 pL del sobbaema (solucion
conteniendo a las enzimas)
» Se incuba los minutos necesarios
B Se lee en espectrofotometro a 469 nm.

» El blanco es el reactivo solo

B E450=27,5mMcm.

Zimograma

Veinte ng de proteinas totales se separaron medaadttroforesis no desnaturalizante en
geles de poliacrilamida al 7,5% (ND-PAGE) determuh@se la actividad enzimatica de
lacasa mediante una solucion de 2,6-dimetoxifertoinaM en buffer de acetato de sodio
0,1 M Manchenko P.(1994). Los geles fueron escaneados inmediatanreatkante

Scanner HP Deskjet F300 All-in-One series.
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3.8 Extraccion de ADN

Para proceder a la extraccion del DNA se utilizdoesnmicelios congelados que
fueron obtenidos anteriormente por medio del fiirade los medios liquidos. Estos
micelios fueron trozados y luego macerados cormgetno liquido hasta obtener un fino
polvo. Luego se procedid a llevar a un volumenlfae 800ul con 640 pl de buffer de
extraccion conteniendo Tris 100 mM; EDTA 50 mM Wal500 mM, 80 ul SDS (10x), 80
ul CTAB (20%) y 5 pl de proteinasa K 1 mg /mL.

Para la digestién se incubaron las muestras dudtte 60 minutos a 65 ° C
agitandolas con vortex cada 10 minutos. Posteriotenese hicieron 2 lavados con
cloroformo - isoamilico 24:1 a un volumen final i mL. Se centrifugd la muestra
durante 10 minutos a 10000 rpm.

Para precipitar las proteinas se le adicioné 15@edcetato de potasio 3 M frio.
Luego de esto se centrifugd la muestra duranterfitos a 12000 rpm y se transfirio el
sobrenadante a un tubo coénico nuevo. A este salamatea se le adicion6 1 mL de
isopropanol y se lo dejo en freezer a — 20 ° Crdartnda la noche.

Posteriormente se centrifugd la muestra duranteirutos a 12000 rpm, se
descart6 el sobrenadante y se le adicioné 1 mltatekal 70%. Se volvid a centrifugar a
12000 rpm durante 5 minutos y se le extrajo todal@hol y se dejo secar la muestra a
temperatura ambiente.

Luego de secada la muestra se la resuspendio endagtilada estéril y se la
conservo a — 20 ° C hasta el momento de su uidiza

Para corroborar la eficacia de la técnica utilizpdea la extraccion y la calidad
del material genético extraido se corrieron las sttae en geles de agarosa al 1% con
tampén TBE, tefiidos con bromuro de etidio (BrEtjuggo fotografiados con camara
digital sobre luz UV.

Ademas las muestras fueron analizadas en espaotraftyo a 280 nm.

3.9 Amplificacién de un fragmento génico por medide la técnica PCR

Para llevar a cabo la reaccion en cadena de lananpolimerasa (PCR) se

utilizaron 10pmoles de cada cebador (sentido y antisentido), MIGdendNTPs, 1,5 mM de
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CloMg y 1 U de Taq Polimerasa en buffer al 1 x, adedgagua deionizada para llevar a
volumen de reaccion deseado.

El programa de ciclado utilizado fue el siguiente:

» Un ciclo a 94 °C por 2 minutos

» 35 ciclos de 15 segundos a 94 °C, 56 °C y 72 J6ecigamente.

» 2 minutos a 72 °C como paso de finalizacion dedaaion.

Los resultados de la amplificacion fueron corrodosapor electroforesis en geles
de agarosa a una concentracion del 2% utilizandacuba electroforética (Sub System 70
de Labnet International Inc.), tefiidos con BromdeoEtidio (BrEt) y fotografiados con
camara digital marca ACER.

Los cebadores utilizados en esta técnica fuerosfiddos en base a secuencias
conservadas en la region de union al cobre dedmxtramino y publicados por D" Souzta
al., 1996, para las lacasas de otros basidiomiceéteiseiio se bas6 en la deduccion de la
secuencia aminoacidica de la enzima y contempldado variables que pudieran

presentarse al considerarse la hipotesis del atanc

La secuencia de los cebadores utilizados es l@esitg

LacA — sentido 5- CATGGCAYGGNTTYTTYCA

LacA — antisentido 5RTGRCTRTGRTACCARAANGT

La codificacion utilizada de acuerdo a la nomectatinternacional IUPAC fue la
siguiente:

R=A/G

Y=CI/T

N=A/C/GIT
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Estos cebadores fueron ademas evaluados mediaptegema bioinformatico
Primer3 dando resultados aceptables en cuantooacsmplementariedad y formacion de
dimeros se refiere.

Las bandas amplificadas con los cebadores degerseiaeiron purificadas y secuenciadas.
El andlisis de la secuencias se realizé mediamgemgrama BLASTN.

3.10 Mediciéon de proteinas totales

Para la medicién de las proteinas totales de l&stras se utilizé la técnica de
Bradford (Bio-Rad Protein Assay) de acuerdo a $geeificaciones del fabricante.

Este ensayo esta basado en el equilibrio de tresfodel colorante Azul de
Coomassie G, el cual es componente del reactivjo.d@adiciones acidas, el colorante es
mas estable de forma doble protonada de color @jando este se une a las proteinas, sin
embargo, es mas estable en su forma desprotoretty dna coloracion azul.

Técnica BradfordProteinas de sobrenadante:

- Reaccion:

» Se toman 2,5 ml de reactivo de Bradford + alicut#esobrenadante para un
buen rango de lectura.

B+ Se agita y se lee inmediatamente a 595 nm cordredlde Bradford solo.

» La curva patrén se construye con una solucion pade BSA (Albumina de
Suero Bovino) 1 mg/ml de agua.

» Se agrega a los 2,5 mL de reactivo 10, 20, 30 t&st@ 70ul de solucion de
BSA y se leen las absorbancias. El factor es larsavde la pendiente de esa
curva patrén. (Abs*patron = pg de proteinas enulassados).

» Los resultados se expresan como g de proteinasfwnen (de sobrenadante

por €j.)

Bio-Rad Protein Assay: (microensayo utilizado)

» Preparar 3 a 5 diluciones de la proteina estataanial es representativa de
la solucion proteica a ser testeada.
» Pipetear 800ul de cada muestra estandar en solderdno de un tubo limpio.

Trabajar por duplicado o triplicado.
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» Adicionar 200ul de reactivo (Bradford) en cada tylagitar con vortex.
» Incubar a temperatura ambiente entre 5 minutosma®de una hora.

» Medir la absorbancia a 595 nm

a) Estandarizacion de la curva de albumina

» Partiendo de una solucion de BSA a una concentratgdlmg/ml se realizaron
diluciones seriadas decrecientes: 50pg/ml; 10 ypdggmlg/ml; 1 pg/mly 0,5
png/mil.

» El blanco utilizado estaba formado por 200u| detrea (Bradford) con 800l
de agua.

» A cada dilucibn antes mencionada se le agregardh [P0 del reactivo
(Bradford).

» Luego de no menos de 5 minutos y no mas de 1 heyseon las diluciones
con el reactivo a 595 nm en espectrofotometro pader confeccionar la

curva de referencia.

b) Tratamiento de las muestras

» Las muestras tratadas correspondieron a los dids ) y 14 de crecimiento
respectivamente.

» Cada dia de cultivo presenté muestras sin ind@oBQ) y con el inductor
Cu SQ a concentraciones de 0,5 mM o 1 mM de Cu. &b todos los casos se
trabajo por duplicado.

» Para este caso el blanco consisti6 en 800 pl deéongedcultivo sin inocular
(extracto de malta-extracto de maiz-agua).

c) Electroforesis en poliacrilamida

Las proteinas procedentes de los filtrados fueeparadas por electroforesis vertical en
geles de poliacrilamida desnaturalizante (SDS-PA&HPBO V por 45 min en geles con
una concentracion del 10% en poliacrilamida utilda el sistema MiniProtean 3D de
Biorad. Los resultados se visualizaron medianteidim con plata (22) y se registraron

mediante Scanner HP Deskjet F300 All-in-One series.
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3.11 Aislamiento de RNA total

Para el aislamiento de RNA total se utilizaron rficdciones del protocolo de extraccion
de Chomczynski y Sacchi, 1987.

Protocolo para la extraccién de RNAs en Hongos:

» Filtrar el micelio, lavarlo 2 veces con Tris 0,1 EDTA 0,02 M en frio.

