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Resumen

Las industrias textiles consumen grandes cantidades de agua y generan
importantes volimenes de efluentes liquidos coloreados que pueden alcanzar distintos
cuerpos de agua, blogueando procesos fotosintéticos y produciendo un dafio irreparable
en el medio ambiente.

Existen métodos fisicos/quimicos para el tratamiento de efluentes textiles,
usualmente son costosos y generan grandes cantidades de lodos y polucidn secundaria.
Como meétodo alternativo la biodecoloracion resulta econémicamente viable y amigable
con el medio ambiente, ya que involucra procesos de biodegradacién de los colorantes o
bien su acumulacion en diversos organismos. Las levaduras son especialmente
interesantes por su rapido crecimiento unicelular y su adaptacion a crecer en medios
liquidos. Su capacidad para remover colorantes esta vinculada a la actividad de enzimas
ligninoliticas y a mecanismos de formacion de radicales hidroxilos altamente reactivos,
que por su baja especificidad de sustrato pueden degradar colorantes de diferente
naturaleza quimica. Estos procesos oxidativos de decoloracion, tienen ademas la ventaja
de garantizar que no se produciran aminas aromaticas potencialmente carcinogénicas a
partir de colorantes textiles.

Trichosporon akiyoshidainum es una levadura basidiomicetacea que demostro ser
una herramienta muy importante para la biodegradacion de colorantes azoicos
aromaticos. En estudios previos se evidencié que la decoloracion de Negro Reactivo 5
por esta levadura es un proceso oxidativo que involucra la accion de peroxidasas y fenol
oxidasas. Sin embargo, los mecanismos moleculares no han sido completamente
elucidados y son objeto de estudio en el presente trabajo.

La secuenciacidn, anotacion y caracterizacion del genoma de T. akiyoshidainum,
facilitd el andlisis de las vias metabolicas involucradas en la biodecoloracion de Negro
Reactivo 5 y permitio proponer diversos mecanismos moleculares para su degradacion.

Mediante estudios de protéomica comparativa libre de marcado, se identificaron
principalmente proteinas extracelulares involucradas en los mecanismos de generacion
de radicales hidroxilos, entre las que se destacaron enzimas productoras de peroxido de
hidrogeno y otras involucradas en la reduccion de hierro y homeostasis celular. Muchas

de estas proteinas fueron determinadas en mayor abundancia en presencia del colorante



Negro Reactivo 5. En cuanto a las proteinas involucradas en la via enzimética de
degradacidn, cuyas actividades fueron determinadas en los sobrenadantes de cultivo, solo
pudo ser identificada una posible peroxidasa en presencia del colorante Negro Reactivo
5.

Por otro lado, se detectaron proteinas relacionadas a las vias bajas de degradacion.
Segln estos resultados, diversas vias de degradacion y metabolismo de xenobi6ticos
fueron activadas.

Con los resultados obtenidos se desarroll6 una hipotesis sobre el metabolismo de
T. akiyoshidainum HP-2023 durante la degradacién del colorante Negro Reactivo 5.
Sugieren que la degradacion del colorante se consigue mediante dos etapas separadas. En
primer lugar, las moléculas de colorante son degradadas por peroxidasas o reacciones de
tipo Fenton, a compuestos aromaticos de bajo peso molecular. En segundo lugar, estos
compuestos aromaticos son catabolizados por diversas vias de degradacion de
xenobidticos.

La elucidacion de los mecanismos moleculares implicados en este proceso de
decoloracion afiade nuevas perspectivas a la comprension actual de la degradacion de los
compuestos aromaticos por levaduras y conduce a nuevas estrategias para mejorar la

remediacion del colorante.

Palabras claves: Trichosporon akiyoshidauinum, Biodecoloracion, Mecanismos.




Abstract

The textile industry consumes large amounts of water and generate significant
volumes of colored liquid effluents that can reach different bodies of water, blocking
photosynthetic processes and producing irreparable damage to the environment.

There are physical/chemical methods for the treatment of textile effluents, but they
are usually expensive and generate large amounts of sludge and secondary pollution. As
an alternative method, biodecolorization is economically viable and friendly to the
environment since it involves processes of biodegradation of the dyes or their
accumulation in several organisms. Yeasts are especially interesting because of their rapid
unicellular growth and their adaptation to growing in liquid media. Its ability to remove
dyes is linked to the activity of ligninolytic enzymes and highly reactive hydroxyl radical
formation mechanisms, which due to their low specificity of substrate can degrade dyes
of different chemical nature. These oxidative discoloration processes also have the
advantage of ensuring that potentially carcinogenic aromatic amines will not be produced
from textile dyes.

Trichosporon akiyoshidainum is a basidiomycete yeast that has proved to be a
promising tool for the biodegradation of aromatic azo dyes. In previous studies it was
evidenced that the discoloration of Reactive Black 5 by this yeast is an oxidative process
that involves the action of peroxidases and phenol oxidases. However, the molecular
mechanisms have not been fully elucidated and are the object of study in the present work.

The sequencing, annotation and characterization of the genome of
T.akiyoshidainum, simplified the analysis of the metabolic pathways involved in the
biodecolorization of Reactive Black 5 and allowed to propose several molecular
mechanisms for its degradation.

By means of comparative label-free proteomics studies, extracellular proteins
involved in the generation mechanisms of hydroxyl radicals were identified, among
which hydrogen peroxide producing enzymes and others involved in the reduction of iron
and cellular homeostasis were highlighted. Many of these proteins were determined in
greater abundance in the presence of the Reactive Black dye 5. As for the proteins
involved in the enzymatic degradation pathway, whose activities were determined in the
culture supernatants, only one possible peroxidase could be identified in the presence of
the RB5 dye.



On the other hand, proteins related to the low degradation pathways were detected.
According to these results, various pathways of degradation and metabolism of
xenobiotics were activated.

Finally, the results obtained allowed us to develop a hypothesis about the
metabolism of T. akiyoshidainum HP-2023 during the degradation of the RB5 dye, and
suggest that the degradation of the dye is achieved by two separate stages. First, the dye
molecules are degraded, by peroxidases or Fenton-type reactions, to low molecular
weight aromatic compounds. Secondly, these aromatic compounds are catabolized by
various routes of degradation of xenobiotics.

The elucidation of the molecular mechanisms involved in this discoloration
process adds new perspectives to our current understanding of the degradation of aromatic
compounds by yeast and could lead to new strategies to improve the remediation of the

dye.

Keywords: Trichosporon akishoyidainum, Biodecolorization, Mechanisms
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. El color en la historia

El hombre ha usado colorantes desde tiempos prehistéricos, como lo reflejan el
arte rupestre en cuevas encontradas en Europa (Altamira, Espafia; Groto Chauvet,
Francia), Africa (Zimbabwe), en el antiguo Egipto y China (Terracotta Army, Xian).
Egipto y China son especialmente importantes porque alli se encontraron los pigmentos
sintéticos mas antiguos que se conocen, llamados Azul Egipcio (Figura 1), Azul Han y

Parpura Han (Figura 2).

Figura 1. Pyxis hecho de "Azul Egipcio": fue producido 750-700 antes de Cristo (Esta en el museo Altes
de Berlin).

Figura 2. Detalle de un mural de una tumba del este de Han cerca de Luoyang, Henan muestra a un par de

jugadores Liubo, que contienen pigmentos de color azul Han y purpura Han.
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Estos pigmentos se utilizaban para elaborar las pinturas que decoraban las obras
sagradas (templos, tumbas, sarcéfagos), las obras suntuarias (palacios, estatuas, casas,
estelas) y numerosos objetos de la vida cotidiana.

Miles de afios después, en 1856 el descubrimiento de la mauveina por William
Henry Perkins marco el inicio de la industria moderna de los colorantes sintéticos, la que
fue creciendo y adaptadndose a las necesidades de la poblacion mundial hasta la actualidad.

Esto muestra claramente que los colorantes tuvieron y adn tienen un profundo

impacto antropoldgico, psicoldgico, estético, funcional y econémico en la sociedad.

1.2. Colorantes

1.2.1. Caracteristica de los colorantes

Desde un punto de vista practico, un colorante es un compuesto organico o
inorgéanico que, al aplicarse a un sustrato, generalmente una fibra textil pero también a
cuero, papel, plastico o alimento, le confiere color de manera estable ante factores fisicos
0 quimicos como la luz y agentes oxidantes. Los colorantes, a diferencia de los pigmentos,
en general son solubles en el medio en el que se aplican o en el producto final, presentando
este ltimo cierta afinidad para absorberlo (Zollinger, 2003).

Desde un punto de vista fisico, los colorantes son sustancias que absorben luz en
la regidn visible del espectro (380 a 750 nm) adquiriendo el color complementario del
que absorbe, ya que este se resta de la luz reflejada o transmitida. Las sustancias que no
absorben luz visible son blancas o incoloras y las que absorben todas las longitudes de
onda son negras. (Lafuente et al. 1997).

Desde un punto de vista estructural, la presencia de color en una sustancia
organica esta asociada con la presencia de ciertos grupos denominados croméforos. El
grupo cromoforo (del griego portador de color) es un grupo funcional como -C=C-,-N=N-
(grupo azo) o anillos aromaticos con electrones deslocalizados en orbitales n y/o @ que
dan origen al color que observamos. EI cromaforo es, por si solo, el responsable del color.
Los sistemas croméforos mas importantes son:

e Cromoforos etilénicos: Ar-(CH=CH)n-Ar; (n>4)
e Cromoforos azoicos: -R-N=N-R
e Cromoforos aromaticos: derivados del trifenilmetano: (Ar3CH); derivados de la

antraquinona ftalocianinas; derivados heteroaromaticos.
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La presencia en la molécula de grupos con pares de electrones no compartidos
(NH2; -OH; -NO-; -COOR, entre otros) modifica el color y la intensidad de la absorcion
caracteristicas de un grupo cromoforo. Estos grupos, que por si mismos no confieren
color, reciben el nombre de auxocromos. Los grupos auxocromos cuando son donadores
de electrones (-OH, -OMe, -NH2, NHR; NR2) intensifican la absorcion de luz y desplazan
el méximo del espectro a mayores longitudes de onda (fotones de menor energia),
cambiando el color a tonos azulados y verdes. Estos grupos reciben el nombre de
batocromicos. Los grupos que atraen electrones (-NO2; -COOR) desplazan la absorcion
a longitudes de onda mas cortas y el color a tonos amarillos y anaranjados, se Ilaman

hipsocromicos.

1.2.2 Colorantes industriales

La industria moderna de los colorantes sintéticos se inicié a mediados del siglo
XX, cuando Perkins descubrié la mauveina, mientras intentaba sintetizar quinina. En ese
entonces, Henrry Perkins, construy6 una fabrica cerca de Londres para suministrar el
primer colorante sintético al mundo. A finales de la década de 1870, se produjo otro
desarrollo importante cuando Otto Witt sintetizo un colorante azoico, que se comercializo
como London Yellow (Morris & Travis 1992).

Actualmente los colorantes azoicos se encuentran entre los colorantes industriales

mas importantes y ampliamente usados.

1.2.2.1 Colorantes Azoicos

Los colorantes azoicos son el grupo mas grande de colorantes con respecto al
namero de estructuras y al volumen de produccion, constituyendo el 70% de todos los
colorantes organicos producidos en el mundo (Bafana et al., 2011). El éxito de los
colorantes azoicos se debe a los procedimientos sintéticos simples involucrados en su
produccién, su gran diversidad estructural, su alto coeficiente de extincion molar y su
estabilidad media/elevada con respecto a la luz y la humedad. Estos colorantes se utilizan
en varias aplicaciones industriales, como en la tincion de materiales naturales y sintéticos,
en medicina, imprenta, cosméticos, alimentos y pinturas.

Los colorantes azoicos se caracterizan por la presencia de un grupo azo (R-N=N-
R”) en la molécula que une, al menos, dos anillos aromaticos (Figura 3). El grupo azo

tiene 6 electrones "moviles™" (deslocalizados) que a su vez estan deslocalizados con los
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anillos arométicos adyacentes. Es importante destacar que, todos los compuestos azoicos

son coloreados, pero no todos son Utiles como colorantes.

0SO;Na 0SO;Na

SO,

Azo linkage < Azo linkage

NaO3S SO3Na

Figura 3. Estructura del colorante azoico Negro Reactivo 5.

Cromoforos de los colorantes azoicos

Los grupos cromoforos, la extension del sistema conjugado y los grupos
auxocrémicos determinan el color de un compuesto. Los croméforos azoicos de mayor
importancia comercial se muestran en la Tabla 1, donde se observa como un aumento en

el nimero de grupos azo desplaza el color a tonos oscuros, verdes, azules y negros.

Tabla 1. Croméforos azoicos de mayor importancia comercial

Grupo Azo
Monoazo Alquilo-N=N-alquilo
Alquilo-N=N-arilo
Arilo-N=N-arilo

Bisazo

1L
Ar-N=N— |[’ S—N=N-R

Trisazo Ar-N=N-Ar-N=N-Ar-N=N-Ar

(Ar=arilo)

Color
Anaranjado claro
Amarillo
Rojo anaranjado
Marrén oscuro
Azul
Negro
Amarillo
Anaranjado

Rojo

Marrén-azul verdoso
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1.3. Contaminacion ambiental por efluentes textiles

La industria textil es uno de los mayores consumidores de agua por Kg de material
a producir. Debido a la naturaleza del proceso que lleva a cabo contribuye
significativamente a la contaminacion ambiental.

Las industrias textiles utilizan dos tercios del mercado total de colorantes
sintéticos a nivel mundial. Durante el procesamiento en estas plantas, entre el 2 y el 50%
del colorante aplicado puede perderse, terminando en las aguas residuales que se liberan
finalmente al medio ambiente (Le Marechal et al., 2012; McMullan et al., 2001).

Figura 4. Pileton de descarga de efluente textil. Planta textil RITEX, La Rioja, Argentina.

Muchos colorantes son visibles en el agua en concentraciones cercanas a 5mg L
(O’Neill et al., 1999). Los efluentes industriales, con concentraciones residuales entre 10
y 200 mg L (Pandey et al., 2007), resultan muy coloreados y estéticamente
desagradables.

Los colorantes estan disefiados para ser estables frente a la luz, agentes quimicos
y condiciones de lavado, por lo tanto, si no son adecuadamente tratados pueden
permanecer en el medio ambiente por largos periodos, con el consiguiente riesgo de
bioacumularse o biomagnificarse en la cadena tréfica (Weisburger, 2002). Como
ejemplo, puede citarse el colorante Azul Reactivo 19, cuya vida media es de 46 afios, a
pH 7y 25°C (Hao et al., 2000).

Los colorantes azoicos también inhiben varios procesos biolégicos, que son
ecologicamente muy importantes. Por ejemplo, pueden inhibir la fotosintesis de algas al
reducir la penetracion de la luz (Stolz, 2001). De manera similar, se ha informado que los



Bulacio Gil, 2018

colorantes inhiben la reduccion de la DQO (demanda quimica de oxigeno) y las
actividades respiratorias de las poblaciones microbianas. Esto resulta en la inhibicion de
procesos microbianos, como los involucrados en los ciclos biogeoquimicos naturales
(Chung & Stevens, 1993).

La toxicidad de los colorantes sobre organismos acuaticos ha sido muy estudiada.
Se encontro que los colorantes azoicos son toxicos para algas, peces y crustaceos. Sin
embargo, su toxicidad aguda es generalmente baja (Clarke & Anliker, 1980). Se ha
demostrado también que los colorantes azoicos reducen la viabilidad, reproduccion,
velocidad de la alimentacion por filtracion y consumo de oxigeno de cultivos del
crustaceo Moina macrocopa (Wong et al., 2006). Birhanli y Ozmen (2005) revelaron que
muchos colorantes azoicos pueden resultar teratogénicos para Xenopus leais.

De modo que la contaminacion con colorantes textiles no solo afecta la calidad
estética y la transparencia del agua, sino también la concentracion de oxigeno disuelto en
lagos, rios y otros cuerpos de agua, como asi también a los organismos que viven en ellos,

lo que conduce al deterioro del medio ambiente (Wijetunga et al., 2010).

1.4 Efectos nocivos de los colorantes azoicos en la salud

Los colorantes azoicos son nocivos para la salud humana por a su naturaleza
toxica. Esta toxicidad esta determinada por su estructura quimica. Por ejemplo, colorantes
azoicos que tienen un grupo nitro tienen naturaleza mutagénica (Chung & Cerniglia,
1992) y después de la descomposicion pueden generar productos toxicos como 1,4-
fenilendiamina, o-tolidina, etc. (Rosenkranz & Kolpman, 1990). Los colorantes azoicos
sulfonados presentan menor efecto mutagénico que aquellos no sulfonados (Jung et al.,
1992). Sin embargo, la recalcitrancia de los colorantes azoicos se atribuyo, precisamente,
a la presencia de grupos sulfonatos, ademas de los enlaces azoicos, dos grupos
generalmente considerados como xendforos (que confieren caracter xenobi6tico).

El colorante textil comercial azoico Violeta Acido 7 puede inducir peroxidacion
lipidica y aberraciones cromosémicas e inhibe a la enzima acetilcolinesterasa impidiendo
que se destruya la acetilcolina despues de haber cumplido su funcion. Esto produce un
aumento en la concentracidon y en la duracion de los efectos del neurotransmisor. La
toxicidad de este colorante aumenta durante el proceso de biodegradacion anaerdbica por
Pseudomonas putida debido a los metabolitos resultantes: acido 4-aminoacetanilida y 5-
acetamido-2-amino-1-hidroxi-3,6-naftaleno disulfonico (Mansour et al., 2009). El Rojo
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de Metilo también es un colorante mutagénico y su producto de degradacion, la N, N-
dimetilfenilendiamina (DMPD) es una amina aromatica toxica y mutagénica (Wong &
Yu, 1999; Ayed et al., 2011). Tsuboy y colaboradores (2007) comprobaron que el
colorante azoico Azul Disperso 291 tiene efectos genotoxicos, mutagénicos, citotoxicos
y también conduce a la formacion de microndcleos y a la fragmentacion de ADN en
células de hepatoma humano. Otros colorantes azoicos, como Sunset Yellow, Carmoisine,
Quinoline Yellow, Allura Red, Tartrazine y Ponceau 4R también demostraron ser
perjudiciales para los nifios cuando se usan como aditivos en alimentos y bebidas
(Parlamento, Estados Unidos y Unién Europea, 2008). Sin embargo, tanto Sunset Yellow
(amarillo ocaso o crepusculo, aditivo alimentario E110 en la UE) como Tartrazine
(conocida como tartrazina, Amarillo acido 23 aditivo alimentario E102 en la UE), estan
permitidos en todo el mundo para su uso en alimentos, cosméticos y medicamentos (Poul
et al., 2009). Existen colorantes azoicos que inducen cancer de vejiga en humanos y
sarcomas esplénicos, hepatocarcinomas Yy anomalias nucleares en animales
experimentales (Rafii et al., 1997; Puvaneswari et al., 2006). EI Amarillo de metanilo, un
tinte azoico, es hepatotoxico en ratas albinas (Singh et al., 1987, 1988; Singh & Singh,
2017).

La carcinogenicidad de muchos de los colorantes azoicos se demostro
experimentalmente. En un estudio de alimentacion subcronica de 13 semanas, el
colorante Negro Directo 38 indujo nodulos neoplasicos hepaticos y carcinomas
hepatocelulares en ratas Fischer 344 macho y hembra dentro de las 5 semanas (NCI 1978).
Es el periodo de latencia mas corto medido hasta ese momento por el programa de
bioensayos del Instituto Nacional del Cancer (NCI) para el desarrollo de tumores. En el
Tercer informe anual sobre carcindgenos en 1983 el Negro Directo 38 se incluyé como
"carcinégeno humano razonablemente anticipado™. Luego se cambi6 a "carcindgeno
humano conocido™ en la edicion de 2000 (NTP 2000). Muchos colorantes azoicos
también son mutagénicos, segun la prueba de Ames en S. typhimurium. Cabe destacar
gue, mientras algunos colorantes, como Azul Directo 15 son directamente mutagénicos,
otros requieren una activacion metabdlica previa para causar tales efectos (Reid et al.
1984). Esta activacion se da por la descomposicion del colorante en condiciones
reductivas o parcialmente reductivas, que generar aminas aromaticas cancerigenas.

Debido a los efectos nocivos de los colorantes azoicos en la salud humanay en el

medio ambiente, existe la necesidad imperiosa de restringir su entrada al mismo. Esto en
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la practica no es factible, por lo tanto, una solucién a este problema es adoptar métodos

de tratamiento que reduzcan o eliminen los colorantes de las aguas residuales.

1.5. Mecanismos de remocion del color
Existe una gran variedad de procesos fisicos, quimicos y bioldgicos usados, con
mayor 0 menor éxito, en la remocion de colorantes de los efluentes textiles (Forgacs et
al., 2004).
Se conocen varios factores que determinan la aplicacion de estas técnicas. Entre
estos, los mas importantes son:
e Eltipo de colorante
e La composicion del efluente
e La concentracion y el costo de los reactivos quimicos utilizados
e Los costos operativos (de energia y material)
e Ladisposicion final de los desechos generados
Cada técnica tiene sus limitaciones y por lo general, suele ser necesaria la
implementacién de mas de una para la decoloracion completa de un efluente debido a la

complejidad y a la naturaleza variable de los efluentes textiles reales.

1.5.1. Mecanismos fisico-quimicos de remocién del color

Los métodos fisicos/quimicos son frecuentemente muy costos. Estan afectados
por otros componentes presentes en los efluentes residuales y crean serios problemas
relacionados con la disposicion de los lodos resultantes, generando contaminacion
secundaria. Esto limita su aplicacion a una remocion in situ de pequefia escala. Cabe
destacar que uno de los principales problemas de estos métodos, la toxicidad residual de
los colorantes, permanece muchas veces sin resolver (Bafana et al., 2011).

Los procesos fisico-quimicos empleados incluyen adsorcion, filtracion,
coagulacién/floculacion, electrocoagulacion, intercambio iénico, oxidacion avanzada
(cloracion, ozonizacion, reacciones de Fenton, de Fenton mediada, oxidacion fotolitica,
etc.) y reduccién quimica. En la Tabla 2, se explican brevemente algunas de estas

técnicas, el principio por el cual actdan, la eficacia y también sus desventajas.
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Fisico

Los contaminantes del

Remueve efectivamente los

No puede adsorber sélidos en
suspension y colorantes insolubles.

Adsorcion efluente son adsorbidos en la colorantes presentes en e] agua, |Se usa en concentraciones bajas de | Wang et al.,
superficie de un material como ser los reactivos, basicos y colorantes. Elevado costo de 2011
poroso o un filtro azoicos regeneracion. Elevados costos de
mantenimiento
Filtracion por pfe(?sreg'[gglgr? ﬁﬁseﬁfdgﬂigtfgn Resmueve todo tipo de colorantes. | Se obtiept_e un lodo secundario. Zaharia &
membrana retenidos en una e,pu_ede recuperar y reciclar Los solidos solubles no se Suteu, 2012
Membrana quimicos no retenidos y agua separan
Coagulacion- Adicion de un coagulante que L . Elevado costo para tratar el Adinew,
floculacion . € Elimina colorantes insolubles lodo secundario 2012
asocia al contaminante
Amplio rango de
contaminantes, incluyendo sélidos
Electro- Se basa en las variaciones de suspendidos, Elevado costo para tratar el lodo Garay &
coagulacion densidad de corriente, pH'y metales pesados, po_lorantes, secundario, sumado a un alto Gomez,
tiempo de residencia materia organica, costo de electrodos y energia 2016
grasas, aceites, iones y
radiondclidos
| . Utiliza resinas de intercambio | Elimina los colorantes azoicos y Los intercambiadores de iones no |- Akceylan ?t
ntercambio L ed e e : " pueden emplearse para una al., 2009;
- idnico sintéticas o naturales las aminas aromaticas en un ;
lonico para la adsorcion de colorantes amplio rango de pH amplia gama de colarantes. Royer etal,
Elevado costo involucrado 2010
Cuando las soluciones acuosas
se exponen a ultrasonido, se
forman cavidades transitorias
por compresion y rarefaccion Ineficiencia energética de la
del agua a granel. El colapso Compuestos refractarios que no cavitacion que necesita de
. de las cavidades produce picos ueden ser tratados por métodos randes cantidades de Gonzalez-
Ultrasonido P ce P P raiados p granc Labrada et
locales de alta presion y bioldgicos energia a la entrada del al. 2010

temperatura, que pueden
dividir el agua en radicales
hidroxilo y &tomos de
hidrégeno

sistema
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Quimico

Utiliza haz de electrones de alta Hosono et
Irradiacion energia en una solucion Oxidacion efectiva en laboratorio Requiere mucho Oz disuelto al., 1993
supersaturada con O2. Hao et al.,
2000
El proceso se basa en la
Oxidaciones formacion de especies Decolora un amplio rango de Produccién de lodos Adinew
de reactivas oxidantes capaces de colorantes y produce una secundarios. 2012 '
Fenton degradar eficientemente los disminucion marcada de la DQO Requiere valores de pH bajos
contaminantes del efluente
Ataca al contaminante
mediante dos procesos: 1)
Ozonizacién ozonizacion directa por la Ozonizacion no produce lodos Corto tiempo de vida Neamtu et
molécula de Ozy 2) secundarios (20 min) al., 2004
ozonizacién radical por los
radicales oxidativos libres
Se basa en la generacién de Altas velocidades de reaccion.
Procesos de especies oxidantes altamente Reduce potencialmente la
Oxidacién reactivas con habilidad para toxicidad y puede producir una e COStOt' Detpe{}de del Sqar%’lﬁt
avanzados atacar y degradar sustancias mineralizacion total. No genera compuesto a tratar al.,
organicas lodos
Destruccion Se basa en la adicién de .
electro- agentes oxidantes para Los producto§ obtenidos no son Elevado costo Mutf;ul%rggr
quimica estimular la degradacién toxicos etal,
El uso de cloro para la eliminacion
Este método ataca al grupo Efectivo para la degradacion de dﬁ]gﬁ (I)(;rﬁr;tgjesnei;ztgb\i/&l)vgegfso Oliveira et
Hipoclorito de amino de los colorantes e colorantes azoicos - o
sodio inicia y acelera la escision del . efecfcc’)s negativos sobre la al., 2007; Li
enlace azo I_|berac_|pn en vias fIUV|aIe§ yla et al., 2009
' liberacion de aminas aromaticas
toxicas y cancerigenas
Este método utiliza la luz UV -
para activar quimicos como el iqeorl)ggglggglrg;r: igggaegecggigf;r Las desventajas de este método Bafana et
Tratamiento H20, lo que resulta en la agua, ya sea en lote 0 en un incluyen la formacion potencial (je al., 2011,
fotogquimico ‘produccion de radicales sister'na continuo con cortos s/ut;productos, que pueden ser mas Cortazar-
hidroxilos que degradan las tiernnos de exposicion. No se toxicos y una pobre eliminacion de| Martinez et
moléculas de colorante a CO; P P ' color para algunos colorantes al., 2012

Yy H20.

generan lodos
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1.5.2. Mecanismos biolégicos de remocion del color

A pesar de la existencia de procesos fisicos 0 quimicos para la remocién de
colorantes, la biorremediacion es una técnica atractiva, tanto por su bajo costo, como por
ser un proceso eco-amigable y socialmente aceptado (McMullan et al., 2001).

La biodecoloracion de colorantes puede llevarse a cabo de dos maneras diferentes;
adsorcion del colorante a la biomasa microbiana, o bien biodegradacion de los colorantes

por las células (Khan et al., 2013).

1.5.2.1. Bioadsorcién

La bioadsorcion de colorantes empleando biomasa, es un proceso que ocurre por
intercambio i6nico (Robinson et al., 2001; Srinivasan & Viraraghavan, 2010). La
adsorcion de colorantes puede ocurrir en células microbianas vivas 0 muertas. Se han
reportado procesos de bioadsorcién de colorantes sobre bacterias, microalgas, levaduras
y hongos filamentosos, donde los grupos funcionales, como hidroxilos y carboxilos de
los polisacaridos, lipidos y proteinas constituyentes de la pared celular proporciona sitios
de union a los colorantes. El uso de este método de decoloracién tiene sus ventajas,
especialmente si los efluentes coloreados son muy toxicos y no son favorables para el
crecimiento y mantenimiento de una poblacion microbiana. Sin embargo, se debe
destacar que en estos procesos la estructura original del colorante permanece intacta, por
lo que la bioadsorcién no erradica el problema de la potencial toxicidad, ya que el
contaminante queda intacto, pero atrapado en la matriz del adsorbente (la biomasa
microbiana). La bioadsorcion puede no ser un enfoque practico para tratar grandes
voliumenes de efluentes industriales contaminados con colorantes, por el problema
asociado con la eliminacion de biomasa después de la bioadsorcion (Kuhad et al., 2004,
Chander & Arora, 2007).

1.5.2.2. Biodegradacion

A diferencia de lo que ocurre en la bioadsorcién, en la biodegradacion, la
estructura original del colorante se destruye. EI compuesto se divide en fragmentos por
accion directa o indirecta de las células microbianas. Esto conduce en algunos casos a una
completa mineralizacion del colorante, es decir, la conversion del compuesto xenobiotico

en CO», biomasa y compuestos inorganicos.
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Los microorganismos pueden llevar a cabo una degradacioén enzimatica o no
enzimética de los colorantes. En el primer caso, las enzimas actdan directamente o
indirectamente a través de mediadores redox sobre las moléculas de colorantes mediante
reacciones oxidativas o reductivas. En el segundo caso radicales hidroxilos, especies
quimicas altamente reactivas, generados por una reaccion puramente quimica, atacan las
moléculas de colorantes. Las enzimas producidas por los microorganismos aportan los
sustratos necesarios para el desarrollo de estas reacciones quimicas de tipo Fenton,
productoras de radicales.

Aunque en ambos procesos intervienen enzimas microbianas, la utilizaciéon de
microorganismos completos presenta ciertas ventajas frente al uso de enzimas
purificadas. Entre estas ventajas se encuentran la disminucion de costos (al no tener que
purificar las enzimas), la mayor estabilidad de las enzimas involucradas y la posibilidad
de emplear vias enziméticas de dificil reconstruccién con enzimas purificadas (Pearce et
al., 2003).

I. Biodegradacion enzimatica

Los microorganismos més ampliamente estudiados en biodecoloracion enzimética
de colorantes son los hongos de pudricion blanca (White Rot Fungi) como Phanerochaete
chrysosporium, que se caracterizan por su capacidad para degradar la lignina (Khan et
al., 2013). Ademas de su sustrato natural, los hongos de la pudricion blanca mineralizan
una amplia gama de contaminantes organicos persistentes, como los colorantes azoicos.
Esto se debe a la naturaleza relativamente inespecifica de sus enzimas ligninoliticas:
lignina peroxidasa (LiP), manganeso peroxidasa (MnP), peroxidasa versatil (VP) y lacasa
(Guo et al., 2018).

Las enzimas ligninoliticas degradan colorantes azoicos directa o indirectamente a
través de ciertos mediadores redox. Se demostro que la accion de estas enzimas sobre los
colorantes azoicos cataliza la ruptura oxidativa de los enlaces azoicos y la apertura del
anillo aromatico (Svobodova et al. 2007).

El estudio de bacterias que actdan en procesos de decoloracion data de los afios
70. Bacillus subtilis fue la primer bacteria reportada en esta tematica por Horitsu y
colaboradores (1977). En comparacion con la decoloracion por hongos filamentosos
(mayormente aerobios estrictos), la biodecoloracion por bacterias es mas rapida (Kalyani
etal., 2009) y puede llevarse a cabo tanto por bacterias anaerobicas, como por anaerdbicas
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facultativas o aerdbicas. EI mecanismo de degradacion bacteriana de colorantes azoicos
es generalmente reductivo e implica la reduccion del enlace -N=N- por enzimas del tipo
azo-reductasas o reductasas inespecificas como NADH-DCIP reductasas. Estos procesos
en condiciones anaerdbicas forman aminas aromaticas, con la consiguiente problematica
que eso significa (Van der Zee & Villaverde, 2005).

En los altimos afios el uso de algas en decoloracién de efluentes tomé relativa
importancia. Omar (2008), sugirié que las algas son capaces de degradar los colorantes a
través de una azo-reductasa inducida. Sin embargo, hasta ahora solo se reportd la
decoloracion de un nimero muy limitado de colorantes (Khataee & Dehghan, 2011).

Si bien las enzimas ligninoliticas y las azo-reductasas son las méas estudiadas,
existen otras enzimas potencialmente involucradas en procesos de decoloracion, como,
DCIP-reductasas, DyP peroxidasas, citocromos P450 y proteinas de la familia de hemo-
tiolato peroxidasas.

Es importante destacar que, ya sea en mecanismos mediados por peroxidasas
ligninoliticas o en procesos de oxidacion mediados por radicales hidroxilos, el peroxido
de hidrégeno (H202) necesario es producido por oxidasas extracelulares que juegan un
rol fundamental durante el tratamiento de colorantes.

A continuacion, se describen las caracteristicas mas importantes y algunos de los

mecanismos de accidn descriptos para estas enzimas.

Azo-reductasa

Estas enzimas catalizan la ruptura del enlace azoico (-N=N-) por reduccion,
produciendo aminas aromaticas incoloras y potencialmente toxicas (Pandey et al., 2007;
Chang et al., 2001).

Son el principal grupo de enzimas expresadas en bacterias para la decoloracion de
colorantes azoicos (Joshi et al., 2018). Se localizan generalmente en el citoplasma
bacteriano (Maier et al., 200). También se ha reportado que levaduras como
Saccharomyces cerevisiae presentan azo-reductasas asociadas a un sistema redox de la
membrana plasmatica, cuyo componente principal es una proteina hierro reductasa
(Ramalho et al., 2004).

Segln su mecanismo de accion las azo-reductasas se categorizan como azo-
reductasas dependientes (Nakanishi et al., 2001; Chen et al., 2004; Chen et al., 2005) o
independientes de flavina (Blimel et al., 2002; Blimel & Stolz, 2003). Las dependientes

14



Bulacio Gil, 2018

de flavina se agrupan en tres categorias segun la naturaleza de los dadores de electrones,
los que proporcionan el poder reductor para la reduccion de los colorantes azoicos: las
enzimas que usan unicamente NADH como cofactor (Nakanishi et al., 2001; Chen et al.,
2004), las que emplean solo NADPH (Chen et al., 2005) y las que usan ambos cofactores
(Ghosh et al., 1992; Wang et al., 2007).

Estas enzimas con actividad azo-reductasa han sido identificadas y caracterizadas
a partir de un gran numero de bacterias, como Xenophilus azovorans KF46F,
Pigmentiphaga kullae K24, Enterococcus faecalis, Staphylococcus aureus, Escherichia
coli, Bacillus sp. OY1-2 y Rhodobacter sphaeroides (Nakanishi et al., 2001; Suzuki et
al., 2001; Blumel et al., 2002; Blumel & Stolz, 2003; Bin et al., 2004; Chen et al., 2004;
Chen et al., 2005). Sin embargo, la participacion de azo-reductasas intracelulares en la
decoloracion bacteriana se ha puesto en duda en los Gltimos afos, ya que, debido a la
elevada polaridad y elevado peso molecular de la mayoria de los colorantes azoicos, estos
no pueden pasar a través de las membranas celulares al ambiente intracelular del
microorganismo. Por lo tanto, la reduccion del colorante no dependeria de su captacion
intracelular (Robinson et al., 2001).

Stolz (2001) demostr6 que la adicion de mediadores redox a los cultivos
bacterianos estrictamente anaerébicos con supuesta actividad azo-reductasa intracelular,
produce un aumento considerable de la velocidad de degradacion de los colorantes.
Diversos autores revelaron que compuestos de bajo peso molecular (por ejemplo, flavinas
y quinonas) pueden actuar como transportadores de electrones entre el colorante azoico
y las azo-reductasas que se encuentra en la membrana plasmatica de las bacterias (Gingell
& Walker, 1971; Kudlich et al., 1997; Liu et al., 2009). Sin embargo, si el ambiente
extracelular es aerdbico, el oxigeno evita la reduccién del colorante azoico debido a la
oxidacion preferencial por el oxigeno del mediador redox reducido.

Kudlich y colaboradores (1997) sugirieron que la actividad de la azo-reductasa
unida a la membrana que interactta con los mediadores redox extracelulares, es diferente
de la azo-reductasa citoplasmica soluble. Esta ultima s6lo es responsable de la reduccién
de los colorantes azoicos no sulfonados que si pueden penetrar la membrana celular. Por
esa razon, las azo-reductasas unidas a la membrana y las citoplasmaticas son dos sistemas
enzimaticos separados.

La Figura 5 muestra el mecanismo propuesto para la reduccion dependiente de
mediadores redox de los colorantes azoicos utilizando células bacterianas completas, en

condiciones anaerébicas.
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Figura 5. Mecanismo propuesto para la reduccion de colorantes azoicos por azo-reductasas (Keck et al.,

1997).

DCIP-reductasa

Las DCIP-reductasas (dicloroindofenol reductasas), también llamadas reductasas

no especificas, son responsables de la reduccion de los enlaces azoicos y la detoxificacion

de compuestos xenobidticos en bacterias y hongos, usan NADH como donante de

electrones (Vipin et al., 2017; Salokhe & Govindwar, 1999).

La significativa induccion de reductasas no especificas, como la NADH-DCIP

reductasa durante la decoloracion de los colorantes azoicos sugiere su posible

participacion en la decoloracion (Kalyani et al., 2008; Telke et al., 2008; Chen et al.,

2015). Sin embargo, la identidad y la funcidn de estas enzimas aln no esta totalmente

establecida.
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Lacasa

Las lacasas son glicoproteinas pertenecientes a la familia de las multicobre
oxidasas, que catalizan la oxidacion de compuestos aromaticos (particularmente fenoles)
con la reduccién de oxigeno a agua (Majcherczyk et al., 1998). Estas oxidorreductasas
tienen una amplia especificidad de sustrato, utilizan oxigeno como aceptador de
electrones y no necesitan otros cofactores (Telke et al., 2011; Kalyani et al., 2012). Por
su aparente estabilidad y resistencia a la inhibicion estas enzimas son atractivas para
aplicaciones en biotecnologia industrial y en procesos de biorremediacion.