» Colocar en un tubo ependorff (estéril) una poraéhmicelio lavado.

» Agregar 500 pl de buffer de lisis (GUSNC 4 M, Toid M, EDTA 0,02 M
Tritdbn X 100 1%). Disgregar el micelio con varille plastico o vidrio estéril.
Incubar 20 min. en frio.

» Purificar con 200 ul de Fenol saturado en TE, woyteentrifugar por 2 min. a

12000 rpm.

» Purificar con 200 ul de Cloroformo, vértex y cefutgiar por 2 minutos a
12000 rpm.

» Purificar con Acetato de Potasio 3 M, vortex y démgar por 5 minutos a
12000 rpm.

» Precipitar con Isopropanol, igual volumen que tomsnde la fase acuosa,
dejar 1 h en freezer y luego centrifugar 10 miméxima velocidad.
» Lavar con Etanol absoluto, secar bien y resuspeedesgua estéril libre de

RNasas.

Con el mismo protocolo de extraccién arriba meraitmy se realizaron 2
tratamientos diferentes de purificacion, uno dedoales utilizé Unicamente Fenol, y el
otro tratamiento utilizé solamente Cloroformo.

Finalizadas las extracciones por los 2 tratamiedti@sentes, las muestras fueron
medidas en espectrofotometro a 280 nm y 260 nm gaxtuar la cantidad y calidad del
RNA aislado. Para ello se diluyeron las mismasgeraastéril en una proporcion de 1:10..

Para corroborar las mediciones espectrofotométdeass muestras, las mismas

fueron corridas en gel de agarosa al 0,8 % dudntainutos a 5 v/icm.
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3.12 Obtencion de DNAc a partir de mRNA por medio de RT

Para la obtencion de la primera cadena de ADNata pa los mRNAs aislados
como se detalla en puntos anteriores, se utilizprotocolo basado en la actividad de la
enzima MMLV siguiendo las indicaciones del fabrigarcon ligeras adaptaciones
(Fermentas SRL).

Los tratamientos se realizaron para los dias divauls-7-10 y 14 en ausencia y en

presencia de 1mM de Cug@spectivamente.

El protocolo utilizado consta de 2 pasos:

A) Digestion del ADN de las muestras
B) Amplificacion de mRNA por RT-PCR.

A) Digestion de ADN que pudiera quedar en la muestra:

= Colocar la muestra de RNA en agua o buffer (3dg3 pl.

» Buffer de reaccion ............cooviiiiiiiiiini . 1l

P Enzima RQLDNASA .....ccoovviiiiiiiie e lu/pg de RNA.

= Adicionar agua libre de RNAsas hasta llegar a velurfinal (Vf) de
10 pl.

» Incubar las muestras a 37 °C durante 30 min.
» Adicionar 1 ul de “solucion de stop” para termifereaccion.

= Incubar a 65 °C durante 10 min. para inactivar BNg\sa.

B) Retrotranscripcion

» Incubar las muestras a 70 °C durante 10 min.

» Inmediatamente colocar las muestras en hielo dei@&niin.

» Adicionar a cada muestra la master-mix de RT-P@Ruhl contiene:
H,O + RNA (10 ul); Oligo (dT) (1 ul); Buffer de reaéan (4 pl);
dNTP’s 5 mM (4 pl); inhibidor de RNAsas “RNAsin” é0ul (0.5
pl); MMLV (1 pl).

» Volumen final (Vf) de reaccion: 20 pl.

» El ciclado utilizado fue el siguiente:
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» 37°C.......... 5 min.
b 42°C.......... 60 min.
e 70°C .......... 10 min.

3.13 Amplificacién de ADNc por PCR

Se realiz6 una amplificacion por PCR con las massprovenientes de la RT, para
evidenciar la presencia de mMRNA pertenecienteseadana Lacasa.

La master-mix y condiciones de ciclado utilizadesrén los siguientes:

» H,OdePCR.............. 10,87 pl.

» Buffer de reaccion....... 2 pul.

 CIMg....ccceiiie 1,6 pl

B ANTP's5mM.............. 1,43 ul

= Primers: AS.......... 1l

S 1l

Tag Pol............ooeniis 0,1 pul
(*)Muestra.................. 2 ul

(*)Para cada muestra de utilizaron 2 pl. de praaldetRT-PCR

El ciclado utilizado en esta oportunidad fue eliggte:

B lciclo94°C............. 4 min.
» 40 ciclos: 94 °C......... 20 seg; 50 °C...... 20 seq; 72 °C....°2Geg.
B lciclo72°C............. 4 min.

La secuencia de los cebadores fue la misma quidigé para amplificar el ADN.

Los resultados de la amplificacién fueron corrodog por electroforesis en geles de
agarosa a una concentracion del 2% utilizando uba electroforética (Sub System 70 de
Labnet International Inc.) y luego tefiidos con Buooonde Etidio (BrEt), corridos y
fotografiados con camara digital marca Olympus nwde760. Posteriormente fueron

secuenciados
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3.14 Andlisis estadistico

El analisis estadistico fue realizado con el prograGraphPad Prism version 4.00 para

Windows, GraphPad Software, San Diego Californi®A|J8ww.graphpad.com
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RESULTADOS

4.1 Andlisis comparativo de la actividad oxidativalel hongoTrametes villosan

medios solidos:

En los medios sélidos utilizados para el screedmtps hongos se observa que la especie
Trametes villosgFigura 5) como la especie tomada de referefyanoporus sanguineus
presentan crecimiento y degradacion en los colesautilizados, azul de bromofenol y

verde de malaquita.
Ambas especies fueron cultivadas durante un pededbdias, comenzando con

las mediciones del crecimiento y de la degradaaipartir del dia 3 consecutivamente

hasta concluir en el dia 7.

,.|",J’

Figura 5: Se observa en la figura evidencia de crecimientmmo también de degradacion para el hongo
Trametes villosan el medio sélido con los colorantes Verde de Majuita (der.) y Azul de Bromofenol

(izq.)

Ensayos de crecimiento y degradacion en AMG

La especie Trametadllosaen el medio AMG present6 un crecimiento

con una tendencia casi lineal, en presencia detaiaie Azul de Bromofenol (AB), como
se observo también para el crecimiento en el m&dioolor. (Control positivo) Mediante
la utilizacion del programa GraphPadPrism (Two-WOVA test) se pudo observar que
los valores obtenidos no son significativos, pague se podria decir que no existen

diferencias para el crecimiento entre ellos.
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En cuanto al crecimiento en el medio AMG con ebramte Verde de Malaquita (VM) se
ha podido observar mediante la utilizacion delmaigprograma estadistico, que las
diferencias son significativas, es decir que erisliferencias para el crecimiento entre el
control positivo y el medio con el colorante, siersuperior el crecimiento del control.
(Anexo Tabla A)

La degradacion y el crecimiento en el colorantef@don iguales para el dia 3, pero a
partir del dia 4 se observaron diferencias hagtiéael, siendo menor la degradacion que el
crecimiento. No se observaron diferencias sigdiifi@s para la degradacion en el medio
con VM con respecto a su crecimienféigura 6)

ParaPycnoporus sanguineest AMG, en presencia del colorante AB, el crecintae
resulto ligeramente menor al del hongo en mediecaliorante(Figura 7). pero los datos
obtenidos mediante el test del programa GraphPamR1os demuestran que no existe

diferencia alguna para el crecimiento en las coodés analizadas

Para el mismo hongo en presencia del colorante divkrespecto al control positivo de
crecimiento las diferencias observadas tambiéigual que pardrametes villosason de
un valor significativo por lo que existen difereaxipara el parAmetro analizado en estas

condiciones(Anexo Tabla B)

Crecimiento y Degradacion de Trametes villosa en Crecimiento y Degradacion de Pycnoporus
Agar Malta Glucosado sanguineus en Agar Malta Glucosado
100 / 100 /
80 /’//: 80 %/
’g —_
=
E60 4 E60
= = |
[ <5
S0 Sy /
(&}
(&) 20 o /
—
0 0
3 4 5 6 7 3 4 5 6 7
f . ——Crec. Sin color
Dias de Crecimiento —+—Crec. AB Dias de crecimiento ey e
——Degr. AB ——Degr. AB
Crec. VM Crec. VM
—+—Degr. VM —a—Degr. VM
Figura 6: Se observan en el gréfico los valores Figura 7 Se puede observar en el gréafico
obtenidos para el crecimiento y la degradacion los valores obtenidos pam. sanguineus
deT. villosaen el medio AMG a partir del dia 3 en el medio AMG desde el dia 3 hasta el
hasta el dia 7. dia 7.
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Se realizo una comparacion de los resultados aliemiara el crecimiento y para la
degradacion en AB entre las dos especies y sevah$gpre presentan comportamientos

muy similares para el medio y el colorante utilzgéra estos dos parametros analizados.

Cuando se realizo el mismo analisis entre las gpsages en presencia del colorante VM,
el crecimiento no presento diferencias notablesesibargo la degradacion mostré

diferencias significativas a favor deametes villosa

(Anexo Tabla C)

Ensayos de crecimiento vy degradacion en ASAB

El comportamiento de los hongos en este medio ligatue inferior a lo observado
en AMG.
La especidrametessillosademostré un crecimiento en el medio sin colorantpaco

superior al 50% del total de la superficie de kEcplde petri, y el crecimiento en presencia

del colorante Azul de Bromofenol alcanzé una tgsaxamada del 50% de la placa.

Llevando estos datos al test Two-way ANOVA, vemoes o existen diferencias en el

crecimiento entre el control y el medio con ABysataso en el dia 7, pero la diferencia
observada no es muy considerable.

Para el colorante Verde de Malaquita el crecimiémonotablemente inferior a lo
observado en el control positivo, presentando ufieaethcia significativaentre ambos.
(Figura 8)

La degradacion en presencia del Azul de Bromofewwl,respecto a su crecimiento,

también fue inferior como lo fue en el medio AMGa@rametes villosa

En presencia del colorante Verde de Malaquitaetaatiacion fue igual al crecimiento,

siendo ambos muy bajogkigura 9) (Anexo Tabla D)

Para la especieycnoporus sanguineusn este medio de cultivo conteniendo Azul de
Bromofenol, el crecimiento se mostré superior alhdego sin colorante, Unicamente para

los dias 3y 4 en los cuales se evidencio difeasngignificativas entre ambos.

La degradacion fue muy baja en relacion a su clieotm. Para el colorante VM el
crecimiento también presento grandes diferencfasa del control positivo, pero en este

caso se observo dicha diferencia en todos losddiasedicion.
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En tanto la degradacién presento igualdad en dasegeen los primeros dias, para luego
en los dias 6 y 7 presentar una pequefia diferenderelacion crecimiento/degradacion.
(Anexo Tabla E)

Comparando el comportamiento de las 2 especiestenmedio de cultivo, tanto para el
crecimiento en presencia del colorante AB como mrad/M, no se han registrado
diferencias significativas, los mismos datos sendbton para la degradacion en presencia

de sendos colorantes entre estas 2 espéamsxo Tabla F)

Crecimiento y Degradacion de Trametes villosa Crecimiento y Degradacion de Pycnopous

en Agar Saboraud sanguineus en Agar Saboraud
100

=
o
o

©
o

o)
o

=2}
o
L

Crec/Degr (mm)
&
Cre/Degr (mm)
5

=2
o
L

20 = 20 7,5_:;‘4‘
0 0
3 4 5 6 7
' ' —+— Crec sin color 3 4 ° 6 —— CZec sin color
Dias de cultivo —-—g;ec /;BB Dias de cultivo —=—Crec AB
—&— Degr. e
e it e VM
—— Degr. —+—Degr VM
Figura 8: Crecimiento y degradacion Figura 9: Valores obtenidos para el
deT. villosa en ASAB. crecimiento y degradacion de. sanguineusen
ASAB.

Ensayos de crecimiento y degradacion en Licor negi(@.N)

En el ensayo realizado con el efluente licor n€gh) se pudo observar en la

especi€l. villosaguetanto el crecimiento como la degradacién solo tavidugar en el
medio de cultivo en condiciones acidas (pH = 48|, crecimiento presento diferencias
con respecto a la degradacion en casi todos Issmienos en el dia5 y el dia 12 en los
cuales fueron iguales; y en condiciones basicas=(ftH) no se pudo observar crecimiento

alguno y tampoco actividad degradatigieigura 10)

Sin embargo la espedre sanguineusha demostrado en el medio acido posee capacidad
de crecimiento y degradacion, y solo presentarfamaticias entre los dias 7 y 11 entre

estos dos parametros en estas condiciones deogifitiexo Tabla G) (Figura 11)

En el medio de cultivo en condiciones de alcalidjdanto el crecimiento como la
degradacion fueron inferiores a lo observado enargxido, demostrando diferencias para
todos los dias entre ambos parametros.
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El comportamiento del crecimiento y la degrada@nitre las especies en el medio

acido fue muy similar, pero se pudo observar qusiecid®. sanguineupresento
mejores resultados en estas condiciones y laedid&s entre ambas especies son

ligeramente significativagAnexo Tabla G)

Comportamiento de Trametes villosa
para ALN 1:15

)

Crec/degr (mm
\

n
o

I

Dias de Cultivo

—o— Acido Crecimiento o— Acido degradacion
—o— Alcalino Crecimiento —o— Alcalino Dearadacion

~F

C
>
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Crec/degr(mm)

Comportamiento de Pycnoporus

0 sanguineus para ALN 1:15

20 wﬂ?‘*&
JERpES S aaaa

3 6

9
Dfas de Cultivo

12 15

—0o— Acido Crecimiento

—— Acido degradacion
—0— Alcalino Crecimiento

—0— Alcalino Degradacion

Figura 10: Se observa el crecimiento y
la degradacion deT. villosa en LN a pH 4.7

Figura 11 Se observa crecimiento y degradacion
de. sanguineuen LN en pH 4.7 y pH 11

4.2 Efecto del Cu sobre la Actividad Enziméatica deacasa

Podemos observar la actividad de la enzima LacadzodgoT. villosateniendo en cuenta

los diferentes dias de cultivo.

Se puede observa un claro aumento de actividadlaciwnandose con el tiempo hasta el
dia 10 en el cual se observa el maximo valor pateadctividad, para luego decaer en el

dia 14 hacia un valor aproximado al observado elfiael de cultivo.

En presencia del Cug@omo inductor de la actividad enzimatica, se tegisn

incremento constante de actividad enzimatica, akdmvalores entre 10 y 200 veces

superiores al obtenido en condiciones sin indueiguales tiempos de cultivo.

Los resultados de las actividades enzimaticas (J&dtrespondientes a los dias 5, 7, 10 y

14 se muestran enfigura 12.
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Actividad Enzimatica para Lacasa
1000
800 ——
‘é 600
N
c
w 400 -
;
S 200 -+
c
) A
O — g - T T
o 5 7 10 14
Dias de Crecimiento
\ —e— Sin Inductor —=— Con Inductor \

Figura 12 : Se observan los gréficos correspondientes alaa  ctividad enzimatica de Lacasa
en funcién del tiempo en presencia y ausencia del inductor.

Para analizar la posibilidad la existencia de igoeas de diferentes pesos moleculares se
realizaron estudios en geles de poliacrilamidaesndturalizante (denominados

zimogramasjFigura 13) observandose una Unica banda con actividad lacasa

1 2 3 4 5 6 7 & 10 11 12 13 14 1516 17 18

Figura 13: Muestras de 7 dias de cultivo: 1, 2 sin Cu; 8pd4 1mM de Cu. Muestras de 10 dias de cultivo:
7, 8 sin Cu; 9, 10 con 0.5mM de Cu; 11, 12 con 1 deMCu. Muestras de 14 dias de cultivo: carrilesi43
sin Cu; 15, 16 con 0.5mM de Cu; 17, 18 con 1ImM de C

4.3 Efecto del Cu sobre los niveles de mRNA de l&aza

Para poder analizar los mMRNA del hongo se utilizatos alternativas de extracciéon del

método propuesto por Chomczynski y Sacchi, (1987).
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Los resultados obtenidos por los dos tratamienwgutificacion de ARNs totales
fueron muy buenos, pudiéndose diferenciar claraengpie la calidad del material
extraido mediante el método que utiliza solo Clomoio para dicho propdésito es

superior a su par el cual utiliza al Fenol panauficacion.

Estos resultados avalan al método propuesto pam€hmski y Sacchi, 1987.

1 23 4

Figura 14: Aislamiento de RNAs.La fotografia muestra los tratamientog 3
correspondientes a la purificacién con Cloroformosytratamientos 2 y 4 con Fenol.
Las flechas indican las subunidades ribosémice8s 288 S respectivamente.