La Figura 6 presenta un modelo del mecanismo de accion de lacasas sobre
colorantes azoicos. Segun este modelo, la enzima oxida el grupo fendlico del colorante
formando un radical fenoxi, que luego es oxidado para dar un anion carbonio. Luego, un
ataque nucleofilico por agua en el anillo aromatico produce la ruptura del enlace azoico,
con lo que se obtiene una quinona y un fenildiazeno (Zille et al., 2005). Es importante
destacar que el mecanismo de decoloracion mediado por lacasas evita la formacion de
aminas aromaticas (Kalme et al., 2009).

La mayoria de las lacasas conocidas tienen origen fangico (principalmente de
hongos de pudricion blanca). También se identificaron y aislaron un pequefio nimero de
lacasas de bacterias (Gianfreda et al., 1999; Claus, 2003; Sondhi et al., 2014; Rezaei et
al., 2017). Estas enzimas fueron utilizadas en el tratamiento de efluentes de industrias
papeleras, textiles, curtiembres y otros efluentes que contienen ligninas o residuos
fendlicos. La toxicidad de estos es reducida por degradacion, polimerizacion o por
reaccion con compuestos fendlicos naturales (Abadulla et al., 2000; Chauhan et al., 2017;
Javed et al., 2017).

Compuestos de bajo peso molecular como el acido 3-hidroxiantranilico (3-HAA,
primer mediador natural descripto para la lacasa) y el é&cido 2,2-azino-bis-3-
etilbenzotiazolina-6-sulfénico (ABTS, mediador sintético), actian como mediadores
redox en las etapas de transferencia de electrones de lacasas (Wong & Yu, 1999). Se
reportd que en presencia de mediadores redox, los procesos de decoloracion de colorantes
azoicos son significativamente mas eficiente (Reyes et al., 1999; Abadulla et al., 2000;
Soares et al., 2001).
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Figura 6. Mecanismo propuesto para degradacion del colorante Acido 3-(2-hidroxi-1-naftilazo)

bencenosulfonico por lacasas de T. villosa (Zille et al., 2005).

Lignina peroxidasa

Son glicoproteinas que contienen un grupo prostético hemo hierro protoporfirina
IX. Tienen un peso molecular promedio de 44 KDa y son secretadas en varias isoformas.
Tambien conocida como ligninasa, la lignina peroxidasa (LiP) fue descripta por
primera vez en 1984, en cultivos de Phanerochaete chrysosporium (Tien et al., 1987). Es
una enzima extracelular que cataliza la oxidacion de compuestos aromaticos fendlicos y

no-fenolicos.
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La LiP es inicialmente oxidada por H20,. En este estado oxida nucleos
aromaticos, tanto fenolicos como no fendlicos, generando radicales catidnicos que
reaccionan con sustancias nucleofilicas (principalmente H.O) y oxigeno molecular.
Como resultado, se rompen enlaces C-C y C-O que causan la apertura de los anillos
aromaticos (Figura 7). Debido a su mecanismo enzimatico, el exceso de H.O> causa la
inactivacion permanente de la enzima, a menos que haya un compuesto reductor (como

el alcohol veratrilico u otros sustratos) en el medio de reaccion.
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Figura 7. Mecanismo propuesto para ruptura simétrica o asimétrica de colorantes azoicos sulfonados por
peroxidasas (LiP) (Chacko & Subramaniam, et al., 2011).
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La LiP participa en la mineralizacion de diferentes compuestos arométicos
recalcitrantes como bifenilos policlorados y colorantes entre los que se encuentran: Azul
rapido Ranocid, Rojo acido 119, Negro rapido Navidol MSRL y Azul brillante Procion
HGR (Gottlieb et al., 2003; Kr¢mai & Ulrich, 1998; Husain 2006, 2010). La presencia
de residuos ligninoceluldsicos en los medios de cultivo aumenta la decoloracion, al
inducir la sintesis de la enzima y aportar productos de degradacion que pueden actuar
como intermediarios redox (Jadhav et al., 2009).

Sobre los colorantes azoicos realiza una oxidacion de grupos fenolicos
produciendo un radical en el carbono més cercano al enlace azoico. El carbono fendlico
es atacado por una molécula de agua, produciendo un fenildiazeno que es rapidamente

oxidado para liberar nitrégeno.

Manganeso Peroxidasa

La MnP es la enzima ligninolitica méas frecuente entre los hongos ligninoliticos,
aungue solo fue descripta en algunas levaduras. Igual que la LiP es una glicoproteina que
contiene un grupo prostéetico hemo protoporfirina IX, presente en multiples isoformas. Su
peso molecular varia entre 32 y 63 KDa (Wasenberg et al., 2003).

El ciclo catalitico de MnP comienza con la oxidacion de Mn?* a Mn®* por H,0>
(Gold et al., 2000). EI Mn®* es estabilizado por quelacion con é&cidos organicos como
oxalico, mal6nico o lactico, los que son producidos y secretados por numerosos hongos
en condiciones naturales. Asi el complejo Mn**-acido organico acttia como el oxidante y
ataca inespecificamente una variedad de sustratos mediante la captacion de un electron
(Schlosser & Hofer, 2002). De esta manera, la enzima MnP oxida su sustrato natural,
lignina, pero también otros compuestos entre los que se encuentran los colorantes. El
ataque de la MnP a los colorantes azoicos, no solo se limita al doble enlace -N=N-, sino
que también puede producir la ruptura de la molécula de colorante en otros sectores. La
actividad decolorante por MnP fue detallada originalmente en P. chrysosporium (Chagas
& Durrant, 2001) y Lentinula edodes (Grabski et al., 1998). Actualmente se describi6 su
participacion en procesos de decoloracion mediados por diferentes hongos,

principalmente basidiomicetes.
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Peroxidasa Versétil

Las peroxidasas versatiles (VP) constituyen el tercer grupo de hemo-peroxidasas
ligninoliticas de alto potencial redox més abundante en hongos. Por su actividad sobre
colorantes azoicos también son conocidas como Negro Reactivo 5:H20;
oxidorreductasas).

Camarero y colaboradores (1999) descubrieron una VP de Pleurotus eryngii que
presenta dos sitios activos, uno de ellos caracteristico de MnP y el otro similar a los de
LiP. Se describe a esta enzima como un hibrido entre la lignina peroxidasa y la manganeso
peroxidasa, que puede oxidar Mn?* a Mn®*" (como MnP) y en ausencia de Mn*?, puede
también oxidar alcohol veratrilico y un amplio espectro de compuestos aromaticos

fenolicos y no fendlicos, cominmente asociados a la actividad de lignina peroxidasas.

Dyp Peroxidasa

Hace mas de 15 afios se describio la primer peroxidasa decolorante (DyP) como
una enzima extracelular de un hongo basidiomicete (Kim et al., 1999; Sugano et al., 1999).
Posteriormente se descubrieron DyP en numerosos hongos, bacterias, e incluso en
arqueas. Sin embargo, su funcion fisioldgica no esta muy clara (Colpa et al., 2014). La
habilidad de las DyPs para oxidar y decolorar parcialmente algunos colorantes
industrialmente importantes es la caracteristica que le dio el nombre (Linde et al., 2015).

Las DyP forman parte de una nueva familia de hemo-peroxidasas que se
caracterizan por ser enzimas bifuncionales. Presentan no solo actividad oxidativa sino
también actividad hidrolitica. Estas enzimas son capaces de oxidar varios compuestos
organicos, algunos de los cuales son escasamente transformados por peroxidasas clasicas,
incluyendo colorantes antraquinénicos, p-caroteno y sulfuros aromaticos (Colpa et al.,
2014).

El ciclo catalitico de las hemo peroxidasas clasicas procede de la siguiente

manera:

(1) Peroxidasa en reposo + H202 —»Compuesto | + H20

(2) Compuesto | + AH2 »Compuesto Il + AH*
(3) Compuesto Il + AH2 » Peroxidasa en reposo + AH* + H20
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La reaccion global es:
(4) 2 AH2 + H202 » 2H20 + 2 AH*

El compuesto AH* resultante se convierte en diversos productos mediante
reacciones no enzimaticas (por ejemplo, reacciones de acoplamiento de radicales).

Las enzimas que catalizan la reaccion (4) se definen como peroxidasas, incluso si
el ciclo catalitico o los intermedios obtenidos difieren de los observados en el ciclo
estandar de las hemo peroxidasas clasicas.

En el caso particular de las DyP, la enzima en estado de reposo y en presencia de
un equivalente de H20> es similar a una peroxidasa clésica en estado de reposo vy al
compuesto 1, respectivamente. Esto sugiere que el estado de reaccion primario (1) es
similar al de las peroxidasas clasicas. Sin embargo, las DyP no alcanzan un estado tipico
similar al compuesto 11. De todos modos, cumple con la reaccién global que define a una
peroxidasa (es decir, 2AH2 + H2O2 ------------------ 2 HO + 2 AH*).

Esta caracteristica explica la funcién Unica de las DyP, donde el compuesto | y
una molécula de H>O forman un complejo (Ilamado, Wet-1). Durante la degradacion de
colorantes antraquinénicos mediada por DyP, la molécula de H2O ataca al carbonilo de
la molécula de antraquinona antes de ser liberada del intermedio Wet-I. Por este motivo
es probable que la molécula de agua esté involucrada en el proceso de hidrélisis. Por lo
tanto, una DyP realiza simultaneamente las actividades de peroxidasa e hidrolasa. En la
Figura 8 se muestra un potencial ciclo catalitico de DyP sugerido para colorantes

antraquinonicos (Sugano, 2009).
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Figura 8. Ciclo catalitico propuesto para DyP con un compuesto atraquinénico modelo (Sugano, 2009).

Hemo-tiolato Peroxidasas

Las hemo-tiolato peroxidasas (HTP) se dividen en enzimas extracelulares, como
las cloroperoxidasas (CPO, EC 1.11.1.10) y peroxigenasas aromaticas, actualmente
conocidas también como peroxigenasas inespecificas (APO, EC 1.11.x y UPO EC
1.11.2.1), las cuales fueron descriptas tanto en hongos ascomicetes como en
basidiomicetes, y enzimas intracelulares como los citocromos P450 ampliamente
descriptos en todos los dominios y que trataremos un inciso aparte.

Las CPOs y UPOs tienen amplia especificidad de sustrato, catalizan reacciones de
halogenacion y comparten propiedades cataliticas con peroxidasas, catalasas y citocromo
P450 monooxigenasas. Ademas, las UPOs tienen actividad peroxigenasa, siendo capaces

de catalizar la transferencia de oxigeno desde peroxidos a diversos sustratos organicos
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(Hofrichter et al., 2010). Estas propiedades hacen a estas enzimas muy interesantes desde
un punto de vista biotecnolégico.

Los genes de HTP estan representados en la mayoria de los genomas de hongos
secuenciados hasta la actualidad. A pesar de la amplia presencia gendémicay la relevancia
biotecnoldgica de las reacciones de mono (per) oxigenacion que han dado como resultado
patentes recientes sobre secuencias UPO (Landvick et al., 2016a; Landvick et al. 2016b),
solo unas pocas UPO se purificaron y caracterizaron hasta el presente. Los aspectos
centrales del mecanismo catalitico de la UPO se describieron recientemente (Wang et al.,
2015).

A diferencia de las peroxidasas ligninoliticas (y otras), las UPO utilizan un
glutamato como catalizador &cido-base para la activacion con perdxido y comparten con
los citocromos P450 monooxigenasas una cisteina proximal que actda como ligando de
hierro del grupo hemo, como también la quimica de reaccion. Esto da como resultado
reacciones de oxigenacién y oxidacion altamente versatiles, que se pueden clasificar de
la siguiente manera: a) oxidaciones de dos electrones con transferencia de oxigeno (O);
b) oxidaciones de dos electrones con transferencia de O y escision subsiguiente del
enlace; ¢) oxidaciones de dos electrones con transferencia de O a heterodtomos (N o S);
y d) oxidaciones de un electron, como hacen las peroxidasas tipicas (Figura 9A)
(Hofrichter et al., 2015). El ciclo catalitico de estas enzimas difiere del de otras
peroxidasas en dos aspectos fundamentales. EI primero es la abstraccion casi simultanea
de los dos electrones del sustrato, y el segundo esta asociado a la transferencia del atomo
de oxigeno del complejo de hierro (actividad de monooxigenacion). Sin embargo, en
comparacion con los citocromos P450 que necesitan un socio donador de electrones
(proteina o dominio gque contiene flavina) y una fuente de poder reductor, las UPO pueden
considerarse monooxigenasas "autosuficientes” que solo requieren una fuente de H20-
para activarse (Figura 9B). Las UPO son enzimas secretadas y, por lo tanto, per se mas
estables que los citocromos P450 y otras monooxigenasas, que generalmente son
proteinas unidas a la membrana intracelular o proteinas citosélicas. Desafortunadamente,
las UPO exhiben cierta actividad catalasa junto con una marcada inestabilidad oxidativa
frente a elevadas concentraciones de H202, lo que limita su aplicacion (Karich et al.,
2016).
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Figura 9. Las UPO de Basidiomicetes catalizan una variedad de reacciones de monooxigenacion entre
otras reacciones, presentando ciertas ventajas sobre los P450. A. Las reacciones de UPO incluyen: a)
oxidaciones de dos electrones con transferencia de oxigeno (O); b) oxidaciones de dos electrones con
transferencia de O y escision subsiguiente del enlace; c) oxidaciones de dos electrones con transferencia de
O a heteroatomos (N o S); y d) oxidaciones de un electron. Modificado de acuerdo con Hofrichter et al.
(2015). B. Mientras que los P450 intracelulares requieren una fuente de poder reductor (NAD [P] H) y un
dominio de proteina o reductasa que contiene flavina adyuvante (y a menudo desperdician una parte
significativa del poder reductor en la formacién improductiva de H,O>), la UPO secretada solo necesita una

fuente de H,O; para activarse (también es mas robusto debido a su naturaleza extracelular) (Martinez et al.,
2017).

Citocromo P450 monooxigensasa

Los citocromos P450 (CYP) son una superfamilia ubicua de monooxigenasas con
gran versatilidad catalitica y diversidad de sustratos. Estas proteinas hemo-tiolato
monooxigenasas se encuentran en todos los dominios, desde procariotas (arqueas,
bacterias), hasta eucariotas inferiores (hongos e insectos) y superiores (plantas y
animales, incluidos los humanos). Los CYP monooxigenasas catalizan la reaccion de
monooxigenacion (RH + Oz + 2e” + 2H* — ROH + H20) mediante la insercion de uno

de los &tomos del oxigeno molecular al sustrato (RH), mientras el segundo atomo de
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oxigeno es reducido a agua, convirtiendo una amplia variedad de sustratos lipofilicos en
derivados mas hidrofilicos (Cresnar & Petri¢, 2011).

Diversos hongos pueden detoxificar y degradar compuestos xenobioticos como
hidrocraburos policiclicos aromaticos (PAHs), compuestos fendlicos y otros
contaminantes ambientales toxicos, mediante reacciones mediadas por enzimas P450
inducibles (Cerniglia et al., 1978; Sutherland et al., 1992; Bezalel et al., 1997; Sietmann
et al., 2000; Lisowska et al., 2006; Teramoto et al., 2004; da Silva et al., 2004). Por
ejemplo, en los hongos ascomicetos, A. niger y A. nidulans, como también en el hongo
basidiomicetos P. crysosporium, un miembro de la subfamilia CYP53A, cataliza la
hidroxilacion de acido benzoico y otros benzoatos monosustituidos formando productos
p-hidroxilados que son degradados posteriormente, por la via metabdlica del -

ketoadipato (Harwood & Parales, 1996).

Oxidasas productoras de peréxido

Se acepta que los miembros de las superfamilias de glucosa-metanol-colina
oxidasa/deshidrogenasa (GMC) y oxidasas radicales de cobre (CRO) constituyen las
fuentes mas comunes de H>O; extracelular para: a) peroxidasas ligninoliticas y otras
peroxidasas o0 b) generacion de radicales hidroxilos generados via quimica Fenton
(Martinez, et al., 2017) (Figura 10).

Oxidasas/deshidrogenasas que contienen flavina

La superfamilia de GMC oxidorreductasas incluye flovoproteinas: a) oxidasas,
como aril alcohol oxidasas (AAO, EC 1.1.3.7), metanol oxidasa (MOX, también
conocidas como alcohol oxidasas, EC 1.1.3.13), piranosa-2-oxidasa (P20, EC 1.1.3.10)
y glucosa oxidasa (GOX, 1.11.3.13), y b) también incluyen deshidrogenasas, como
celobiosa deshidrogenasa (CDH, EC 1.1.99.18) que contienen dominios flavina y hemo
separados, y glucosa deshidrogenasa (GDH, 1.1.99.35). Todas estas proteinas sustraen
dos electrones desde sus sustratos que, posteriormente, son transferidos al Oz por el grupo
flavina reducido. El producto final de esta reduccion es H20z (en el caso de las oxidasas)
0 bien otro sustrato reducido (en el caso de las deshidrogenasas).

AAQO y P20 son proteinas secretadas que estan involucradas en procesos de
degradacion extracelular. Sin embargo, GOX y MOX suelen carecer de péptidos sefial
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involucrados en los mecanismos tipicos de secrecion y son secretadas al medio
extracelular gracias a procesos alternativos (via vesiculas) o simplemente mediante lisis
de la hifa fungica (Ferreira et al., 2015). La AAO es la GMC oxidasa mas frecuente en
hongos basidiomicetos degradadores de lignina, donde aporta el H>O> requerido por las
peroxidasas ligninoliticas. Mientras que las MOX son mas abundantes en hongos
basidiomicetos de la pudricion parda, donde el H20- es reducido por Fe?*, generando Fe*
y radicales hidroxilos (HO"), involucrados en el ataque y degradacién de la celulosa por
estos hongos.

Las AAO se consideran como GMC oxidasas modelo en estudios de degradacion
de lignina, aplicaciones en biorefinerias, biopulpado, decoloraciéon, oxidacion de furfural,
etc. (Carro et al., 2016). Esta enzima oxida diversos alcoholes aromaticos no fendélicos a
los aldehidos correspondientes, mediante la sustraccion de dos electrones con la
consecuente reduccion de Oz a H202 (Bourbonnais & Paice 1992).

Entre las GMC deshidrogenasas, la celobiosa deshidrogenasa (CDH) es una
proteina monomérica extracelular, que fue identificada en hongos, tanto basidiomicetos
como ascomicetos. Esta enzima es capaz de oxidar celobiosa, celodextrinas y otros
disacéridos u oligosacaridos con enlaces -1,4, como la lactosa. Actualmente, se sabe que
la CDH puede degradar y modificar los principales componentes de los materiales
lignoceluldsicos (celulosa, hemicelulosa y lignina) mediante la produccion de radicales
libres hidroxilos generados en reacciones tipo Fenton (Dashtban et al., 2010; Baldrin &
Valaskova, 2008).

Copper Radical Oxidases (CRO)

Las CRO son una familia de metaloenzimas cupricas. Incluyen la glioxal oxidasa
(EC 1.2.3.15) y la galactosa oxidasa (EC 1.1.3.9).

La glioxal oxidasa es una enzima extracelular. Fue la primera enzima productora
de H20> descripta en el hongo de pudricion blanca Phanaerchaete chrysosporium. Esta
oxidasa oxida glioxal, metil glioxal y otros compuestos a hidroxi carbonilos y
dicarbonilos acoplandolos a la reduccién de O2 para producir H2O2 (Kirk & Cullen, 1998).

La galactosa oxidasa, ademas de oxidar monosacéaridos y galactosa terminal en
polimeros, tiene actividad sobre el alcohol bencilico, produce la conversion de 5-
hidroximetilfurfural en 2,5-diformilfurano, un quimico muy valioso a nivel industrial
(Kalum et al., 2014; Parikka et al., 2015).
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Figura 10. Principales enzimas productoras de H-O; en hongos basidiomicetos. EI H»O; producido es
empleado por peroxidasas ligninoliticas y otras peroxidasas, o bien participa en la generacion de radicales

hidroxilos via Quimica Fenton.

I1. Biodegradacién no-enzimatica

Como las enzimas ligninoliticas no pueden penetrar en la estructura de la madera
se supone que el radical hidroxilo (OH") junto con el Mn®* y con mediadores naturales,

son los responsables de las primeras etapas de degradacion de los sustratos
lignocelul6sicos, participando también en la degradacion de contaminantes organicos
(Cohen et al., 2002; Xu & Goodell, 2001).

El radical hidroxilo esta entre las especies quimicas mas reactivas, por su alta
reactividad (EO= 2,06 v). No es selectivo y reacciona con una variedad de compuestos,
promoviendo su mineralizacion total (Arantes & Milagres, 2007; Neamtu et al., 2004).

Se demostr6 que muchos hongos producen peroxido de hidrogeno (H202) que

participa de reacciones de Fenton, donde reacciona con el hierro ferroso (u otro metal de

transicion), dando como resultado la liberacion de OH" (1).
(1) Fe?* + H:O2 — Fe** + OH + OH"

(2) Fe3* + H,0, — Fe?* + OOH + OH™
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La reduccion de hierro férrico a ferroso (2) también tiene lugar, aunque a una
velocidad mucho mas baja.

La principal via de produccion de radicales hidroxilos son las reacciones de Tipo
Fenton. Los mecanismos que controlan estas reacciones extracelulares son tema de debate
(Baldrian & Valaskova 2008; Goodell, 2003). Sin embargo, estudios previos
determinaron que las reacciones Fenton, causadas por hongos basidiomicetes
degradadores de madera, se llevan a cabo por tres mecanismos diferentes: a) reacciones
catalizadas por celobiosa deshidrogenasa (CDH), b) péptidos de bajo peso
molecular/ciclo redox de las quinonas, c) reacciones catalizadas por glucopéptidos
(Grinhut et al., 2011).

Las reacciones Fenton son principalmente dependientes de: a) generacién
extracelular de perdxido de hidrogeno (tratado en este capitulo), b) reduccion de hierro,
de Fe3* a Fe?*, ya sea por metabolitos reducidos, como hidroquinonas, por ejemplo, la
2,5-dimetoxihidroquinona (2,5DMHQ), o por enzimas como la celobiosa deshidrogenasa
(Sista Kameshwa & Qin, 2018). Estas ademas de producir perdxido, tiene capacidad de
reducir hierro. Es una enzima, que participa en la generacion y regeneracion de los
sustratos claves para que las reacciones de Fenton tengan lugar (Hyde & Wood, 1997;
Kremer & Wood, 1992; Harreither et al., 2011) (Figura 11).

La oxido-reduccion ciclica de quinonas produce radicales hidroxilos mediada por
microorganismos. Por ejemplo, la 2,5DMHQ (quinona reducida) reduce el Fe®* a Fe?* y
genera simultaneamente un radical semiquinona, que reduce el oxigeno a radical anién
superoxido. Este luego de la reaccion de dismutacion, genera H202 o reduce al Fe** a
Fe2*, mientras que la semiquinona queda oxidada nuevamente como quinona (Karem et
al., 1999; Newcombe et al., 2002; Korripally et al.,2013). Guillén y colaboradores (2000)
describen la produccion de radicales hidroxilos en una mezcla con Lacasa de Pleurotus
eryngii, hidroquinonas derivadas de lignina e iones férricos. En este sistema las
hidroquinonas son convertidas en semiquinonas por la Lacasa. La autooxidacion de estas
semiquinonas causa la activacion del oxigeno, produciendo radicales aniones superéxido,
como en el caso anterior. El radical anidn superdéxido no reacciona directamente con la
lignina, sino que reacciona con otros radicales producidos por las enzimas, provocando
las aperturas de anillos aromaticos o la desmetilacion de la lignina, actuando como agente
reductor u oxidante. Como oxidante produce Mn%* a partir de Mn?*. El radical anion
superdxido también participa de la reaccién de Fenton, generando radicales hidroxilos

mediante la reduccion de Fe?*. También, el radical anion superdxido reacciona con H20;
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para formar radicales hidroxilos (Arantes & Milagres, 2007; Neamtu et al., 2004),
mediante la reaccion de Haber-Weiss (3):

3) 02" +H202 — HO +OH + 02 Reaccion de Haber-Weiss

Se encontraron glucopéptidos de pesos moleculares variables (que oscilan entre
1,5y 12 kDa) capaces de catalizar reacciones redox y, por lo tanto, producen radicales
hidroxilos libres en muchos hongos de la putrefaccion parda, como Gloeophyllum
trabeum y Postia placenta (Wang et al., 2003; Arantes & Goodell, 2014; Wymelenberg
etal., 2010) (Figura 11).

Finalmente, es importante destacar que las enzimas involucradas en la
homeostasis celular y en la reduccion de hierro, como ferroxidasas, fenilalanina amonio
liasa, catalasas, permeasas de hierro, flavinas monooxigenasas, dioxigenasas
transportadoras y reductoras de quinonas son también de gran importancia para el
funcionamiento de los sistemas Fenton mediados por microorganismos (Sista Kameshwa
& Qin, 2018).

Reacciones de Fenton

FeX'+ H,0, == Fe3++ 'OH+ OH

Fe*'+ H,0, = Fe2++ OOH+H"*

— |

Reduccién de hierro y Homeostasis Enzimas productoras de

* Hierro reductasas, Ferroxidasas, perdxido de hidrégeno
Permeasas de hierro. * CRO: glioxal oxidasa y galactosa

* Celobiosa deshidrogenasa oxidasa

* Ciclo redox de quinonas: Quinona * GMC oxidorreductasas: glucosa
reductasas, Transpotadores de oxidasa, alcohol oxidasa, colina
quinonas, Fenilalanina amonio oxidasa, aril alcohol oxidasa,
liasa. celobiosa deshidrogenas, glucosa

* Glicopéptidos de bajo peso deshidrogenas.
molecular.

Figura 11. Produccion de radicales hidroxilos por reacciones Fenton. Principales componentes de los

sistemas involucrados en su mantenimiento.
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1.6. Trichosporon akiyoshidainum HP-2023 y su capacidad decolorante
1.6.1. Trichosporon akiyoshidainum HP-2023

Trichosporon akiyoshidainum HP-2023 es una levadura basidiomicetacea aislada
de la selva de Las Yungas, ubicada en sectores montafiosos vinculados a los Andes. Se
extiende discontinuamente desde Venezuela, a través de Ecuador, cruzando Per( y
Bolivia, llegando al noroeste de Argentina con remanentes extremos en las provincias de
Salta, Jujuy, Tucuman y Catamarca. (Pajot et al., 2007). Esta ecorregion representa uno
de los reservorios de biodiversidad mas valiosos de Argentina.

Esta levadura fue caracterizada morfologica y fisiol6gicamente en nuestro
laboratorio (Pajot et al., 2011) y seleccionada por su capacidad decolorante.

1.6.2. Remocién de colorantes azoicos textiles por T. akiyoshidainum HP-2023

El proceso de remocion de colorantes llevado a cabo por T. akiyoshidainum HP-
2023 tiene lugar durante la fase de crecimiento exponencial. Elimina completamente
hasta 700 mg/L de colorante en menos de 24 horas. La reduccion del color en el medio
de cultivo va acompafiada con una disminucion en la concentracion de aminas aromaticas
y de la aromaticidad total del medio.

Los mecanismos de remocion de colorantes por T. akiyoshidainum HP-2023
involucran procesos de adsorcion y/o degradacion oxidativa dependiendo de las
condiciones de cultivo y de la estructura de los colorantes.

La adsorcion del colorante a la biomasa queda en evidencia por la coloracién de
la biomasa. Se describié que a pH acido (2,0 — 5,0) T. akiyoshidainum fue capaz de
adsorber Azul Reactivo 221 y Rojo Reactivo 141, colorantes azoicos empleados
ampliamente en la industria textil (Pajot et al., 2007).

También, diversos colorantes indujeron actividades manganeso peroxidasa,
peroxidasa independiente de manganeso y fenol oxidasa en diversos medios de cultivo,
por lo que se supone la participacion de un mecanismo de degradacién oxidativa en los
procesos de la decoloracion.

Diversas técnicas analiticas (HPLC, FTIR, GC-MS) se aplicaron para elucidar el
mecanismo de degradacion de colorantes textiles por T. akiyoshidainum HP-2023. En
estos ensayos, se utilizd el colorante azoico Negro Reactivo 5 como modelo para el

estudio del proceso de decoloracion, lo que facilitd la comparacion de los resultados
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obtenidos con los de la literatura y el analisis de los metabolitos producidos durante la
degradacion del colorante (Martorell et al., 2017).

Teniendo en cuenta que el HPLC-GPC se basa en la separacion de particulas por
su tamafo, con el analisis de los resultados obtenidos mediante la aplicacion de esta
técnica a los sobrenadantes de cultivo de T. akiyoshidainum HP-2023 en presencia del
colorante Negro Reactivo 5 a diferentes tiempos (0, 24 y 48 h), se concluy6 que durante
el proceso de decoloracién la molécula de colorante sufrio alteraciones en su estructura,
probablemente una ruptura a nivel de los enlaces azoicos, que dio lugar a la formacion de
compuestos de menor peso molecular, que no pudieron ser analizados por esta
metodologia. EI colorante Negro Reactivo 5 posee tres bandas de absorcion
caracteristicas, una a 595 nm correspondiente al doble enlace -N=N-, otra a 311 nm que
corresponde al naftaleno y la dltima a 254 nm que corresponde al benceno (Song et al.,
2007). La desaparicion de los picos correspondientes al colorante, observada en los
cromatogramas obtenidos de cultivos de la levadura con Negro reactivo 5, incubados por
24y 48 horas permitio arribar a la conclusion antes mencionada.

Para comprender los resultados obtenidos por FT-IR, es importante recordar que
un espectro IR consiste de dos regiones principales, una por encima de los 1500 cm™, que
corresponde a bandas de absorcidn que se asignan a grupos funcionales individuales y la
region por debajo de los 1500 cm-1 (region de la huella dactilar o “fingerprint”) que
contiene muchas bandas y que caracteriza a la molécula en general. En la regién
fingerprint se encontran picos correspondientes a grupos funcionales individuales, pero
la presencia de esos picos solo puede considerarse de ayuda para la identificacion y no
una prueba concluyente (Yuen et al., 2005). Con el andlisis por FT-IR de los
sobrenadantes de cultivo, correspondientes a diferentes tiempos del proceso de
decoloracion del colorante Negro Reactivo 5, se concluyé que los enlaces
correspondientes al grupo N=N (responsable del color), -NH, de aminas aromaticas y —
RSO3 sufrieron rupturas durante las primeras horas del cultivo. Estos resultados
concuerdan con lo que se observé en el andlisis de HPLC-GPC, anteriormente
mencionado.

Finalmente, con el estudio de los sobrenadantes de cultivo con GC-MS, se
identificé un compuesto, 4-((clorodifluorometil)sulfonil)anilina, con bajo porcentaje de
identidad, que no es parte de la estructura del colorante, por lo que no se pudo proponer
un mecanismo plausible para su obtencion a partir de la composiciéon y condiciones

utilizadas en los cultivos.
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Por esa razon, a partir de la estructura quimica del colorante y conociendo las
enzimas que participan en su degradacion y sus mecanismos de accion, se procedio a
comparar el espectro de masas obtenido con las masas teoricas de posibles metabolitos
de degradacion de Negro Reactivo 5.

El andlisis se realizd con el programa ChemBioDraw® y se basé en la ionizacion
del diazeno generado por ruptura asimétrica de los enlaces azoicos, que se denomina 4-
((diazenilfenil)sulfonil)metil hidrégeno sulfato (Figura 12). Se obtuvieron las estructuras
de los iones que este compuesto produce, sus masas exactas y su relacion m/z. La relacién
m/z es una magnitud adimensional, donde m se refiere al nimero de masa atomica o
molecular del i6n y z a la carga del mismo.

El analisis teodrico indicd que el espectro de masa obtenido es compatible con la
presencia de 4-((diazenilfenil)sulfonil)metil hidrégeno sulfato. Ademas, se identificé una
naftoquinona que forma parte de la estructura del Negro Reactivo 5, posiblemente 5-
amino-4-hidroxi-3,6-dioxo-2,3,5,6-tetrahidronaftaleno-2,7-disulfonato de sodio (Figura
12). En el extracto de las 24 h de cultivo no se detectaron los compuestos relacionados
estructuralmente a 4-((diazenilfenil)sulfonil)metil hidrégeno sulfato, ni aquellos
emparentados con 5-amino-4-hidroxi-3,6-dioxo-2,3,5,6-tetrahidronaftaleno-2,7-
disulfonato de sodio, por lo que se concluyé que fueron degradados luego de las 10 h de

cultivo intra o extracelularmente.

Na0,S SO4Na

NI

i /

o) 0 ;—-ﬁ N
OH NH, S05H-0 0

Figura 12. Estructuras moleculares desarrolladas de 5-amino-4-hidroxi-3,6-dioxo-2,3,5,6-

tetrahidronaftaleno-2,7-disulfonato de sodio (arriba) y 4-((diazenilfenil)sulfonil)metil hidrégeno sulfato

(abajo)

De acuerdo a todos los resultados obtenidos anteriormente por el grupo de trabajo
y a la bibliografia existente, se propuso que la degradacion de Negro Reactivo 5 por

T.akiyoshidainum HP-2023 ocurre por un mecanismo oxidativo, el cual involucra la
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participacion de enzimas peroxidasas y/o fenol oxidasas. Sin embargo, debido a la
presencia de acidos organicos en los sobrenadantes de cultivo (acido oxalico, acido
malico, etc.), no pudo descartarse la participacion de otros mecanismos oxidativos como
las reacciones de tipo Fenton-mediadas.

En cualquier caso, la ruptura del colorante se habria producido en dos etapas, con
la formacion inicial de una quinona de color purpura con un enlace azoico que seria
degradada posteriormente, lo que a su vez produciria la decoloracion total de los medios
de cultivo. Este proceso no llevaria a la formacion de aminas aromaticas potencialmente
toxicas, mientras que los metabolitos producidos en la degradacién del colorante serian
metabolizados por las células. (Figura 12).

A pesar de que el mecanismo propuesto es coherente con lo descripto en la
literatura y los antecedentes recopilados por afios en el grupo de trabajo, aiin es necesario

un estudio més detallado y preciso de los mecanismos involucrados.

1.7. Estudio bioquimico/enzimatico de los mecanismos de decoloracion

La degradacion oxidativa de colorantes se produce por uno de dos mecanismos
generales: Uno netamente enzimético donde intervienen enzimas ligninoliticas y
peroxidasas de baja especificidad y otro mediado por reacciones de tipo Fenton, donde
intervienen, indirectamente, enzimas encargadas de la produccién de perdxidos, la
reduccion de hierro y el ciclado redox de quinonas.

Las publicaciones recientes que describen mecanismos de decoloracion en
términos de las actividades enzimaticas involucradas indican que para comprender en
detalle el mecanismo de decoloracién de T. akiyoshidainum HP-2023, es suficiente
determinar bioguimicamente las actividades enzimaticas implicadas y combinar los
resultados con los obtenidos de técnicas como HPLC, FTIR y GC-MS. Sin embargo, esta
idea es erronea por diversos motivos, entre los que conviene destacar los siguientes:

1) Ademas de los procesos de degradacion del colorante, puede darse la
adsorcion del mismo a la biomasa de la levadura, lo que obliga a desarrollar
medios de cultivo en los que la adsorcion sea minimay la degradacion maxima
(Martorell et al., 2012).

2) La degradacion oxidativa de colorantes azoicos, ya sea enzimatica o mediada

por reacciones Fenton, produce los mismos intermediarios estables incluyendo
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quinonas y diazenos, por lo que ambos mecanismos no pueden ser
diferenciados por los metabolitos producidos (Guivarch et al., 2003).

Las determinaciones enzimaticas de oxidorreductasas se basan en la oxidacion
0 reduccion de compuestos seleccionados por caracteristicas como su
estabilidad y coeficiente de absortividad molar, no en su especificidad, por lo
que los falsos positivos son extremadamente comunes. Por ejemplo, una de las
técnicas mas comun para medir actividad manganeso peroxidasa emplea como
reactivos DMAB y MBTH (Castillo et al., 1994). A su vez el MBTH se aplica
en la evaluacion de diferentes actividades enzimaticas, como tirosinasas,
tolueno-4-monooxigenasa y catecolasa. El 3-metil-2-benzotiazolinona
hidrazona (MBTH) es una molécula que se utiliza como reactivo en quimica
analitica para la deteccion y determinacién de diferentes compuestos
quimicos, incluidos aldehidos, aminas aromaéticas, indoles, compuestos
iminohetero-aromaticos, carbazoles, arilalquilaminas y fenoles (Ribeiro et al.,
2009; Setti et al., 1998), principalmente el MBTH se usa para capturar
quinonas, formando un aducto estable MBTH-Q (Siah et al., 2017).

Muchas de estas oxidorreductasas, son poco especificas, pueden atacar
diversos sustratos, lo que dificulta la interpretacion de los resultados (Kues,
2015).

La capacidad de detectar una oxidoreductasa en un medio complejo, depende
de la presencia de compuestos oxidantes o reductores en los medios de cultivo
(&cidos organicos, NADH, peroxidos, etc) y que no existan enzimas que
catalicen reacciones inversas a las que se quiere medir. Por ejemplo, la
determinacion mas comun de celobiosa deshidrogenasa se basa en la
reduccién de diclorofenol-indofenol (DCIP), la presencia conjunta de una
lacasa en el medio, lo cual es frecuente en hongos, interfiere con esta
determinacion debido a la rapida reoxidacion de la forma reducida de DCIP y
puede enmascarar completamente la actividad CDH (Baminger et al, 1999).
También es importante el efecto de la ausencia de mediadores redox que
extienden ain mas el rango de sustratos a ser oxidados o reducidos por las
enzimas (Gangwar et al., 2016, Kiies, 2015).