Para la técnica de RT-PCR se utilizaron las muesgigeRNASs totales extraidas por el

método que dio mejor resultado, mencionado antaegate.

Dichas muestras correspondieron a los dias 5, y,180de cultivo, las cuales se ensayaron
sin CuSQcomo inductory con 1mM de CuSgxomo inductor de la actividad enzimatica

de LacasaFigura 15)
PM Dia 5 Dia7 Did0 Dia 14 C(-)
Cu*™ - + - + -+ - +
200pb

100pb

Figura 15: RT-PCR para un fragmento del gerlacasa De izquierda a derecha, el
marcador de peso molecular (PM), luego las 2 mastrrespondientes al dia 5 de
cultivo y en esa secuencia las del dia 7, 10 ye&gactivamente La ultima calle del gel
corresponde al control negativo (C(-)). La fleclsa mdica un amplicén de unos 150 pb
aprox. el cual podria corresponder al mMRNA de kacas
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4 4 Extraccion de ADN y amplificacion de un fragmento &l gen para lacasa

Para poder corroborar que el fragmento amplifigaolomedio de la técnica de RT- PCR
corresponde al MRNA de la enzima lacasa, se pr@eeld extraccion del ADN con el fin
de secuenciar el fragmento de interés.

Los resultados obtenidos en cuanto a la cantidealiglad del material genético extraido

son muy satisfactorios, segun lo evidenciado endgehgarosa y los datos obtenidos a

través del analisis de las muestras en el espetiiroétro.(Figura 16)
Ps T\

Figura 16: Extraccion de ADN. El ADN paraPycnoporus sanguine(Bs) yTrametes
villosa (Tv) fue extraido como se describe en Material®gtodos, separado por
electroforesis en gel de agarosa al 1%, tefiiddBcomuro de etidio (BrEt) y fotografiado
con camara digital bajo luz UV. La flecha indicaA&IN gendomico.

El ADN fue amplificado mediante el uso de cebaddexgenerados, secuenciada y

analizada mediante el programa BLASTn.

La secuencia obtenida al realizar la PCR fue laiside:

TCGTGACCAGTTGCCCCATCTTCGCTCGGGNAATTCGTTTCCT
GTCACAATTTCCCGGTTCCTGACCAGGCNGGTAAGNGCGCCT
CGTANNATTTCNNTNTCCNAATNTGACNCACGNNTGT

El alineamiento indica que existe entre un 79% % &@ homologia con la secuencias de

genes lacasa provenientes de otros hongos de idnd(i€igura 17)
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Sequences producing significant alignments:
headers to sort columns)

Accession ‘ Description Max score Total score ‘ Query coverage | . E value | Max ident |
M aF4i14z07.1  Trametes pubescens laccase 2 (lap2) gene, complete ods 56.5 56.5 59%, Za-05 80%,
# Meose1 1  hirsutus ligninalytic phenalaxidase gene, complete ods 528 s 50% 36-04 Q0%
™ mMe0sen.1 < hirsutus ligninolytic phenoloxidase gene, complete cds 52.8 52.6 60% Fe-04 B80%
M gvrnasns.i  Trametes versicolor putative laccase gene, partial cds 51.0 51.0 599, 0.001 79%
™ q49376.,1 Trametes villosa (clone LCC1) laccase gene, exons 1-9, complete ods s1.0 51.0 59%, 0,001 7%,
M p13372.1 Coriolus versicolor CVYL3 gene for laccase, complete cds 51.0 51.0 595 0.001 7%

Figura 17: Resultado del alineamiento utilizando el programa@LASTn.

4.6 Medicion de proteinas totales

Al analizar los niveles de proteinas totales obk@mi(Figura 18), se produjo un
incremento en la cantidad de proteinas totalesugidds bajo condiciones de estimulacion
con CuSQ@como inductor en contraposicion a lo observado en aigatel mismo para el

hongoTrametes villosa

Proteinas totales T. villosa

1,75
1,5
1,25

0,75

0,5 " o pog
0,25 r— EE—

Absorbancia (595 nm)
=

5 7 10 14
Dias de Cultivo

—+e—SinCu —4— Con1ldeCu

Figura 14: Medicién de proteinas totalesEn la figura se observa la produccién de proteinas
totales efii. Villosabajo el efecto del Cu S@tilizado como posible inductor de la actividad
enzimatica de lacasa en contraposicion a los valaseenidos en ausencia al inductor.

Los ensayos de determinacion de perfil proteicgetes de SDS-PAGHigura 19) de los
filtrados realizados sin CuQQ@ con 1 mM de Cu. Se colocaron volimenes variathes

manera de que todas las muestras poseg@q 8@ proteinas, observdndose un aumento en
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la intensidad la banda correspondiente a 78 kPaxapadamente, la cual va aumentando

conjuntamente con la concentracion de CuSO
1 2 3 4 5

Cultivos de 14 diascarril 1 y 5: ladder. Carril 2 sin Cu; carril 3y 4 con 1 mM de
CuSQ La flecha indica la banda correspondiente a 78 &daximadamente.
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DISCUSION

Ha quedado demostrado que la utilizacion de colesapoliméricos es una herramienta
muy noble y a la vez sencilla a la hora de evatliarecimiento y la capacidad degradativa
de los hongos de pudricion blanca utilizados ea eabajo.

Se pudo observar claramente que tahtametes villosacomo Pycnoporus sanguineus
presentaron una buena tasa de crecimiento comdaadiién de degradacién en el
colorante azul de bromofenol, sin embargo esto cwrrid en presencia del verde de
malaquita, por lo que los valores obtenidos pathadi parametros en presencia de dicho
colorante fueron inferiores a lo observado en amimeslios ensayados con sendos
colorantes.

Los resultados obtenidos se asemejan a lo obtemdoabajos anteriores llevados a cabo
en el laboratorio en otras especies de hongosdfecpun blancaGanoderma applanatum,
(Shimizu 2006)y Peniophora(Velez Rueda 2007)como asi también trabajos llevados a
cabo por_evin et al demostraron que el colorante verde de malaquitahdsidor total o
parcial del crecimiento en hongos.

En cuanto al ensayo llevado a cabo para ambasiespm#e hongos en presencia en el
medio de cultivo del efluente proveniente de ladpoxion del papel (método Kraft),
pudimos evidenciar un cambio de coloracion, lo quelria ser considerado como
actividad lignolitica de los mismos, solamente @mdiciones acidas para ambos y
unicamentePycnoporus sanguineusostro actividad en condiciones de alcalinidad.

Esto podria ser evaluado mediante la determinad&ncambio de absorbancia a la
longitud de onda de absorcion de la lignina pamdepwerificar su oxidacion, como fue
propuesto pokara et al, 2003

En contraposicién a los resultados obtenidos estragensayos, trabajos llevados a cabo
por Gomez-Doradoet al 2005 no han podido correlacionar el efecto del CyS@no
inductor de la actividad enzimatica de lacasa drorboTrametes versicolgatribuyendo
dicha observacion a la naturaleza del efluentdzatib en su trabajo ademas de la
presencia de otras enzimas con actividad oxidativa.

Para la medicion de la actividad enzimatica se Widizado los sobrenadantes de los
medios de cultivos liquidos conservados a -20 tffgrodos previamente por filtracion de

los cuales se han obtenido excelentes resultadg@sesentarse inconveniente alguno.
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La técnica de utilizacion de sobrenadantes congeléuk puesta también en practica por
Mouso et al 2003, obteniéndose resultados satisfactorios analogos abtenidos en el
presente trabajo

En cuanto a la actividad enzimatica @emetes villosase pudo apreciar un marcado
aumento en presencia del Cu3 relacion a los mismos dias de crecimiento defbo
en ausencia CuSQOEstos resultados se corresponden con los obtergdosrabajos
realizados poMouso etal 2003 en el cual utilizaron CuS@omo inductor de la actividad
enzimatica en el hongo de pudricién blaBtereum hirsutum.

Otros resultados concordantes en cuanto al aungenta actividad enzimética de lacasa
también ha sido reportado en el trabajo llevadal® gorLevin et al 2002en el hongo
Trametes trogii

En contraposicién a los resultados obtenidos estragensayos, trabajos llevados a cabo
por Gébmez-Dorado et aR005, no han podido correlacionar el efecto del Cyu8@mo
inductor de la actividad enzimatica de lacasa drorboTrametes versicolgmtribuyendo
dicha observacion a la naturaleza del efluentazatib en su trabajo ademas de la
presencia de otras enzimas con actividad oxidafieanbién podemos destacar en el
trabajo realizado pdtémez-Doradoet al 2005,que el CuS® actia no solo estimulando
la actividad de lacasa en otros hongos sino quéiéamen este trabajo en particular,
aumenta la produccién de manganeso peroxidasa (Mmfd)de las enzimas lignoliticas
presente en el sistema enzimatico extracelulanslbdngos de pudricién blanca.

Se han desarrollado trabajos que demuestran gdeterminadas especies de hongos de
pudricion blanca se hallan isoenzimas para laclasaue refleja la importancia, la
diversidad génica vy fisiologica encontrada en difées géneros y en diferentes especies
pertenecientes a un mismo género, incluso entezetifes cepas de una misma especie,
hecho que también podria estar reflejado en ladaim respuesta diferencial ante iones
metalicos.

En base a los resultados obtenidos en el zimograalzado en N/D SDS-PAGE, se
encontré solamente una banda correspondiente atiladad de la enzima lacasa, en
Trametes villosa.

En contraparte a lo obtenido en nuestro trabajpusee observar que en el trabajo llevado
a cabo porYaver et al 1995, se han podido aislar dos isoenzimas corresporediest

lacasa, de 63 kDa, una de expresion constitutlaeoyra de expresion inducible.
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En otro trabajo realizado pdvioon-Jeong Han et al 2005 en Trametes versicolor
también han podido aislar una lacasa de un tanq@idaienado a los 97 kDa.

En cuanto al método de extraccion de RNAs utilizddsado en el poder caotropico y de
inactivacién de nucleasas del Tiocinato de GuaidiGuSCN, se ha podido obtener
muy buenos resultados en cuanto a la cantidaddadatiel material extraido.

Similares resultados han obteniBomm et al 1989al utilizar este poderoso agente en la
extraccion de RNAs que utiliza pequefas cantidagemuestras de diversos origenes y
caracteristicas.

Prosiguiendo con el esquema planteado en el trabajdlevo a cabo la RT-PCR,
intentando diferenciar los niveles de produccionremsajeros. Si bien esta técnica no es
cuantitativa, se han realizado modificaciones esncintidades de RNA de partida para
lograr un método semicuantitativo. Para ello se idizado los cebadores degenerados
descriptos poD“souzaet al 1996,que hibridan sobre una regiéon conservada de unién a
cobre para hongos de pudricion blanca. Para vabBdta metodologia se amplificaron
muestras de ADN genomico con estos cebadores yesgersciaron, mostrando los
resultados una alta identidad con secuencias dedadale otras cepasevillosa(Codigo
GenBank L49376), y teniendo en cuenta la presafecian intron y el proceso de splicing
por el cual atraviesan los mRN&aver et al., 1995) el resultado de la amplificacion
luego de la RT seria un fragmento de aproximadasmEs® pb, coincidentemente con los
resultados obtenidos.

Esto se podria corroborar la existencia de unamdgirénica en este hongo de unos 50 pb

dentro de la region conservada propuestalp@ouzaet al (1996).

Este trabajo se ha planteado tratando de comprehgepel de Cl en la secrecion de la
enzima lacasa, analizando los posibles puntos dérade los metales en el flujo de la
informacion génica relacionada con la produccidnireética. Existen evidencias de la
presencia de promotores sensibles a metales es derenzimas lignoliticg¥aver et al.,
1995). Sin embargo, los metales también pueden actuabilestado el mensajero o
activando el procesamiento, trafico y plegamiemtiigico(Lodish et al.,2002).Nosotros
demostramos a través de estos resultados que ep@duce un aumento en la actividad
de lacasa ermframetes villosay que este aumento de actividad podria debersa a
aumento en la cantidad de la proteina produfigara 19) y del mensajero de lacasa

(figura 15), quedando aun algunos puntos por esclarecer yrow@rfia través de ensayos
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mas especificos realizados mediante RT-PCR tierepb yr western blot, asi como la
comprobacion mediante ensayos del gen reportadda @etividad del metal sobre el
presunto promotor de metales divalentes dellgerase pero claramente son un punto de
partida para profundizar en la comprension del msozo de produccion de lacasa en los
hongos de pudriciérfFigura 20)
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Figura 20: Posibles puntos de regulacion mediante Cuisobre el flujo de la
informacion génica.

Podemos usar nuestros resultados como punto degppara investigaciones futuras en la
utilizacion del C* como inductor de la actividad enzimatica de losgosrde pudricion
blanca y analizar posteriormente los parametr@s gesidos en cuenta en el escalado para
una futura aplicacién biotecnoldgica.
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CONCLUSIONES

* El hongoTrametes villosa@lemostré una buena capacidad de crecimiento y de
degradacion en los medios de cultivos primarios GAWMASAB) utilizandolos

colorantes azul de bromofenol y verde de malaquita.

* El hongoTrametes villosgresenté buena capacidad de crecimiento y
degradacion en presencia del efluente LN 1:15 etioven condiciones acidas,

sin observarse efecto en medio alcalino.

* Lalacasa producida por el hongametes villoséncrementa su actividad en
presencia 1mM de CuSO4.

» La electroforesis en gel de poliacrilamida demoktngresencia de una sola
banda que podria pertenecer a lacasbrametes villosg que aumenta en los

cultivos estimulados con Cu++

e Los estudios realizados en ND-PAGE (zimograma)adia ausencia de

isoenzimas de diferente peso molecular para elddrggmetes villosa.

* El agregado de Cu++ produce un incremento en @eipas totales secretadas

en cultivos del hongd@rametes villosa

» La utilizacién de cebadores degenerados parad@ses conservadas de union
al cobre de lacasas, permitié la amplificacién ddéragmento de 200 pb de alta

homologia con fragmentos génicos de genes lacasautes.
» La utilizacion de la técnica de RT-PCR permiti@ihaplificacion de un

producto de 150 pb correspondiente a un fragmesitmdnsajero para lacasa

gue se incrementa al agregar Cu++ al medio devoulti
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Conclusion general:El agregado de Cu++ al medio de cultivos del hofrgmnetes

villosacausa un incremento de la actividad enzimaticacksh que podria estar atribuido
al aumento en la produccion proteica y a un aumemia cantidad de mensajero, sin
poderse distinguir si este efecto se debe a unamti@ynscripcién o a una mayor

estabilidad del mismo.
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ANEXO |

DATOS ESTADISTICOS

Medio Agar Malta Glucosado (AMG)

Tabla A: Crecimiento y ddrametes villos&n medio AMG (control positivo) comparado

Induccion de lacasa en Trametes villosa ,\“2&

César Adrian Preussler *‘,\@
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en presencia del colorante Azul de Bromofenol ydéate Malaquita, y degradacion en

relacion al crecimiento en dichos colorantes.

Sin color vs, AB crec

Dias de Crecimiento Sin color AB crec Difference 5% Cl of diff
3000 26.00 2250 A0 200310 9.033
4000 37 AD 3240 5000 -1943t0 9533
5.000 4540 700 B0 230310033
6.000 5440 4450 -10.00 -4 5310 4533
7.000 B1.00 4350 140 2603103033

Dias de Crecimiento Difference t P value Surmmary
3000 A500 1.410 P=005 ng
4000 A1000 1282 P=005 ng
5.000 4500 2179 P=005 ng
B.000 -10.00 2563 P=005 ng
7.000 180 2948 P <005 ’

Sin Colorvs, WA crec

Dias de Cultvo Sin Colar Wi crac Difference 55% Cl of dift
3.000 4150 18.50 -2300 2964101636
4.000 5550 2450 -31.00 -37 6410 -24.36
5.000 7200 29.00 -43.00 4364 10-36.36
6.000 83.00 34.00 -43.00 B564 10 -42 30
7.000 97.00 41.00 -56.00 £26410-49.36

Dias de Cultva Differance 1 F value Summary
3.000 -23.00 1290 P=0.001 bl
4.000 -31.00 17.38 P=0.001 bl
5.000 -43.00 2411 P=0.001 bl
B.000 -49.00 2748 P=0.001 bl
7.000 -56.00 31.40 P=0.001 bl
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AB crec vs. AB degr