El hidroxilo producido por las reacciones Fenton, en ciertas condiciones causa
la oxidacion de los sustratos usados para las determinaciones enzimaticas,

llevando tambien a la generacién de falsos positivos.

35



Bulacio Gil, 2018

7) La produccion de enzimas extracelulares por T. akiyoshidainum es
notablemente baja, lo que dificulta la purificacion de enzimas a partir de los
medios de cultivo.

8) Lainhibicion de algunas peroxidasas por excesos de H2Oz, la labilidad de otras
oxidorreductasas, la participacion de complejos enzimaticos y la necesidad de
cofactores dificultan la purificacion de las enzimas con actividad decolorante.

9) La capacidad de una peroxidasa purificada para causar la decoloracion de
colorantes textiles in vitro, no necesariamente implica una participacion de

esta enzima en el proceso de decoloracion en condiciones reales.

En este sentido, la secuenciacion y anotacién del genoma de Trichosporon
akiyoshisdainum HP-2023, nos permitio tener una idea global del potencial genético de
degradacion y a su vez compararlo con la de otros microorganismos relacionados cuyos
genomas se encuentran secuenciados. Disponer de esta informacién es fundamental para
un uso mas eficiente de técnicas como la transcriptdmica y proteémica.

En particular la identificacién masiva de proteinas permitio conocer la identidad
de las proteinas que intervienen en el proceso de decoloracion de colorantes textiles. Se
pudo reconstruir las rutas metabolicas activas durante la decoloracion como asi también
entender el proceso global. De esta manera sera mas facil el planteo de estrategias

eficientes de decoloracion de efluentes a nivel industrial.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Contribuir al conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la
biodecoloracion de efluentes textiles industriales, haciendo hincapié en el estudio

comparativo de genomas de levaduras del género Trichosporon.

Objetivos especificos

e Comparar la actividad decolorante de Trichosporon akiyoshidainum HP-2023 con
la de otras especies del mismo género cuyos genomas ya Se encuentren

disponibles.

o Identificar el efecto de diferentes metales o intermediarios redox sobre el proceso
de biodecoloracion.

e Secuenciar y anotar el genoma de Trichosporon akiyoshidainum HP-2023.

e Medir y caracterizar diferentes actividades enzimaticas asociadas al tratamiento

de efluentes coloreados, tales como lacasas, tirosinasas 0 manganeso-peroxidasas.
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CAPITULO 1
Comparacion de la habilidad decolorante de levaduras del género Trichosporon

(Determinaciones enzimaticas. Efecto de inductores)

1. INTRODUCCION

1.1. Decoloracion de colorantes azoico por levaduras

La decoloracién de colorantes azoicos por levaduras ha sido poco estudiada en
comparacidon con la decoloracion por especies bacterianas o fungicas.

Sin embargo, las levaduras tienen muchas ventajas para su aplicacion en procesos
de biorremediacién, como la alta capacidad para acumular colorantes y metales pesados,
como Pb (II) y Cd () (Ertugrul et al., 2008; Fairhead & Thony-Meyer, 2012),
crecimiento rapido, decoloracion mas rapida que los hongos filamentosos y la capacidad

de sobrevivir en ambientes desfavorables (Martorell et al., 2012).

1.1.2. Mecanismos de decoloracién

La decoloracién por levaduras puede ocurrir por dos mecanismos: bioadsorcién o
biodegradacion. Estos pueden darse individualmente o en conjunto, dependiendo de las

condiciones de cultivo.

1.1.2.1. Bioadsorcién

La bioadsorcion se define como la unién de un soluto a la biomasa celular en un
proceso que no involucra consumo de energia. Este proceso puede darse tanto en células
muertas como en células vivas. La unién del colorante a la biomasa involucra,
principalmente, la unién del compuesto a los grupos nitrogenados de peptidomananos,
peptidoglucanos o proteinas de pared. También puede darse la unién a grupos activos de
la superficie celular, como los presentes en polisacaridos acidos, lipidos, aminoacidos y
otros componentes celulares. La bioadsorcion depende principalmente de factores
ambientales como el pH, la concentracion inicial del colorante, la temperatura, etc. (Aksu,
2005).
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El pH de la solucion afecta tanto la adsorcion como el color y la solubilidad de
algunos colorantes. La carga neta del bioadsorbente depende también del pH, debido a
que en la superficie del mismo hay polimeros con diferentes grupos funcionales como los
carboxilos, hidroxilos, aminas o fosfatos. A pH acido, la superficie del adsorbente se
protona y adquiere una carga neta positiva lo que aumenta la union de colorantes
anionicos. Por el contrario, con pH alcalino, la superficie queda con carga neta negativa
y por ende conduce a la adsorcidn de colorantes catidnicos.

La concentracion inicial del colorante provee al sistema de la fuerza motriz
necesaria para superar la resistencia de la transferencia de masa entre la fase liquida y la
fase sdlida, asi a mayores concentraciones iniciales de colorante, mayor adsorcion a la
superficie del adsorbente (Aksu, 2005).

Por otra parte, un aumento de la temperatura disminuye la viscosidad de la
solucion, aumentando la difusion de las moléculas del colorante desde la fase liquida a la
fase sélida.

Muchas levaduras son capaces de adsorber colorantes. Por ejemplo, la
bioadsorcion de colorantes textiles azoicos, reactivos y ftalocianinas, se produce con
biomasa de Kluyveromyces marxianus IMB3 (Bustard et al., 1998; Meehan et al., 2000).
Diferentes colorantes azoicos son adsorbidos por C. tropicalis (Donmez, 2002), mientras
que Pajot y colaboradores (2007) reportaron que Trichosporon akiyoshidainum adsorbe
Azul Reactivo 221 y Rojo Reactivo 141, colorantes azoicos empleados ampliamente en

la industria textil.

1.1.2.2. Biodegradacién

En el proceso de biodegradacion se producen cambios en la estructura molecular
de un compuesto. En casos ideales se obtiene la mineralizacion del compuesto, es decir
su transformacion en sustancias como COz, H20 o CHs. Cuando el compuesto no es
mineralizado completamente el proceso se denomina biotransformacion.

En la década de 1990 surgio un gran interés en la degradacion de colorantes
azoicos por levaduras y se reporto que varias especies podian llevar a cabo la decoloracién
por mecanismos enzimaticos. Por ejemplo, Candida curvata fue empleada para el
tratamiento de aguas residuales coloreadas (Kakuta et al., 1992). Se describio la
capacidad Geotrichum candidum de decolorar diferentes tipos de colorantes textiles

sintéticos tanto azoicos como antraquinénicos (Kim et al., 1995) mientras que tanto
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Candida zeylanoides, como Debaryomyces polymorphus, Candida tropicalis y
Issatchenkia occidentalis decoloraron, principalmente, colorantes azoicos (Martins et al.,
1999; Yang et al., 2003; Ramalho et al., 2004).

Posteriormente, se describieron otras especies de levadura ascomicetaceas; como
Pseudozyma rugulosa (Yu et al., 2005), Candida oleophila (Lucas et al., 2006),
Saccharomyces cerevisiae (Jadhav et al., 2007), Galactomyces geotrichum (Jadhav et al.,
2008), Candida albicans (Vitor & Corso, 2008 ), Yarrowia lipolytica (Aracagok &
Cihangir, 2013) y Issatchenkia orientalis (Jafari et al., 2014b), que pueden decolorar
colorantes azoicos complejos, como Negro Reactivo 5 (Aracagbk & Cihangir, 2013;
Yang et al., 2003; Lucas et al., 2006; Jafari et al., 2014b), Violeta Directo 51 (Vitor &
Corso 2008), Rojo Reactivo Brillante K-2BP (Yang et al., 2003, Yu et al., 2005),
Amarillo Reactivo 84, Rojo Reactivo 141 (Martorell et al., 2012) y Azul Reactivo 171
(Saratale et al., 2009).

La degradacion de colorantes azoicos por levaduras basidiomicetaceas ha sido
mucho menos estudiada, aunque se reportd que Trichosporon multisporum vy
Trichosporon akiyoshidainum fueron capaces de degradar Rojo Reactivo 141, Azul
Reactivo 221 y Negro Reactivo 5 (Pajot et al., 2007, 2008, 2011). Azul Marino H-ER y
otros colorantes industriales incluyendo Rojo HE7B, Amarillo Dorado 4BD, Verde
HE4BD, Naranja HE2R, Verde Malaquita, Cristal Violeta y Metil Violeta fueron
degradados por T beigelli NCIM-3326 (Saratale et al., 2010). Martorell y colaboradores,
(2012) informaron la decoloracion de Rojo Reactivo 141, Negro Reactivo 5, Amarillo
Reactivo 84 y Azul Reactivo 221 por Trichosporon porosum.

Tanto en levaduras ascomicetes como en basidiomicetes, los mecanismos de
decoloracion sélo estan descriptos parcialmente. En general, los trabajos describen la
participacion en estos mecanismos de las enzimas clasicas asociadas, o bien a la reduccion
de los enlaces azoicos (azo reductasas y reductasas inespecificas), o a la degradacion de
lignina (lacasas y peroxidasas ligninoliticas MnP, LiP y VP).

1.1.3. Decoloracion de colorantes por levaduras del género Trichosporon

La mayoria de los trabajos sobre levaduras basidiomicetes capaces de decolorar
colorantes azoicos incluyen levaduras del género Trichosporon.
Son levaduras basidiomecetes que se encuentran ampliamente distribuidas en la

naturaleza. Fueron aisladas de diferentes fuentes, incluyendo suelo, sedimentos, aguas
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residuales, lodos y pulpa de madera. El interés industrial en este género se ha centrado en
la capacidad de utilizar una variedad de sustratos, en particular compuestos aromaticos,
como Unica fuente de carbono y energia (Kurtzman et al., 2011).

Entre estas levaduras los mecanismos de biodegradacion de colorantes reportados
hasta el momento, involucran tanto reacciones de degradacion reductivas como

oxidativas.

1.1.3.1. Enzimas involucradas en la degradacion reductiva de colorantes azoicos por
levaduras del género Trichosporon.

Aunque las especies del género Trichosporon son estrictamente aerobicas,
Saratale y colaboradores (2010) observaron un aumento significativo en las actividades
de la NADH-DCIP reductasa y azo-reductasa en las células de Trichosporon begelii
NICM-3326 obtenidas después de la decoloracion completa de Azul Marino H-ER (C.I.
azul reactivo 171). Esto presumiblemente indica la participacion de estas enzimas en un
proceso de decoloracidn reductiva. La actividad de estas enzimas conduce a la ruptura del
enlace azoico (—N=N-) del colorante con la consiguiente formacion de aminas aromaticas

que son metabolizadas posteriormente por la levadura mediante reacciones oxidativas

1.1.3.2. Enzimas involucradas en la degradacion oxidativa de colorantes azoicos por
levaduras del género Trichosporon.

Enzimas como lacasas (Lac) y otras oxidasas, manganeso peroxidasas (MnP),
lignina peroxidasas (LiP), peroxidasas versatiles (\VVP), fueron ampliamente relacionadas
con la biodecoloracion y mineralizacion de colorantes por hongos ligninoliticos. La
contribucion de cada una de estas enzimas al proceso global de biodegradacion es
diferente para cada microorganismo. Todas estas enzimas catalizan reacciones de
oxidacion del enlace azoico que conduce a la formacion de un i6n carbonio que, al ser
atacado nucleofilicamente por una molécula de agua, produce una benzoquinona y un
derivado diazénico. Posteriormente, el diazeno es oxidado, pierde N y produce
finalmente un derivado peroxidado.

Algunas de estas actividades enzimaticas se detectaron en cultivos de levaduras
del género Trichosporon, en presencia de colorantes azoicos. Por ejemplo, manganeso

peroxidasa y fenol oxidasa fueron detectadas durante la degradacion de Negro Reactivo
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5 por T. akiyoshidainum (Pajot et al., 2011; Martorell et al., 2017). Martorell y
colaboradores (2012), demostraron actividad manganeso peroxidasa y tirosinasa en
T.porosum. En ambos casos, la presencia de colorantes azoicos como el Negro Reactivo
5 en los medios de cultivo, fueron una condicidn necesaria para la, induccion de estas
actividades.

Yang y colaboradores (2013) determinaron la produccion de manganeso
peroxidasa en diversos aislamientos de levaduras del género Trichosporon: Trichosporon
montevideense MA-Y 8, Trichosporon cutaneum AA-M6, Trichosporon sp. AA-Y25,
AA-Y2, AA-Y22 y Trichosporon coremiiforme DA-Y1 y también produccion de lignina
peroxidasa en Trichosporon montevideense MO-M 16.

La deteccidn en levaduras de estas actividades, relacionadas a la degradacion de
lignina, es desconcertante ya que se acepta que las levaduras no son organismos
ligninoliticos. Aunque en la mayoria de los casos puede tratarse de falsos positivos
causados por la oxidacion inespecifica de los sustratos utilizados en las determinaciones,
Slavikova y colaboradores (2002) revelaron la produccién de manganeso peroxidasa
(MnP) y lignina peroxidasa (LiP) durante la biotransformacion de subproductos de la

fabricacion de pasta de madera derivados de la lignina por Trichosporon pullulans.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Microorganismos

Trichosporon akiyoshidainum HP-2023 es una levadura basidiomicete aislada de
Las Yungas. Fue seleccionada por su potencial decolorante e identificada molecular y
fisiologicamente (Pajot et al., 2008). T. akiyoshidainum HP-2023 estd depositada en
American Type Culture Collection con el nimero de acceso ATCC MY A-4129.

Trichosporon chiarellii es una levadura basidiomicete aislada de un nido hormigas
atinas (attini) en Botucatu, estado de Sao Paulo, Brasil (Pagnocca et al., 2010).
Recientemente fue reclasificada y se encuentra depositada como Haglerozyma chiarellii
en American Type Culture Collection bajo el nimero de acceso ATCC MYA-4694.

Trichosporon porosum 4029 es una levadura aislada de Las Yungas. Fue
seleccionada por su capacidad decolorante y conservada en el cepario de PROIMI.

Las levaduras se conservaron en glicerol 30% a -80°C. Los cultivos de trabajo se
realizaron en placas de Petri con medio NDM agarizado, conservadas a 4°C y repicadas

periddicamente.

2.2. Crecimiento y decoloracién en diferentes medios de cultivo. Comparacion entre
T. akiyoshidainum HP-2023, T. chiarellii MY A-4694 y Trichosporon porosum 4029.

Se midid la habilidad decolorante de Trichosporon akiyoshidainum HP-2023,
T.chiarelli MYA-4694 y Trichosporon porosum 4029 en dos medios de cultivo
diferentes. El primer medio, llamado NDM: (en g/L: glucosa, 20; extracto de levadura,
2,5; (NH4)2S04, 2,5; KH2PO4, 5; MgS04.7H20, 0,5; CaCl, 0,13), es un medio optimizado
para la decoloracion de levaduras ascomicetaceas (Ramalho et al., 2004). Fue utilizado
por el grupo de trabajo en las experiencias de decoloracion previas, donde se detectaron
actividades fenol oxidasa y manganeso peroxidasa en cultivos de T. akiyoshidainum
(Pajot et al., 2007; Martorell et al., 2012). El segundo medio llamado NDM:;
(composicion en g/L: Lactosa, 10; extracto de levadura, 1; KH2POg4, 1; MgS04.7H20, 1;
urea 0,5) fue optimizado para la decoloracion oxidativa por T. akiyoshidainum HP-2023
(Martorell, 2015). Estos medios se diferencian principalmente en la fuente de carbono y
nitrégeno: glucosa y (NH4)2SOs4 en el medio NDM; y lactosa y urea en el medio NDMo.

Los ensayos de decoloracidn se realizaron en Erlenmeyers de 500 mL con 100 mL

de medio, adicionados con Negro Reactivo 5 (Vilmafix® B-V) en una concentracion final
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de 200 mg L. Para inocular, se utilizaron 10 mL de una suspension de levaduras
(DOss50=0,8) obtenida luego de 24 h de cultivo en medio NDM1 0 NDMy, sin colorante,
segun correspondiese.

Los cultivos se incubaron a 25°C y 250 rpm durante 24 h. Las muestras se tomaron
asépticamente cada 3 h y se centrifugaron a 10.000 x g durante 10 min. Para determinar
la biomasa por peso seco, las células se lavaron dos veces con agua destilada estéril y se
secaron a 80°C hasta peso constante.

Los sobrenadantes del medio de cultivo se conservaron para determinar remocion
de colorante, pH, remocién de aminas arométicas y actividades enzimaticas. Para los
cultivos con colorantes se realizé un espectro de absorcion UV-visible a fin de analizar la
disminucion de la absorbancia y relacionarla con la desaparicion del color en funcién del

tiempo.

2.2.1. Decoloracion

La remocion del color fue calculada como porcentaje de decoloracion a la longitud
de onda de maxima absorbancia del colorante Negro Reactivo 5 (Aopt = 595), segun la
siguiente formula:

% Decoloracion = ((Ao-Ai)/Ao)-100
Donde, Ao: absorbancia inicial a Aopt=sesnm Y At absorbancia a Aopt=sesnm @ diferentes

tiempos.

2.2.2. Determinacion de pH

Se midi6 el pH de los sobrenadantes de cultivo con un microelectrodo de pH
Sartorius PB 16.

2.2.3. Determinacion de Aminas Aromaticas Totales (ATT)

Las AAT se determinaron en los sobrenadantes de cultivo por el metodo de Oren
y colaboradores (1991). La cuantificacion de AAT se realiz6 a partir de una curva de
calibracion con acido sulfanilico debido al caracter altamente sulfonado del colorante

usado.
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2.2.4. Registro de los espectros de absorbancia en la region UV-visible

Se registro el espectro de absorbancia de todos los sobrenadantes en el rango 360-
800 nm. Se utiliz6 un lector de microplacas Multiskan GO (Thermo Fisher).
Los sobrenadantes fueron previamente filtrados para evitar interferencias

causadas por la presencia de células.

2.2.5. Determinaciones enzimaticas

Se determinaron las siguientes actividades enzimaticas relacionadas a los

mecanismos de decoloracion de los colorantes azoicos reportados.

Lacasa

La actividad lacasa se midi6 a 25°C. Se us6 como sustrato ABTS (Heinzkill et al.,
1998). La mezcla se reaccion contenia ABTS 1,8 mM en buffer acetato 50 mM, pH 4,0.
Se utilizaron 100 pl de sobrenadante en 200 pL de volumen final. El incremento en la
absorbancia fue controlado a 420 nm (420 = 36.000 Mt cm™). Se definié una unidad

como la cantidad de enzima capaz de oxidar 1 pmol de sustrato por minuto.

Evaluacion del efecto de la capacidad antioxidante del medio en la determinacién de

la actividad enzimatica lacasa

Para evaluar el efecto de la capacidad antioxidante de los sobrenadantes de cultivo
sobre la determinacion de actividad lacasa, se utilizaron muestras de sobrenadante de
cultivo de T. akiyoshidainum HP-2023, a las que se agregaron diferentes cantidades
conocidas de lacasa de Trametes versicolor (Sigma-Aldrich). Luego se determind la
actividad enzimética en estas mezclas, siguiendo la oxidacion de ABTS a 420 nm como

se menciond anteriormente.

Fenol oxidasa

La actividad se midi6 a 25°C con el método descripto por Rodriguez-Lopez et al.
(1994). Se us6 una mezcla de reaccion con MBTH (3-methyl-2-benzothiazolinone
hydrazone), 0,07 mM y catecol como sustrato en una concentracion final de 10 mM en
buffer fosfato 50 mM, pH 6,0. Se utilizaron 100 pL de sobrenadante de cultivo en 200
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pL de volumen final de mezcla de reaccion. La reaccion se siguio a 420 nm. Se definio
una unidad como la cantidad de enzima capaz de producir en la mezcla un cambio de 0,01

unidades opticas por minuto.

Manganeso Peroxidasa

La actividad se midio a 25 °C con el método propuesto por Castillo et al. (1994).
La mezcla de reaccion consistio en MBTH (3-methyl-2-benzothiazolinone hydrazone),
0,07 mM, DMAB (3,3-dimethylaminobenzoic acid), 1 mM, MnS0O4.7H20 0,3 mM, H20>
0,05 mM; buffer succinato-lactato 100 mM, pH 4,5. Se emplearon 100 pL de
sobrenadante en 300 pL de volumen final. Se sigui6 el curso de la reaccién a 610 nm
(€610 = 53.000 M* cm™). Se defini6 una unidad como la cantidad de enzima capaz de
oxidar 1 umol de sustrato por minuto. Se realizaron controles sin sobrenadante, sin Mn
con H20;, sin H202 con Mn y sin H202 ni Mn, lo que permiti6 calcular la actividad
dependiente de manganeso, la actividad independiente de manganeso y la actividad

peroxidasa total

Azo0 Reductasa

La actividad se midié a 25°C con el método descripto por Ramalho y col (2005).
Ya que algunas reductasas de la pared celular pueden tener actividad decolorante, se
realiz6 el ensayo en sobrenadantes de cultivo y en suspensiones celulares. Se tomaron
alicuotas de 1,5 mL de cultivos. Las muestras fueron centrifugadas 15 min a 10.000 x g.
El pellet fue lavado 2 veces con agua destilada estéril y las células fueron resuspendidas
en un volumen de 1,5 mL de buffer acetato 50 mM, pH 4,0 (adicionado con glucosa al
5%) 200 mM, pH 7,5. Esto se hizo para obtener la misma concentracion de células que
en los cultivos originales. Se midié la DO a 550 nm y se realiz6 una curva de crecimiento
con los valores obtenidos, los cuales se correlacionaron posteriormente con la actividad
cuantificada.

La mezcla de reaccion consistia en buffer acetato 50 mM, pH 4,0, con 5% de
glucosa, NADH 3,5 mM, Negro Reactivo 520 mg L™ y 100 pl de la suspension de células
0 sobrenadante de cultivo, en un volumen final de 500 pl.

Se dej6 que las mezclas reaccionen a temperatura ambiente (20 + 2 °C) durante
20 minutos. Dentro de este periodo, la disminucion de la absorbancia fue lineal con el
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tiempo. En ambos casos se controld la desaparicion del colorante a 595 nm. Se definid
una unidad como la cantidad de enzima capaz de producir un cambio de una unidad de

absorbancia por min (Ramalho et al., 2005).

Hierro Reductasa

La actividad hierro reductasa fue evaluada en las células enteras registrando el
incremento en la absorbancia a 540 nm debido a la formacion de complejos de Fe (I1) con
disulfonato de batofenantrolina.

Se tomaron alicuotas de 1,5 mL de cultivos. Las muestras fueron centrifugadas 15
min a 10.000 x g. El pellet fue lavado 2 veces con agua destilada estéril y las células
fueron resuspendidas en un volumen de 1,5 mL de buffer citrato (adicionado con glucosa)
200 mM, pH 7,5. Esto se hizo para obtener la misma concentracion de células que en los
cultivos originales. Se midi6 la DO a 550 nm vy se realiz6 una curva de crecimiento con
los valores obtenidos, los cuales se correlacionaron posteriormente con la actividad
cuantificada. La mezcla de reaccion consistio en buffer citrato 200 mM, pH 7,5, con 5%
de glucosa, FeClz 0,02 mM, NADH 0,1 mM, Batofenantrolina disulfonato 0,1mM y 100
ul de la suspension de células, en un volumen final de 500 pl.

Las reacciones se llevaron a cabo en Eppendorf a temperatura ambiente (20 £ 2
°C) durante 10 minutos.

Las células fueron removidas, cuando fue necesario, por centrifugacién, y la
absorbancia se midi6 a 540 nm frente a un blanco preparado de manera similar, pero sin
celulas.

La concentracion de hierro ferroso (Fe?*) se estim6 usando un coeficiente de
absorcion molar de 22,14 mM™.cm™ para el complejo hierro (l11)-Batofenantrolina
disulfonato (Rapisarda et al., 1999).

Oxidasas productoras de peréxido de hidrégeno (H20-)

La actividad de oxidasas productoras de peroxido, por ejemplo, glucosa oxidasa,
se determind por el método de Bergmeyer y Bernt (1974).

La mezcla de reaccién consistio en 2,2"-azino-bis (3-ethylbenzthiazoline-6-
sulfonic acid) (ABTS) 5 mM en buffer fosfato de sodio 0,1 M, pH 7, peroxidasa comercial
0,15 U (Horseradish peroxidase Type IlI, Sigma-Aldrich), hexacianoferrato (I11) de
potasio (Ks[Fe (CN)s]) 1 Mm y el sobrenadante de cultivo, en un volumen final de 1 mL.
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La oxidacion del ABTS fue seguida a 725 nm (g = 19 mMtcm?).
Ks[Fe (CN)g] fue empleado para oxidar los agentes reductores del medio, como

cisteina, los cuales decoloran el color verde del ABTS oxidado (ABTS™).

2.3. Efecto de diferentes metales e intermediarios redox sobre las actividades

enzimaticas y la decoloracion de Negro Reactivo 5.
2.3.1. Induccion enzimatica

Se seleccionaron, en base a la literatura, iones y compuestos capaces de inducir
diferentes enzimas involucradas en los procesos de decoloracion. Se estudié el efecto de
estos compuestos tanto sobre la actividad enzimaética, como sobre la decoloracién de
Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-2023. Cada uno de estos compuestos se
ensayd en dos concentraciones diferentes Fe?* (0,5 mM y 0,15 mM), Cu®* (0,5 mM y 0,15
mM), Mn?* (0,3 mM y 0,15 mM), ABTS (500 mM y 50 mM), alcohol veratrilico (500
mM y 50 mM), vainillin (ImM y 0,5 mM), acido caféico (0,3 mM y 0,1 mM), lignina (1
y 0,3 g.L 1) y etanol (35 y 10%).

Para ello, se realizaron pre-cultivos en medio NMDj, en las condiciones
previamente descriptas. A las 16 h de cultivo, se tomaron muestras de los cultivos, se las
centrifug6 a 10.000 x g por 10 min, se las lavd dos veces con agua destilada estéril y se
las resuspendio en medio NMD fresco, de modo de alcanzar una DOssp nm = 1,6. Con
estas suspensiones, se inocularon frascos de 30 mL que contenian, el indculo (1/10 v/v),
medio NDM3, colorante Negro Reactivo 5 en concentraciéon final 200 mg/L y los
inductores en las concentraciones finales antes mencionadas, alcanzando un volumen
final de reaccion de 5 mL. Estos cultivos se incubaron a 25 °C y 250 rpm durante 6 horas.

Posteriormente, se tomaron muestras del sobrenadante para determinar actividad
lacasa, fenol oxidasa y manganeso peroxidasa, de acuerdo a las metodologias
previamente mencionadas.

Se evaluo el efecto sobre la remocion del colorante mediante la determinacion del
porcentaje de decoloracion segun la siguiente formula:

%Decoloracion = [(Ac-At) /A0]*100.
Donde, Ao: absorbancia inicial a Agpt (595 nm) y A:: absorbancia a Agpt (595 nm) a

diferentes tiempos.
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2.3.2. Efecto de los inductores mas efectivos sobre el proceso de decoloracion

En una segunda instancia, seleccionados los inductores e intermediarios mas
efectivos, se evalud el efecto de los mismos en la decoloracion de Negro Reactivo 5, en
cultivos de 24 horas.

Los cultivos se prepararon en Erlenmeyer de 250 mL con 50 mL de volumen final
bajo las mismas condiciones que el ensayo anterior. Se tomaron muestras a las 3, 6, 9,12
y 24 horas de cultivo y se determind para cada punto actividad fenol oxidasa y manganeso
peroxidasa, asi como el porcentaje de decoloracién de Negro Reactivo 5, lo que permitid

obtener los perfiles enzimaticos y de decoloracion a lo largo del tiempo.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Decoloracion y crecimiento en NDM1y NDM:
Crecimiento

No se percibio inhibicion en el crecimiento de T. akiyoshidainum HP-2023 en
presencia del colorante Negro Reactivo 5 en el medio NDM: ni en el medio NDMa. Los
perfiles de crecimiento fueron muy similares a los del cultivo control sin colorantes en
ambos casos (Figura 13).

En el caso de T. chiarellii, no se advirtid inhibicidn en el crecimiento en presencia
del colorante Negro Reactivo 5 en el medio NDMas. El peso seco en fase estacionaria y
los perfiles de las curvas de crecimiento fueron similares al control sin colorantes. Pero,
en el medio NDM: se observo una moderada inhibicion del crecimiento tanto en presencia
del colorante como en ausencia del mismo. (Figura 14). Cabe destacar que, segun
Pagnocca y colaboradores (2010), T chiarellii es incapaz de asimilar lactosa como fuente
de carbono, sin embargo, durante este trabajo de tesis se comprobd, mediante ensayos
auxonograficos, que la cepa es capaz de asimilar este azlcar, aunque lentamente. Este
comportamiento, explicaria el menor crecimiento observado en medio NDM..

El crecimiento de T. porosum 4029, al igual que el de T. akiyoshidainum HP-2023,
no se vio afectado por el colorante (Figura 15).

Decoloracion

Trichosporon akiyoshidainum HP-2023, fue capaz de remover el colorante Negro
Reactivo 5 (NR5) en ambos medios de cultivo, alcanzando un porcentaje de decoloracion
del 95% en el medio NDM; y del 98% en el medio NDM.. Si bien la diferencia en los
porcentajes finales de decoloracion no fue significativa, se observé una mayor velocidad
de decoloracion en las primeras horas en el medio NDMg, registrandose mas de un 50%
de decoloracion a las 3 horas de cultivo (Figura 13).

En los cultivos de T. chiarellii en el medio NDMjy, se alcanz6 un porcentaje de
remocion de NR5 de 94%, valor similar a los descriptos para cultivos de T.
akiyoshidainum HP-2023. Sin embargo, la levadura no fue capaz de remover el colorante
en el medio NDM3, posiblemente debido al pobre crecimiento de T. chiarellii en este
medio (Figura 14).
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Por su parte, en los cultivos de T. porosum 4029 en el medio NDM; se logr6 un
97% de remocion del colorante Negro Reactivo 5 a las 16 h de cultivo, mientras que en

el medio NDM: solo se alcanzd un 89% de remocion al final del ensayo (Figura 15).

T. akiyoshidainum
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Figura 13. Cinéticas de crecimiento, decoloracion y remocién de aminas aromaticas de T. akiyoshidainum

en medio NDM; y NDM; con 200 mg L de colorante Negro Reactivo 5 a diferentes tiempos de cultivo.

T. chiarellii
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Figura 14. Cinéticas de crecimiento, decoloracion y remocion de aminas arométicas de T. chiarellii en

medio NDM; y NDM; con 200 mg L™ de colorante Negro Reactivo 5 a diferentes tiempos de cultivo.
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T. porosum 4029
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Figura 15. Cinéticas de crecimiento, decoloracién y remocion de aminas arométicas de T. porsum 4029 en

medio NDM; y NDM; con 200 mg L™ de colorante Negro Reactivo 5 a diferentes tiempos de cultivo.

Estos resultados indicaron que, la decoloracion de Negro Reactivo 5 por las tres
especies es un proceso co-metabdlico y asociado al crecimiento, donde es necesaria una
fuente de carbono asimilable adicional. Hallazgos similares se reporon previamente para
T. akiyoshidainum HP-2023 (Martorell, 2015), y para otras levaduras tanto ascomicetes
como basidiomicetes incluyendo C. oleophila, C. tropicalis, D. polymorphus, C.
zeylanoides, 1. occidentalis, 1. orientalis y Y. liplytica, (Martins et al., 1999; Ramalho et
al., 2002; Yang et al., 2003; Ramalho et al., 2004; Yang et al., 2005; Lucas et al., 2006;
Pajot et al., 2008;Waghmode et al., 2011; Aracagok et al., 2013; Jafari et al., 2014; Jafari
etal., 2014).

Lucas y colaboradores, (2006) y Jafari y colaboradores, (2014a), encontraron una
asociacion evidente entre el agotamiento de glucosa en el medio y la eliminacion del color
con el tiempo. Es decir que, la utilizacion de la fuente de carbono adicional corresponde
a la etapa de decoloracion rapida durante la biodegradacion.

Las peroxidasas extracelulares, como lignina peroxidasa y manganeso peroxidasa,
requiere H,O> como cosustrato. Enzimas como glucosa-1-oxidasa y glucosa-2-oxidasa
son responsables de la generacion de H2O> en diversos hongos filamentosos (Swamy et
al., 1999), por lo que es posible que la glucosa sea el sustrato para la generacion de H20:
durante la decoloracién por las tres especies del género Trichosporon estudiadas. En el

caso del medio NDMg, con lactosa como fuente de carbono, el disacarido puede ser
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sustrato de enzimas como celobiosa deshidrogenasa o lactosa deshidrogenasa, lo que lleva
también a la produccién de H20-.

A su vez, la generacion de H20. se relaciona con la decoloracion de Negro
Reactivo 5 a través de reacciones de tipo Fenton. En este sentido, es importante remarcar
que se describi6 que la celobiosa deshidrogenasa participa no solamente en la produccién
de H202, sino también de la reduccion de hierro, de manera que la utilizacion de lactosa
como sustrato acompafia una degradacion oxidativa del colorante, por un mecanismo
indirecto de formacion de radicales hidroxilos. (Hyde & Wood, 1997; Kremer & Wood,
1992; Harreither et al., 2011).

Cabe mencionar, que algunas observaciones indican que los mecanismos
implicados en la remocion del colorante Negro Reactivo 5 son diferentes en ambos
medios. En el medio NDM; se observo que, al finalizar el proceso de decoloracion, la
biomasa de las tres levaduras se encontraba coloreada, indicando la participacion de un
mecanismo de adsorcion. En cambio, en el medio NDM: solamente esté involucrado un
mecanismo de degradacién enzimatico, ya que ni la biomasa de T akiyoshidainum HP-
2023 ni la de T. porosum quedaron tefiidas al final de los ensayos. En este sentido, el
descenso de pH registrado en los cultivos en NDMi, a medida que progresa la
decoloracidn, explica la adsorcién del colorante a la biomasa.

En cultivos de T. akiyoshidainum HP-2023 en NDM_, la urea usada como fuente
de nitrogeno permite tamponar los cultivos, impidiendo la adsorcion del colorante a la
biomasa (Martorell et al., 2017). Sin embargo, en los cultivos de T. porosum en NDM>
se registrd una fuerte caida del pH, similar a la notada en NDM1. A pesar de ello, la
biomasa de la levadura no resulté coloreada al final del ensayo, sugiriendo la

participacion de un mecanismo de degradacién en la decoloracion del medio.

3.2. Aminas Aromaticas Totales (AAT)

En las Figuras 13, 14 y 15, se pueden ver los perfiles de aminas aromaticas totales
(AAT), obtenidos para las tres especies en los distintos medios y tiempos de cultivo. En
todos los casos, se observa que la disminucion de AAT esté relacionada directamente con
la remocion del colorante del medio de cultivo.

Los procesos de degradacion reductiva de colorantes aromaticos azoicos, como
los reportados en bacterias y en muchas levaduras ascomicetaceas, conducen a la

acumulacion de aminas aromaticas en el medio de cultivo, por lo que los resultados
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obtenidos, apoyan la teoria de una degradacion oxidativa, proceso generalmente

relacionado a hongos basidiomicetos.

3.3. Espectros de absorbancia en la region UV-visible

En la Figura 16 se aprecian los espectros de absorbancia en el rango 360-800 nm
de los sobrenadantes de los cultivos de T. akiyoshidainum HP- 2023 en los medios NDM1

y NDM: con Negro Reactivo 5, a tiempo inicial y a las 4, 8, 12, 16 y 24 h de incubacion.
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Figura 16. Espectro de absorcion entre 360 y 800 nm de los sobrenadantes de cultivo a tiempo inicial, 4,
8,12, 16 y 24 h de cultivo de T. akiyoshidainum HP 2023 en medio A) NDM; con 200 mg L-1 de Negro
Reactivo 5y B) NDM; con 200 mg L* de Negro Reactivo 5.

Se percibid que a las 4 h de cultivo en el medio NDM: y a las 8 h de cultivo en el
medio NDM;: los valores de absorbancia en el rango analizado disminuyeron
considerablemente en la zona de 595 nm, responsable del color. Ademas, se noté un
corrimiento del maximo del pico de 595 a 560 nm indicando la participacion de un
mecanismo degradativo.

En la Figura 17 se pueden ver los espectros correspondientes a los cultivos de T.
chiarellii, tanto en medio NDM como en NDM3 con Negro Reactivo 5, alas 0, 4, 8, 12,

16 y 24 h de incubacion.
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Figura 17. Espectro de absorcion entre 360 y 800 nm de los sobrenadantes de cultivo a tiempo inicial, 4,
8,12, 16 y 24 h de cultivo de T. chiarellii en medio a) NDM; con 200 mg L-1 de Negro Reactivo 5 y b)

NDM: con 200 mg L-1 de Negro Reactivo 5.

En el medio NDM; a las 12 h de cultivo los valores de absorbancia en el rango

analizado experimentaron una disminucion considerable en la zona de 595 nm. Al igual

que en T. akiyoshidainum HP-2023 se observé un corrimiento del maximo del pico de

595 a 560 nm, indicando también la degradacion parcial del colorante. En medio NDM

no se produjo ninguna decoloracion, lo que se ve reflejado en los espectros obtenidos que

se mantienen similares a los controles durante todo el ensayo.

En la Figura 18 se muestran los espectros correspondientes a T. porosum 4029.
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Figura 18. Espectro de absorcion entre 360 y 800 nm de los sobrenadantes de cultivo a tiempo inicial, 4,

8, 12, 16 y 24 h de cultivo de T. porosum 4029 en medio a) NDM; con 200 mg L-1 de Negro Reactivo 5y

b) NDM; con 200 mg L-1 de Negro Reactivo 5.
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En medio NDMy, al igual que en los cultivos de T. chiarellii, recién a las 12 horas
de cultivo se aprecio una disminucion considerable del pico de absorbancia méxima del
colorante Negro Reactivo 5, observandose ademas un ensanchamiento del pico y la
aparicion de un segundo pico a menores longitudes de onda (alrededor de 530 nm). Por
otro lado, en el medio NDM se observé una disminucién progresiva del pico de
absorbancia méxima, y recién a las 16 horas de cultivo se noté claramente el corrimiento

del pico a una menor longitud de onda.

En primer lugar, el analisis espectral confirma la remocion del colorante Negro
Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-2023 y T. porosum 4029 en el medio NDM; y
NDMg, y de T. chiarellii en el medio NDMj3, ya que la el pico de absorbancia asociado al
colorante Negro Reactivo 5 (595 nm) desaparece completamente al finalizar el proceso.

Por otro lado, teniendo en cuenta que la decoloracion del colorante se produce
cuando el centro cromoforo del colorante se rompe (Kaushik & Malik, 2009), se infiere
que el corrimiento observado del pico de absorbancia en los espectros de
T.akiyoshidainum, T. chiarellii y T. porosum se debe a la ruptura de uno de los enlaces
azoicos de la molécula de Negro Reactivo 5, lo que causa un cambio de color en los
sobrenadantes de cultivo, que pasan de un color azul oscuro a violeta, antes de perder
totalmente el color como consecuencia de la ruptura del segundo enlace azoico de la
molécula de colorante. La decoloracién en dos etapas se explica por diferencias en la
reactividad de los dos enlaces azoicos de la molécula de colorante. Esta diferencia se
atribuye a la presencia de los grupos aminos (-NH-) e hidroxilos (-OH) en la posicion orto
con respecto a cada enlace azoico ya que estos sustituyentes participan en la sustitucién
electrofilica aromatica en el doble anillo de naftaleno (Enayatizamir et al., 2011).

La decoloracion, ya sea por un mecanismo oxidativo o reductivo, se realiza en dos
etapas e implica en primer lugar la ruptura de un enlace azoico y la formacion de un
intermediario color purpura, y en una segunda etapa la ruptura del segundo enlace azoico
con la pérdida total del color (Martorell et al., 2017).

Este cambio o corrimiento del pico fue observado también por Enayatizamir y
colaboradores (2011) en la decoloracion de este colorante por P. chrysosporium, donde a
las 10 h de cultivo se observo una coloracion purpura en el sobrenadante, la que fue
disminuyendo hasta una decoloracion total a las 48 h. Supaka y colaboradores (2004)
percibieron lo mismo al trabajar con un consorcio bacteriano, al igual que Lucas y

colaboradores (2006) en C. oleophila, Pearce y colaboradores (2006) en Shewanella sp.,
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Chen (2002) en P. luteola, Mohorcic y colaboradores. (2004) en Bjerkandera adusta,
Mazmanci y Unyayar (2010) en Funalia trogii y Ramsay y Nguyen (2002) en T.
versicolor.

La desaparicion del color y la disminucion de la absorbancia, junto con la ausencia
de color en la biomasa permiten diferenciar los procesos de bioadsorcion y
biodegradacion (Yang et al., 2003, 2005, 2013). De esta manera, el proceso de remocién
del colorante azoico Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-2023 y T. porosum
4029 en el medio NDM3, es un proceso degradativo; sin embargo, no se puede descartar
una unién transitoria del colorante a la biomasa antes de ser degradado. En cambio, en el
medio NDMj, la coloracion de la biomasa junto con el corrimiento del pico maximo de
absorbancia observado en el espectro, tanto en el caso de Trichosporon akiyoshidainum
HP-2023, como en los de Trichosporon chiarelli y T. porosum 4029 demuestran que

ambos procesos (adsorcion y degradacion) ocurren simultaneamente en este medio.
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Figura 19. Mecanismo reductivo de decoloracion en dos etapas para Negro Reactivo 5 propuesto por Chen

y colaboradores (2002) en bacterias.
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3.3. Actividades enziméticas

Las actividades enzimaticas se controlaron durante el cultivo de las tres especies
en medio NDM; y NDM; adicionados con 200 mg L de Negro Reactivo 5, y en sus
respectivos controles sin colorante.

Al igual que lo determinado previamente para T. akiyoshidainum HP-2023, se
detectaron actividades peroxidasas y fenol oxidasa tanto en el medio NDM; (Pajot et al.,
2009) como en el medio NDM; (Martorell et al., 2017), con titulos de actividad
ligeramente superiores en el medio NDM.. Resultados similares fueron obtenidos para T.
porosum 4029, donde se detectaron actividades peroxidasa y fenol oxidasa en ambos
medios, pero con titulos superiores en el medio NDM,. Se detectaron también estas
actividades enzimaticas en los sobrenadantes de cultivo del medio NDM; de T. chiarelli,
mientras que no fue posible determinar ninguna actividad en el medio NDM..

Cabe destacar que estas actividades enzimaticas son inducibles, ya que solo

pudieron medirse en los sobrenadantes de los cultivos con colorante.
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Figura 20. Perfiles de actividad enzimatica: manganeso peroxidasa (MnP), peroxidasa independiente de

manganeso (PiMn) y fenol oxidasa, y perfil de decoloracién para T. akiyoshidainum HP-2023 en los medios
NDM; y NDM.
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Figura 21. Perfiles de actividad enzimética: manganeso peroxidasa (MnP), peroxidasa independiente de
manganeso (PiMn) y fenol oxidasa, y perfil de decoloracion para T. chiarellii en el medio NMD;.
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Figura 22. Perfiles de actividad enzimética: manganeso peroxidasa (MnP), peroxidasa independiente de

manganeso (PiMn) y fenol oxidasa, y perfil de decoloracion para T. porosum 4029 en el medio NMD;.

Actividades peroxidasa

En T. akiyoshidainum HP-2023 se noté un aumento progresivo de la actividad

manganeso peroxidasa (MnP) a lo largo del cultivo en el medio NDMy, llegando a un
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maximo de actividad de 0,17 UL a las 12 h, que se mantuvo préacticamente constante
hasta las 24 h. Se determin6 un aumento progresivo a partir de las 4 h de cultivo de la
actividad peroxidasa independiente de manganeso (PiMn), se obtuvo la maxima actividad
de 0,20 UL alas 16 h. En el medio NDM. se observo un perfil enzimatico diferente, con
un pico de actividad maxima de manganeso peroxidasa a las 4 h de cultivo de 0,33 UL,
el cual posteriormente disminuyé hasta las 6 horas para luego mantenerse constante, con
valores similares a los encontrados para esos tiempos en el medio NDMj. El aumento de
la actividad manganeso peroxidasa hasta alcanzar el maximo de actividad coincide con la
méaxima velocidad de decoloracion que se observo en el medio NDMa, que corresponde
a las primeras 3 horas de cultivo. En cuanto a la actividad peroxidasa independiente de
manganeso, esta mostrd un perfil enzimatico similar al determinado en el medio NDM.

En los cultivos de T. chiarellii en el medio NDM; se reconocié un pico de
actividad manganeso peroxidasa (MnP) a las 8 h de cultivo de 0,05 UL, con una
disminucion gradual hasta las 12 h, para posteriormente aumentar progresivamente hasta
el final de cultivo, periodo en el cual se convierte en la principal actividad enzimatica
determinada, alcanzando 0,13 UL™?. También se determiné actividad peroxidasa
independiente de manganeso (PiMn) con un perfil similar al descripto para la enzima
manganeso peroxidasa, pero con titulos aun mas pequefios. Los valores de actividad
peroxidasa determinados en los cultivos de T. chiarelli fueron inferiores, en todos los
casos, a los encontrados en los cultivos de T. akiyoshidainum HP-2023.

Por otra parte, en los cultivos de T. porosum 4029, en el medio NDM; recién a
partir de las 10 horas se detectaron las actividades manganeso peroxidasa (MnP) y
peroxidasa independiente de manganeso (PiMn), las que se mantuvieron practicamente
constantes, desde las 12 horas y hasta terminar el proceso de decoloracién, entre 0,03 y
0,04 U.LL. En el medio NDM: se detectd un pequefio pico de actividad de manganeso
peroxidasa durante las primeras de decoloracion, alcanzando las 0,05 UL, pero los
titulos de actividad se mantuvieron constantes hasta finalizar el proceso. La actividad
peroxidasa independiente de manganeso tuvo un perfil similar al encontrado en el medio
NDMy, siendo detectada después de las 8 horas de decoloracion.

En ausencia de H20», independientemente de la presencia o ausencia de Mn, no
se detect0 actividad enzimaética.

Estos resultados concuerdan con los reportados por Martorell y colaboradores
(2017) quienes propusieron la hipétesis de una peroxidasa versatil en los sobrenadantes

de cultivo de T. akiyoshidainum HP 2023. Aunque con titulos inferiores, los perfiles
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similares determinados para T. chiarellii en el medio NDM; y para T. porosum 4029 en
el medio NDM2, nos animan a extender la hipétesis a estos microorganismos. A su vez,
Rodriguez- Bustamante y colaboradores (2009) purificaron una peroxidasa extracelular
de Trichosporon asahii que presentd homologia con la peroxidasa versatil de P. eryngii,
sugiriendo que esta peroxidasa puede ser una proteina conservada en el género
Trichosporon. En apoyo a esta hipotesis, Camarero y colaboradores (1999) informaron
que la peroxidasa versatil de Pleurotus eryngii presenta mayor actividad en presencia de
Mn, caracteristica consistente con los perfiles enziméticos encontrados para T. chiarelli
y T. porosum 4029. Lo mismo fue reportado para la peroxidasa versatil de Pleurotus
ostreatus, cuya actividad es menor en ausencia de Mn?* (Golan-Rozen et al., 2011).

Actividad Fenol Oxidasa

Los perfiles de actividad fenol oxidasa en los cultivos de T. akiyoshidainum HP-
2023 en los medios NDM: y NDM: fueron diferentes entre si. En el medio NDM; se
determind la méxima actividad fenol oxidasa entre las 8 y 12 horas de cultivo con titulos
de hasta 0,32 UL, En el medio NDM; se observé un marcado pico de actividad fenol
oxidasa a las 4 horas de 0,50 UL, disminuyendo ligeramente hasta las 8 horas. A partir
de entonces los titulos se mantuvieron constantes (alrededor de 0,40 UL™), presentando
en general, un perfil similar al observado de actividad manganeso peroxidasa, para esta
levadura. En todos los casos, los titulos de actividad fenol oxidasa medidos en NDM1
fueron inferiores a los medidos en NDM.

En el caso de los cultivos de T. chiarellii, (sélo en medio NDM1) se observo un
pico de actividad fenol oxidasa a las 8 horas de 0,16 UL, coincidiendo con la etapa de
mayor velocidad de decoloracion, posteriormente los titulos de la actividad descendieron
hasta las 12 horas, momento a partir del cual se mantuvieron constantes.

Para T. porosum 4029, también se observd que los titulos de actividad fenol
oxidasa son mayores a los valores determinados para actividades peroxidasas. En el
medio NDM; la actividad fenol oxidasa aumento a partir de las 3 horas alcanzando un
maximo de 0,44 UL a las 12 horas, que disminuy6 gradualmente hasta las 24 horas. Por
otra parte, en NDM: la actividad aumenté progresivamente hasta las 16 horas de
decoloracion, alcanzando un maximo de 0,65 UL, y luego decayd. Debe destacarse que
en el medio NDM los titulos de actividad fenol oxidasa fueron mayores que los obtenidos
en NDMj, a lo largo de todo el proceso de decoloracion.
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Independientemente de la especie considerada, la actividad lacasa, medida por
oxidacion de ABTS en ausencia de H2O., no fue detectada en ninguna de las condiciones
ensayadas.

Tirosinasas (EC 1.14.18.1), lacasas (EC 1.10.3.2) y catecolasas (EC 1.10.3.1) son
fenol oxidasas con Cu en sus centros activos y con capacidad de reducir O, a H2O. Estas
enzimas comparten una gran variedad de sustratos, lo que hace practicamente imposible
distinguir entre ellas, a menos que se realice su purificacion previa y un estudio de
afinidad de la enzima por diferentes sustratos fenélicos (Rahouti et al., 1995, Burke &
Cairney, 2002

La mayoria de los métodos para medir la actividad fenol oxidasa presentan serios
inconvenientes, tales como la necesidad de emplear altas concentraciones de &cido
ascorbico, poca sensibilidad o la existencia de periodos de latencia en las
determinaciones. Por esto, Rodriguez-Lopez et al., (1993) propusieron el método de
medicién empleado en este trabajo que consistio en la reaccién entre 3-metil-2-
benotiazolinona hidrazona (MBTH) y orto-quinonas producidas por la enzima a partir de
diferentes sustratos fendlicos. Mediante el empleo de este mismo método, Martorell
(2017), demostrd que la actividad fenol oxidasa, determinada en los sobrenadantes de
cultivo de T. akiyoshidainum HP-2023 en presencia del colorante Negro Reactivo 5, era
baja en presencia de tirosina, por lo que se concluyd que no se trataba de una enzima
tirosinasa, ya que la alta afinidad por este sustrato es uno de los rasgos bien establecidos
que diferencian tirosinasas de lacasas y catecolasas (Dawley & Flurkey, 1993; Rahouti et
al., 1995; Baldrian, 2006).

Efecto de la capacidad antioxidante del medio en la determinacion de la actividad

enzimatica lacasa

Los ensayos de actividad antioxidante realizados con los sobrenadantes de medios
de cultivo de T. akiyoshidainum HP-2023 y la lacasa purificada de T. versicolor,
demostraron que el poder reductor de los sobrenadantes, interfiere en la deteccion de
lacasas por el método del ABTS. Este efecto impidié cuantificar la enzima por debajo de
las 0,70 UL, titulos que pueden detectarse sencillamente en reacciones sin
sobrenadantes. Estos resultados corroboraron los resultados de Collins y colaboradores
(1998). La falta de actividad sobre ABTS, no fue suficiente para concluir que la actividad

fenol oxidasa detectada en los cultivos de las tres especies de levadura no corresponde a
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una enzima de tipo lacasa. Es posible que la presencia de ciertos acidos organicos como
oxalico, malénico y glioxalico, reduzcan el radical ABTS (ABTS™) a su forma original

(ABTS) impidiendo asi determinar la actividad lacasa utilizando este reactivo.

Actividad Azo-reductasa

A diferencia de lo reportado por Saratale y colaboradores (2009) para T. beigellii
en la degradacion del colorante azoico Azul Marino HER, donde se informé un
significativo incremento de actividad azo-reductasa (706%) durante el proceso de
decoloracion, en este trabajo, no se determind actividad azo-reductasa en ninguna de las

condiciones ensayadas.

Actividad Hierro Reductasa

Se observo un aumento marcado en la actividad hierro reductasa en los cultivos
de T. akiyoshidainum HP-2023 en presencia del colorante Negro Reactivo 5 tanto en el
medio NDM; como en el medio NDMo>. En la Figura 23.A, se observa que en el medio
NDM; comienza a registrarse actividad a partir de las 3 horas de cultivo, aumentando
hasta las 15 horas. A partir de ese momento, los titulos se mantuvieron practicamente
constantes y con titulos en promedio 80% superiores a los medidos en los medios
correspondientes sin colorantes. En el medio NDM: (Figura 23. B), también comenz6 a
registrarse un aumento de actividad hierro reductasa a partir de las 3 horas de cultivo y
hasta finalizar el proceso en el medio con colorante. Se alcanz6 un titulo seis veces
superior al medio sin colorante a las 12 horas de cultivo y finalizé con una actividad tres
veces superior a la condicién control.

También se determind esta actividad enzimética en los sobrenadantes de cultivo
del medio NDM3 de T. chiarellii. La actividad hierro reductasa medida a las 15 horas de
cultivo en medios con colorante fue doble de la medida en los medios control, sin
colorantes; y se mantuvo en valores similares hasta el fin de los cultivos.

No fue posible determinar actividad hierro reductasa en las otras condiciones en
estudio.

Se reportd que en la levadura ascomicetacea S. cerevisiae el sistema hierro
reductasa de membrana plasmatica, es el componente principal del sistema catalitico azo-

redutasa y participa en la degradacion extracelular del colorante azoico acido m-[(4-
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dimetilamino)fenilazo] bencenosulfénico, (Ramalho et al., 2005). Tanto en
T.akiyoshidainum HP-2023 como en T. chiarelli, se puede descartar este papel, debido a
que durante el proceso de decoloracion del colorante Negro Reactivo 5, se evidencié una
disminucion de las aminas aromaticas en los medios de cultivo y no hubo evidencia de
actividad azo-reductasa en las condiciones ensayadas.

Por otro lado, la actividad hierro reductasa, ademas de participar en la homeostasis
celular, ha sido asociada a la degradacion oxidativa de compuestos aromaticos,
proporcionando Fe?*, involucrado en la generacion de radicales hidroxilos por reacciones
Fenton (Martinez et al., 2009; Marco-Urrea et al., 2009a, 2009b). Este rol adjudicado a
enzimas hierro reductasas, puede explicar su participacién en la decoloracién del

colorante Negro Reactivo 5 en los microorganismos en estudio.
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Figura 23. Perfil de actividad hierro reductasa y crecimiento en presencia (CC) y ausencia (SC) del
colorante azoico Negro Reactivo 5. A. T. akiyoshidainum HP-2023, en el medio NDM:. B. T.

akiyoshidainum, en el medio NDM,. C. T. chiarelli, en el medio NDM;

Actividad de oxidasas productoras de peréxido

Las enzimas productoras de H>O- desempefian un rol esencial en la decoloracion
de colorantes a través de una eficiente red de reacciones redox. Estas enzimas
proporcionan el H2O», indispensable tanto para diversas peroxidasas implicadas en la
degradacidn de colorantes azoicos y otros compuestos aromaticos, como para la quimica
Fenton.

La participacion, tanto de peroxidasas como de reacciones no enzimaticas de tipo
Fenton, en la degradacion del colorante azoico Negro Reactivo 5, estarian sustentadas por
una mayor actividad de oxidasas productoras de perdxido en el medio con colorante. Sin
embargo, no fue posible determinar la produccion de peréxido de hidrégeno en ninguna
de las condiciones ensayadas mediante la técnica empleada.

A pesar de los resultados obtenidos, no se descarta la posible participacion de este
tipo de enzimas en el proceso de decoloracion, ya que la deteccion de actividades
peroxidasas nos indica la necesidad indefectible de produccion de este compuesto en el
medio extracelular. Es evidente la necesidad del empleo de otras técnicas mas adecuadas

para su cuantificacion y mejor analisis.
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3.4. Efecto de diferentes metales e intermediarios redox sobre la decoloracion de
Negro Reactivo 5 y actividades enzimaticas

Ciertos iones metalicos, mediadores de bajo peso molecular y algunos compuestos
aromaticos relacionados con la lignina y/o derivados de su degradacion actian como
inductores de enzimas ligninoliticas relacionadas con la degradacion enzimética oxidativa
de colorantes azoicos (Ulmer et al., 1984; Faison et al., 1985; Leisola et al.,1984; Bollag
& Leonowicz 1984, Galhaup et al.,2003; Ikehata et al., 2004; Shah et al., 2010; Fonseca
et al., 2014; Vrsanska et al., 2016).

En un proceso de decoloracion mediado por enzimas, una mayor actividad
enzimatica garantiza una mayor y mas rapida transformacion del sustrato diana,
mejorando la aplicabilidad y la eficacia de los procesos de decoloracion (Rao et al., 2014;
Vrsanska et al., 2016).

Teniendo esto en mente, se evalud el efecto de la adicion de Cu?* y etanol,
(inductores de Cu oxidasas como las lacasas, tirosinasas y catecolasas), Fe?* (inductor de
hierro reductasas y enzimas involucradas en la homeostasis del hierro), Mn?* (inductor de
Mn Peroxidasas), alcohol veratrilico, lignina y &cido cafeico (inductores de MnP, LiP y
VP) y ABTS y vainillin, (mediadores redox de lacasa y LiP, respectivamente), durante el
proceso de decoloracién de Negro Reactivo 5 llevado a cabo con T. akiyoshidainum HP-
2023.

Se observo que Mn?*, Fe?*, Cu?*, lignina, alcohol veratrilico y vainillin indujeron
efectivamente algunas de las actividades enzimaticas medidas. Ademas, se comprobo que
el efecto fue dependiente de la concentracion del compuesto ensayado. Sin embargo, a
pesar de las inducciones registradas de las actividades enzimaticas el porcentaje de
decoloracion de Negro Reactivo 5, a las 6 horas de induccion, no fue superior al medido
en los medios control, sin inductores ni mediadores. Se registraron incluso porcentajes
menores de decoloracion en algunos casos como en los medios con Cu*?, lignina y etanol
(Figura 24). Se puede observar una disminucién con respecto al control del 25%, 22% y
56% en los porcentajes de decoloracion alcanzados con las concentraciones ensayadas
mas elevadas de estos compuestos, 0,5 mM de Cu?*, 0,1% de lignina y 35% de etanol

respectivamente.
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Figura 24. Porcentajes de decoloracion alcanzados a las 6 horas para cada condicion
ensayada.
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Efecto de los inductores y mediadores sobre la Actividad fenol oxidasa

Durante el proceso de decoloracion de Negro Reactivo 5 llevado a cabo con
T.akiyoshidainum HP-2023 no fue posible determinar, con la técnica empleada, actividad
lacasa en ninguna de las condiciones ensayadas, como tampoco en el medio control con
colorante y sin inductores. Sin embargo, se determind induccion de la actividad fenol
oxidasa en medios con Mn?*, vainillin, lignina y alcohol veratrilico, en las dos
concentraciones ensayadas. Con respecto al control solo con colorante Negro Reactivo 5,
se registraron aumentos de 242% y 253% de la actividad fenol oxidasa con 0,3 mM y
0,15 mM de Mn?* respectivamente. Se obtuvo un incremento de 135% y 89% con el
agregado de 500 mM y 50 mM vainillin, respectivamente; mientras que el agregado de
lignina produjo un aumento de 228% (0,1% de lignina) y 265% (0,03% de lignina) de la
actividad fenol oxidasa registrada. El alcohol vertrilico produjo un aumento de un 190%
en la actividad fenol oxidasa, en ambas concentraciones ensayadas (1% y 0,5%). Estos
compuestos fueron reportados previamente por diversos autores como inductores de
actividad fenol oxidasa (Leisola et al.,1984; lkehata et al. 2004; Fonseca et al., 2014). En
la Figura 25 se comparan los valores de actividades enzimaticas cuantificados a las 6

horas de induccién, con los del control sin inductor.
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Figura 25. Actividades enzimaticas determinadas a las 6 h de induccion para cada condicion de induccién

ensayada, comparada con el control con colorante y sin inductor agregado (ctrl CC).

Como se menciond anteriormente, tirosinasas (EC 1.14.18.1), lacasas (EC

1.10.3.2) y catecolasas (EC 1.10.3.1) comparten una gran variedad de sustratos, por lo

que fue practicamente imposible distinguir entre ellas (Rahouti et al., 1995, Burke &

Cairney, 2002). Se sabe que estas tres enzimas son multicobre oxidasa (MCOs), que

tienen Cu en sus centros activos y resultan inducidas por la presencia de iones Cu*2 en los

medios de cultivos de microorganismos como Trametes versicolor, T. hirsuta, T. trogii,

y Aspergillus flavus (Gomaa et al., 2015; Vasina et al., 2015; Campos et al., 2016). Este

metal actia como un cofactor en el centro cataliticos de estas enzimas (Baldrian, 2003).

Ademas, esta reportado que regula los niveles de ARNm de genes que codifican lacasas

en diferentes hongos, por ejemplo, Trametes versicolor (Collins et al., 1997), Trametes

pubescens (Galhaup et al., 2002) y Pleurotus ostreatus (Palmieri et al., 2000).

En los cultivos de Trichosporon akiyoshidainum HP-2023 el Cu?* no tuvo un

efecto inductor sobre la actividad fenol oxidasa durante la decoloracion de Negro

Reactivo 5, por el contrario, los niveles de actividad fueron mas bajos que en el medio

control, aungue el crecimiento en estas condiciones no fue afectado. Sin embargo, su

efecto a nivel transcripcional debe ser estudiado, ya que la actividad fenol oxidasa en
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cultivo de hongos, no necesariamente se corresponde con los niveles de expresion génica
(Levin et al., 2008).

Efecto de los inductores y mediadores sobre la Actividad peroxidasa

Aungque poco frecuente, existe informacion que describe un efecto inductor de los
iones de Cu?* sobre actividad manganeso peroxidasa, por ejemplo, en el hongo de
pudricion blanca Phlebia radiata (Méakelé et al., 2013). Coincidentemente, en cultivos de
T. akiyoshidainum HP-2023, el agregado de Cu?" provoco una leve induccion de la
actividad manganeso peroxidasa (un 21% con 0,5 mM de Cu?" y un 32% con 0,15 Mm
de este metal), mientras que la actividad peroxidasa independiente de manganeso, a las
6h de tratamiento aumentd, con respecto al control, un 79% y un 38%, con 0,5 Mmy 0,15
mM de Cu?*, respectivamente. Sin embargo, el efecto inductor de los iones de Fe?* sobre
estas actividades enzimaticas fue mucho mas importante. Se registraron incrementos en
las actividades peroxidasas mayores al 200% con respecto al control. Un comportamiento
similar fue descripto en hongos de la pudricién blanca como T. versicolor (Shah et al.,
2010). Cabe destacar que el incremento registrado en las actividades enzimaticas en
T.akiyoshidainum HP-2023, con la adicion de Fe?*, no fue debido a un incremento en el
crecimiento celular, al igual que lo reportado por Shah y colaboradores (2010) para T.
versicolor.

Si bien el manganeso es el inductor metalico mas importante de actividad
manganeso peroxidasa reportado en hongos ligninoliticos (Sklenar et al., 2010; Gettemy
etal.; Vrsanska et al., 2016), la adicion de Mn?* en los cultivos de T. akiyoshidainum HP-
2023, durante la decoloracion de Negro Reactivo 5, produjo una disminucion de los titulos
de actividad manganeso peroxidasa. Mientras que se registré un aumento en la actividad
peroxidasa independiente de manganeso de 135% con 0,3 mM de Mn?*,

3.5. Efecto de los inductores mas efectivos sobre el proceso de decoloracion

Con el fin de estudiar el efecto de la induccidn enzimatica durante el proceso de
decoloracion de Negro Reactivo 5, se evalud el efecto de los inductores mas efectivos:
Fe2* (0,5 mM), Mn?* (0,3 mM), vainillin (500 mM) y alcohol veratrilico (1Mm) a lo largo
de 24 horas, tiempo suficiente para completar la decoloracion de Negro Reactivo 5 por T.
akiyoshidainum HP-2023.
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Estudios previos como los descriptos por Rodriguez Couto y colaboradores (2002)
y Cavallazzil y colaboradores (2005), demostraron que es posible aumentar las
velocidades de decoloracion de colorantes textiles, a través del agregado de inductores a
los medios de cultivo. Sin embargo, en los cultivos de T. akiyoshidainum, aunque los
inductores permitieron medir mayores titulos, no se observaron efectos significativos ni
sobre el porcentaje final de decoloracion ni sobre la velocidad de decoloracién de Negro
Reactivo (Figura 26).
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Figura 26. Curvas de decoloracién de Negro Reactivo 5 para cada condicién ensayada.

Actividades peroxidasas en los medios inducidos

En los ensayos de degradacion de Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-
2023 se observo una induccion significativa de la actividad manganeso peroxidasa en los
medios con Fe?*. Se registré un pico de actividad de 0,6 UL™ frente 0,2 UL determinados
en el control a las 9 horas de cultivo (Figura 27), también se observé un incremento en la
actividad peroxidasa independiente de manganeso, con un perfil de actividad a lo largo
del tiempo muy similar al observado en los controles sin el metal.

Se confirmo que en medios con Mn?*, se produjo la induccién de la actividad
peroxidasa independiente de manganeso (PiMn), registrandose 0,4 UL vs 0,2 UL encel

control. A diferencia de que ocurrio en los ensayos de induccion (en los que se trabajo
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con un solo tiempo final de 6 horas de induccién) se observo también la induccion sobre
la actividad manganeso peroxidasa (MnP). Ademaés, se notaron diferencias con los
perfiles de actividad registrados en los ensayos no inducidos. En presencia de Mn?* se
registrd un pico de actividad MnP de 0,5 U.L a las 6 horas de cultivo, posteriormente la
actividad descendio hasta las nueve horas y luego se mantuvo constante hasta el final del
proceso Yy con valores inferiores respecto al control. Por el contrario, en medios sin Mn?*,
la actividad aument6 desde las 6 hasta las 12 horas, momento en el que comenzo a
registrarse valores constantes.

También se comprobd que, tanto el alcohol veratrilico como el vainillin tuvieron
un efecto negativo en la actividad peroxidasa independiente de manganeso (PiMn),
mientras que no se observO practicamente efecto sobre la actividad manganeso

peroxidasa.
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Figura 27. Perfiles de actividad Manganeso Peroxidasa determinados durante la degradacion de NR5 por
T. akiyoshidainum frente el agregado Mn?* (0,3 mM), Fe?* (0,5 mM), vainillin (500 mM) y alcohol

veratrilico (LMm) comparado con la con las condiciones controles sin inductores, con y sin NR5.

Los efectos diferenciales de los inductores ensayados sobre las actividades MnP
y PiMn (dependientes e independientes de manganeso, respectivamente) sugieren la

expresion de al menos dos enzimas diferentes.
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Actividad fenol oxidasa en los medios inducidos

El agregado de Mn?*, alcohol veratrilico y vainillin produjeron mayores titulos de
actividad fenol oxidasa durante la decoloracion de Negro Reactivo 5. En todos los casos
se observd, picos de actividad alrededor de las 12 horas de cultivo, correspondientes a
0,66 UL, 0,53 UL y 0,49 UL, respectivamente (Figura 28).

0,8000
0,7000
= 0,6000
-
2
05000
=
~(0
£ 0,4000
~N
[ -
L
T 0,3000
el
=
50,2000
=3
0,1000 ==
0,0000
0 3 6 9 12 15 18 21 24
Tiempo (h)

Control S/NRS

Control C/NR5S Vainillin Alcohol Veratrilico

Mn2+ Fe2+

Figura 28. Perfiles de actividad Fenol oxidasa determinados durante la degradacién de NR5 por T.
akiyoshidainum frente el agregado de Mn?* (0,3 mM), Fe?* (0,5 mM), vainillin (500 mM) y alcohol

veratrilico (1Mm) comparado con la con las condiciones controles sin inductores, con y sin NR5.

Cabe destacar que, si bien la induccion de las actividades enzimaticas registradas
no tuvo efecto ni sobre el porcentaje de decoloracion, ni sobre la velocidad de
decoloracion, el hecho que estas enzimas sean inducidas en presencia del colorante azoico
Negro Reactivo 5, indicé que pueden estar involucradas en la degradacion del colorante
Negro Reactivo 5, o de algin metabolito generado durante su degradaciéon por T.
akiyoshidainum HP-2023.

A pesar de lo reportado en la literatura (Ikehata et al. 2004; Fonseca et al., 2014;),
los efectos de los iones Mn?*, Cu?*y Fe?* pueden no deberse a la induccion de enzimas,
sino a la estimulacion de reacciones de tipo Fenton durante las mediciones enzimaticas,

mientras que los efectos de vainillin y alcohol veratrilico se explican por su rol como
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mediadores redox, los que no actGan induciendo las actividades enzimaticas, sino
simplemente acelerandolas al favorecer la oxidacion de los sustratos usados en las

determinaciones (Nouren et al., 2017).

4. CONCLUSIONES PARCIALES

* Como resultado de la comparacion de la actividad decolorante de diferentes
especies del género Trichosporon, se concluye que la habilidad decolorante es una
caracteristica presente en el género.

* En T. akiyoshidainum HP-2023 como en T. chiarellii y T. porosum 4029, la
decoloracidon es un proceso co-metabolico en el que intervienen mecanismos de
bioadsorcion y/o degradacion oxidativa dependiendo del medio de cultivo.

* La disminucion de aminas aromaticas durante el proceso de decoloracion de
Negro Reactivo 5 en los tres microorganismos, es una caracteristica destacable e
importante para los procesos de biorremediacion de efluentes coloreados, debido a la
naturaleza toxica de las aminas aromaticas resultantes de los procesos de degradacion
reductiva.

» Durante el proceso de decoloracion llevado a cabo por T. akiyoshidainum HP-
2023, T. chiarellii y T. porosum 4029 se inducen actividades enzimaticas oxidativas,
relacionadas a la degradacion de lignocelulosa.

» La mayor induccidn de las actividades enzimaticas lignoceluloliticas alcanzada
mediante la adicion de mediadores redox, iones metalicos o compuestos de degradacion
de la lignina no afectd significativamente ni la velocidad del proceso ni el porcentaje final
de la decoloracion de Negro Reactivo 5.

» Las técnicas colorimétricas empleadas para la determinacion de actividades
enzimaticas ligninoliticas clasicas (lacasa, manganeso peroxidasa, etc.) producen falsos
positivos y/o falsos negativos, dependiendo de las condiciones de cultivo y de la especie
involucrada.

» Las imitaciones de las técnicas colorimétricas explican los resultados obtenidos
previamente en estudios de decoloracién de Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-
2023.
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CAPITULO 2

Secuenciacion, Anotacion y Caracterizacion del Genoma de

Trichosporon akiyoshidainum HP-2023

1. INTRODUCCION

T. akiyoshidainum HP-2023 es una levadura de la clase Basidiomicetes que posee
caracteristicas importantes para la biodegradacion de colorantes azoicos aromaticos.

Diversas enzimas comunmente asociadas a la decoloracion fueron inducidas por
la presencia del colorante, tanto en los procesos de decoloracion llevados a cabo por T.
akiyoshidainum HP-2023 como por T. chiarellii y T. porosum 4029 (Capitulo 2). Sin
embargo, no se puede afirmar que estas sean las principales enzimas responsables del
proceso ya que se demostrd que una mayor actividad enzimatica no aumenta la velocidad
de decoloracion.

Las limitaciones relacionadas a las técnicas colorimétricas empleadas en las
determinaciones enzimaticas, mas las dificultades encontradas en la purificacion de
proteinas, hizo evidente la necesidad de un enfoque diferente que permita un analisis mas
completo de los mecanismos moleculares subyacentes involucrados en la degradacion de
colorantes, en esta y otras levaduras.

En este sentido, el analisis gendmico de la mano de los estudios proteémicos que
seran discutidos en el siguiente capitulo, afiaden nuevas perspectivas a nuestro
conocimiento actual sobre la degradacion de colorantes y conducen a nuevas estrategias
para mejorar los procesos de remediacion, tanto de colorantes textiles como de

compuestos aromaticos relacionados.

1.1. Analisis Gendmico

El analisis gendmico consiste en la identificacion, caracterizacion, cuantificacion
0 comparacion de caracteristicas como las secuencias de ADN, las variaciones
estructurales, la expresion génica o la presencia de elementos reguladores y funcionales
a una escala genomica. En contraste con la genética, que se refiere al estudio de los genes

individuales y sus roles en la herencia, el analisis gendmico utiliza secuenciacion de ADN
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de alto rendimiento y técnicas bioinformética para ensamblar y analizar la funcién y la

estructura de genomas completos (Gasperskaja & Kucinskas, 2017).

1.1.2. Tecnologias de Secuenciacion

La investigacion biolégica ha cambiado rapidamente desde que surgieron las
tecnologias de secuenciacion de alto rendimiento, conocidas como secuenciacion de
nueva generacion (NGS, por sus siglas en inglés Next Generation Sequencing). Estos
secuenciadores producen lecturas de alta calidad a un precio moderado, acelerando asi
los campos de investigacion en gendmica, transcriptomica, metagenémica, entre otros
(El-Metwally et al., 2013).

El concepto de NGS sirve para englobar todas las tecnologias destinadas a llevar
a cabo la secuenciacion masiva de cualquier acido nucleico en la actualidad.

Las plataformas de NGS méas ampliamente utilizadas son Roche 454 (Roche Life
Sciences), ABI SOLID (Applied Biosystems) y la plataforma Illumina HiSeq, Genome
Analyzer IIx, MiSeq y HiScanSQ (lllumina). En todas ellas el proceso de secuenciacién
es similar. En una primera etapa el ADN se fragmenta al azar, luego se une a adaptadores
especificos y posteriormente se amplifica mediante la reaccién en cadena de la
polimerasa. En una segunda etapa, la biblioteca de ADN generada se inmoviliza en
nanoesferas 0 en una matriz donde se forman agrupaciones o clusters que consisten en
fragmentos de ADN idénticos. Estos grupos se leen mediante ciclos secuenciales de
incorporacion, lavado y deteccion de nucle6tidos.

Como se puede observar en la Figura 29, el tamafio promedio de las secuencias
obtenidas es muy importante, porque cuanto mayor sea la longitud de la secuencia, habra
un menor namero de lecturas que solapar (A). En cambio, si las lecturas son mas cortas,
el numero de lecturas finales serd mayor, hecho que dificultara el ensamblaje necesario

para posteriores analisis (B) (Garrigues, 2017).
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Figura 29. Importancia de la longitud de las lecturas obtenidas durante la secuenciacion: A. cuanto mayor
sea la longitud de la secuencia, habra un menor nimero de lecturas que solapar. B. si las lecturas son mas
cortas, el nimero de lecturas finales sera mayor, hecho que dificultara el ensamblaje necesario para

posteriores analisis (Garrigues, 2017).

Actualmente también existen plataformas de Secuenciacién de Tercera
Generacion que se encuentran todavia en fase de experimentacién o requieren de la
mejora en muchos de sus aspectos. Todas las estrategias utilizadas en estas plataformas
de tercera generacion se fundamentan en la idea de eliminar la etapa de reaccion en cadena
de la polimerasa y tratar de realizar la propia secuenciacion a partir de una Gnica molécula
de ADN. Al mismo tiempo se intenta abaratar costes y conseguir lecturas mas largas que
faciliten el posterior ensamblado. Esto permite ampliar el abanico de posibles
aplicaciones de la secuenciacion a gran escala, a campos como la deteccién de grandes

variaciones en la estructura de los cromosomas o la caracterizacion de haplotipos, etc.