Dias de Cultivo A8 crec AB degr Difference  |95% Cl of diff.
3.000 4300 43.00 0.0000 -6.643 to B.643
4.000 51.50 50.00 -11.60 -18.14 to -4.857
5.000 74 50 56.50 -18.00 -24 64 to-11.36
5.000 §7.00 73.50 -13.50 -20.14 to -6.857
7.000 100.0 50.00 -10.00 -16.64 to -3.357

Dias de Cultivo Difference |t P value Summary
3.000 0.0000 0.0000 P =005 ns
4.000 -11.50 B.449 P=0.001 i
5.000 -18.00 10.09 P=0.001 i
B.000 -13.50 7.570 P=0.001 i
7.000 -10.00 5603 P=0.001 i

M crec vs. WM degr

|Dias de Cultivo W crec W degr Difference  [35% CI of diff
3.000 18.50 22,80 4.000 -2.643 to 10.64
4.000 24.480 28.00 3.500 -3.143t0 10,14
5.000 29.00 J2.50 3.500 -3.143 to 10,14
5.000 34.00 35.50 4.500 214310 11.14
7.000 41.00 45.00 4.000 -2.643 to 10.64
|Dias de Cultivo Difference t F value Summary
3.000 4.000 2.243 P =005 k=
4.000 3.500 1.963 P =005 HE:
5.000 3.500 1.963 F =005 HE:
5.000 4.500 2523 P =005 ns
;7.000 4.000 2.243 P =005 i

2
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Tabla B: Crecimiento dé€ycnoporus sanguine@s medio AMG (control positivo) comparado
al crecimiento del mismo hongo en presencia delraate Azul de Bromofenol y con el colorante
Verde de Malaquita

=in Colorvs, AB crec
ICias de Crecimiento  |Sin Calor AB crec Difference 95% Cl af diff
3.000 47.00 4500 -2.000 8767 to 4 767
4.000 BE.00 B3.60 -2 500 H267 to 4 267
£.000 al.a0 Ja.0a0 -2.500 H2E to 4267
B.000 51.00 S2.00 1.000 576 to 7767
7.000 100.0 100.0 0.000a0 -6.767 to 6767
|Dias de Crecimiento  |Difference t F value summary
4.000 -2.000 1.101 P =005 ns
4.000 -2.500 1.376 P =005 ns
5.000 2500 1.376 P =005 ns
B.000 1.000 0.6505 P =005 ns
7.000 0.0000 0.0000 P =005 ns

oin Colorws, WM crec
Dias de Crecimiento  |=in Color W crec Difference 95% CI of diff
3.000 47.00 10.00 -37.00 4377 to -30.22
4.000 BE.00 16.50 -45 50 -A6.27 to -42.7C
5.000 g0.50 22.00 -58.650 -B5.27 to -51.7z
B.000 91.00 24 60 -B6.50 -f3.27 to -59.7z
7.000 100.0 2960 -f0.50 1727 to B3.7C
Dias de Crecimiento  |Difference t F value Summary
3.000 -37.00 2037 F=0.001 -
4.000 -48. 50 2725 F=0.001 -
6.000 -58.60 J2.20 F=0.001 -
B.000 -B6.50 36.61 F=0.001 -
7.000 -f0.60 38.81 F=0.001 -
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Tabla C: Crecimiento y degradacion entre las dos especies
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en el medio AMG en presencia de los colorantes Aeuromofenol y

Verde de Malaquita.

Crec AB (Tv) va. Crec AB (Py)

Calurmn Factor Crec AB (Tv) Crec AB (Fy) Difference 55% Cl of diff.
3000 43.00 45.00 2.000 -26.85 t0 30.85
4,000 B1.50 B350 2,000 -2b.55 to 30.85
5,000 7450 7a.00 3500 -253kt0 3235
B.000 g7.00 9200 5,000 -2385 10 33.85
7.000 100.0 100.0 0.0000 -28.85 to 28.85

Calurn Factor Difference i F value Summary
3.000 2.000 0.6650 P =005 ns
4.000 2.000 0.6880 P =005 ns
5,000 3.500 1.204 P =005 ns
b.000 5.000 1.720 P =005 ns
7.000 0.0000 0.0000 P =005 ns

Crec WM (Tv) ws. Crec WM (Ps

Column Factor Crec WM (V) |Crec VM (Pg)  (Difterence 95% Cl of diff.
3.000 18.50 10.00 -8.500 -24 66 to 7 b6
4.000 24.50 16.50 -8.000 -24. 1610 B.156
5.000 29.00 2200 -7.000 -23.16t0 9.156
B.000 34.00 2450 -9.500 -25.66 to b.BA6
7.000 41.00 2950 -11.50 -27 BE to 4 b5

Column Factor Difference t F value Summary
3.000 -8.500 5222 P =005 i1
4.000 -8.000 4914 P =005 i1
5.000 -7.000 4300 P =005 ns
B.000 -4.500 5836 P =005 ns
7.000 -11.50 7.0B4 P=005 ns

2
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Degr AB (T vs. Degr AR (Ps)

Column Factor Degr AB (Tv)  |Degr AB (Ps)  |Difference 95% Cl of diff.
3.000 43.00 3550 -7.500 -38.89 to 23.89
4.000 50.00 45.00 -2.000 -33.39 0 29.39
5.000 5650 B4 .50 8.000 -23.39 10 39.39
B.000 73.50 B0.50 7.000 -24.39 10 35.39
7.000 50.00 97 .50 7.500 -23.89 to 35.89

Column Factor Uifference t F value summary
3.000 -7.500 2372 P=005 ns
4.000 -2.000 0.6325 P=005 ns
5.000 5.000 2530 P=005 ns
6.000 7.000 2214 P=005 ns
7.000 7.500 2372 P=005 ns

[1egr %M (Tv) vs. Degr M (Ps
olumn Factor DegrvM (Tv)  |Degrvh (Ps) |Difference  |95% CI of diff

3.000 22,50 16.50 -6.000 -8.219 to -3.781

4.000 28.00 18.00 -10.00 1222 t0 -7 781

5.000 32,50 19.50 -13.00 -156.22t0-10.78

B.000 38.50 23.80 -15.00 1722101278

7.000 45.00 26.50 -18.50 -20.7210-16.28

Column Factaor Difference t F walue summary

3.000 -6.000 26.63 P=0.01 b

4.000 -10.00 4472 P=0.01 b

5.000 -13.00 58.14 P=0.01 b

£.000 -15.00 B7.08 P=0.01 b

7.000 -18.50 5273 P=0.001 i

z,/"} ﬂ\\ S
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Medio Agar Saboraud (ASAB)

Tabla D: Crecimiento y degradacion devillosaen ASAB en presencia de los colorantes Azul
de Bromofenol y Verde de Malaquita, en relaciooaatrol positivo (Sin color) y al
crecimiento respectivamente.

=in colorvs, AB crec
IDias de Crecimiento =in color AB crec Difference  [95% Cl of difft.
3.000 28.00 2280 -5.500 -20.03 to 9.033
4.000 37.60 d2.50 -5.000 -19.53 to 9.533
5.000 4550 37.00 -8.500 -23.03 to 6.033
B.000 A4 50 44 A0 -10.00 -24 53 to 4 533
7.000 B1.00 4340 -11.60 -26.03 to 3.033
|Dias de Crecimiento Difference |t P walue Surmmary
3.000 -5.400 1.410 P=005 ns
4.000 -5.000 1.282 FP=005 ns
5.000 -8.500 2179 P=005 ns
B.000 -10.00 2563 P=004 ns
7.000 -11.50 2.948 F =005 *

=in calorws, %M crec
Dias de Cracimiento =in color “Wh crec Difference  |95% CI of diff
3.000 28.00 10.00 -18.00 -32.53 to -3.467
4.000 3740 17.00 -20.60 -35.03 to -5.957
5.000 4550 19.50 -26.00 4053 to -11.47
B.000 54 40 2480 -30.00 -44 53 to -15.47
7.000 61.00 2750 -33.50 -45.03 to -18.97
Dias de Crecimiento Difference |t F value Summary
3.000 -18.00 4614 F=0.001 i
4.000 -20.60 0,255 F-0.001 i
5.000 -26.00 B.664 F=0.001 i
B.000 -30.00 7690 P-0.001 i
7.000 -33.580 8.587 F=0.001 i
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AR crec vs, AR deg

|Dias de Crecimiento AB crec AB deg Difference  [35% CIl of diff.
3.000 2250 2250 0.0000 -14.53 10 14.53
4.000 3250 3250 0.0000 -14.53 to 14.53
£.000 37.00 37.00 00000 -14.53 10 14.53
6.000 44 50 44 50 0.0000 -14.53 10 14.53
7.000 4950 4950 0.0000 -14.53 10 14.53
|Dias de Crecimiento Difference |t F value =ummary
3.000 0.0000 0.0000 P =005 ns
4.000 0.0000 0.0000 P =005 ns
5.000 0.0000 0.0000 P =005 ns
&.000 0.0000 0.0000 P =005 ns
7.000 0.0000 0.0000 P =005 ns
M crec wvs. W degr
|Dias de Crecimiento Wi crec W degr Difference  [95% Cl of diff
3.000 10.00 15.00 5.000 -9.535 10 19.53
4.000 17.00 18.50 1.500 -13.03 to 16.03
5.000 19.50 2050 1.000 -13.53 10 15.53
6.000 24.50 25.00 0.5000 -14.03 to 15.03
7.000 27.50 2950 2.000 -12.535 10 16.53
|IDias de Crecimienta Difference |t F value Surmmary
3.000 5.000 1.282 P =005 ne
4.000 1.500 0.3345 P =005 ns
5.000 1.000 0.2563 P =005 ns
B.000 0.5000 01232 P =005 ns
7.000 2.000 0.5127 P =005 ns
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Tabla E : Crecimiento y degradacion @esanguineusn ASAB en presencia de los colorantes
Azul de Bromofenol y Verde de Malaquita, en relacab control positivo (Sin color) y al
crecimiento respectivamente

Sin Colorws. AB crec
|ICias de Crecimienta  |Sin Calar AB crec Difference S95% CI of diff
2.000 A1.50 ab.50 5.000 2580 to 1250
4.000 40.00 45.00 8.000 0.4205 to 1558
5.000 47 .50 56.50 5.000 1.420 to 16.58
k000 B1.00 b3.50 2500 -5.080 to 10,05
7.000 Ba.00 71.50 3.500 -4.080 ta 11.058
|Dias de Crecimiento  |Difference t F value summary
2.000 £.000 2457 P=005 ns
4.000 8.000 3952 P=0.01 b
5.000 8.000 4413 P=0.001 i
B.000 2500 1.228 P=005 ns
£.000 3.500 1.720 P=005 ns
oin Color ve, WM crey
IDias de Crecimiento  |Sin Color W crev Qifference  |95% Cl of diff
3.000 140 10.00 2180 -29.08 to -13.92
4.000 40.00 11.00 -29.00 -36.58 to -21.42
£.000 47 .50 12.00 -35.50 -43.03 to 27 .92
B.000 &1.00 12.50 -48 40 -56.08 to -40.92
7.000 R3.00 15.00 -53.00 -B0.58 to -45.42
|Dias de Crecimienta  |Difference t F walue Summary
3.000 2140 10.57 F=0.001 o
4.000 -29.00 14.25 F=0.001 -
5.000 -35.40 17 .45 F0.001 -
G.000 -48 .40 23.84 F=0.001 o
7.000 -53.00 26.05 F=0.001 -
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AR crec vs. AB degr

|Dias de Crecimienta  |AB crec AB degr Difference  |95% Cl of diff
3.000 36.50 15.50 -21.00 -28.58 to -13.42
4.000 43.00 17.50 -30.50 -35.05 to -22 .92
5.000 5650 20.00 -36.50 -44 05 to -25.92
6.000 B3.50 2250 -41.00 -48.55 to -33.42
7.000 71.50 27.50 -44.00 -51.58 to -36.42
|Dias de Crecimiento | Difference t P value Summary
3.000 -21.00 10.32 F-=0.001 i
4.000 -30.50 14.99 F=0.001 -
5.000 -36.50 17.594 F=0.001 -
6.000 -41.00 2015 P=0.001 i
7.000 -44.00 21.62 F-=0.001 i
M crew we. W degr
|Dias de Crecimienta %M crew W degr Difference  |95% Cl of diff
3.000 10.00 12.50 2.500 -5.080 to 10.08
4.000 11.00 15.50 4.500 -3.080 to 12.08
5.000 12.00 17.50 5.600 -2.080 to 13.08
6.000 12,580 19.50 7.000 -0.5795 to 14.58
7.000 15.00 21.00 5.000 -1.580 to 13.58
|Dias de Crecimiento  |Difference t F value Summary
3.000 2.500 1.229 P =005 ns
4.000 4.500 2212 P =005 ns
5.000 5£.500 2703 P =005 ns
6.000 7.000 3.440 P <005 *
7.000 B.000 2.949 P <005 *

Tabla F: Crecimiento y degradacion entre las dos especies
en el medio ASAB en presencia de los coloranted deBromofenol y

Verde de Malaquita.
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[Crec AB (Tv) vs. Crec AB (Ps)

[Column Factor Crec AB (Tv) |Crec AB (F's) |Difference  |95% CI of diff
3.000 22480 36.50 14.00 -51.98 to 79.95
4.000 32.450 45.00 15.480 -60.45 ta 81.45
5.000 37.00 8b.50 1550 -46.48 to 85.45
B.000 44.50 B3.50 15.00 -45.98 to 54.95
7.000 49.50 71.40 2200 -43.95 to 87 .95

|Column Factaor Difference |t F value Summary
3.000 14.00 2106 P =005 ns
4.000 1550 2331 P=005 ns
5.000 1550 2933 P=005 ns
B.000 15.00 2.858 P =005 ns
7.000 2200 3,304 P =005 ns

iDegrAEﬂ (Tv) vs. Degr AB (Ps)

[Column Factor Degr AB (Tv) |Degr AB (Ps) [Difference  |95% CI of diff.
3.000 2280 15.50 -7.000 -51.61 to 37 &1
4.000 32.50 17.50 -15.00 5961 to 29.61
5.000 37.00 20.00 -17.00 -B1.61 to 27 61
f.000 44 50 2280 2200 -BB.B1 to 22 61
7.000 45950 27.50 2200 -bb.B1 to 22 A1

|Column Factar Difference |t F value Summary
3.000 -7.000 1.857 P =005 ns
4.000 -15.00 3.337 P =005 ns
5.000 -17.00 3.782 P=005 ns
f.000 -22.100 4895 P =005 ns
/.000 -22.00 48595 P =005 ns

Z) a“.\»w
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Crec %M (Ts) vs. Crec WM (Ps)

Column Factor Crec WM (Ts) |Crec WM (Ps) |Difference  |95% CI of diff
3.000 10.00 10.00 0.0000 -47 05 to 47.08
4.000 17.00 11.00 -6.000 -53.06 to 41.06
5.000 19.50 12.00 -7.500 -54.58 to 39,58
k.000 2450 1280 -12.00 -55.08 to 35.08
7.000 27480 15.00 -12.80 -5 58 to 34.53

Column Factor Difference t F value summary
3.000 0.0000 0.0000 P =005 ng
4.000 -6.000 1.265 P=0D04 ns
5.000 -7.500 1.681 P=005 ns
B.000 -12.00 2530 P =005 ns
7.000 -12.50 2hB35 P =005 ns

Degr WM (Ts) vs. Degr WM (Ps)

Column Factor Oegrh (Ts)  |DegrVM (Ps) |Difference  [95% CI of diff
3.000 15.00 1250 -2.500 4251 to 37 .51
4.000 18.50 15.50 -3.000 -43.01 to 37.01
5.000 20.50 17.80 -3.000 -43.01 to 37.01
6.000 25.00 19.50 -5.500 -45.51 to 34.51
7.000 29.50 21.00 -8.500 -45.51 to 31.51

Column Factor Difference t F walue Surmmary
3.000 -2.500 0.6202 P=005 ns
4.000 -3.000 0.7442 P =005 ns
5.000 -3.000 0.7442 P=005 ns
5.000 -5.500 1.364 P=005 ns
7.000 -8.500 2109 P =005 ns

2
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Tabla G: Crecimiento y degradacion devillosay P. sanguineusn medio de cultivo con el

efluente licor negro en condiciones de pH = 4.7d@cy pH = 11 (alcalino).