1.1.3. Ensamblaje del genoma

Actualmente existen dos grandes vertientes en el ensamblado de secuencias:

Ensamblado de novo: Se reconstruye la secuencia de ADN completa a partir de las

lecturas, sin ningln tipo de conocimiento previo a cerca del genoma a ensamblar. Busca
lecturas cuyo final coincida con el principio de otra de forma que se puedan unir para
formar fragmentos mayores hasta completar el genoma.

Ensamblado comparativo: Se basa en un genoma secuenciado previamente y que se

supone es similar al que se quiere ensamblar. El procedimiento basico tratara de colocar
cada una de las lecturas en la posicion adecuada utilizando el genoma de referencia como

guia.
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1.1.4. Anotacidén del Genoma

Se denomina anotacién de un genoma a la tarea de identificar y asignar funciones
a los distintos elementos presentes en la secuencia genética de un organismo (Stein,
2001). La anotacion puede realizarse de forma automatica o manual. Si bien la anotacion
manual es méas laboriosa, es a menudo mas precisa y produce menos errores que la
automatica (Del Angel et al., 2018).

Los métodos de identificacion de genes ab initio, identifican los genes a partir de
caracteristicas de la propia secuencia, como la existencia de los marcos de lectura abiertos
(ORF, open reading frames). La identificacion de las regiones que codifican para distintos
tipos ARN, también puede realizarse mediante el uso de algoritmos especificos o “gene
callers”, un proceso que se realiza de distinta manera en genomas eucariotas y en
genomas procariotas. En el caso de genomas eucariotas, uno de los grandes
inconvenientes es la presencia de intrones, por lo que predecir la estructura de un gen
puede llegar a ser complejo (Stanke et al., 2006). Algunas de las herramientas mas usadas
para llevar a cabo estas predicciones en genes eucariotas son Augustus y Genemark-ES.
Estos predictores ab initio, detectan genes eucariotas por la presencia de estructuras
génicas (motivos, secuencias cortas, codones de inicio, etc.) que son detectadas en las
secuencias gracias a un entrenamiento automatico previo del software, basado en
secuencias ya anotadas de especies relacionadas (Lomsadze et al., 2005). Este enfoque
tiene aproximadamente un 100% de éxito dado su alto nivel de sensibilidad (Yandell et
al., 2012).

1.1.5 Caracterizacion Funcional

Una vez lograda una identificacion de las regiones génicas en el genoma, es
necesario caracterizarlas funcionalmente, es decir que es necesario describir los posibles
roles de estos genes o de las proteinas codificadas por ellos. Una de las aproximaciones
comunmente usada para este proposito es la de la asignacion funcional, mediante la
comparacion de las secuencias de estos genes con bases de datos de secuencias de genes
conocidos y clasificados de acuerdo a un lenguaje estandarizado conocido como
Ontologia (Cifuentes Triana, 2016). Esta ontologia consiste en una coleccion de términos
que describen la funcion de un gen y de una explicacion de las relaciones entre estos
términos, generalmente en forma de grafico. El proyecto GO (por sus siglas en inglés,

Gene Ontology) tiene como objetivo estandarizar un sistema de nomenclatura de genes
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de modo que permita comprender las relaciones existentes entre las secuencias y sus
atributos funcionales (Ashburner et al., 2000; Blake et al., 2013). Los descriptores GO de
cada producto génico, se relacionan, por un lado, con términos GO mas inclusivos y por
otro con términos mas especificos y han sido clasificados en tres grandes dominios:

1. Funcién molecular.

2. Proceso bioldgico.

3. Componente celular.

El dominio funcion molecular (FM), se asocia con la actividad bioquimica del
producto génico. Describe actividades que ocurren a nivel molecular. Sus términos
representan a las actividades y no a las entidades (moléculas o complejos moleculares)
que llevan a cabo las acciones, sin especificar cuando, donde, o en qué contexto ocurren.
Para evitar confusiones entre los nombres de los productos génicos y las FMs, muchos
términos incorporan la palabra activity (actividad).

El dominio proceso bioldgico (PB), describe el objetivo de un producto génico.
Los PBs implican generalmente transformaciones quimicas o fisicas que ocurren por la
accion de un conjunto de funciones moleculares organizadas. Los PBs pueden referirse a
procesos mas bien abstractos, como el crecimiento celular, la transduccion de sefiales o
mas especificos como el metabolismo de pirimidinas o la biosintesis de AMPCc.

El término componente celular (CC) incluye términos que describen el lugar
donde el producto génico se encuentra o lleva a cabo su funcion. Un componente celular
puede ser una estructura anatémica, como el reticulo endoplasmatico, el nacleo celular o
una estructura molecular méas simple formada por productos génicos, como un ribosoma
0 un dimero proteico (Gaudet et al., 2017).

La prediccion de funciones génicas sobre la base de las anotaciones GO ofrece
ventajas incuestionables. GO abarca todos los procesos bioldgicos, en contraste con
esquemas anteriores que se limitaban, por ejemplo, a rutas metabolicas o de sefializacion.

En este trabajo se optd por la anotacion funcional del genoma de
T.akiyoshidayinum HP-2023 mediante el paquete Blast2GO (B2G), optimizado para la
investigacion gendmica de especies “no modelos”. El software permitio la anotacion
automatica de secuencias y la integracion de informacion para mineria de datos, basada
en anotaciones de ontologia genica (GO).

También se realiz6 la anotacién funcional del genoma por comparacion con la
base de datos de KEGG (por sus siglas en inglés, Kyoto Encyclopedia of Genes and

Genomes). KEGG es una base de datos para el analisis sistematico de las funciones de
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los genes. Vincula la informacion genémica con la informacion funcional de orden
superior (rutas metabdlicas). Entre las herramientas que proporciona KEGG se destacan
BlastKOALA y GhostKOALA (http://www.kegq.jp/blastkoala/). Realizan asignaciones

KO (KEGG Orthology) para caracterizar las funciones de genes individuales en un

genoma, para reconstruir vias metabdlicas y modulos KEGG de organismos o
ecosistemas (Kanehisa et al., 2016).

Existen otras herramientas bioinformaticas disponibles en la web que caracterizan
funcionalmente un genoma, como por ejemplo SignalP, muy utilizado actualmente para
la prediccion de péptidos sefial a partir de secuencias de aminoacidos (Petersen et al.,
2011). La identificacién de proteinas con péptidos sefial que las dirigen a la via secretora,
es de gran utilidad para analizar proteinas posiblemente extracelulares.

Existen también plataformas web que admiten la anotacion de grupos de proteinas
mas especificos, acotando la cantidad de datos a grupos funcionales de interés particular.
Entre estas, podemos destacar a dbCAN y MycoClap.

Las herramientas informaticas de doCAN posibilitan la anotacion automatica de
genes basada en la presencia de dominios conservados de enzimas activas sobre
carbohidratos (CAZymes por su sigla en inglés, Carbohydrate-Active Enzymes). Estas
enzimas son muy importantes a nivel industrial, particularmente para la industria de
biocombustibles, ya que son responsables de la sintesis, degradacion y modificacién de
todos los carbohidratos sobre la tierra (Yin et al., 2012).

Por otra parte, MycoCLAP (http://mycoclap.fungalgenomics.ca) retne datos
bioguimicos de méas de 800 enzimas fingicas que degradan lignocelulosa. Estos datos se
recopilaron de la literatura y se organizaron en la base de datos de busqueda que es capaz
de clasificar los resultados de busqueda segun los homologos mas cercanos caracterizados
bioquimicamente, mejorando la calidad de la anotacion y disminuyendo
significativamente el tiempo requerido para anotar secuencias nuevas (Strasser et al.,
2015).

Los métodos de anotacidon basados en homologia se basan en la comparacion de
las secuencias de distintas especies, con el fin de inferir sus correspondientes funciones.
Estos metodos asumen que secuencias muy similares deben desempefiar las mismas
funciones en especies distintas, ya que derivan de una secuencia ancestral comin y han
sido sometidas a los mismos procesos evolutivos (Koonin, 2001).

Tanto dbCAN como MycoCLAP contienen informacion sobre muchas

oxidorreductasas potencialmente involucradas en la degradacion de colorantes azoicos y
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son de gran ayuda para conocer los posibles mecanismos de biodegradacion de colorantes
textiles de T. akiyoshidainum HP-2023.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1.1 Extraccion del ADN gendmico de T. akiyoshidainum HP-2023

El ADN genomico total de T. akiyoshidainum HP-2023 se extrajo con el método
descripto por Yamada y colaboradores (2002). Se tomaron 2 mL del medio de cultivo
YM liquido inoculado con la levadura e incubado a 25°C por 12 h. Este volumen se
centrifugd 10 min a 10.000 rpm y se descartd el sobrenadante. Posteriormente, el pellet
celular se lavo tres veces con agua destilada estéril y se disgregd con nitrégeno liquido en
un mortero. El pellet resultante se resuspendié en 400 L de buffer de lisis (Tris-HCI 100
mM, pH 8,00, SDS 1,0%, Triton X-100 2,0%, EDTA 10mM, NaCl 100 mM) y luego fue
colocado en un tubo Eppendorf de 2 mL junto con 400 pL de fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico (25:24:1). Se centrifug6 la mezcla obtenida durante 10 minutos a 10.000 rpm
y 4°C. La fase acuosa fue recuperada y transferida a tubos de microcentrifuga estériles,
donde se realizaron dos lavados con un volumen igual de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). ElI ADN se precipitd con el agregado de un volumen de isopropanol frio. Las
muestras se incubaron 30 minutos a -20°C y se centrifugaron 10 minutos a 10.000 rpm y
4°C. El ADN precipitado fue lavado dos veces con etanol 70%, secado y resuspendido en
agua bidestilada estéril para su posterior uso.

Se determind la concentracién y calidad del ADN midiendo la absorbancia de 2
puL de la muestra, en espectrofotdémetro UV/Visible a 230 nm (absorbancia de fondo y
posibles contaminantes de origen organico, como iones fenolato, tiocianatos y otros
compuestos aromaticos), 260 nm (absorbancia especifica para acidos nucleicos) y 280
nm (absorben las proteinas, debido a sus aminoéacidos aromaticos y también el fenol). La
cantidad de &cidos nucleicos se determind sobre la base de la absorbancia a 260 nm,
mientras que las razones entre las absorbancias 260/280 y 260/230 fueron indicadores de

pureza de la extraccion.

2.1.2. Electroforesis de acidos nucleicos en geles de agarosa

Para completar la evaluacién de la calidad del ADN purificado, se realizd una
electroforesis en gel de agarosa al 1% (m/v) en tampon de electroforesis TAE 1x (1 g de
agarosa en 100 mL de TAE 1x). La disolucion de TAE 1x se prepar0 a partir una
disolucién madre a concentracion 50x (Tris-HCI 2 M; &cido acético 5,71%; EDTA 50

mM; pH 8,0). La tincion del gel se realizé con 0,5 pL de gel RED (GelRed® Nucleica
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Acid Stain, Biotium) que se afiadieron a la disolucién de agarosa antes de su gelificacion.
En la primera calle del gel se cargaron 2 pL de marcador de peso molecular (1 Kb Plus
DNA Ladder de Invitrogen). Las muestras se prepararon con 5 pL. de ADN y 1 uL de
tampon de carga (azul de bromofenol 0,25 % (p/V), xilencianol 0,25 % (p/V) y glicerol
30 % (V/V)). Por ultimo, se llevo a cabo la electroforesis a una intensidad de corriente
constante de 100 mA durante 40 min con una fuente de alimentacion (BioRad). Una vez
finalizada la electroforesis, los fragmentos de ADN se detectaron en un transiluminador
de luz UV (UVP 3uv).

2.2. Secuenciacion y ensamblaje del ADN gendémico de T. akiyoshidainum HP-2023

La secuenciacion fue realizada en la plataforma MrDNA (Texas). Se prepararon
dos librerias usando el Kit Nextera Mate Pair Sample Prep (lllumina) siguiendo las
especificaciones del fabricante. La concentracion inicial de ADNg fue evaluada con el kit
Qubit® dsDNA HS Assay kit (Life Technologies). Luego la muestra fue diluida hasta
alcanzar la carga de ADN recomendada: 1 g con una concentracion de 13,15 ng/uL.
Posteriormente, la muestra se sometio a fragmentacion, desplazamiento de cadena,
circularizacion, cizallamiento, purificacion de estreptavidina, reparacion final,
adenilacion y ligadura de los adaptadores. Los adaptadores ligados se utilizaron durante
una PCR de ciclo limitado (10 ciclos). Después de la preparacion de las bibliotecas, se
midio su concentracion final usando el kit Qubit® dsDNA HS assay (Life Technologies)
y se determind el tamafio promedio de ambas bibliotecas usando Agilent 2100
Bioanalyzer (Agilent Technologies). Las librerias (12.5 pM cada una) fueron
secuenciadas con el kit 600 Cycles v3 Reagent Kit (Illumina) en MiSeq (lllumina) y de
novo ensambladas con NGEN v. 11 (DNASTAR, Inc.).

2.3. Anotacion del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023

La anotacion se realizd con Maker, version 2.31.8 (Holt & Yandell, 2011;
Campbell et al., 2014). Esto incluyd la prediccion de genes con Augustus 3.0.3 (Stanke
et al., 2006), GeneMark-ES Suite 4.21 (Ter-Hovhannisyan et al., 2008), y SNAP (Korf,
2004). Los genomas de T. chiarelli MYA-4694 (Pagnocca et al., 2010) y T. oleaginous
IBC0246 (Kourist et al., 2015), obtenidos de la base de datos Mycocosm (Grigoriev et al.,

2014) se utilizaron como genomas de referencia para entrenar los predictores de genes.
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2.4. Caracterizacion funcional del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023

En primer lugar, se realizO una caracterizacion funcional del genoma de
T.akiyoshidainum HP-2023, teniendo en cuenta la informacion global codificada en su
ADN.

Posteriormente, se prestd principal importancia al analisis de los genes
involucrados en procesos bioldgicos cuyas funciones pudiesen estar relacionadas al

proceso de decoloracién

2.4.1. Prediccion de las funciones bioldgicas de las proteinas predichas en base a

anotaciones GO

Como un primer paso para anotar funcionalmente los genes del genoma de
T.akiyoshidainum HP-2023 se empleo la herramienta bioinformética Blast2GO (B2G)
(Conesa et al., 2005) para otorgar términos de GO a las secuencias de proteinas predichas.

Se realiz6 una busqueda de similitud de secuencia a través del uso de BLASTp,
empleando la base de secuencias no redundantes del NCBI acotada a organismos
fangicos, para todas las secuencias de proteinas anotadas en el genoma de
T.akiyoshidainum HP-2023. De esta manera se obtuvieron los archivos XML, los cuales
fueron subidos al programa Blast2GO. Esto se realiz6 con el fin de acortar los tiempos de
analisis, ya que el servidor Blast2GO requeria tiempos mucho mas prolongados para este
analisis.

Una vez cargadas las secuencias con los 20 mejores hits encontrados al realizar el
BLASTp para cada una de ellas, B2GO realizd una busqueda de similitud de secuencias
a traves de IterProScan, se empled la base de datos de proteinas de InterPro.
Posteriormente, el programa extrajo los términos GO asociados a cada uno de los
resultados obtenidos y devolvié una anotacién GO evaluada para las secuencias de
consulta. Finalmente, B2GO posibilit6 asociar estos resultados con EC (por sus siglas en
inglés, Enzymatic Commission numbers) y mapearlos en la base de datos KEGG (Conesa
& Gotz, 2009).
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2.4.2. Caracterizacion de los genes y/o familia de genes potencialmente involucrados
en la decoloracion de colorantes en T. akiyoshidainum HP 2023 en base a los
resultados de Blast2GO

A pesar de que los colorantes presentan diversas estructuras quimicas, son
degradados por un grupo relativamente pequefio de enzimas, que tienen dos
caracteristicas en comun: todas son oxidorreductasas de baja especificidad y pueden
actuar sobre diferentes sustratos (Martorell, 2015).

Estas enzimas redox generan radicales libres reactivos que atraviesan una serie de
reacciones complejas y espontaneas que culminan con la ruptura de enlaces en la
molécula.

Se examind las enzimas oxidorreductasas codificadas en el genoma de
T.akiyoshidainum HP-2023, prestando especial atencién a aquellas oxidorreductasas
(peroxidasas, fenol oxidasas, ferroxidasas, hierro reductasas), cuyas actividades fueron
determinadas en los sobrenadantes de cultivo en presencia del colorante Negro Reactivo
5 (Capitulo 2).

Se identifico particularmente los genes que podian estar involucrados en las vias
bajas de degradacién de compuestos aromaticos.

Por otro lado, considerando el hecho de que T. akiyoshidainum no sufre ninguna
modificacion en el crecimiento durante la decoloracion de colorantes azoicos como Negro
Reactivo 5, se examinaron diferentes sistemas de desintoxicacion o defensa contra el
estrés oxidativo, que podrian entrar en juego durante el proceso de degradacién oxidativa
de colorantes.

La anotacion de las proteinas del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 con
términos GO facilité analizar las proteinas que forman parte de un determinado proceso
biolégico, como asi también permitié agruparlas por funciones moleculares y tener una
idea aproximada de las localizaciones celulares de las proteinas analizadas.

El programa B2G admite filtrar los resultados de acuerdo a términos especificos
de GO, obteniendo una identificacion rapida de las proteinas de interés. Los términos de

GO empleados para el andlisis se detallan en la Tabla 3:
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Tabla 3. Términos GO de interés, empleados para la caracterizacion de los genes potencialmente

involucrados en la decoloracion del colorante azoico Negro Reactivo 5.

Clase GO GO ID GO name
GO: 005618 Regidn extracelular
Componente celular GO: 005576 Regidn extracelular
GO: 0016021 Componente celular integral de
la membrana
Funcién molecular GO: 0016614 Actividad oxidorreductasa
GO: 0016491 Actividad oxidorreductasa
Funcién molecular GO: 004601 Actividad Peroxidasa
GO0:004497 Actividad monooxigenasa
GO: 006979 Respuesta a estrés oxidativo
Proceso biolégico GO: 0000302 Respuesta a especies reactivas
del oxigeno

2.4.3. Funcidn biologica de las proteinas predichas: Anotacién con BLAST KOALA
(KEEG ANNOTATION)

El conjunto de 9019 proteinas predichas en T. akiyoshidainum HP-2023 también
fueron funcionalmente caracterizadas en la Base de Datos KEGG PATHWAY
(http://www.genome.jp/kega/pathway.html) con la herramienta de similitud de
secuencias GhostKOALA (http://www.kegg.jp/ghostkoala/).

GhostKOALA es adecuado para anotar genomas completamente secuenciados,

también posibilita anotar grandes conjuntos de datos como metagenomas. GhostKOALA
asigna nimeros K para anotar las secuencias de aminoacidos y permite el mapeo KEGG

para la interpretacion de funciones de alto nivel.

2.4.4. ldentificacion de proteinas extracelulares SignalP 4.0

Las proteinas destinadas a la via secretora fueron predichas con la herramienta
bioinformatica SignalP 4.0.

SignalP es el programa maés utilizado actualmente para la prediccion de péptidos
de sefial a partir de secuencias de aminoacidos. Tener conocimiento de cuéles proteinas

son intracelulares y cuéles estan dirigidas a las vias secretora, es extremadamente Gtil para
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estudiar los procesos metabdlicos, especialmente cuando estos involucran en gran medida

proteinas extracelulares.

2.4.5. Identificacion de proteinas activas sobre material lignoceloldsico

dbCAN (clasificacion de CAZymes)

Las enzimas activas sobre carbohidratos fueron clasificadas con el programa

dbCAN (http://csbl.bmb.uga.edu/dbCAN/annotate.php), cuyo sistema de clasificacién se
basa en HMMer (Yin et al. 2012).

dbCAN permite la anotacion automatizada, basada en el dominio de enzimas
activas sobre carbohidratos (CAZymes), de cualquier conjunto de datos de proteinas. Para
lograr esto, se definid explicitamente un dominio caracteristico para cada familia de
CAZymes, derivado de la basqueda en la base de dominios conservados (CDD) y de la
curacion de bibliografia. La construccion de un modelo oculto de Markov (HMM) para
representar el dominio de cada familia CAZyme fue la base para la anotacion

automatizada de CAZymes.

MycoCLAP
Las proteinas de T. akiyoshidainum HP-2023 fueron clasificadas usando la base

de datos MycoCLAP (http://mycoclap.fungalgenomics.ca).

MycoCLAP es una base de datos de blsqueda de genes fingicos y bacterianos
que codifican proteinas activas en lignocelulosa que se han caracterizado
bioquimicamente. Todas las propiedades bioguimicas y las anotaciones funcionales
descritas en mycoCLAP se curan manualmente y se basan en pruebas experimentales

reportadas en la literatura publicada (Strasser et al., 2015).
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Secuenciacion, anotacion y caracterizacion del genoma de T. akiyoshidainum
HP-2023

La secuenciacion de genomas completos es una herramienta muy importante para
el analisis funcional de los genes de un microorganismo. La secuencia del genoma de
T.akiyoshidainum HP-2023 se obtuvo a través de la tecnologia MiSeq de lllumina,
mediante un protocolo de secuenciacion por sintesis. El kit empleado para la
secuenciacion, MiSeq v3 de 600 ciclos, permite obtener longitudes de lectura mas largas
en cualquier sistema de secuenciacion de Illumina. El tamafio de lectura es muy
importante a la hora de secuenciar, porque cuanto mayor sea la longitud de la secuencia,
el fragmento del genoma cubierto es también mas grande, por lo que, el posterior analisis
bioinformatico es mas sencillo, ya que hay un menor niumero de lecturas que solapar.

La secuenciacion del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 produjo lecturas
emparejadas (paired-end reads) que fueron ensambladas en 1067 contigs con una
cobertura promedio de 269X. La longitud N50 fue de 53.521 pb, el contig mas largo fue
de 320.689 pb y el més corto de 238 pb.

El genoma mostr6 un tamario de 30.064.998 pb, ligeramente superior al promedio
del tamafio de los genomas de las especies del orden trichosporonales secuenciadas
(Takashima et al., 2017), con un contenido promedio de GC 60,76%. La anotacion
automatica se realizé a través de Maker (version 2.31.8), que incluye los predictores de
genes Augustus 3.0.3, GeneMark-ES Suite 4.32, y SNAP (Campbell et al., 2014; Holt et
al., 2011, Stanke et al., 2006; Ter-Hovhannisyan et al., 2008 & Korf, 2004). Si bien, los
tres servidores admiten la anotacion detallada y automatizada de genomas, existen
diferencias en los resultados obtenidos. La informacion de cada uno se torna
complementaria permitiendo el enriquecimiento de la caracterizacion del genoma en
estudio. De esta manera se anotaron 9019 genes que codifican proteinas, lo que
corresponde al 43,09% del total del genoma (12.955.601pb de 30.064.998 pb totales).
Ademaés, se identificaron un total de 1386 ARNt. En la Tabla 4 se detallan las
caracteristicas descriptas del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 determinadas luego

de la secuenciacion y anotacion de su genoma.
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El Proyecto del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 ha sido depositado en
DDBJ/EMBL/GenBank, donde se encentra disponible bajo el Numero de Acceso:
PQXP00000000.1.

Tabla 4. Caracteristicas del genoma de T. akiyoshidainum HP 2023

CARACTERISTICA VALOR
Tamafio del genoma (Mpb) 30,06
Numero de contigs 1067
Longitud del contig més largo (pb) 320682
Longitud del contig més corto (pb) 238
Longitud del contig N50 (pb) 53521
Contenido de GC (%) 60,76
Cobertura promedio 269X
Longitud total de los genes que codifican proteinas (pb) 12955601
NUmero de genes que codifican proteinas 9019
Longitud promedio de los genes (pb) 1381
Regiones del genoma que codifican proteinas (%) 43,09
ARNt 1386

3.2. Caracterizacion funcional del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023

3.2.1. Anotacion funcional con Blast2GO

La mayoria de los genes que codifican proteinas en T. akiyoshidainum HP-2023,
fueron asignados con términos GO, lo cual facilita su analisis para la busqueda de
funciones.

De las 9019 secuencias de proteinas inicialmente anotadas en el genoma de
T.akiyoshidainum HP-2023, que fueron analizadas, 1535 (17%) so6lo fueron identificadas
por alineamiento con secuencias disponibles en la base de datos refseq_protein, mediante
BLASTDp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins) o bien en la base de

datos InterPro al emplear InterProScan (https://www.ebi.ac.uk/interpro/search/sequence-
search), 2621 (29 %) pudieron ser mapeadas, es decir que se las pudo asociar con términos
de GO generales, mientras que 4503 secuencias (50 %) fueron anotadas exitosamente con
términos GO especificos. Solamente 360 secuencias de proteinas (4%) no produjeron

ningun resultado con este software (Figura 30).
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Anotadas con GO especificos 4503

Mapeadas con GO generales [ 2621

Con Hits en NCBI e Interpro 1535
Sin Hits [l 360
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Figura 30. Resultados estadisticos obtenidos de la ejecucion del programa BLAST2GO.

3.2.1.1. Andlisis cuantitativo de las anotaciones funcionales

El analisis posibilitd asignar términos de GO a las secuencias de proteinas del
genoma de T. akiyoshidainum HP-2023, clasificAndolas dentro de tres categorias: proceso
bioldgico, funcién molecular y componente celular. Esto ayuda a entender el significado
bioldgico del conjunto de secuencias anotadas que conforman la informacion genética de
este microorganismo.

En la Figura 31 se muestra la distribucion de los términos GO mapeados por
niveles maximos. Estos niveles representan el nimero de términos GO mas generales con
los que puede asociarse un término dado, es decir, es una medida de lo especifico de la
descripcidn del producto génico. Asi, se observa que la mayoria de las secuencias cuentan
con anotaciones de nivel 9 para procesos biologicos (verde), mientras que para las
anotaciones de funcién molecular (azul) la mayoria son de nivel 5 y para componente
celular, las anotaciones principalmente son de nivel 8 (amarillo). A medida que aumenta

el nivel de especificidad (niveles mayores al10), los términos anotados disminuyen.
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Figura 31. Distribucion de los términos GO mapeados por niveles (Verde = Proceso Bioldgico, Azul =

Funcion Molecular, Amarillo =Componente Celular).

En la Figura 32 se describe la distribucion porcentual de los términos GO
correspondiente al dominio procesos bioldgicos. Se observa que la mayoria de las
anotaciones corresponden a procesos celulares relacionados con la expresion génica
(12%), procesos metabdlicos (reacciones quimicas y rutas metabdlicas) que involucran
moléculas de ARN (8%), procesos metabolicos (reacciones quimicas, rutas metabolicas
que involucren proteinas especificas, incluyendo modificaciones celulares proteicas) de
proteinas celulares (8%) y procesos de biosintesis de macromoléculas celulares (8%).

S6lo un 3% se asocia a procesos de oxido-reduccion.

oxidation-reduction process: (539.179
| 3%) [
organic substance transport: (614.841 /// o \

49%) -

gene expression: (1,818.95/ 12%)

macromolecule modification: (631.715 //

4%) cellular protein metabolic process:

transmembrane transport: (707.203 / / (1,286.515 / 8%)

5%)
response to stimulus: (823.343 [ 5%)~

B RNA metabolic process: (1,278.897 |

catabolic process: (834.661 / 5%) —

8%)
organelle organization: (842.919 / —
5%)
N cellular macromolecule biosynthetic
rocess: (1,275.158 / 8%
organonitrogen compound o e P ( 8%)
biosynthetic process: (874.257 [ 6%)
phosphate-containing compound
metabolic process: (900.957 / 6%) ~—_ / ! regulation of cellular process:

(1,135.792 / 7%)

small molecule metabolic process:
(1,004.689 / 6%)

cellular nitrogen compound R
biosynthetic process: (976.475/6%) ——— —

Figura 32. Resultados obtenidos de la ejecucion del programa Blast2GO. Representacion circular de

porcentajes de aparicion de términos GO en la categoria funcional de: Proceso Bioldgico.
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En la Figura 33 se observa los resultados de términos GO correspondientes a
componentes celulares asignados a las proteinas de T. akiyoshidainum HP-2023. En este
caso, destacan los términos asociados a organelas intracelulares no limitadas por una
bicapa lipidica, incluyendo ribosomas, citoesqueleto y cromosomas (20%), también son
significativos los GO asociados a cualquier constituyente del ndcleo celular (partes
nucleares, 18%) y los de componentes integrales de membrana (18%).

intracellular organelle lumen:
(364.778 | 7%) \

) intracellular non-membrane-bounded
catalytic complex: (429.039 / 9%)————————. / organelle: (1,005.153 / 20%)

mitochondrion: (663.624 / 13%) ~=

nuclear part: (999.692 / 20%)

ribonucleoprotein complex: (671.342 / ,/
13%)

integral component of membrane:
(884.739 [ 18%)

Figura 33. Resultados obtenidos de la ejecucion del programa Blast2GO. Representacion circular de

porcentajes de aparicién de términos GO en la categoria funcional de: Componente celular.

Finalmente, en la Figura 34 se muestra la distribucion de las asignaciones de
términos GO para funcion molecular realizadas en el genoma de T. akiyoshidainum HP-
2023, donde hay una mayor representacion de términos asociados a actividad hidrolasa
(24%), sequido por aquellos asociados a actividad transferasa (18%). En cuanto a su
relacién con los mecanismos de decoloracion, mas estudiados, es importante destacar que

un 11% de los términos se asocian a actividades de oxidacién-reduccion.
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Figura 34. Resultados obtenidos de la ejecucién del programa Blast2GO. Representacién circular de

porcentajes de aparicion de términos GO en la categoria funcional de: Funcién molecular.

Es importante remarcar que esta anotacion facilitd el andlisis de los datos
proteémicos que se describen en el siguiente capitulo, ya que con la clasificacion por GO
se determina de una manera mas simple los procesos, funciones y localizaciones que estan

sobre-/sub-representadas en un grupo determinado de genes.

3.2.1.2. Caracterizacion de los genes y/o familia de genes potencialmente

involucrados en la decoloracién de colorantes en T. akiyoshidainum HP 2023

Se pueden usar diferentes términos GO para identificar y agrupar funcionalmente
las proteinas que podrian intervenir en la decoloracién de colorantes azoicos.

Debido a la naturaleza polar de los colorantes azoicos, estos no atraviesan la
membrana plasmatica. Por lo tanto, las reacciones claves de oxido-reduccion necesarias
para su degradacion deben ser llevadas a cabo por proteinas secretadas o por proteinas o
sistemas redox integrales de la membrana plasmatica (Ramalho et al., 2005),
constituyendo las vias altas de degradacion del colorante.

Posteriormente, las moléculas resultantes de la degradacion parcial de los
colorantes, deben ser metabolizadas en el interior celular, por rutas metabdlicas
implicadas en la degradacion de compuestos xenobidticos, de detoxificacion celular y de

respuesta al estrés oxidativo (vias bajas de degradacion).
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Entonces, aquellas proteinas que fueron anotadas con términos GO del dominio
componente celular pertenecientes a la region extracelular o como parte integral de la
membrana y cuya funcion molecular asignada es actividad oxidorreductasa (u otras
mas especificas como, por ejemplo, actividad peroxidasa), como asi también aquellas
proteinas que participan en procesos bioldgicos de detoxificacion celular, respuesta a
estrés oxidativo o radicales libres, permiten tener una idea global de los mecanismos
moleculares que T. akiyoshidainum emplea durante la degradacion de colorantes y
compuestos relacionados.

Para facilitar el andlisis, los genes identificados fueron divididos en tres grupos,
el primer grupo concentr6 aquellos genes que codifican proteinas que participan en las
vias altas de degradacion, y que por lo general cumplen su rol en el espacio extracelular.
El segundo grupo, englobd aquellos genes de proteinas intracelulares que participan en
las vias bajas de degradacion y detoxificacion del colorante y de sus metabolitos, y
finalmente el tercer grupo, incluy6 los genes de proteina que participan en la defensa
contra el estrés oxidativo y en consecuencia en la detoxificacion celular durante el proceso

de degradacion.

I. Genes involucrados en las vias altas de degradacion
Oxidorreductasas involucradas en la oxidacién de los enlaces azoicos

Lacasas

En total 36 genes que codifican proteinas en el genoma de T. akiyoshidainum HP-
2023 fueron anotados con los términos GO correspondientes a componente de la region
extracelular, de los cuales 2, TRI28 001542-RA y TRI28 002189-RA codifican
oxidorreductasas anotadas como lacasas (Cu-oxidasas), enzimas reportadas por participar
en la ruptura oxidativa de los enlaces azoicos de colorantes, primer paso necesario para
su degradacion. Estas enzimas multicobre oxidasas, por lo general necesitan de ciertos
mediadores redox, para lograr una completa decoloracion o bien actian de manera
conjunta con otras enzimas, como peroxidasas ligninoliticas (Camarero et al., 2005; Liu
et al., 2004; Bibi & Bhatti, 2012; Singh et al., 2016).

Hemo-Peroxidasas y Hemo-Tiolato-Peroxidasas

Las hemo peroxidasas, que comprenden las clasicas peroxidasas ligninoliticas

(lignina peroxidasa, manganeso peroxidasa y peroxidasa versatil) y las peroxidasas
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decolorante de tintes (DyP por su nombre en inglés dye-decolorizing peroxidases),
ademés de las hemoperoxigenasas, pertenecientes a una gran familia de hemo-tiolato
peroxidasas, poco estudiadas hasta el momento, han sido reportados por participar en la
degradacion de diversos colorantes textiles (Alan et al., 2009; Pointing & Vrijmoed,
2000; Xia-Bin et al., 2007; Lan et al., 2006; Husain, 2010; Sugano et al., 2000; Kim &
Shoda, 1999; Soto et al., 2004; Moreira et al., 2006; Camarero et al., 2005; Cohen et al.,
2002).

El andlisis funcional con B2GO del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 no
permitio identificar ninguna peroxidasa ligninolitica clésica. Esto no es sorprendente ya
que las levaduras no son organismos ligninoliticos. Sin embargo, no puede descartarse
que la falla en la deteccion de estas enzimas se deba a un artefacto, causado durante el
procesamiento de las secuencias.

Se identificaron varios genes anotados con actividad peroxidasa (funcion
molecular asignada), de los cuales particularmente tres podrian tener un rol en la
degradacion de colorantes. Uno de ellos, TRI28 003136-RA, codifica una DyP
peroxidasa, este tipo de peroxidasa fue descubierta por primera vez en hongos, aunque
actualmente la mayoria de los registros en bases de datos pertenecen a enzimas de origen
bacteriano (Colpa et al., 2014), han sido Ilamadas asi debido a la capacidad de degradar
un amplio rango de colorantes (Kim et al., 1999; Sugano et al., 2009). Entre las
caracteristicas mas relevantes de esta familia de proteinas podemos mencionar que son
activas a pH bajo y son capaces de degradar diversos colorantes eficientemente, en
particular colorantes antraquinénicos, los cuales son escasamente degradados por
peroxidasa clasicas de hongos, plantas y animales (Ahmad et al., 2011, Burner et al.,
2000; Chen, 2006; Kim et al., 1999; Liers et al., 2010; Liers et al., 2013; Liu et al.,2011;
Ogola et al.,2009).

Las otras dos proteinas con actividad peroxidasa, codificadas por los genes
TRI28 007202-RA y TRI28 009939-RA, pertenecen a la familia de hemo-tiolato
peroxidasas, un grupo de peroxidasas fangicas extracelulares (Ruiz-Duefias et al., 2011).
Cloroperoxidasas (CPO) y peroxigenasas aromaticas (APO, actualmente Ilamadas
también UPO, por su nombre en inglés unspecific peroxygenases), son peroxidasas
pertenecientes a esta familia de hemo-tiolato peroxidasas. La baja especificidad de
sustrato, la capacidad de catalizar reacciones de halogenacion y el hecho de que
compartan propiedades cataliticas con peroxidasas, catalasas y citocromo P450

moonxigensas (APO incluso cataliza la oxigenacion de sustratos aromaticos), hace a estas
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enzimas muy importantes desde un punto de vista biotecnoldgico (Hofrichter et al.,
2006).

Oxidasas productoras de H20>

109 genes fueron anotados con términos de GO correspondientes a componentes
integrales de membrana y con una funcion molecular de actividad oxidorreductasa. De
este conjunto de genes, cuatro genes que codifican glucosa oxidasas (TR128 _001435-RA,
TRI28 004045-RA, TRI28 010120-RA, TRI28 010353-RA), dos aldehido-oxidasas
(TRI28_001425-RA, TRI28 007312-RA) y una aril alcohol oxidasa (TRI128 005788-
RA) fueron anotadas por el paquete Blast2GO. Se ha propuesto que enzimas con esta y
otras actividades relacionadas son la fuente del H.O> necesario para: i) la actividad de
peroxidasas ligninoliticas, generalmente en hongos de la pudricién blanca, o ii) la
generacion de radicales hidroxilos, via reacciones Fenton, en hongos de la pudricion
parda (Martinez et al., 2017).

Genes involucrados en los mecanismos reductivos del enlace azoico y mecanismos no-

enzimaticos

Adicionalmente, dentro del grupo anterior de 109 genes, se detectaron once genes
(TRI28_000522-RA, TRI28 003284-RA, TRI28 005677-RA, TRI28 009225-RA,
TRI28 009936-RA, TRI28 003851-RA, TRI28 003992-RA, TRI28 004290-RA,
TRI28 002120-RA, TRI28 002121-RA, TRI28 005677-RA) correspondientes a
enzimas hierro reductasas (FRE2, FRE3, FRE4, etc.), integrales de membrana. Como se
comento en el capitulo anterior, en S. cereviceae este sistema es un componente clave
para la actividad azo-reductasa responsable de la degradacion reductiva de colorantes
azoicos (Ramalho et al., 2005). Sin embargo, no se detectd la acumulacion de aminas
aromaticas en cultivos de T. akiyoshidainum HP-2023 en presencia de colorantes azoicos,
y durante este analisis no se identificaron genes que codifiquen proteinas con actividad
azo-reductasa especifica, lo cual sustenta la falta de actividad reportada en el capitulo
anterior y re afirma la hipotesis que involucra la participacion de un mecanismo oxidativo
de degradacion de colorantes en este microrganismo.

Por otro lado, estas proteinas reductoras de hierro han sido implicadas en la
degradacion de compuestos aromaticos mediante quimica Fenton, proporcionando el

Fe2*, imprescindible para que estas reacciones se desarrollen. También, se identificaron
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2 genes que codifican proteinas transportadoras de siderdforos (TRI128_003604-RA,
TRI28_009753-RA), los cuales tendrian un papel clave en la degradacion no enzimatica

de compuestos aromaticos.

I1. Genes involucrados en las vias bajas de degradacién
Degradacion de xenobidtico y detoxificacion celular

Se identificaron 13 genes que codifican citocromos P450, estas proteinas son
monooxigenasas inespecificas, cuya actividad ha sido involucrada en la degradacion y
detoxificacion de compuestos xenobidticos (Singh, 2015). En general, son proteinas
integrales de membranas, del reticulo endoplasmatico, participan en las vias bajas de
degradacion de xenobioticos actuando a nivel intracelular. Ademas, se identificaron otras
proteinas con actividad monooxigenasa, entre ellas cinco proteinas dimetilanilina
monooxigensa  (TRI28 003901-RA,  TRI28-006579-RA,  TRI28 001993-RA,
TRI28 006259-RA, TRI28 001859-RA), posiblemente involucradas en el metabolismo
oxidativo de compuestos xenobioticos tales como drogas y pesticidas; y una benzoato
monooxigensa (TR128_001927-RA), también perteneciente a la familia de citocromos
P450.

Proteinas de estrés oxidativo y detoxificacién celular

Se analizaron los sistemas de detoxificacion celular y aquellos involucrados en la
defensa del estrés oxidativo. Las enzimas como catalasa (CAT), superoxido dismutasa
(SOD) y ascorbato peroxidasa (APX) son bien conocidas porque controlan el estrés
oxidativo en diversos organismos. Sin embargo, estas enzimas no solo protegen a la
célula, sino que también tienen un papel en la decoloracion de colorantes reactivos, junto
con otras oxidorreductasas (Bedekar et al., 2014).

Dos genes (TRI128 005914-RA y TRI28 003186-RA) fueron anotados como
SOD, 3 genes (TRI28 000756-RA, TRI128 003134-RA y TR28 009751-RA) codifican
CAT bifuncionales ya que, ademas, tienen actividad peroxidasa y el gen TRI128 00769-
RA codifica una APX. Ademas, se detectaron 4 genes que codifican peroxirredoxinas
(TRI28_0100085-RA, TRI28 001447-RA, TRI28 003366-RA, TRI28 001575-RA), 4
genes que codifican tiorredoxinas disulfuro reductasas (TRI28 001454-RA,
TRI28 005158-RA, TRI128 004786-RA, TRI28 000181-RA), y otros 4 con actividad

98



Bulacio Gil, 2018

tiorredoxina, involucradas en procesos de detoxificacion celular (TR28 000613-RA,
TRI28_004584-RA, TRI28_005678-RA, TRI28_005117-RA).

Otros genes que codifican proteinas asociadas a terminos GO correspondientes a
detoxificacion celular y/o con los procesos de estrés oxidativo, fueron: TRI28 009216-
RA que codifica un citocromo c peroxidasa, TRI28 002805-RA correspondiente a una
hemo-peroxidasa, TRI28 001026-RA similar a una glutation disulfuro reductasa,
TRI28 001287-RAy TRI28 009353-RA que codifican glutation peroxidasas y un factor
de supervivencia SVF1 codificado por el gen TR128 007162-RA.

En la Tabla 5 se resume los resultados de la caracterizacion de los genes y/o
familia de genes potencialmente involucrados en la decoloracién de colorantes en T.

akiyoshidainum HP-2023, realizada empleando los resultados del programa B2GO
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Tabla 5. Genes involucrados potencialmente en la degradacion y metabolismo de colorantes en T. akiyoshidainum HP-2023.

Genes involucrados en las vias altas de degradacion de colorantes y/o compuestos aromaticos relacionados

3 o :
Rol propuesto en la N° de genes Descripcion Identificador ensamblaje de GO ID Nombres GO
degradacion encontrados novo
F:G0:0005507; F: unién de iones Cu;
C:G0:005576; C: regidn extracelular;
TRI28_001542-RA C:G0:005618; C: pared celular:
Lacasa F:G0O:0046972: F: actividad oxidorreductasa
. F:G0:0016491; F: actividad hidroquinona oxidorreductasa
Oxidorreductasas TRI28 002189-RA F:G0:0052716; P: procesos de oxidoreduccién
involucradas en la - P:G0O:0055114

oxidacioén de los enlaces 5 genes F:G0:0004601; F: actividad de peroxidasa; F: enlace hemo; P:

; . F:G0:0020037; proceso de oxidacion-reduccion; P:
azoicos Dye peroxidasa TRI28_003136-RA P:G0:0055114; desintoxicacion celular oxidante

P:G0:0098869

Peroxigensa aromética TRI28_007202-RA Eggggggggé F:Ia(I:tivida_\g di peroxidasa; P: desintoxicacion
:GO: celular oxidante
TRI28 009939-RA
TRI28 001435-RA C:G0:0016020; C: membrana; C:_cqmpone_nte integral de la )
= C:G0:0016021; membrana; F: actividad oxidorreductasa, que actia
Gl id TRI28_004045-RA F:G0O:0016614;  sobre el grupo de donantes CH-OH; F: flavina
ucosa oxidasa TRI28 010120-RA F:G0:0050660; adenina dinucleétido de union; P: proceso de

P:G0:0055114 oxidacién-reduccién

TRI28 010353-RA
P:G0:0006081; P: proceso metabdlico del aldehido celular; C:
C:G0:0016020; membrana; C: componente integral de la
C:G0:0016021; membrana; F: actividad oxidorreductasa; F:

TRI28_001425-RA F:GO:0016491;  actividad oxidorreductasa, que actda sobre el
i F:G0:0016620; grupo aldehido u oxo de los donantes, NAD o
Oxidasas pr,oqlgctoras de 7 genes Aldehido-oxidasa P:G0:0055114 NADP como aceptor; P: proceso de oxidacién-
peroxido reduccion

C:G0:0016020; C: membrana; C: componente integral de la
C:G0:0016021; membrana; F: actividad oxidorreductasa; P:
F:G0:0016491; proceso de oxidacion-reduccion

P:G0:0055114

F:G0:0008270; F: unién a iones de zinc; C: membrana; C: integral
C:G0:0016020; F: actividad oxidorreductasa

C:G0:0016021;

F:G0:0016491,;

F:G0:0046872;

P:G0:0055114

TRI28_007312-RA

Aril alcohol oxidasa TRI28 005788-RA
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Genes involucrados en las vias altas de degradacidn de colorantes y/o compuestos aromaticos relacionados

., N° de genes
Rol en la degradacion g
encontrados
Mecanismos no-
enzimaticos:
13 genes

Hierro reductasas y
homeostasis celular

Descripcion

Hierro reductasas

Reductasas quelantes de

hierro

Transportador de
sideréforos

Identificador ensamblaje

de novo

TRI28_000522-RA
TRI28_003284-RA
TRI28_005677-RA
TRI28_009225-RA
TRI28_009936-RA
TRI28_003851-RA
TRI28_003992-RA
TRI28_004290-RA
TRI28_002120-RA
TRI28_002121-RA
TRI28_005677-RA

TRI28_003604-RA

TRI28_009753-RA

GO ID

C:G0:0016020;
C:G0:0016021;
F:G0:0016491;
P:G0:0055114

C:G0:0016021;
F:G0:0016491;
P:G0:0055114

F:G0:0005506;
C:G0:0016020;
C:G0:0016021;
F:G0:0016705;
F:G0:0020037;
F:G0:0022857;
P:G0:0055085;
P:G0:0055114

Nombres GO

C: membrana; C: componente integral de la
membrana; F: actividad oxidorreductasa; P:
proceso de oxidacion-reduccion

C: componente integral de la membrana; F:
actividad oxidorreductasa; P: proceso de
oxidacién-reduccion

F: unidn a iones de hierro; C: membrana; C:
componente integral de la membrana; F:
actividad oxidorreductasa, que actda sobre
donantes pareados, con incorporacion o
reduccion de oxigeno molecular; F: enlace de
hemo; F: actividad del transportador
transmembrana; P: transporte transmembrana; P:
proceso de oxidacion-reduccion
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Genes involucrados en las vias bajas de degradacién de colorantes y/o compuestos aromaticos relacionados

Degradacion de
xenobioticos y
detoxificacion celular

19 genes

Citocromo P450

Dimetilanilina
monooxigensa

TRI28_000663-RA
TRI28_001209-RA
TRI28_004452-RA
TRI28_005626-RA
TRI28_006520-RA
TRI28_007546-RA
TRI28_001956-RA
TRI28_002312-RA
TRI28_005044-RA
TRI28_004967-RA
TRI28_009185-RA
TRI28_000780-RA

TRI28_002045-RA

TRI28-006579-RA

TRI28_003901-RA

F:G0:0004497;
F:G0:0005506;
C:G0:0016020;
C:G0:0016021;
F:G0:0016705;
F:G0:0020037;
F:G0:0046872;
P:G0:0055114

F:G0:0004497;
P:G0:0008152;
F:G0:0016705;
F:G0O:0046872;
F:G0:0048037;
F:G0:0097159;
F:G0:1901363

F:G0:0004497;
F:G0:0004499;
C:G0:0016020;
C:G0:0016021;
F:G0:0016491;
F:G0O:0050660;
F:G0:0050661;
P:G0O:0055114

F: actividad monooxigenasa; F: unién a iones
de hierro; C: membrana; C: componente
integral de la membrana; F: actividad
oxidorreductasa, que actda sobre donantes
pareados, con incorporacién o reduccién de
oxigeno molecular; F: enlace de hemo; F:
unién a iones metalicos; P: proceso de
oxidacién-reduccion

F: actividad monooxigenasa; P: proceso
metabdlico; F: actividad oxidorreductasa, que
actlia sobre donantes pareados, con
incorporacion o reduccioén de oxigeno
molecular; F: unién a iones metalicos; F: union
al cofactor; F: unién de compuestos organicos
ciclicos; F: unién de compuestos heterociclicos

F: actividad monooxigenasa; F: actividad de N,
N-dimetilanilina monooxigenasa; C:
membrana; C: componente integral de la
membrana; F: actividad oxidorreductasa; F:
flavina adenina dinucleétido de unién; F: unién
a NADP; P: proceso de oxidacién-reduccion
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Genes involucrados en las vias bajas de degradacion de colorantes y/o compuestos aromaticos relacionados

Rol en la degradacion

Degradacion de
xenobioticos y
detoxificacion celular

Estrés oxidativo y
detoxificacion celular

N° de genes
encontrados

19 genes

25

Descripcion

Dimetilanilina
monooxigensa

Benzoato 4-
monooxigenase

Ascorbato peroxidasa

Superoxido Dismutasa

Identificador ensamblaje
de novo

TRI28_001993-RA

TRI28_006259-RA
TRI28_001859-RA

TRI28_001927-RA

TRI28_000769-RA

TRI28_003186-RA

GO ID

F:G0:0004497;
F:G0:0004499;
F:G0:0050660;
F:G0:0050661;
P:G0O:0055114

F:G0:0004497;
F:GO:0005506;
C:G0:0016021;
F:G0:0016705;
F:G0:0020037;
P:G0:0055114

F:G0:0004601;
P:G0:0006979;
F:G0:0020037;
F:G0:0046872;
P:G0:0055114;
P:G0:0098869

F:GO:0004784;
P:G0:0006801;
F:G0:0016491;
P:G0:0019430;
F:G0:0046872;
P:G0:0055114

Nombres GO

F: actividad monooxigenasa; F:
actividad de N, N-dimetilanilina
monooxigenasa; F: union a FAD; F:
unién a NADP; P: proceso de
oxidacion-reduccion

F: actividad monooxigenasa; F: unién a
iones de hierro; C: componente
integral de la membrana; F: actividad
oxidorreductasa, que actia sobre
donantes pareados, con incorporacion
o reduccién de oxigeno molecular; F:
enlace de hemo; P: proceso de
oxidacion-reduccién

F: actividad de peroxidasa; P:
respuesta al estrés oxidativo; F: enlace

de hemo; F: unién a iones metilicos; P:

oxidacion-reduccién

F: actividad de superdxido dismutasa;
F: actividad oxidorreductasa; P:
eliminacion de radicales superoxido; F:
unioén a iones metalicos; P: proceso de
oxidacion-reduccion
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Genes involucrados en las vias bajas de degradacién de colorantes y/o compuestos aromaticos relacionados

Rol en la degradacion " ER geres Descripcion
encontrados
Superéxido Dismutasa
Estrés oxidativo y
detoxificacion celular 25

Catalasa

Identificador ensamblaje
de novo

TRI28_005914-RA

TRI28_000756-RA

TRI28_009751-RA

TRI28_003134-RA

GO ID

P:G0:0001320;
F:G0:0004784;
C:G0:0005634;
C:G0:0005758;
C:G0:0005829;
P:G0:0006878;
P:G0:0006882;
P:G0:0019430;
P:G0:0031505;
P:G0:0036091;
P:G0:0045454;
F:G0:0046872;
P:G0:0050821;

F:G0:0004096;
C:G0:0005777;
F:G0:0020037;
P:G0:0042542;
P:G0:0042744;
F:G0:0046872;
P:G0:0055114;
P:G0:0098869

P:G0:0001315;
F:G0:0004096;

C:G0:0005759;
C:G0:0005782;
F:G0:0020037;

P:G0:0042542;
P:G0:0042744;
F:G0:0046872;

P:G0:0055114;
P:G0:0098869

Nombres GO

P: Respuesta a especies reactivas de
oxigeno.; F:actividad superoxido
dismutasa; C:nucleo; C: espacio
intermembrana mitocondrial,
C:citosol; P: homeostasis celular de
iones de cobre; P: homeostasis celular
de iones de zinc; P: eliminacion de
radicales superéxido; P: Organizacion
de la pared celular fangica; P:
Regulacién positiva de la
transcripcion del promotor de la ARN
polimerasa Il en respuesta al estrés
oxidativo; P: homeostasis redox
celular; F:union de ion metélico;
P:estabilizacion de proteinas

F: activitividad catalasa;
C:peroxisoma; F:union hemo;
P:respuesta a peréxido de hidrégeno;
P:procesos catabdlicos perdxido de
hidrégeno; F:unién de ion metélico;
P:procesos oxido-reduccion; P:
desintoxicacion celular oxidante

P: respuesta a especies reactivas del
oxigeno; F:actividad catalasa; C:
matriz mitocondrial; C: matriz
peroxisomal; F:uniéon hemo;
P:respuesta a perdxido de hidrégeno;
P: proceso catabdlico peréxido de
hidrégeno; F:unidn de ion metilico;
P: procesos oxido-reduccion; P:
desintoxicacion celular oxidante
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Genes involucrados en las vias bajas de degradacién de colorantes y/o compuestos aromaticos relacionados

Rol en la degradacion " ER geres Descripcion
encontrados
Peroxirredoxina
Estrés oxidativo y
detoxificacion celular 25

Tiorredoxina disulfuro
reductasa

Tiorredoxina

Identificador ensamblaje
de novo

TRI28_010085-RA

TRI28_003366-RA

TRI28_001447-RA

TRI28_001575-RA

TRI28_000181-RA

TRI28_000613-RA
TRI28_004584-RA
TRI28_005678-RA
TRI28_005117-RA

GO ID

C:G0:0005623;
P:G0:0045454;
F:G0:0051920;
P:G0:0055114;
P:G0O:0098869

F:G0:0004601;
C:G0:0005829;
P:G0:0034599;
P:G0:0042744;
P:G0:0045454;
F:G0:0051920;
P:G0:0055114;
P:G0:0098869

C:G0:0005623;
F:G0:0016209;
F:G0:0016491;
P:G0:0045454;
P:G0:0055114;
P:G0O:0098869

F:G0:0051920;
P:G0:0055114;
P:G0O:0098869

F:G0:0004791;
C:G0:0005737;
P:G0:0019430;
P:G0O:0055114

F:G0:0016209;
P:G0:0055114;
P:G0:0098869

Nombres GO

C:céula; P: homeostasis redox celular;
F:actividad peroxiredoxina; P:procesos
oxido-reduccion; P: desintoxicacion
celular oxidante

F: actividad peroxidasa; C: citosol; P:
respuesta cellular a estrés oxidativo; P:
procesos catabdlicos perdxido
hidrégeno; P:homeostasis redox
celular; F: actividad peroxiredoxina; P:
procesos oxido-reduccion; P:
desintoxicacion celular oxidante

C: célula; F:actividad antioxidante;
F:actividad oxidoreductasa; P:
homeostasis redox celular; P: procesos
de oxido-reduccidn; P: desintoxicacion
celular oxidante

F: actividad peroxiredoxin; P: procesos
de oxido-reduccién; P: desintoxicacion
celular oxidante

F: actividad tioredoxin-disulfuro
reductasa; C:citoplasma; P:remocién
de radical superodxido; P: procesos de
oxido-reduccion

F:actividad antioxidante; P:procesos de
oxido-reduccidn; P: desintoxicacion
celular oxidante

105



Continuacion Tabla 5.

Bulacio Gil, 2018

Genes involucrados en las vias bajas de degradacién de colorantes y/o compuestos aromaticos relacionados

Rol en la degradacidn L7 G e Descripcién
encontrados
Citocromo c-Peroxidasa
Estrés oxidativo y Hemo peroxidasa
detoxificacion celular 25

Glutatién disulfuro
reductasa

Glutation peroxidasa

Factor de supervivencia

Identificador ensamblaje
de novo

TRI28_002805-RA

TRI28_009216-RA

TRI28_001026-RA

TRI28_001287-RA
TRI28_009353-RA
TRI28_007162-RA

GO ID

P:G0:0000302;
F:G0:0004130;
C:G0:0005758;
C:G0:0009507;
C:G0:0016020;
F:G0:0020037;
P:G0:0034599;
P:G0:0042744;
F:G0:0046872;
P:G0:0055114;
P:G0:0098869

P:G0:0000302;
F:G0:0004601;
F:G0:0020037;
P:G0:0034599;
P:G0:0042744;
F:G0:0046872;
P:G0:0055114;
P:G0:0098869

F:G0:0004362;
C:G0:0005737;
P:G0:0006749;
F:G0:0009055;
P:G0:0022900;
P:G0:0045454;
F:G0:0050660;
F:G0:0050661;
P:G0:0098869

F:G0:0004602;
P:G0:0006979;
P:G0:0055114;
P:G0:0098869

P:G0:0006979

Nombres GO

P: respuesta a especies reactivas del
oxigeno; F:actividad citocromo-c
peroxidasa; C:espacio
intermembrana mitocondrial;
C:membrana; F: unién a hemo; P;
respuesta cellular a estrés oxidativo;
P: peréxido de hidrégeno de
proceso; F: unién de iones
metalicos; P: procesos de oxido-
reduccién; P: desintoxicacion
celular oxidante

P: respuesta a especies reactivas del
oxigeno; F:actividad peroxidasa;
F:union a hemo; P:respuesta
cellular a estrés oxidativo; P:
peréxido de hidrégeno de proceso
catabdlico; F: union de iones
metalicos; P:procesos de oxido-
reduccion; P: desintoxicacion
celular oxidante

F: actividad glutation-disulfuro
reductasa; C:citoplasma; P: proceso
metabdlico del glutation; F:
actividad transferencia de
electrones; P: cadena de transporte
de electrones; P: homeostasis redox
celular; F:unién a FAD; F:union a
NADP; P: desintoxicacion celular
oxidante

F: glutathione peroxidase activity;
P: response to oxidative stress; P:
proceso de oxidacion-reduccion; P:
desintoxicacion celular oxidante

P: respuesta a estrés oxidativo
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3.2.2. Anotacion funcional con KEGG

Como se menciond anteriormente, GhostKoala permite la anotacion de las
enzimas mediante la asignacion de identificadores KO, los cuales proporcionan una
clasificacion funcional a nivel molecular, ademas, de estar vinculados con las vias
metabdlicas almacenadas en la base de datos de KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes
and Genomes), facilitando su reconstruccion.

De acuerdo a la anotacion obtenida en GhostKoala, el 40,3% de las secuencias
codificantes (CDS) del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 (9019 proteinas
predichas) pudieron ser anotadas y se agruparon en 22 grupos ortélogos (Figura. 2.A),
siendo los dos maés representativos los que incluyen familias de proteinas asociadas al
procesamiento de informacidn genética (21 y 22 %), seguido por el de metabolismo de
carbohidratos que representa el 10 % de las CDS anotadas con GhostKoala.

En la Figura 35 se pueden ver los resultados de las categorias funcionales de
KEGG anotadas en T. akiyoshidainum HP-2023 con GhostKoala.

T. akiyoshidainum -2023

Clasificacién Funcional-KEGG

= Familias de proteinas: procesos de informacion
genética

= Metabolismo de carbohidratos

= Procesos celulares

= Familia de proteinas: Procesos celulares y de
sefializacion

= Metabolisme de aminodcidos

= Familia de profeinas: metabolismo

u Procesamiento de informacién ambiental

= Metabolismo de lipidos

= Metabolisme, no dasificadas

= Metabolismo de nucleotidos

= Procesamiento de informacion genética

= Metabolismo de cofactores y vitaminas

= Sistemas de organelas

= No clasificados

= Biosintesis y metabolismo de glucanos
Metabolismo de otros aminoacidos

Metabolismo ¥ biodegradacion de xenobioticos

No clasificados: procesamiento de informacién
genética

Metabolismo de terpenoides y poliquétidos

Biosintesis de otros metabolitos secundarios

Metabolismo energético

Figura 35. Resultados de las categorias funcionales del genoma de T. akiyoshidainum con GhostKoala.
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Se compararon los resultados obtenidos con GhostKoala para T. akiyoshidainum
HP-2023 con los obtenidos para T. chiarellii y T. oleaginosus. En la Figura 36 se observa

que no hay diferencias significativas entre las categorias funcionales.

- . . .

90%
m No clasificadas: procesos celulares y de
seflalizacion
m Enfermedades humanas
80% H Metabolismo energético
m Biosintesis de otros metabolitos secundarios
m Metabolismo de terpenoides y poliquétidos
70% u No clasificados: procesamiento de informacion
genética
= Metabolismo y biodegradacion de xenobidticos
Metabolismo de otros aminoacidos
60% Biosintesis y metabolismo de glucanos
m No clasificados
m Sistemas de organelas
50% m Metabolismo de cofactores y vitaminas
m Procesamiento de informacion genética
m Metabolismo de nucledtidos

40% m Metabolismo, no clasificadas

m Metabolismo de lipidos

H Procesamiento de informacién ambiental

o . ] .
30% B Familia de proteinas: metabolismo

m Metabolismo de aminoécidos

Familia de proteinas: Procesos celulares y de

seflalizacion

o
20% m Procesos celulares

m Metabolismo de carbohidratos

m Familias de proteinas: procesos de informacién

enética
10% €

0%
T. akiyoshidainum T. oleaginosus T. chiarellii

Figura 36. Comparacion de los resultados de categorias funcionales anotadas por GhostKoala en los

genomas de T. akiyoshidainum, T. oleaginosus y T. chiarellii.

Es importante remarcar que, de todos los grupos funcionales clasificados en los

tres microorganismos con este programa, el mas involucrado en la decoloracion de
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colorantes, es el de metabolismo y degradacidn de xenobioticos. Esta categoria representa
solo un 0,61%, 0,76% y 0,74% de los genes anotados con GhostKoala en T.
akiyoshidaynun HP-2023, T. oleaginosus y T. chiarellii; respectivamente. Sin embargo,
involucran 12 rutas de degradacion en T. akiyoshidainum y T. oleaginosus, y 13 en T.
chiarellii, ademés de 3 rutas de metabolismo de xenobioticos y drogas en los tres
microorganismos comparados (Tabla 6).

Tabla 6. Rutas metabélicas asociadas a la categoria;: METABOLISMO Y DEGRADACION DE
XEBOBIOTICOS, junto con la cantidad de KO asociados.
METABOLISMO Y DEGRADACION DE XEBOBIOTICOS

N° de KO en N° de KO en N° de KO en
Ruta T. akiyoshidainum T. chairellii T. oleaginosus

Degradacion de benzoato 8 8 8
Degradacion de aminobenzoato 8 9 9
Degradacion de fluorobenzoato 2 2 2
Degradacion de cloroalcanos y
cloroalquenos 4 4 ‘
Degradacion de clorociclohenano y A . 6
clorobenceno
Degradacion de tolueno 3 4 3
Degradacion de xyleno - 1 -
Degradacion de estireno 5 6 5
Degradacion de antrazina 2 3 2
Degradacion de caprolactamicos 5 5 4
Degradacion de dioxinas 1 1 1
Degradacion de naftaleno 3 3 3
Degradacion de hidrocarburos 1 1 1
policiclicos aromaticos
Metabolismo de xenobidticos por 3 3 3
citocromo P450
Metabolismo de drogas por
citocromo P450 4 ° 3
Metabolismo de drogas por otras

10 12 11

enzimas

Cada KO asociado a una ruta metabdlica corresponde a una actividad enzimatica

encontrada en la via, lo cual es independiente del nimero de genes anotados en el genoma
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que participan en la via. Por ejemplo, para la ruta de degradacion de benzoato en ambos
microorganismos se encontraron 8 KO, correspondientes a 8 actividades enzimaticas que
participan en la via de degradacion. En la Tabla 7, a modo de ejemplo, se reportan los KO

para la ruta de degradacion de benzoato.

Tabla 7. Se detallan los nimeros KO anotados en la ruta de degradacion de benzoato, junto a su
definicion y numero E.C correspondiente a su actividad enzimatica, y el microorganismo en él

gue se anoto.

Degradacion de benzoato

KO DEFINICION E.C. MICROORGANISMO
3-Hidroxibutiril-CoA T. akiyoshidainum
K00074 . EC1.1.1.157 T. chiarellii
deshidrogenasa T. oleaginosus
Glutaril-CoA T. akiyoshidainum
K002522 i EC13.8.6 T. chiarellii
deshidrogenasa T. oleaginosus
p-Hidroxibenzoato 3- T. akiyoshidainum
K000481 ) EC 1.14.13.12 T. chiarellii
fmonooxigenasa T. oleaginosus
Acetil-CoA C- T. akiyoshidainum
K00626 ) EC23.1.9 T. chiarellii
acetiltransferasa ' :
T. oleaginosus
4-Carboximuconolactona T. akiyoshidainum
K01607 ) EC4.1.1.44 T. chiarellii
descarboxilasa ' :
T. oleaginosus
o T. akiyoshidainum
K03381 Catecol-1,2-dioxigenasa ~ EC 1.13.11.1 T. chiarellii
T. oleaginosus
Benzoato-4 T. akiyoshidainum
monooxigenasa :
T. oleaginosus
2,3-Dihidroxibenzoato T. akiyoshidainum
K14333 . EC4.1.1.46 T. chiarellii
descarboxilasa : :
T. oleaginosus

3.3. Identificacion de proteinas extracelulares SignalP 4.0

Con el objetivo de poder clasificar las proteinas anotadas en el genoma de

T.akiyoshidainum HP-2023 en intracelulares y extracelulares, se empled el servidor

SignalP (http:www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/).

SignalP es uno de los programas mas citados para la prediccion de péptidos sefial

clasicos (Bendtsen et al., 2004b). Este software reconoce péptidos sefial en el extremo

amino terminal de las proteinas que deben dirigirse a la via secretora. En contraste a otros
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métodos, el SignalP predice ademas el sitio real de escision y de este modo el péptido que
se separa durante la translocacion sobre la membrana.

Esta informacion es muy util en el contexto de este estudio. Debido a que el
proceso de degradacion de colorantes azoicos comienza en el exterior de la célula, la
identificacion de los genes que codifican proteinas extracelulares es un paso importante
en el analisis.

De las 9019 proteinas predichas en el genoma de T. akiyoshidainum HP-2023,
SignalP fue capaz de reconocer 1015 proteinas con péptidos sefial que las dirigen no sélo
al exterior celular, sino al interior de otros compartimentos de la via secretora de
eucariotas (aparato de Golgi, reticulos endoplasmaticos, vesiculas, etc). Entre estas 1015,
506 no tienen una funcion conocida y entre el resto de las proteinas se encontraron algunas
relacionadas a diversos procesos de decoloracion de colorantes textiles y/o xenobidticos.
Por ejemplo, TRI28 002189-RA, TRI28 007202-RA codifican a una lacasa y una
proteina de la familia hemo-tiolato peroxidasa, respectivamente. Ambas proteinas tienen
péptidos sefial que indican que se liberan al espacio extracelular. Estos genes fueron
previamente identificados mediante el programa B2GO. Esta inspeccion manual también
posibilito identificar una probable peroxidasa ligninolitica, que no fue anotada por el
programa B2GO y codificada por el gen TRI28 002299-RA.

Con SignalP también se identificraon 7 genes de proteinas productoras de H20-:
TRI28 005769-RA y TRI28 010190-RA codifican glioxal oxidasas. Estas proteinas han
sido ampliamente estudiadas por ser componentes esenciales en las vias extracelulares de
degradacion de lignina en hongos de la pudricion blanca, como por ejemplo en P.
chrysosporium (Kersten et al., 1987, Kersten et al., 1990). Los 5 genes restantes codifican
proteinas de la familia GMC oxidorreductasas, donde TRI28 001435-RA vy
TRI28 010120-RA, codifican proteinas similares a glucosa oxidasas. Mientras que los
genes TRI28 003038-RA, TRI28 003838-RA y TRI28 004499-RA codifican alcohol
oxidasas. Las GMC oxidorreductasas han sido descriptas previamente como proteinas
extracelulares productoras de H>O2, en diversos hongos (Nishida & Eriksson 1987;
Daniel et al., 2007; Carro et al., 2016). Eichlerova y colaboradores (2006) comprobaron
que la decoloracion de colorantes sintéticos por hongos esta sustancialmente influenciada
por la produccion extracelular de H20». Por lo tanto, la expresion de alguno de estos genes
es esencial durante la decoloracion de colorantes textiles por T. akiyoshidainum HP2023.

Se identific6 el gen TRI28 010353-RA perteneciente a una piranosa

deshidrogenasa (PDH, EC 1.1.99.29). Esta proteina es una oxidorreductasa extracelular
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monomeérica, dependiente de flavina, miembro de la familia glucosa-metanol-colina
oxidorreductasa (GMC). Esta enzima es incapaz de utilizar oxigeno como aceptor de
electrones, en su lugar utiliza benzoquinonas sustituidas o iones metalicos (Staudigl, et
al., 2013). A diferencia de las otras GMC oxidorreductasas mencionadas anteriormente,
esta proteina no produce H.O», sin embargo, Peterbauer (2010) ha asociado a estas
proteinas a Reacciones de Fenton.

Tambien relacionados a la generacion de radicales hidroxilos por su asociacion a
reacciones Fenton, se identificaron dos genes con péptido sefial: TRI28 007773-RA'y
TRI28_001049-RA, involucrados en la oxido-reduccion de hierro y homeostasis celular.
Estas secuencias presentan ademas dominios transmembranas, por lo que se ubican en la
membrana plasmatica.

Finalmente, se identificaron 2 genes que codifican citocromos P450:
TRI28 002312-RA y TRI28 004947-RA, los cuales ya habian sido identificados con
Blast2GO vy clasificados dentro de las enzimas que participan en las vias bajas de
degradacion, a nivel intracelular. La identificacion de péptidos sefial en estas proteinas,
ampliamente reportadas en diversos hongos en procesos de detoxificacion/degradacion
de xenobidticos (Durairaj et al., 2016), puede deberse a que son proteinas residentes de
las membranas de reticulo endoplasmatico (RE), parte constituyente de las vias
secretoras. En este caso el péptido sefial identificado es el que dirige a los citocromos
P450 al RE donde luego son retenidas mediante otros mecanismos (Szczesna-Skorupa &
Kemper, 2011).

En la Tabla 8 se resume los resultados previamente descriptos de los genes de
proteinas extracelulares potencialmente involucradas en la degradacién de colorantes

textiles, identificados con péptido sefal.
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Tabla 8. Genes involucrados en las vias altas de degradacion de colorantes y/o compuestos
aromaticos relacionados gue fueron identificados con SignalP.

Genes involucrados en las vias altas de degradacidn de colorantes y/o compuestos aromaticos

relacionados

Rol propuesto en N° de genes Lo Identificador
- Descripcion - SP
la degradacion encontrados ensamblaje de novo
Oxidorreductasas Lacasa TRI28_002189-RA si
involucradas en - :
la oxidacion de 3 genes Peroxigensa aromatica TRI28_007202-RA si
los eqlaces Peroxidasa ligninolitica = TRI28_002299-RA 3t
azoicos
Glioxal oxidasa TRI28_005769-RA Si
TRI28_010190-RA Si
Produccion . TRI28 001435-RA Si
Glucosa oxidasa .
extracelular de 7 genes TRI28_010120-RA Sl
H202 TRI28_003838-RA Si
Alcohol oxidasa TRI28_004499-RA si
TRI28_003038-RA Si
Mecanismos no 1 gen Piranosa-1- TRI28_010353-RA !
enzimaticos: deshidrogenasa
Generacion de
radicales HO® Fe/Cu Reductasa TRI28_007773-RA Si
(Homeostasis 2 genes
celulary g
reduccion de Ferroxidasa TRI28_001049-RA Si
Hierro)

3.4. Identificacion de proteinas activas sobre material lignocelol6sico
dbCAN

El analisis de las proteinas predichas contra la base de datos de dbCAN posibilito
detectar un total de 351 enzimas activas sobre carbohidratos (CAZymes). Incluyen 166
glicosil hidrolasas (GHs, EC 3.2.1.-), 83 glicosil transferasas (GTs, EC 2.4.x.y), 6
polisacarido liasas (PLs, EC 4.2.2.-), 63 carbohidratos esterasas (CEs) y 33 enzimas con
actividades auxiliares (AAs). Adicionalmente, 61 modulos de unién a carbohidratos
(CBM) fueron predichos mediante este programa (Figura 37).

Estas enzimas son muy importantes a nivel industrial, particularmente por la
emergente industria de biocombustibles, que si bien no es un tema que atafie
especificamente a esta tesis doctoral, es una caracteristica muy importante a tener en

cuenta dada su importancia tecnoldgica.
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Figura 37. Nimero de CAZymes en el genoma de T. akiyoshidainum HP2023. AA: Actividades auxiliares,
CBM: mddulos de unidn a carbohidratos, CE: carbohidrato esterasas, GH: glicosil hidrolasas; GT: glicosil

transferasas; PL: polisacarido liasas.

Especialmente una clase importante de CAZymes, las enzimas con Actividades
Auxiliares, participan en la modificacion y degradacion de la lignina, y fueron implicadas
en la decoloracion de colorantes a través de mecanismos ligninoliticos (Gil et al., 2018).
Por lo tanto, las familias de enzimas con AA fueron analizadas en mayor detalle.

Como ya se menciond, la degradacion enzimética de los colorantes textiles es
provocada por lacasas, peroxidasas ligninoliticas, DyP peroxidasas, peroxigenasas
inespecificas o citocromo P450 monooxigenasas. Mientras que el mecanismo no
enzimatico de degradacién implica reacciones de Fenton mediadas por quelantes
(Chelator Mediated Fenton Reactions, CMFR) y esta relacionado con la produccion de
acidos organicos, sider6foros y con la homeostasis del Fe en general. En ambos
mecanismos de degradacion, la produccion de H20- es fundamental y es impulsada por
oxidasas como glucosa oxidasas, aril alcohol oxidasas, celobiosa oxidasa, etc., que
también estan clasificadas dentro del grupo de Actividades Auxiliares en la esta base de
datos dbCAN.

Al analizar los perfiles de proteinas con AA de T. akiyoshidainum HP-2023 y
compararlos con los perfiles correspondientes a proteinas con AA de T. chiarelli y T.
oleaginosus (Figura 38), los cuales fueron obtenidos también con doCAN, empleando los
archivos de proteinas en formatos FASTA disponibles en la base de datos de JGI Genome

Potal (https://genome.jgi.doe.gov/portal/), se puede observar que tanto T.

akiyoshidainum como T. oleaginosus tienen 9 grupos diferentes de proteinas con
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actividades auxiliares, a diferencia de T. chiarelli, en el cual se encontraron 8 grupos.
Estos carecen de proteinas del grupo AA7, que incluye proteinas del tipo oligosacarido
oxidasa y quitooligosacarido oxidasa. Sin embargo, hasta el momento estas proteinas no

han sido involucradas en procesos de decoloracion.

AAL Eﬁﬁﬁﬁsg

AA2

L B D N N

AA4

AAS

AAB

Auxiliary Activity Family

AAT

AA1l

AA1Z

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Number of members

ET. chiarelli % T. oleaginosus WT. akiyoshidainum

Figura 38. Distribuciones de proteinas de la familia AA de CAZymes en las tres especies, T.
akiyoshidainum, T. oleaginosus y T. chairelli. AA1: Lacasa/p-difenol:oxigeno oxidoreductasa/ferroxidasa;
ferroxidasa; multicobre oxidasa Tipo-Lacasa; AA2: manganeso peroxidasa; peroxidasa versatil; lignina
peroxidasa; peroxidasa; AA3: celobiosa deshidrogenasa; glucosa 1-oxidasa; aril alcohol oxidasa; alcohol
oxidasa; piranose oxidasa; AA4: vanillil-alcohol oxidasa; AA5: Oxidasa con oxigeno como aceptor;
galactosa oxidasa; glioxal oxidasa; alcohol oxidasa; AAG6: 1,4-benzoquinone reductasa; AAT7:
glucooligosacarido oxidasa; chitooligosacarido oxidasa; AALl: proteinas dependientes de cobre,
polisacaride monooxygenases liticas; participan en la ruptura de cadenas de quitina con oxidacion de C-1;

AA12: proteinas con actividad oxidorreductasa pirroloquinolina quinona-dependiente.