P. sanguineus

|
|Crec: Acido v, Degr Acida

[Dias de Cuttivo Crec Acido  |DegrAcido  |Difference  (95% CI of diff
4,000 14.50 19.00 4500 -0B223 to 3 B22
5,000 19.50 2280 3,000 218t 812
B.000 24.00 29.00 5,000 01223101012
7.000 26,50 33.00 B.500 1.378 to 11.62
10.00 35,40 4250 7.000 187810 12,12
11.00 39,40 45.00 4500 4 378 to 14.62
12.00 4340 4550 2,000 S8t 712
13.00 46,50 5450 8.000 287810 13.12
14.00 4940 5850 5,000 3.678 10 14.12

[Dias de Cultivo Difference |t F value Summary
4,000 4,500 3171 F<008 |
5.000 3.000 2114 F=005 |ns
B.000 A.000 36243 P=008 |
7.000 B.500 4580 P<0001 ™
10.00 7.000 45933 P<0001 ™
11.00 9,500 b.634 P=0.001 |™
12.00 2.000 1.409 F=005 |ns
13.00 8.000 hB37 P<001 ™
14.00 5.000 b.342 P<0001 ™
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Crec Alcalino vs. Degr Alcalino
Dias de Cultivo Crec Alcaling |Degr Alcalino |Difference [95% Cl of diff
4.000 0.0000 1550 15.50 5959 to 25.03
5.000 4.000 16.50 12.50 2.969 to 22.03
G.000 5.000 16.50 11.50 1.969 to 21.03
7.000 5.500 18.50 13.00 3469 to 2253
10.00 10.00 21.00 11.00 1.459 to 20.53
11.00 11.50 23.00 11.50 1.969 to 21.03
12.00 11.50 23.50 12.00 2.469 to 21.53
13.00 11.50 26.00 14.50 4,969 to 24.03
14.00 12.00 27.00 15.00 5469 to 24.53
Dias de Cultivo Difference t F value Summary
4.000 15.50 5.870 P=0.001 |7
5.000 12.50 4,734 P=0.001 |7
G.000 11.50 4.355 P=0.001 |7
7.000 13.00 4923 P<0.001 |7
10.00 11.00 4.166 P=0.01 -
11.00 11.50 4,355 P=0.001 |7
12.00 12.00 4 545 P=0.001 |7
13.00 14.50 5.491 P<0.001 |7
14.00 15.00 5.681 P=0.001 |7
T. villosa
Crec Acidovs. Degr Acido
Dias de Cultio Crec Acido Degr Acido Difference 90% Clof diff
4.000 14,50 19.00 4.500 062310962
5000 1980 2250 4000 21210812
B.000 2400 2300 5000 0122310 10,12
7.000 26.50 3300 BA00 1.378 0 1162
10.00 350 4250 7.000 167810 1212
11.00 3450 4300 9500 4375 to 14,62
1200 4350 4550 2000 A2t 712
13.00 4550 5450 8.000 2678101312
14.00 4450 ikl 5000 2878101412

4,/"} ﬂ\\ S

62



a

César Adrian Preussler ‘,\33

2

Dias de Cultig Difference t P alue summary

4000 4500 Al P00k '

5000 3000 211 P00k n3
6,000 5.000 1543 P« 005 ’

7000 B.A00 4 Al P 001 "
10.00 7.000 4933 P 001 i
11.00 5400 6.3 P 001 ™
1200 2000 .40 P00 N3
1300 6.000 A6 P 001 =
1400 5.000 b.34 P 001 i

Z) a“.\\»

Tabla H: Comparacion entre el crecimiento y la degradaden.villosay P. sanguineusn
medio acido (pH = 4.7).

Crec Acida (Tv) vs. Crec Acida (Ps

Column Factor Crec Acido (Tv)  |Crec Acida (Ps)  |Difference 9% Cl of dif
4.000 1440 25450 11.00 -3.500 10 25.47
5.000 1940 31.00 1140 -3.088 10 26.07
6.000 2400 B0 14.00 () 5682 to 2857
7.000 H.40 H.00 1240 2088 10 27.07
10.00 A0 4800 1240 206810 2707
11.00 BA 54.00 1440 {08824 ta 29.07
12.00 4340 B0.40 17.00 242103157
13.00 4640 B5.00 1840 392403307
14.00 4340 B7 .40 18.00 34210325
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Column Factar Difference f P value SUmAry

4,000 1.00 iYikE P<0h ’
5,000 1140 b9% P00h !
6,000 14.00 5442 P<0.01 "
7.000 1240 7153 P00h !
10.00 124] 153 P00k *
1.00 14.40 6744 P<0.01 "
1200 17.00 1024 P<0.01 "
1200 1840 1110 P<0.01 "

14.00 1.0 108 P<0.01 "

Degr Acida (Tv) ve. Degr Acido (Ps)

Column Factar DegrAcida (Tv) - |Degr Acido {Ps)  |Difterence 95% C1 of diff
4,000 19.00 30 14.00 ) 5682 to 2857
5,00 240 Gl 1240 2068027 07
6,000 500 4350 1450 D06EA 0 507
7.000 3300 46.00 1500 0431810 957
10.00 4250 60.00 1740 293203207
1.00 4500 b.00 15.00 0431810 957
1200 45,50 b7 50 Z 743210 3657
13.00 b4 &l 70,00 15.40 09318 to 0.07
14.00 il 7400 15.40 0931810 3007

€

Z) a“.\\»
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Calumn Factor Difference t P yalug summary
4,000 1400 844 P01 "
5,000 1280 /54 P00k *
.00 1450 874 P01 "
7.000 15.00 9045 P01 "
10.00 1750 1055 P01 "
1.00 15.00 5045 P01 "
1200 200 13 P01 "
1300 1550 0347 P01 "
1400 1550 0347 P01 "

€

Z) g R
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ANEXO I
PROTOCOLOS

Preparacion de geles SDS-PAGE

8% Gel de separacion

30% Acrilamida 6,665 ml
4 X Running Buffer* 6,25 ml
H,O Milli-Q 11,70 ml
10% SDS 125 ul

10% APS (0,1g/ml) 13,33 ul

TEMED 250 ul
Vi = 25 ml
Nota

* 4 X Running buffer: 1,5 M Tris-HCI pH 8,8

4% Stacking gel

30% Acrilamida 0,65 ml
4 X Stacking gel buffer** 1,25 ml
H.O Milli-Q 3,1 ml
10% SDS 50 ul
APS (0,029/250 ul) 125 ul
TEMED 3,75 ul
Vi = 5ml
Nota

** 4 X Stacking gel buffer:0,5 M Tris-HCI pH 6,8
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Preparacion de 30% Acrilamida

1. Pesar 1,69 deis-acrilamiday disolver en 100 ml de agua Milli-Q.
2. Pesar 30g dacrilamiday adicionar a la solucion anterior. En caso deisolver
adicionar 50 ml de agua Milli-Q.

3. Pesar 30g de acrilamida, disolver y completar para200 ml.

Protocolo de Tincion de geles SDS-PAGE con Nitratde plata

1. Lavar con agua Milli-Q** por 1 min. Retirar el agua
2. Adicionar una Solucion I: 50% MetOH, 10% Acido Aicét e incubar por 30 min.

V¢ = 150 ml. Retirar solucion |.
3. Adicionar una Solucion II: 30% EtQkhcubar por 15 min. 7= 200 ml.

4. Lavar con agua Milli-Q por 1 min.

5. Adicionar Solucién lll: 0,8 ml de 5% Tiosulfato***tle s6édio en 199,2 ml de agua
Milli-Q ***. Incubar por 1:30 min.
6. Lavar con agua Milli-Q por 30 seg.

7. Sumergir el gel en una Solucion 1V: 0,6 g de nitrde plata en 300 ml de agua
Milli-Q . Incubar por 25 min. Retirar solucion IV.
8. Lavar con agua Milli-Q por 1 min. Retirar.

9. Adicionar Solucién V: 12 g de Carbonato de sédiml4iosulfato de sédio, 100 ul

de Formaldehido 37%Vf = 200 ml. Incubar hasta aparecer bandas.

10. Adicionar un Solucién VI: 10% Acido acéticd; = 200 ml. Incubar por 10 min.

11.Lavar con agua Milli-Q por 1 min.
12.Los geles pueden ser almacenados en 50% de Glesehmlsas plasticas selladas

herméticamente.
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Notas:
* Adicionar inmediatamente antes de revelar lasdzm Mezclar bien la solucion.
** Agua Milli-Q es equivalente a agua PCR, en uldimstancia utilizar agua destilada.
*** Reservar 4 ml de la Solucién Il para utilizarlen la Solucion V (Revelador).
**+* Prepara una solucion madre de 5% de Tiosulfate sédio. De esta tomar 0,8 ml para

preparar la Solucion lIl.
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