Se observo también que T. akiyoshidainum HP-2023 y T. oleaginosus, tienen igual
namero de proteinas de las familias AA4, AA6, AA1ly AA12. Pero, T. akiyoshidainum
HP-2023 posee un mayor numero de proteinas correspondientes a las familias AAl
(lacasa/p-difenol:oxigeno oxidoreductasa/ferroxidasa, ferroxidasa y multicobre oxidasa
similares a lacasas), AA2 (manganeso peroxidasas, versatil peroxidasas, lignina

peroxidasas y peroxidasas), AA3 (celobiosa deshidrogenasas, glucosa 1-oxidasas, aril
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alcohol oxidasas, alcohol oxidasas y piranosa oxidases; y oxidasas con oxigeno como
aceptor de electrones) y AA5 (galactosa oxidasas, glioxal oxidasas, y alcohol oxidasas),
todas ellas con un papel reconocido en la decoloracion de colorantes textiles

De todas estas proteinas, en T. akiyoshidainum HP-2023 se encontraron, mediante
la anotaciéon con dbCAN, una lacasa y una ferroxidasa (Familia AAl, EC 1.10.3.2y EC
1.10.3.-), cuatro hemo-peroxidasas modificadoras de lignina de clase 1l (Familia AA2,
EC 1.11.1.-), cinco glucosa oxidasas (Familia AA3, EC 1.1.3.4), dos aril alcohol oxidasas
(EC 1.1.3.7), dos alcohol oxidasas (Familia AA3, EC 1.1.3.13), dos galactosa oxidasas
(Familia AA5, EC 1.1.3.9) y tres glioxal oxidasas (Familia AA5, EC 1.2.3.15), las cuales
estan de descriptas en la Tabla 9.

Las proteinas de los grupos AA3 y AA5S son particularmente importante en el
contexto en estudio. Como resultado de su actividad catalitica generan peroxido de
hidrégeno que es necesario para el funcionamiento de ambos tipos de sistemas de
degradacidn de colorantes: enzimaticos y no enzimaticos. EI hecho que la clase AA2, que
codifica peroxidasas, se destaque junto con los grupos AA3 y AAD5, sugiere una
participacion conjunta, en un mecanismo de degradacién enzimatica mediada por
peroxidasas. Las proteinas de la familia AA1 codificadas por los genes TRI28 002189-
RA 'y TRI28 001049-RA en el genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 también pueden
estar involucradas en este tipo de degradacién. Esta informacion genética sustenta los
resultados de actividades peroxidasas y fenol oxidasa detectadas en los sobrenadantes de
cultivo en presencia del colorante azoico Negro Reactivo 5 (Capitulo 1), de manera que
estas enzimas son candidatas responsables de las reacciones medidas experimentalmente.

Otras enzimas relacionadas con la degradacién de lignina, pero con un papel
desconocido en la decoloracion de colorantes que fueron anotadas con dbCAN, incluyen
dos monooxigensas liticas de polisacaridos (LPMO) de la familia AA1l y una proteina
oxidorreductasa dependiente de quinona, perteneciente a la familia AA12 (Tabla 9).

Ademas de las enzimas productoras de perdxido identificadas, capaces de
participar en ambos tipos de mecanismos de degradacion de colorantes, el genoma de T.
akiyoshidainum HP-2023 también contiene otras proteinas relacionadas con el
mecanismo no enzimatico de la degradacion del colorante. Cuatro proteinas predichas
podrian estar involucradas en el ciclo de las quinonas, con participacion en la quimica
Fenton. Dichas proteinas son miembros de la familia AA6, similares a 1,4-benzoquinona

reductasas.
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Tabla 9. Genes de T. akiyoshidainum potencialmente involucrados en la degradacion de

colorantes textiles anotados con dbCAN.

Genes involucrados en las vias altas de degradacion de colorantes y/o compuestos

Rol propuesto en la
degradacion

Oxidoreductasas
involucradas en la
oxidacion de los
enlaces azoicos

Oxidasas productoras
de perdxido

Ciclo de las quinonas,
con participacion en la
quimica Fenton
(Generacién de
radicales HO®)

Rol desconocido en los
procesos de
decoloracion

aromaticos relacionados

N° de genes
encontrados

Identificador
ensamblaje de
novo
TRI28_002189-RA
TRI28_001049-RA
TRI28_000769-RA
TRI28_002805-RA
TRI28_009216-RA
TRI28_002299-RA

TRI28_001435-RA
TRI28_003838-RA
TRI28_004499-RA
TRI28_004045-RA
TRI28_010120-RA
TRI28_007206-RA
TRI28_003038-RA
TRI28_007739-RA
TRI28_008750-RA
TRI28_004044-RA
TRI28_004451-RA
TRI28_004920-RA
TRI28_006250-RA
TRI28_008697-RA
TRI28_002891-RA
TRI28_010288-RA
TRI28_004548-RA
TRI28_005769-RA
TRI28_010190-RA

TRI28_005401-RA
TRI28_009932-RA

TRI28_000671-RA
TRI28_000504-RA
TRI28_009095-RA

TRI28_003219-RA
TRI28_009832-RA

TRI28_001818-RA

Descripcién EC
Lacasa 1.10.3.2
Ferroxidasa 1.10.3.-
Hemo-peroxidasas
modificadoras de lignina  1.11.1.-
de clase Il
Glucosa oxidasa 1.1.34
Avril alcohol oxidasa 1.1.3.7
Alcohol oxidasa 1.1.3.13
Vainillin alcohol oxidase
(VAO) 1.1.3.38
Galactosa oxidasas 1.1.3.9
Glioxal oxidasas 1.2.3.15
1,4-benzoquinona 1656

reductasas

Gluco/quitooligosacarido
oxidasa
monooxigensas liticas de
polisacaridos (LPMO)

Deshidrogenasa
dependiente de quinona

La gran cantidad de CAZymas con actividades auxiliares en el genoma de T.

akiyoshidainum HP-2023 sugiere que la decoloracion del colorante es provocada por un

mecanismo estrechamente relacionado con los descritos en los hongos ligninoliticos de

pudricién blanca y pudricion parda con capacidad de decoloracion.
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MycoCLAP

La anotacion de las proteinas predichas en el genoma de T. akiyoshidainum HP-
2023 con la base de datos MycoCLAP, facilité confirmar algunos resultados obtenidos
con dbCAN.

De las 351 CAZymes anotadas con dbCAN, 127 fueron anotadas también con
MycoCLAP. En la Tabla 10 se comparan las anotaciones obtenidas con ambas bases de

datos para enzimas activas sobre carbohidratos.

Tabla 10. Comparacion de anotaciones obtenidas con dbCAN y MycoCLAP

FAMILIA DE PROTEINA dbCAN MycoCLAP
Glicosido Hidrolasas 166 89
Glicdsido Transferasas 83 -
Polisacérido Liasas 6 2
Carbohidratos Esterasas 63 7
Actividades Auxiliares 33 16
Moddulos de Union a Carbohidratos 61 13
Total 351 127

Nuevamente haciendo hincapié en las enzimas con Actividades Auxiliares,
MycoCLAP anoté a los genes TRI28 000769-RA, TRI28 002805-RA, como dos
manganeso peroxidasas y al gen TRI28 002299-RA como una peroxidasa versatil (Negro
Reactivo 5:H>0; oxidoreductasa). Mientras que todos los genes restantes de esta categoria
(AA) fueron anotados como proteinas productoras de peroxido: glucosa oxidasas, aril
alcohol oxidasas o glioxal oxidasas. En la Tabla 11, estan las anotaciones de MycoCLAP
comparadas con las de dbCAN para proteinas con Actividades Auxiliares, sumado a las
predicciones correspondientes para cada secuencia de SignalP.

Este analisis nuevamente pone en evidencia un sistema de degradacion enzimatica
genéticamente disponible para ser puesto en marcha durante la decoloracion de colorantes

azoicos.
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Tabla 11. Genes de T. akiyoshidainum HP-2023 potencialmente involucrados en la degradacion

de colorantes textiles, anotados con MycoCLAP.

Genes involucrados en las vias altas de degradacion de colorantes y/o compuestos

Rol propuesto
en la
degradacion

Oxidorreducta
sas
involucradas
en la oxidacion
de los enlaces
azoicos

Oxidasas
productoras de
H202

aromaticos relacionados

Identificador
ensamblaje de novo

TRI28_000769-RA
TRI28_002805-RA

TRI28_002299-RA

TRI28_001435-RA
TRI28_003038-RA

TRI128_003838-RA

TRI28_004045-RA

TRI28_004499-RA

TRI28_007206-RA
TRI28_007739-RA
TRI28_010120-RA
TRI28_002891-RA
TRI28_004548-RA
TRI28_005769-RA
TRI28_010190-RA

TRI28_010288-RA

Mejor hit
mycoclap

MPO2D_PHACH
MPO2B_DICSQ

VPO2A_PLEER

AAQO3A_PLEPU
AAO3A_PLEPU

GOX3A_TALVA

GOX3A_TALVA

GOX3A_ASPNG

AAQO3A_PLEER
AAO3A_PLEER
AAO3A_PLEPU
GLX5A_PHACH
GLX5A_PHACH
GLX5A_PHACH
GLX5A_PHACH

GLX5A_PHACH

Anotacién con
mycoclap

Mn(I1)-H202-
oxidoreductasa
Mn(11)-H202-
oxidoreductasa
Negro Reactivo 5:
H20.-
oxidorreductasa/PV
aril-alcohol:oxigeno
oxidoreductasa
aril-alcohol:oxigeno
oxidoreductasa
beta-D-
glucosa:oxigeno 1-
oxidorreductasa
beta-D-
glucosa:oxigeno 1-
oxidoreductasa
beta-D-
glucosa:oxigeno 1-
oxidoreductasa
aril-alcohol:oxigeno
oxidorreductasa
aril-alcohol:oxigeno
oxidoreductasa
aril-alcohol:oxigeno
oxidoreductasa
glioxal oxidasa

glioxal oxidasa
glioxal oxidasa
glioxal oxidasa

glioxal oxidasa

Familia
dbCAN

AA2

AA2

AA2

AA3

AA3

AA3

AA3

AA3

AA3

AA3

AA3

AA5

AAS5

AA5

AA5

AA5

PS

< < z

<
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3.5. Resumen del analisis gendémico

En la Tabla 12 se presenta un resumen global de los genes que podrian intervenir

en las distintas etapas del proceso de decoloracion de colorantes.

Tabla 12. Genes de T. akiyoshidainum HP-2023 potencialmente involucrados en los procesos de
decoloracion.

Genes involucrados en las vias altas de degradacion de colorantes y/o compuestos
aromaticos relacionados
Rol propuesto

S Identificador CAZyme
enla - Descripcion ensamblaje de novo SP  TMH dbCAN MycoCLAP
degradacion
L acasa TRI28 001542-RA | No - -
TRI28_002189-RA | Si AAl -
y TRI28_000769-RA | Si AA2 l\gggl)zi-:azs(;z
anganeso - rp1o8 002805-RA 5 Mn(11)-Hz02
Oid peroxidasa No AA peroxidasa
xido-
reductasas TRI28 009216-RA | No AA2 _
involucradas _ Neg?ﬁg‘ft'vo
en la oxidacion f/ero’,‘ﬁasa TRI28_002299-RA  Si AA2 peroxidasal
de los t_anlaces ersatl Peroxidasa
azoicos verstil
Peroxigena- =~ TRI28_007202-RA  Si - -
saaromatica  TRI28 009939-RA  No - -
Dye
peroxidasa TRI28 003136-RA | Si - -
aril-
TRI28_001435-RA | Si AA3 alcohol:oxigeno
oxidoreductase
beta-D-
TRI28_004045-RA | No AA3 glucosa:oxigeno
1-oxidoreductasa
aril-
Glucosa TRI28_010120-RA | Si AA3 alcohol:oxigeno
oxidasa oxidoreductasa
beta-D-
TRI28 003838-RA | Si AA3 glucosa:oxigeno
. 1-oxidoreductasa
Oxidasas beta-D-
productoras de TRI28_004499-RA | Si AA3 glucosa:oxigeno
H202 1-oxidoreductasa
TRI28 010353-RA  No - -
Piranosa-1- Si
deshidrogen TRI28 010353-RA - -
asa
) TRI28_003079-RA  Si - -
Glioxal . . .
oxidasa TRI28_005769-RA | Si AAS5 glioxal oxidasa
TRI28_010190-RA | Si AA5 glioxal oxidasa
TRI28_004548-RA | No AAS glioxal oxidasa
Galactosa TRI28_002891-RA | No AA5 glioxal oxidasa
oxidasa TRI28_010288-RA | No AA5 glioxal oxidasa
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Rol propuesto
en la
degradacion

Oxidasas
productoras de
H20:

Mecanismos
no-
enzimaticos:
participacion
en la quimica
Fenton
(Generacion de
radicales HO®)

Hierro
reductasas

Homeostasis

celular

Ciclo de las
quinonas

Descripcion

Avril alcohol
oxidasa

Aldehido
alcohol
oxidasa

Hierro
reductasas

Reductasas
quelantes de
hierro

Ferroxidasa

Transporta-
dor de
sider6foros

1,4-
Benzoquino
na reductasa

Identificador

ensamblaje de novo

TRI28_005788-RA

TRI28_003038-RA

TRI28_007206-RA
TRI28_008750-RA

TRI28_007739-RA

TRI28_001425-RA
TRI28_007312-RA

TRI28_000522-RA
TRI28_003284-RA
TRI28_005677-RA
TRI28_009225-RA
TRI28_009936-RA
TRI28_003851-RA
TRI28_003992-RA
TRI28_007773- RA
TRI28_004290-RA
TRI28_002120-RA
TRI28_002121-RA
TRI28_005677-RA
TRI28_001049-RA

TRI28_003604-RA

TRI28_009753-RA
TRI28_005401-RA
TRI28_009932-RA
TRI28_000671-RA
TRI28_000504-RA

SP

No

Si

No

No

No

No
No

No
No
No
Si

No
No
No
Si

No
No
No
No
Si

No
No

No
No
No
No

TMH

O R Rk 0NN ~N~N~NOO o NN

el
NN

CAZyme
dbCAN

AA3

AA3

AA3

AA3

AAB
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MycoCLAP

aril-
alcohol:oxigeno
oxidoreductasa

aril-
alcohol:oxigeno
oxidoreductasa

aril-
alcohol:oxigeno
oxidoreductase

Genes involucrados en las vias bajas de degradacion de colorantes y/o compuestos
aromaticos relacionados

Degradacion
de xenobidticos
y
detoxificacion
celular

Citocromo
P450

TRI28_000663-RA
TRI28_001209-RA
TRI28_004452-RA
TRI28_005626-RA
TRI28_006520-RA
TRI28_007546-RA
TRI28_001956-RA
TRI28_002312-RA
TRI28_005044-RA
TRI28_004967-RA
TRI28_009185-RA
TRI28_000780-RA

TRI28_002045-RA
TRI28_006642-RA

No
No
No
No
No
No
No
Si

No
No
No
No

No
No

FTNNNDW T RPN N
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Rol propuesto
en la
degradacion

Descripcion

Citocromo
P450

Degradacion Dimetilan-
de xenobidticos ilina

y Monooxige-
detoxificacion nasa

celular

Benzoato-4

monooxige-
nasa

Super oxido
dismutasa

Catalasa

Peroxiredo-
xina

Tioredoxina
disulfuro
reductasa

Estrés
oxidativo y
detoxificacion
celular

Tioredoxina

Glutation
disulfuro
reductase

Glutatién
peroxidasa

Factor de
supervi-
vencia

Identificador
ensamblaje de novo

TRI28_004947-RA
TRI28_008104-RA
TRI28-006579-RA

TRI28_003901-RA
TRI28_001993-RA
TRI28_006259-RA
TRI28_001859-RA

TRI28_001927-RA

TRI28_003186-RA
TRI28_005914-RA
TRI28_000756-RA
TRI28_009751-RA
TRI28_010085-RA
TRI28_003366-RA
TRI28_001447-RA
TRI28_001575-RA

TRI28_000181-RA

TRI28_000613-RA
TRI28_004584-RA
TRI28_005678-RA
TRI28_005117-RA

TRI28_001026-RA

TRI28_001287-RA
TRI28_009353-RA

TRI28_007162-RA

SP

Si
Si
No
Si
No
No
No

Si

Si

No
No
No
No
No
No
No

No

No
No
No

No

No

No
No

No

TMH

NN =

CAZyme
dbCAN
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MycoCLAP
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4. CONCLUSIONES PARCIALES

» El andlisis del genoma, a través de diversos programas bioinformaticos, mas el
analisis y anotacion manual de los datos, revelo la presencia de nimerosos genes
responsables de la habilidad decolorarte de T. akiyoshidainum HP-2023.

» Se identificaron genes que codifican enzimas que participan en la degradacién
enzimatica oxidativa de colorantes, como asi también en la modulacion de reacciones
Fenton responsables de los mecanismos no-enzimaticos de degradacion.

* Las vias reductivas estan ausentes, no se encontraron genes relacionados a
proteinas azo-reductasas o DCIP reductasas, caracterizadas en los procesos de
degradacidn reductiva de colorantes azoicos. Estos resultados sostienen la teoria de un
proceso de degradacién estrictamente oxidativo.

» Lasecuenciacion del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 y posteriormente su
anotacion, proporcionaron un recurso Util para el estudio de los mecanismos de
degradacion de colorantes textiles por las levaduras basidiomiceas. Esto representa
también un recurso importante para entender los mecanismos de modificacion de la
lignina, tanto en T. akiyoshidainum HP-2023 como en otras levaduras relacionadas del

mismo género.
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CAPITULO 3
Estudio Protedmico de la degradacion del colorante textil Negro Reactivo 5 por
T. akiyoshidainum HP-2023

1. INTRODUCCION

En el capitulo anterior, con el objetivo de tener una mayor comprensién de los
mecanismos de degradacion de colorantes textiles en T. akiyoshidainum HP-2023 se
identificaron los genes que podrian estar involucrados en el proceso de decoloracion de
Negro Reactivo 5, permitiendo al microorganismo resistir y degradar eficientemente estos
contaminantes. Sin embargo, solo algunos de esos genes son realmente expresados

durante el proceso en estudio.

1.1. Protedmica

El término protedmica fue acufiado en 1997 como una analogia a gendmica, el
estudio de los genes (James, 1997). La palabra “proteoma” es la fusién de “proteina” y
“genoma”, y fue acufiada por Marc Wilkins en 1994, mientras trabajaba en ese concepto
como estudiante de doctorado (Wilkins et al., 1996). El proteoma es la dotacion completa
de proteinas, incluyendo las modificaciones hechas a un conjunto particular de proteinas,
producidas por un organismo o sistema. Esto varia con el tiempo y con requisitos
diferentes, o debido al estrés que sufre una célula o un organismo (Martinez de Bartolomé
Izquierdo, 2013).

La descripcion del proteoma permite tener una imagen dinamica de todas las
proteinas expresadas, en un momento dado y bajo determinadas condiciones concretas de
tiempo y ambiente. El estudio y comparacion sistematicos del proteoma en diferentes
situaciones metabolicas posibilita identificar aquellas proteinas cuya presencia, ausencia
0 alteracion se correlaciona con determinados estadios fisioldgicos. Por tanto, la
comparacion entre los proteomas de T. akiyoshidainum HP-2023 en medios con y sin

colorantes proporciona una comprension mas detallada del proceso de decoloracion.

1.1.2. “Shotgun Proteomics”

El estudio a gran escala de proteinas ha requerido de la evolucion convergente de
1) técnicas de separacién de proteinas y/o péptidos, 2) técnicas de identificacion masiva
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mediante espectrometria de masas, 3) un crecimiento extraordinario de las bases de datos
generadas por los proyectos de secuenciacion masiva de genomas, 4) un desarrollo sin
precedentes de algoritmos computacionales que vinculan los datos experimentales con
los lenguajes propios de las bases de datos (Sinitcyn et al., 2018).

Actualmente la Protedmica de Segunda Generacidn, llamada en inglés “shotgun
proteomics”, facilita el analisis de muestras complejas por medio de la combinacién de la
digestion de los extractos proteicos con endoproteasas, seguida de la separacion de alto
rendimiento por cromatografia liquida de los péptidos generados, combinada con la
espectrometria de masas en tandem (MS/MS) (Washburn et al., 2001). Luego pueden
utilizarse diversos motores de busqueda que identifican y cuantifican las proteinas
presentes en la muestra a partir de los péptidos analizados.

Las técnicas de segunda generacion permiten realizar un anélisis global y
sistematico de los proteomas, produciendo un mapa exhaustivo de las proteinas existentes
en una muestra, sin necesidad de realizar una separacion de proteinas previa que, en la
mayoria de los casos, es costosa en tiempo y material, y es poco reproducible.

En la actualidad, el analisis posterior de los datos de proteémica sigue siendo un
arte. No siempre hay una sola manera correcta de llegar a conclusiones biol6gicamente
significativas (Sinitcyn et al., 2018).

1.1.3. Proteémica cuantitativa

Dentro de los diferentes enfoques de la protedmica basada en espectrometria de
masas, la protedmica cuantitativa, determina el cambio en la abundancia de las proteinas
sintetizadas por un organismo en diferentes condiciones. Esta metodologia posibilita
identificar y determinar proteinas claves de un proceso biolégico.

En este trabajo de Tesis se utilizd la protedmica cuantitativa basada en
espectrometria de masas para comprender el mecanismo de degradacion del colorante

azoico Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-2023.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Microorganismo y medio de cultivo

En todos los ensayos protedmicos del metabolismo de degradacion de Negro
Reactivo 5 se utilizo la cepa T. akiyoshidainum HP-2023 (ATCC MYA-4129).

El medio NDM2 (composicién en g/L: lactosa, 10; extracto de levadura, 1;
KH2PO4, 1; MgS04.7H20, 1; urea, 5) fue empleado en todos los experimentos. En este
medio la decoloracion de Negro Reactivo 5 se debe principalmente a un proceso de
degradacion oxidativo (Capitulo 1).

En los ensayos se compar6 el proteoma de la levadura en cultivos con Negro
Reactivo 5 contra el proteoma del microorganismo en condiciones control, sin colorante.

Los ensayos de decoloracidn se realizaron en Erlenmeyers de 500 mL con 100 mL
de medio, adicionados con Negro Reactivo 5 Vilmafix en una concentracion final de 200
mg L o sin colorante (en los cultivos control). Como inéculo se utilizaron 10 mL de una
suspension de levaduras (D0O550=0,8) obtenido luego de 24 h de cultivo en medio NDM
sin colorante. Los cultivos se incubaron a 25°C y 250 rpm durante el tiempo requerido

segun el ensayo.

2.2. Obtencién de extractos proteicos extracelulares para la determinacion del

tiempo de muestreo para estudios protedémicos.

Para obtener los extractos proteicos extracelulares para la determinacion del
tiempo de muestreo, se realizaron ensayos de decoloracion, en las condiciones
previamente descriptas. A partir de estos se tomaron muestrasde 5mL alas 0, 4, 8, 12y
24 horas. Las células fueron removidas por centrifugacion a 3500 rpm por 10 mina 4 °C.
Luego los sobrenadantes fueron esterilizados por filtracion con filtros estériles Millipore
de 0,22 um. Las proteinas en las muestras Se concentraron usando centricones pre-lavados
con un cut off de 10 KDa y 15 mL de volumen final (Macrosep Advance, Pall). Estos
dispositivos se cargaron con 5 mL de sobrenadante, los cuales se concentraron 10 veces,
hasta un volumen final de 0,5 mL. Las muestras fueron lavadas dos veces durante la
concentracion con buffer acetato 10 mM, pH 4. La concentracion se llevé a cabo a 4 °C
y 10000 rpm.
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2.2.1. Electroforesis monodimensional en geles de poliacrilamida: SDS PAGE

La determinacion del tiempo de muestreo mas adecuado para la comparacion de
los proteomas de la levadura en ambas condiciones (con y sin colorante) se llevo a cabo
mediante el analisis y comparacion de los perfiles proteicos extracelulares
correspondientes a diferentes tiempos (0, 4, 8, 12 y 24 horas).

Para realizar esta comparacion, se realizaron electroforesis monodimensionales en
condiciones desnaturalizantes en geles de poliacrilamida al 12 % (SDS-PAGE)
(Laemmli, 1970; Schégger y von Jagow, 1987). Las muestras se prepararon mezclando
20 pL de muestra méas 5 pL de buffer de carga (4x), luego 15 pL de cada mecla fueron
cargados en los pocillos de un gel de poliacrilamida al 12%. Para una méxima
sensibilidad, la tincién del gel fue realizada con plata (Gharahdaghi & Weinberg et
al.,1999).

2.3. Obtencidn de extractos proteicos extracelulares para el analisis proteémico

cuantitativo por espectrometria de masas

Para la obtencidn de los extractos proteicos extracelulares para espectrometria de
masa, se realizaron nuevamente los ensayos de decoloracion en las condiciones
previamente descriptas. Se tomaron 100 mL de muestras a las 12 h de cultivo, tiempo
correspondiente a la fase final de remocion del colorante Negro Reactivo 5, segin fue
determinado en el ensayo anterior. Las células fueron removidas por centrifugaciéon a
3500 rpm por 10 min a 4 ° C. Los sobrenadantes se esterilizaron por filtracién con filtros
estériles Millipore de 0,22 um. Las proteinas en los sobrenadantes se concentraron usando
concentradores Amicon (50 mL de volumen final) presurizados con nitrégeno, con
membranas de ultrafiltracién de 10 KDa (EMD Millipore CorporationUltracel). Las
membranas fueron pre-lavadas con buffer acetato 10 mM, pH 4. Se cargaron 45 mL de
sobrenadante en los concentradores, se redujo el volumen hasta 1 mL. Luego el extracto
fue lavado con 45 mL de buffer bicarbonato de amonio 50 Mm (pH 7,8), el mismo buffer
empleado para disolver las proteinas para su identificacion por espectrometria de masas.
El volumen fue nuevamente reducido a 1 mL final, por lo que los extractos proteicos
quedaron concentrados 45 veces (45X) con respectos a los sobrenadantes de cultivo. Todo

este procedimiento se llevé a cabo manteniendo las muestras a 0°C en hielo.
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2.4. Obtencion de extractos proteicos intracelulares para el analisis protedmico

cuantitativo por espectrometria de masas

Trichosporon akiyoshidainum HP-2023 se cultivé en las mismas condiciones
descriptas para el estudio de proteinas extracelulares. Las celulas, crecidas en presencia
y ausencia de colorante, fueron cosechadas a las 12 horas de tratamiento, se lavaron con
buffer de extraccion: Tris-HCI 50 mM pH 7,5 méas una mezcla de inhibidores de proteasas
(Complete Mini Tablet, Roche) y PMSF (fluoruro de fenil-metilsulfunilo, por sus siglas
en inglés de phenyl-methylsulfunyl fluoride).

Las células fueron resuspendidas en buffer de extraccion hasta alcanzar una
DOsso= 2,5. Posteriormente, 1 mL de esta suspension se coloco en tubos de 2 mL que
tenian ¥ de su volumen con perlas de vidrio de 0,5 mm, pre-lavadas con acido (Scientific
Industries, Inc.). La mezcla fue agitada en bead beater durante 16 ciclos de 30 segundos,
con intervalos de 10 segundos entre cada ciclo. Los tubos fueron colocados en hielo, cada
dos ciclos de ruptura (60 segundos), para enfriar las muestras.

Una vez terminada la lisis celular, cada muestra fue centrifugada a 1500 xg por 15

minutos a 4°C en una ultracentrifuga Beckman L8-70, para remover las células intactas.

2.5. Cuantificacion de proteinas

La cuantificacion de proteinas se realizé por el método del acido bicinconinico
(BCA). Se utilizé un kit comercial (Pierce TM BCA Protein Assay Kit, Thermo Scientific).
Para la calibracion del método se empled como estandar alboumina de suero bovino. En
las muestras extracelulares se realiz6 una precipitacion previa a la cuantificacion con
acido tricloroacético (TCA, por sus siglas en inglés) para eliminar las sustancias que

pudieran interferir en la cuantificacion (Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA).

2.6. Identificacion de proteinas por espectrometria de masas.

2.6.1. Preparacion de los extractos peptidicos para cromatografia liquida acoplada

a espectrometria de masas (nanoLC-MS/MS)
2.6.1.1. Extractos proteicos extracelulares: Digestion de proteinas en solucion

La digestion de las proteinas obtenidas del medio extracelular, se realizé con un
volumen de muestra conteniendo 10 g de proteinas. Este se llevo a sequedad total en un

SpeedVac. Luego fueron disueltas en buffer bicarbonato de amonio 50 Mm, pH 7,8 con
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urea 8 M y ditiotreitol (DTT) 5 mM e incubadas a 37 °C durante 1 hora. Posteriormente
se adiciond iodoacetamida (IAA) en una concentracion final de 15 Mm. Se incubaron por
un tiempo adicional de 30 minutos en oscuridad y a temperatura ambiente. Después, la
solucion fue diluida con tres volumenes de tampdn bicarbonato de amonio 50 mM pH 7,8
para su posterior digestion con tripsina. Trypsin Gold (Promega) fue afiadida a cada
muestra en una proporcion de 1:50 (tripsina:proteina). La mezcla de reaccion, 480 uL de
volumen total, fue incubada durante 18 h a 30 °C (Protocolo para digestion de proteinas
en solucién, Promega Gold). Las muestras digeridas fueron acidificadas con acido
trifluoroacético (1%, concentracion final). Luego fueron pasadas dos veces a través de
una columna de desalinizacién Zip-Tic C18. Los péptidos eluidos fueron secados en
SpeedVac y resuspendidos en 60 pL de acetonitrilo al 5 %: acido formico 0,1 %
(ACN:FA).

2.6.1.2. Extractos proteicos intracelulares: Digestion de proteinas en gel

Frecuentemente la digestion de proteinas de una muestra compleja para su
posterior identificacion por espectrometria de masas se realiza en gel (in-gel digestion).

En este trabajo se cargaron volumenes de muestras correspondientes a 10 ug de
proteinas en un gel de poliacrilamida al 12%. Se corrié solamente la muestra en el gel
concentrador, de manera de concentrar todas las proteinas en una sola banda. Se procedio
a la tincion del gel con Coomasie Safe Blue (BioRad) para la visualizacion de la Gnica
banda correspondiente a cada una de las muestras. Posteriormente, con un bisturi se
procedid a cortar las bandas de proteinas del gel. Se colocaron las bandas en tubo de
microcentrifuga de 0,5 mL, los cuales fueron previamente lavados dos veces con
acetonitrilo (ACN) al 50%/4cido trifluoroacético (TFA) al 0.1%. Se afiadié 0,2 mL de
NH4HCOs 100 mM/ACN 50%. Los tubos se incubaron durante 45 min a 37°C para
remover el colorante. A continuacion, los pasos de digestion se realizaron siguiendo el
protocolo establecido para la digestion de proteinas en gel, proporcionado por
PROMEGA para “Trypsin Gold Mass Spectrometry Grade”.

2.6.2. Analisis por LC-MS/MS

El analisis protedmico se llevé a cabo por Nano-LC-MS/MS, con un sistema
Thermo EASY nLC Il LC acoplado a un espectrometro de masas Thermo LTQ Orbitrap

equipado con una fuente idnica por nanospray.
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Los péptidos tripticos fueron resuspendidos en 30 mL de solucion de
solubilizacion que contenia: 97% de agua, 2% de acetonitrilo (ACN) y 1% de &cido
formico (FA). Un volumen de 2 uLL de cada muestra, correspondiente aproximadamente
a 200 ng de péptidos tripticos, fue inyectado en una columna in-house de 10 cm x 75 pm
empaquetada con una fase estacionaria de Phenomenex Jupiter C18 (tamafio de particula:
3 um; y tamafio de poro 100 A). Los péptidos se eluyeron con un gradiente de 70 min
(para proteinas extracelulares) y 90 min (para proteinas intracelulares) a una velocidad de
flujo de 400 nL/min con una fase mévil A (96.9% de agua, 3% ACN y 0.1% FA) y B
(97% ACN, 2.9% de agua y 0.1% FA).

Los espectros de masas (m/z 400-1400) se obtuvieron en el Orbitrap con una
resolucion de 60.000 para m/z 400 a una velocidad de escaneo de 1Hz (resolucion maxima
>100.000 para m/z 400). Luego los 10 picos mas intensos de cada espectro de MS fueron
seleccionados para la fragmentacion MS/MS en trampa lineal con opcion de exclusion
dinamica.

La fragmentacion de los péptidos se realizo utilizando una disociacion inducida
por colisién a una energia de colisién normalizada del 35% con un tiempo de activacion
de 10 ms.

2.6.3. Identificacion y cuantificacion de proteinas

Los datos obtenidos se analizaron mediante el software Thermo Proteome
Discover (v2.1, SP1) utilizando el motor de busqueda SEQUEST. Este programa permite
identificar los péptidos y asignar un valor de area a cada proteina. Para la identificacion
de los péptidos se utilizd la base de datos obtenida del analisis del genoma de
Trichosporon akiyoshidainum HP-2023.

Para la basqueda en la base de datos se seleccion0 tripsina como enzima empleada
para una digestion total (full) y el maximo numero de lugares de corte perdidos permitidos
fue 2. Las tolerancias de masa del ion precursor y el ion fragmento se establecieron en 10
ppmy 0.7, respectivamente.

Se admitieron modificaciones dindmicas en residuos de metionina (oxidacion,
+15.994915 Da) y residuos de cisteina (carbamidometilacion, +57.021464 Da).
Unicamente se reportaron péptidos y proteinas con un elevado indice de confianza (false

discovery rate <1%).
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Solo proteinas con dos 0 méas de dos péptidos identificados fueron consideradas
para el anélisis.

Para determinar las proteinas diferencialmente expresadas se llevd a cabo un
andlisis estadistico de los datos utilizando el software Perseus v. 1.5.5.3. Los valores de
area fueron expresados como logz. Los resultados obtenidos para la condicion con
colorante (CC) fueron comparados con la condicion control, sin colorante (SC). Las
proteinas se consideraron significativamente sobre-reguladas cuando:

i) el test T de Student mostré un valor de p< 0,05;

i) mostraron un cambio relativo mayor a 2 entre las abundancias promedio

(fold change > 2).

De acuerdo al software Perseus, el valor de p se expresé como -log p, donde un
valor igual o mayor a 1,3 indicaba una diferencia significativa entre las abundancias. Se
calcul6 también un pardmetro denominado T-test Difference CC-SC, que contempla la
diferencia entre el promedio de las areas de cada proteina en las condiciones CC y SC
(log2 CC —log2 SC). Los parametros -log p y T-test Difference se utilizaron para construir
un gréfico de distribucion de proteinas (Volcano Plot), que representa la distribucién de

las proteinas en relacion a sus abundancias en ambas condiciones.

2.7. Categorizacion funcional de las proteinas

Las proteinas sobre-reguladas en CC y SC se agruparon de acuerdo a su funcién
utilizando la herramienta bioinforméatica BlastKOALA que asigna una funcion a cada
proteina identificando las vias metabodlicas en las que la proteina participa (Kaneshia et
al., 2016).

La informacion obtenida posibilitd obtener un panorama general de las proteinas
involucradas en la degradacion del colorante y el contexto metabolico de T.

akiyoshidainum HP-2023 durante el proceso.

2.8. ldentificacion y andlisis de expresion de las proteinas involucradas en la

degradacion del colorante textil Negro Reactivo 5

Posteriormente, se realiz6 un analisis mas detallado de los resultados obtenidos,
enfocado en el estudio de las enzimas codificadas por los genes analizados en el Capitulo

2. Estas fueron divididas en categorias, segun interviniesen en las vias altas de
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degradacidn, en las vias bajas de degradacion, en los mecanismos de detoxificacion o en

los mecanismos de respuesta al estrés oxidativo.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Determinacion del tiempo de muestreo para el estudio proteémico

A fin de determinar el punto mas conveniente en el tiempo para realizar los
estudios protedmicos del proceso de decoloracion, se tomaron muestras a tiempo inicial
y alas 4, 8, 12 y 24 horas de cultivo, tanto en presencia como en ausencia del colorante.
Se analizé el perfil proteico de las muestras mediante SDS-PAGE. En la Figura 39 se

muestran los resultados obtenidos.

o - - -

MWM c/c(0) S/c(0) C/c(d) S/c(a) c/c(8) S/c(8) C/c(12) S/C(12) C/C(24) S/C(24) CA/8) CA(24) FIL(8) FiL(12)

Figura 39. Perfil proteico correspondientes a diferentes tiempos del proceso de decoloracion. MWM:
marcador de peso molecular. c/c: muestras de la condicion con colorante a diferentes tiempos. s/c: muestras
de la condicion control, sin colorante, a diferentes tiempos. CA: control abiético, a las 8 y 24 horas del

proceso respectivamente. FIL: fluido filtrado resultante de pasar las muestras por los concentradores.

Los resultados obtenidos demostraron que en los cultivos con colorante (c/c) se
produce una mayor cantidad de proteinas que en cultivos control, sin colorantes (s/c). Aun

asi, los perfiles proteicos fueron muy similares. No se detectaron proteinas en los
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controles abidticos (CA) ni en el liquido filtrado (FIL), resultante del proceso de
concentracion.

Se observé que la decoloracion era superior a un 90% a las 12 horas de cultivo y
total a las 24 horas. Sin embargo, como se puede observar en la Figura 38, los perfiles
proteicos fueron similares a lo largo del periodo de incubacion. De acuerdo a estos
resultados se decidid que los analisis protedmicos se realizarian a las 12 horas del proceso

de decoloracion.

3.2. Analisis protedémico de la decoloracion de Negro Reactivo 5 por Trichosporon
akiyoshidainum HP-2023

3.2.1. Proteinas identificadas en los extractos extracelulares

El analisis del proteoma extracelular de T. akiyoshidainum HP-2023 mediante
nanoLC-MS/MS posibilito identificar un total de 229 proteinas en los cultivos realizados
en presencia del colorante Negro Reactivo 5 y 175 proteinas en los cultivos en la
condicion control (sin colorante). De ellas, 155 proteinas fueron identificadas en ambas
condiciones. 74 proteinas solo fueron detectadas en la condicion con colorante y 20 solo

en el medio control (Figura 40).

Con colorante

Sin colorante

Figura 40. Diagrama de Venn que muestra la distribucion de las proteinas identificadas en los

sobrenadantes de cultivo.
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Las proteinas identificadas se representaron en un grafico de dispersion (volcano
plot), donde cada punto corresponde a una Unica proteina. La ubicacién de cada proteina
en el grafico, depende de los parametros “—log p” (eje y) y “la diferencia entre los
promedios de las areas obtenidas” (eje x) (Figura 41). Las proteinas sobre-reguladas son
aquellas que se ubican en los cuadrantes superiores derecho (medios con colorante) e
izquierdo (sin colorante). La distribucion de proteinas obtenida, indicé una mayor sobre-
regulacién de proteinas en el medio con el colorante textil y admite observar que muchas
de las proteinas no tienen una expresion diferencial en ambas condiciones, posiblemente

debido a que en ambas condiciones se utiliz6 el mismo medio de cultivo (NDMy).

-Log Student's T-test p-value CC_SC

-25 -20 -18 -10 -5 0 & 10 15 20 25
Student's T-test Difference CC_SC

Figura 41. Grafico de dispersion del proteoma extracelular de T. akiyoshidainum HP-2023 en las
condiciones CC y SC. Gréfico realizado en software Perseus. La linea horizontal dentro del gréfico
representa el parametro —log p =1,3 (corresponde a un valor de p=0,05). Las lineas verticales representan
al parametro “diferencia entre los promedios de las areas” igual a -1 y 1, que es equivalente a un cambio de
abundancias de 2 “FC=2".

Solo 27 proteinas presentaron un fold change >2 y un p<0,05 segun el analisis
realizado con el software Perseus. Entre ellas, 23 fueron sobre-expresadas en medios con

colorante y 4 se encontraron sobre-expresaron en la condicion control.
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3.2.2. Proteinas identificadas en los extractos intracelulares

En cuanto a las proteinas intracelulares, se identificaron un total de 1365 proteinas
en la condicion con colorante y 928 proteinas en la condicion control (sin Negro Reactivo
5). De todas estas, 502 proteinas fueron identificadas solamente en presencia del colorante
Negro Reactivo 5, 65 proteinas fueron identificadas solamente en ausencia del colorante
Negro Reactivo 5 (solo en la condicidn control) y 863 proteinas en las dos condiciones
(Figura 42).

Con colorante

Sin colorante

Figura 42. Diagrama de Venn que muestra la distribucion de las proteinas identificadas en los extractos
proteicos intracelulares.

Cuando se realizo el andlisis estadistico de los proteomas obtenidos con el
software Perseus, se determind que 141 proteinas pueden considerarse significativamente
sobre-reguladas (fold change>2, p<0.05).

De estas 141 proteinas, 122 fueron sobre-reguladas frente al agregado del
colorante, mientras que 19 proteinas se encontraron sobre-reguladas en la condicién
control, sin colorante (Figura 42). Estas proteinas también se representaron en un grafico

de dispersion, donde cada punto corresponde a una Unica proteina. La ubicacion de cada
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proteina en el grafico, depende de los parametros “—log p” (eje y) y “la diferencia entre
los promedios de las areas obtenidas™ (eje x) (Figura 43). Nuevamente, las proteinas
sobre-reguladas son aquellas que se ubican en los cuadrantes superiores derecho e
izquierdo. Sin embargo, queda en evidencia una mayor tendencia de sobre-regulacion de

proteinas ante el agregado del colorante textil.

0

-Log Student's T-test p-value CC_SC
[
i

-5 o 5
Student's T-test Difference CC_SC

Figura 43. Gréafico de dispersion del proteoma intracelular de T. akiyoshidainum HP-2023 en las
condiciones CC y SC. Gréfico realizado en software Perseus. La linea horizontal dentro del gréfico
representa el parametro —log p =1,3 (corresponde a un valor de p = 0,05). Las lineas verticales representan
al parametro “diferencia entre los promedios de las areas” igual a -1 y 1, que es equivalente a un cambio de
abundancias de 2 “FC=2".

3.3. Categorizacion funcional de las proteinas: analisis de las proteinas expresadas
diferencialmente con BlastKOALA y KEEG Pathway

Las proteinas sobre-reguladas, tanto en el medio extracelular como en los
extractos intracelulares, fueron categorizadas en base a su funcion utilizando la
herramienta bioinformética BlastK OALA.

El resultado del analisis mostr6 que las proteinas sobre-reguladas formaban parte
de vias metabolicas que son esenciales para un correcto funcionamiento celular (Figura
44). En la condicion CC, se observd un mayor nimero de proteinas involucradas

principalmente en el procesamiento de informacion genética, en el metabolismo de
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carbohidratos, metabolismo energético, metabolismo de lipidos y especialmente cabe

mencionar la categoria “biodegradacion y metabolismo de xenobioticos” (Figura 44).

No clasificadas h
Familia de enzimas |
Procesos celulares —
Interaccion con el medio ambiente h
Procesamiento de informacién genética _
Metaholismo y biodegradacion de xenobidticos
Biosintesis de otros metabolitos secundarios gy
Metabolismo de terpenoides y policétidos gy
Metabolismo de cofactores y vitaminas h
n
]
B
.
e
h
B

Biosintesis y metabolismo de glicano

Clasificacion Funcional

Metabolismo de otros aminodcidos
Metabolismo de aminodcidos
Metabolismo de nucleotidos
Metabolismo de Lipidos
Metabdlismo energético

Metabolismo de hidrados de carbono

Numero de proteinas

W SC W CC

Figura 44. Categorizacion funcional de las proteinas sobre-reguladas obtenidas del proteoma de T.
akiyoshidainum HP-2023 cultivado en presencia del colorante azoico Negro Reactivo 5 (CC) y en usencia

de este compuesto (SC). Se utilizo la herramienta bioinformatica BlastKOALA.

La induccién de proteinas relacionadas al procesamiento de informacion genética
estd asociada directamente con la necesidad que tiene el microorganismo de poner en
marcha una maquinaria enzimatica compleja que permita la degradacion y metabolismo
del compuesto xenobidtico agregado al medio de cultivo, lo cual se ve reflejado también
en al numero de enzimas inducidas en esta condicion con respecto a la condicion control
(Figura 44).

A su vez, la sobre-regulacion de proteinas involucradas en el metabolismo de
carbohidratos, metabolismo energético y metabolismo de lipidos estan principalmente

relacionadas al ciclo de las pentosas, ciclo del acido citrico y a la f-oxidacion de acidos
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grasos. Estas vias metabdlicas estuvieron claramente identificadas al realizar un analisis

global de las rutas metabdlicas en la base de datos KEEG (Figura 45).

Via de la pentosas
fosfato

B-oxidacién

Ciclo del acido
citrico

Figura 45. Vision general de las rutas metabolicas sobre-reguladas en T. akiyoshidainum HP-2023 en
presencia del colorante textil Negro Reactivo 5 en base a las anotaciones realizadas en la base de datos
KEGG con BlastKoala.

Se conoce que la via de las pentosas fosfato es una de las principales vias
responsables del suministro de NADPH en las células (Barcia-Vieitez & Ramos-
Martinez, 2014). Su activacion en T. akiyoshidainum HP-2023 en presencia del colorante
Negro Reactivo 5 es consecuencia de una demanda creciente de NADPH requerido por
varias enzimas antioxidantes, que participan en la defensa contra el estrés oxidativo
durante el proceso de degradacion. EIl NADPH también podria ser empleado por enzimas
tales como quinonas oxidorreductasas, las cuales dependen de este cofactor para su
funcionamiento. Las quinonas oxidorreductasas, pueden intervenir en la degradacion no
enzimatica del colorante mediante el ciclo redox de las quinonas, el cual puede modular
las reacciones extracelulares de generacion de radicales hidroxilos.

A su vez, el NADPH puede tomar parte de la detoxificacion y metabolismo de
xenobidticos a través de los citocromos P450 (Pandey & Fluck, 2013), via metabdlica que
se encontrd inducida en presencia del colorante Negro Reactivo 5. La induccion de

proteinas relacionadas al metabolismo y detoxificacion por la via de los citocromos P450
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fue reportada también durante la degradacién del colorante textil Azul Directo 5 por el
hongo de la pudricion blanca Irpex lacteus (Sun et al., 2016; Sun et al., 2017).

Por otra parte, la induccibn de enzimas involucradas en la
degradacion/catabolismo de acidos grasos (B-oxidacion), se explica por la composicién
del colorante Negro Reactivo 5 ya que el mismo es un preparado comercial (Vilmafix®
B-V) que incluye &cidos grasos empleados como dispersantes (Martorell et al., 2012), por
lo que el metabolismo y degradacion de estos acidos, por parte de T. akiyoshidainum HP-
2023, explica la induccion de la via en cuestion.

La sobre-expresion de algunas de las proteinas involucradas en el ciclo de los
acidos tricarboxilicos, se asocia, por un lado, a la mayor demanda energética requerida
para la degradacidn y metabolismo del colorante textil, y por el otro, se debe a la secrecion
de acidos organicos como acido succinico, citrico o malico, los cuales son intermediarios
del ciclo.

Sin lugar a dudas, este contexto metabdlico basado en la generacion de energia y
equivalentes de reduccién como el NADPH, ayuda a T. akiyoshidainum HP-2023 a llevar

a cabo la degradacion y detoxificacion del colorante textil.

3.4. ldentificacion y analisis de expresién de las proteinas involucradas en la

degradacion del colorante textil Negro Reactivo 5
3.4.1. Vias altas de degradacion
I. Oxidorreductasas involucradas en la oxidacion de los enlaces azoicos

Entre las enzimas ligninoliticas, las peroxidasas se encuentran entre las mas
asociadas a procesos de decoloracion en hongos de la pudricion blanca, sin embargo, su
identificacion en levaduras ha sido escasamente reportada (Wasenberg et al., 2003;
Ravichandran & Sridhar, 2016).

En los sobrenadantes se detectaron péptidos correspondientes a la proteina
codificada por el gen TRI28 002299-RA. Esta enzima es una peroxidasa versatil segun
MycoCLAP, correspondiente a la familia de enzimas con Actividades Auxiliares AA2,
de acuerdo a dbCAN.

Esta proteina se identificé con una abundancia 1,6 veces mayor en los medios con

colorante. Esta diferencia no fue estadisticamente significativa (p > 0,05), sin embargo,
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la presencia de una peroxidasa versatil explica la actividad peroxidasa, medida tanto en
presencia como en ausencia de Mn?*,

Otra enzima ligninolitica cuya actividad se asocia a la oxidacion de los enlaces
azoicos durante la degradacion de colorantes textiles, es la lacasa, una fenol oxidasa
perteneciente a la familia de las multicobre oxidasas (MCO). En el Capitulo 1 se describid
que fue posible determinar actividad fenol oxidasa en los sobrenadantes de cultivo de T.
akiyoshidainum HP-2023 en presencia de Negro Reactivo 5, sin embargo, no se pudo
definir si esta actividad correspondia a alguna lacasa o a alguna de las otras enzimas con
actividad fenol oxidasa codificadas en el genoma de T. akiyoshidainum HP-2023. Por
espectrometria de masas tampoco se identificaron péptidos correspondientes a una lacasa
propiamente dicha en los extractos extracelulares ni en los intracelulares. Sin embargo,
fueron detectados péptidos de una ferroxidasa (TR128 001049 RA) perteneciente a la
familia AAL1_2 de las enzimas activas sobre carbohidratos (Cazymes), que se encuentra
sobre-regulada en presencia del colorante. La familia de proteinas multicobre oxidasas
(MCO), a la cual pertenecen tanto ferroxidasas como lacasas, presentan secuencias muy
similares con tres dominios bien caracteristicos que estan presente en la proteina
identificada. Teniendo en cuenta el hecho de que ciertas MCO sean activas sobre sustratos
propios de lacasas y ademas tengan actividad ferroxidasa (Larrondo et al., 2003; Hoopes
& Dean, 2004; Hoegger et al., 2006; Rodriguez-Rincon et al, 2010; Copete et al, 2015),
se asume que la proteina identificada es la responsable de la actividad fenol oxidasa
detectada en presencia del colorante Negro Reactivo 5. Por otro lado, estas ferroxidasas,
cumplen un rol clave en la homeostasis celular y en la modulacion de las reacciones
Fenton por lo que los detallas de la enzima identificada seran desarrollados en ese

apartado.

I1. Oxidasas productoras de H20:

Las enzimas de la familia GMC oxidorreductasas, tales como glucosa oxidasa,
aril-alcohol oxidasa, metanol oxidasa y piranosa oxidasa participan en la degradacién de
compuestos aromaticos mediante el suministro del peréxido de hidrégeno necesario para
la quimica Fenton y para el funcionamiento o activacion de peroxidasas (Vyas &
Molitoris, 1995; Shah & Nerud, 2002; Ayeronfe et al., 2018).

En el medio extracelular de los cultivos de T. akiyoshidainum HP-2023 se

identificaron tres proteinas de la familia de GMC oxidorreductasas, codificadas por los
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genes: TRI28 001435-RA, TRI28 010120-RA vy TRI28 003838-RA los cuales fueron
analizados en el capitulo anterior. Las proteinas codificadas por los primeros dos genes,
son glucosas oxidasas sobreexpresadas en el medio con colorante, con una abundancia
relativa > 2 (p < 0,05). Mientras que la proteina codificada por el tltimo gen mencionado,
correspondiente a una alcohol oxidasa, que se identifico en ambas condiciones sin
diferencias significativas.

Tambien se identificaron péptidos correspondientes a dos proteinas de la familia
Copper-radical oxidases (CROs), codificadas por los genes TRI28 004548-RA y
TRI28 010288-RA, ambas con funcién glioxal oxidasa, segun Blast2GO y la base de
datos MycoCLAP. Estas proteinas, que son cataliticamente diferentes a las GMC
oxidasas, fueron identificadas tanto en presencia como en ausencia de colorantes, pero la
codificada por el gen TRI128 004548-RA se detecto con diferencias significativas en sus
niveles de expresion (FC > 2y p <0,05).

Al menos en P. chrysosporium, y posiblemente en todos los hongos de la
pudricion blanca, las enzimas con actividad glioxal oxidasa proveen el H2O2 necesario
para el funcionamiento de las peroxidasas ligninoliticas extracelulares (Kersten, 1990;
Kurek & Kersten, 1995; Kersten & Cullen, 2014). La actividad peroxidasa detectada en
presencia de colorante (Capitulo 1) y los péptidos identificados correspondientes a una
peroxidasa ligninolitica extracelular y a enzimas con actividad glioxal oxidasas en los
sobrenadantes, sugieren que estas proteinas tienen una relacion similar en T.
akiyoshidainum HP-2023.

Por otro lado, el H20. producido tanto por las CRO como por las GMC
oxidorreductasas también podria ser empleado para la produccién de radicales hidroxilos

via reacciones tipo Fenton (Ferreira et al., 2015; Kameshwar & Qin, 2018).

I11. Reduccidn de hierro y homeostasis celular

El mecanismo no enzimatico de degradacion de colorantes implica la formacién
de radicales hidroxilos (1), mediante reacciones quimicas conocidas como Reacciones

Fenton.

(4) Fe** + H:O, — Fe** + OH + OH"

(5) Fe3* + Ho0, — Fe?* + OOH' + OH"
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La reduccion del hierro (111) generado, a su estado reducido de Fe (I1), es el paso
limitante en este tipo de sistemas (2). EI suministro continuo de esta especie se lleva a
cabo mediante diferentes estrategias. En varios trabajos se describio, en hongos de la
pudricion de la madera, enzimas con actividad quinona reductasa (QRD) que aceleran
reacciones de tipo Fenton mediante un ciclo redox en el que intervienen quinonas
secretadas por estos hongos (Karem et al., 1999; Cohen et al., 2004; Shimokawa et al.,
2004; Krueger et al., 2015) (Figura 46).
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Figura 46. Ciclo Redox de las Quinonas.

Muchas de las enzimas involucradas en el llamado ciclo redox de las quinonas son
enzimas que cumplen funciones intracelulares, interviniendo en la sintesis y reduccién de
las quinonas. Mediante espectrometria de masas se identificaron los péptidos
correspondientes a diversas quinonas oxidorreductasas, entre ellas, la proteina codificada
por el gen TRI28 005401-RA se detectd con una abundancia relativa (fold change) mayor
a 2 'y con valor de p < 0,05 en presencia de Negro Reactivo 5. Esta proteina presentaria
actividad 1,4-benzoquinona reductasa, (familia de enzimas con actividades auxiliares
AAG de CAZy). Ademas, se identificaron significativamente sobre-reguladas en el medio
con colorante, dos proteinas codificadas por los genes: TRI28 007257-RA vy
TRI28 009993-RA, gue codifican NAD(P)H-ubiquinona reductasas y una proteina que
presentaria actividad quinona oxidorreductasa dependiente de NAD(P)H (codificada por
el gen TRI20_004066-RA), perteneciente a la superfamilia de alcohol deshidrogenasas

dependiente de zinc. También se identificaron péptidos correspondientes a las proteinas

144



Bulacio Gil, 2018

codificadas por los genes TRI28 003503-RA, TRI28 002267, TRI128 _000537-RA vy
TRI28_004446-RA, solo en presencia del colorante textil, pero sin soporte estadistico
(p>0.05).

La identificacion de un elevado numero de proteinas relacionadas al ciclo redox
de las quinonas, sugiere una activa participacion de este sistema durante la degradacion
de Negro Reactivo 5.

Conjuntamente a este sistema de reduccion de hierro basado en hidroquinonas,
otros sistemas estan involucrados en el mantenimiento adecuado de los niveles de Fe (11)
para que las reacciones Fenton tengan lugar. La enzima celobiosa deshidrogenasa, cuya
actividad se detectd en el sobrenadante de los cultivos de T. akiyoshidainum HP- 2023,
oxida celodextrinas, manodextrinas y lactosa empleando como aceptores de electrones
quinonas, radicales fenoxilo, oxigeno molecular y Fe®". Diversas investigaciones han
enfatizado la actividad hierro 111 reductasa del dominio hemo que esté involucrado en la
generacion de radicales hidroxilos necesarios para el metabolismo de hidratos de carbono
y la degradacion de lignina (Hyde et al., 2017). Sin embargo, esta proteina no pudo ser
identificada en los estudios de protedmica por espectrometria de masas, en ninguna de las
condiciones ensayadas.

Ademas del rol central que juega en un amplio rango de procesos celulares, la
homeostasis celular tiene uno critico en la modulacién y funcionamiento de la quimica
Fenton. El genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 posee numerosos genes involucrados
en el transporte de hierro y mantenimiento del estado redox celular. Generalmente estos
sistemas se dividen en dos tipos: sistemas reductivos y sistemas no reductivos. Durante
la degradacion del colorante Negro Reactivo 5 ambas vias parecen inducerse.

Sistema reductivo

Diversos péptidos de proteinas que intervienen en estas vias fueron identificados.
Las proteinas codificadas por los genes TRI28 007773-RA, TRI128 003992-RA fueron
sobreexpresadas en el medio con colorante, corresponden a una Fe/Cu reductasa 2 (FRE2)
y una Fe/Cu reductasa 3 (FRE3), respectivamente. Estas hierro-reductasas podrian jugar
un rol directo en la generacion de Fe (Il), a través de la reduccion de quelatos de Fe (111).
También podrian participar en la captacion de cobre, mediante su reduccion de Cu (1) a
cobre (). Los metales reducidos pueden, de esta manera, ser captados por la célula, pero
ademas podrian participar en reacciones tipo Fenton. Ambas proteinas fueron

identificadas en los extractos intracelulares, Unicamente en cultivos con Negro Reactivo
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5, pero sin soporte estadistico (p > 0,05). Sin embargo, en los extractos de proteinas
extracelulares se identifico la proteina hierro reductasa codificada por el gen
TRI28 003851-RA con una abundancia relativa significativamente mayor a 2 en
presencia del colorante Negro Reactivo 5 (p < 0,05). La identificacion de esta proteina
reductora de hierro, sustenta la actividad hierro reductasa que se determind inducida en
presencia del colorante Negro Reactivo 5 (Capitulo 1), principalmente en este medio de
cultivo (NDM,).

El gen TRI28 007441-RA codifica una permeasa de hierro que se identifico
diferencialmente expresada en presencia del colorante textil (fold change > 2y p < 0,05).

Como se menciond anteriormente, se identificaron péptidos correspondientes a
una proteina con actividad ferroxidasa, codificada por el gen TRI128 001049-RA. Esta
proteina fue identificada con una abundancia relativa > 2 (p < 0,05) en el medio con
colorante.

Otras enzimas de la familia multicobre oxidasa (MCQO), como ferroxidasa/lacasa,
o bien Fe(ll):oxigeno oxidorreductasa, son enzimas que catalizan la oxidacién de Fe(ll)
a Fe(lll), y fueron extensamente estudiadas en Sacharomyces cereviseae donde
desempefian un papel clave en la homeostasis celular (Askwith et al., 1994, Kosman,
2003). Es probable que la ferroxidasa identificada en los cultivos de Trichosporon
akiyoshidainum HP-2023, en presencia Negro Reactivo 5, este también involucrada en la
homeostasis de hierro, oxidando Fe*2, modulando las reacciones Fenton y reduciendo los
niveles toxicos de radicales hidroxilos, rol que ya fue sugerido en P. chrysosporium
(Kersten & Cullen, 2006).

Sistema no reductivo

Los transportadores de sider6foros son los principales componentes de la via no
reductiva de captacion de hierro. Estos son compuestos de bajo peso molecular (de 500 a
1000 Da), que mantienen al hierro soluble mediante su quelacion. Si bien el rol de los
sider6foros es en primer lugar quelar al Fe**, también forman complejos con otros
cationes/metales esenciales como (por ejemplo: Mo, Mn, Co y Ni) y de esta manera
dejarlos disponibles para los microorganismos (Bellenger et al., 2008; Braud et al., 2009
a, b). En T. akiyoshidainum HP-2023 se identificaron numerosos genes que codifican
transportadores de sideroforos, de los cuales, el producto del gen TRI28 005335-RA se

detecto, solo en el medio con colorante, pero sin soporte estadistico p > 0,05).

146



Bulacio Gil, 2018

Diversos hongos ligninoliticos son capaces de producir sideréforos que acttan en
reacciones de tipo Fenton (Fekete et al., 1989; Fekete, 1993). Por ejemplo, un siderdforo
aislado de Gloephyllum trabeum, un hongo de la pudricion parda, es capaz de mediar la
reduccion de Fe™ a Fe*?. El Fe reducido posteriormente reacciona con peroxido de
hidrégeno para generar radicales hidroxilos altamente activos capaces de despolimerizar
celulosa, hemicelulosa y lignocelulosa. Este proceso de despolimerizacion fue
considerado el principal rol de los sideréforos en el bioblanqueado de pulpas (Xu &
Goodell, 2001; Milagres et al., 2002; Arantes & Milagres, 2007; Ahmed & Holmstrém,
2014). Teniendo en cuenta esto, la identificacion de una proteina relacionada al transporte
de siderdforos que se encuentra inducida en presencia del colorante azoico, sumada a la
evidencia de la produccion de sideréforos por T. akiyoshidainum HP2023 reportada por
Pajot y colaboradores (2011), permite suponer un papel similar en la biodegradacion de

colorantes azoicos como el Negro Reactivo 5.

3.4.2. Vias bajas de degradacion

I. Proteinas involucradas en el catabolismo de los productos de degradacion de

Negro Reactivo 5

Ademas de los sistemas extracelulares y/o de membrana que participan en las vias
altas de degradacion, los hongos poseen redes enzimaticas intracelulares que constituyen
el “xenoma”, el cual ha sido definido como el bio-sistema responsable de la deteccidn,
transporte y metabolismo de xenobi6ticos (Edwards et al., 2005). Estas vias constituidas
principalmente por los miembros de las familias multigénicas de citocromos P450
monooxigenasas y glutation transferasas, participan en la detoxificacion de diversos tipos
de contaminantes (Morel et al., 2013).

Como en otros organismos eucariotas, en los hongos, las rutas metabdlicas de
detoxificacion de compuestos recalcitrantes/toxicos se dividen en tres etapas diferentes:
la primera corresponde a una activacion de la molécula, generalmente a traves de una
etapa de oxidacion; la segunda etapa involucra reacciones de conjugacion y la tercera el
transporte o almacenamiento (Sang et al., 2018).

El analisis del proteoma de T. akiyoshidainum HP-2023 posibilito identificar
numerosos citocromos P450, responsables de la Fase | de detoxificacion intracelular

(oxidacion) de los productos de degradacion del colorante Negro Reactivo 5. A su vez,

147



Bulacio Gil, 2018

se identificaron diversas proteinas glutation transferasas que estan involucradas en la Fase
Il (conjugacion) de detoxificacion de estos compuestos.

Se identificaron péptidos correspondientes a dos citocromos P450
monooxigenasas que se encontraban diferencialmente expresados en presencia del
colorante azoico, de los cuales el codificado por el gen TRI28 001541-RA es un
citocromo P450 61 (CYP61) que fue identificado solamente en presencia del colorante
textil (p< 0,5). Segun Shin y colaboradores (2018) los CYP51, CYP56, CYP61, entre
muchos otros CYPs flngicos, estan involucrados en la biosintesis de metabolitos
primarios y secundarios, como asi también en la detoxificacién/degradacion de
xenobidticos. La enzima citocromo P450 monooxigenasa, codificada por el gen
TRI28 005626-RA, fue detectada tanto en cultivos con colorante como en cultivos
control y sin el colorante Negro Reactivo 5, pero con una abundancia relativa > 2 (p<0,05)
en la primera condicion. Ademas, se identifico un citocromo P450 reductasa dependiente
de NADPH (CPR, codificado por TRI28 008104-RA) solo en medios con Negro
Reactivo 5 (p<0,05). Esta enzima podria, participar en la transferencia de electrones a una
hemooxigenasa o a un citocromo B5 (Lamb et al., 2001).

Por otro lado, en los extractos proteicos fueron detectadas tres proteinas glutation
transferasas. La primera de ellas, codificada por el gen TRI28 006055-RA fue
identificada solo en la condicién con colorante (p < 0,05), mientras que las codificadas
por los genes TRI28 009580-RA y TRI28 004998RA fueron identificadas con una
abundancia relativa > 2 en presencia de Negro Reactivo 5 (p < 0,05). La principal
actividad catalitica de estas enzimas es la transferencia de moléculas de glutation a
diferentes sustratos, convirtiéndolos en moléculas mas electrofilicas (Deshmukh et al.,
2016).

Las enzimas de la Fase Il (conjugacion) catalizan la formacion de compuestos
conjugados con azucares (glucosidos, xilosidos o glucordnidos), sulfatos, acetilos,
metilos o bien glutation. Estos compuestos son excretados, almacenados o degradados
completamente (Morel et al., 2013). Diferentes compuestos conjugados y/o diferentes
actividades enzimaticas asociadas a su formacion han sido detectadas durante la
degradacion de diversos compuestos en varias especies de hongos. Por ejemplo, durante
la degradacion de fenantreno llevada a cabo por el hongo de la pudricién blanca Pleurotus
ostreatus reportada por Bezalel y colaboradores (1991). También, durante la degradacién
de benzopireno por Fusarium solani, reportada por Fayeulle y colaboradores (2014).

Aranda (2016) mediante estudios transcriptdmicos y proteémico identificO estas
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actividades durante la degradacién de compuestos policiclicos aromaticos en diversos
hongos de la division Ascomicota.

En hongos la correlacion directa entre enzimas citocromos P450 y glutation
transferasas fue descripta en diversos estudios, donde se observo su induccion conjunta
frente a hidrocarburos policiclicos aromaticos, nonilfenoles, como asi también frente a
compuestos derivados de la degradacion de la madera (Syed et al., 2010; Thuillier et al.,
2011; Subramanian & Yadav, 2009; Vanden Wymelenberg et al., 2011; MacDonald et
al., 2011).

El anélisis de las proteinas sobreexpresadas en medios con Negro Reactivo 5 en
la base de datos de KEEG, sugiere que la principal ruta metabodlica involucrada en el
catabolismo de los productos de degradacion del colorante Negro Reactivo 5 es la del
metabolismo de xenobioticos por citocromos. Las enzimas que forman parte de esta via
metabdlica incluyen monooxigenasas inespecificas (citocromos P450), alcohol
deshidrogenasas, aldehido deshidrogenasas, trans-1,2-dihidrobenceno-1,2-
dioldeshidrogenasa, glucuranosil transferasa, glutation transferasa, epdxido hidrolasa y
beta-hidroxiesteroide deshidrogenasa. Ademas de los citocromos P450 y glutation
transferasas antes mencionadas, muchas de estas proteinas fueron identificadas durante
el proceso de decoloraciéon del colorante Negro Reactivo 5, pero solo dos proteinas
alcohol deshidrogenasas, codificadas por los genes TRI28 003372-RA 'y TRI28 000531-
RA, se encontraron significativamente sobre-regulada en el cultivo con colorante (FC >
2; p<0,05).

Es importante mencionar que se identificaron algunas proteinas relacionadas a
otras vias de degradacion de xenobidticos descriptas en KEEG PATHWAY. Por ejemplo
3-hidroxibenzoato  6-hidroxilasa,  4-carboximuconolactona  descarboxilasa,  3-
hydroxianthranilato 3,4-dioxigenasa, enoil-CoA hidratasa, carboximetilen-butenolidasa
involucradas tanto en la degradacion de benzoato y compuestos relacionados, como
también de en las vias de degradacion de tolueno y naftaleno, compuestos similares a los
que podrian producirse como intermediarios durante la degradacion Negro Reactivo 5
(Figura 47). Sin embargo, en ningln caso la diferencia en niveles de expresion conté con

soporte estadistico.
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Figura 47. Estructuras de metil antranilato, acido benzoico, tolueno y naftaleno, compuestos similares a

los que podrian producirse como intermediarios durante la degradacion Negro Reactivo 5.

I1. Proteinas de respuesta a estrés oxidativo y detoxificacion celular

La identificacion masiva de proteinas por espectrometria de masas también
detecto ciertas proteinas que participan en la respuesta al estrés oxidativo, indicando que
T. akiyoshidainum HP-2023 pone en marcha un eficiente sistema con el que sobrevive a
la adicion de colorantes textiles, como el Negro Reactivo 5, mientras que lleva a cabo su
degradacion y metabolismo.

Las enzimas involucradas con la respuesta al estrés oxidativo estan intimamente
relacionadas con las proteinas del grupo anterior, ya que ambos grupos permiten la
detoxificacion intracelular, ya sea mediante la remocidn de especies reactivas del oxigeno
(EROs) o mediante la degradacion de compuestos toxicos, resultantes de la degradacion
del colorante afiadido.

Se identificaron péptidos, tanto en los extractos extracelulares como
intracelulares, de una superédxido dismutasa (SOD, codificada por el gen TRI28 005914-
RA), pero solo en el medio extracelular se encontr6 diferencialmente sobre-expresada en
presencia del colorante (FC > 2; p<0,05), ademas se identificé otra SOD (TRI28 001661-
RA), tanto en presencia como en ausencia del colorante textil.

Tambien se identificaron diversas peroxirredoxinas en los extractos de proteinas
intracelulares de T. akiyoshidainum cultivado tanto en presencia como en ausencia del
colorante textil, pero no se encontraron diferencias significativas en sus niveles de
expresion. Una tiorredoxina reductasa, codificada por el gen TRI28 000181-RA, se
encontrd significativamente sobre-regulada en presencia del colorante Negro Reactivo 5
(FC > 2; p <0,05).

Se identificaron dos catalasas, de las cuales la proteina codificada por el gen

TRI28 009751-RA se detectd en los extractos proteicos intracelulares con una
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abundancia relativa > 2 en la condicién con colorante (p < 0,05), mientras que la otra,
codificada por TRI28 000756-RA se encontré en ambas condiciones (CC y SC).

La acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ERO) produce dafios en las
macromoléculas celulares, lo que es perjudicial para la integridad celular. EI mecanismo
de defensa primario contra la generacion de EROs en hongos consiste en catalasas
monofuncionales y enzimas bifuncionales tales como peroxidasa/catalasa. Todos los
estudios sobre el efecto de compuestos que inducen generacion de ROS, como metales
pesados, plaguicidas entre otros xenobidticos, han indicado un aumento concomitante de
las enzimas antioxidantes (Deshmukh et al., 2016). Laxminarayana y colaboradores
(2010) reportaron que la actividad catalasa se encontraba inducida durante la degradacion
de colorantes sulfonados (rojo escarlata, violeta brillante y azul verdoso) llevada a cabo
diversos hongos: Aspergillus niger, Alternaria alternata, Dechslera rostrata, Penicillum
nutalum, entre otros. Mientras que, durante la degradacion de Naranja Reactivo 16
(colorante azoico sulfonado), por Lysinibacillus sp., se observd una induccion de
actividades SOD y CAT. Se demostrd que estas enzimas relacionadas al estrés oxidativo
no solo protegen a la célula de este proceso celular, sino que, ademas tienen un rol durante
la decoloracion junto con la participacion de otras enzimas oxidorreductasas (Bedekar et
al., 2014).

3.5. Resumen del analisis protedmico

En la Tabla 13 se presenta un resumen de las principales proteinas relacionadas a
la degradacion de colorantes azoicos que fueron identificadas mediante espectrometria de
masas y que se encontraron diferencialmente expresadas con respecto al control sin

colorante (fold change >2 y p < 0,05 = -log p > 1,3).
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Tabla 13. Proteinas involucradas en la degradacion del colorante Negro Reactivo 5.

Vias altas de degradacion

Rol

Produccion de
H20:

Reduccion de
Hierroy
homeostasis
celular

Identificador del gen

TRI28_001435-RA
TRI28_010120-RA
TRI28_004548-RA

TRI28_003851-RA
TRI28_001049-RA
TRI28_007441-RA
TRI28_005401-RA
TRI28_004066-RA
TRI28_007257-RA
TRI28_009993-RA

Proteina
Glucosa oxidasa
(GMC
oxidorreductasa)
Glioxal oxidasa
(CRO)

Hierro reductasa
Ferroxidasa
Permeasa de hierro

Quinonas
oxidoreductasas

Vias bajas de degradacion

Degradacion de
xenobioticos por
citocromo P450

TRI28_001541-RA
TRI28_005626-RA

TRI28_008104-RA

TRI28_006055-RA,
TRI28_009580-RA,
TRI28_004998-RA
TRI28_003372-RA

TRI28_000531-RA

Citocromo P450
monooxigenasa
Citocromo P450
reductasa

Glutation transferasa

Alcohol

deshidrogenasa
NADP-alcohol
deshidrogenase

Proteinas de estrés oxidativo

Detoxificacion
celular

TRI28_005914-RA

TRI28_000181-RA
TRI28_009751-RA

Superéxido
dismutasa
Tiorredoxina
Catalasa

Bulacio Gil, 2018

Promedio
del area
normalizada?

CcC SC

26,15 24,05
29,12 27,80
29,36 28,51
21,54 0,00
25,41 23,95
23,76 0,00
22,27 21,17
22,45 20,39
22,23 20,50
22,07 0,00
22,32 0,00
22,61 21,68
23,12 0,00
25,37 0,00
24,37 0,00
22,32 21,16
23,52 22,44
22,81 22,46
24,99 23,68
24,11 0,00
22,74 21,59

T-test
(-log p)°

2,3
2,7
2,3

4,0
2,2
8,3
1,8
2,2
1,8
5,7

8,8
3,0
9,8

6,3
7,2
2,0
2,3

1,7

2,4

6,4
3,4

2 E|l promedio del area normalizada se calculé utilizando tres repeticiones bioldgicas independientes. Los
valores se representan como log2.
®El valor p se calcul6 como -log utilizando el software Perseus. Los valores superiores a 1,3 indican una
diferencia estadisticamente significativa entre las abundancias de CC y SC.
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En la Figura 46 se puede observar el mecanismo propuesto para la degradacion
extracelular de Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-2023 (Vias altas de

degradacion).
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Figura 48. Mecanismos propuestos para la degradacion de Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-
2023 (Vias altas de degradacion).
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4. CONCLUSIONES PARCIALES

» Por la naturaleza polar del colorante Negro Reactivo 5, este no atraviesa la
membrana plasmatica de T. akiyoshidainum HP-2023, por este motivo, la primera parte
del proceso de decoloracion ocurre en el medio extracelular, posteriormente los
metabolitos/compuestos resultantes de su degradacion son captados por las células y
metabolizados.

» EI principal mecanismo responsable de la degradacion del colorante Negro
Reactivo 5 es la degradacion no enzimatica mediada por radicales hidroxilos. Esto se
deduce de la identificacion masiva de las proteinas expresadas durante la decoloracion de
Negro Reactivo 5, por nanoLC-MS/MS.

* Se demostré la participacion conjunta de un mecanismo de degradacion

enzimatico, donde la peroxidasa versatil identificada en el medio extracelular entra en
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juego. A pasar que no fue posible su identificacion de manera diferencial, esto puede
deberse al momento en el cual fue tomada la muestra para realizar el estudio.

» La degradacién de los compuestos resultantes de la reduccién extracelular del
colorante azoico Negro Reactivo 5 esta mediada principalmente por la via asociada a los
citocromos P450.

» La presencia del colorante textil en el medio de cultivo provoca la induccion de
sistemas de defensa contra el estrés oxidativo, protegiendo a T. akiyoshidainum HP-2023
del ambiente oxidativo generado durante la remocion del colorante y permitiendo llevar
adelante un proceso exitoso de decoloracion.

» La sobre-regulacion de las vias de pentosas fosfatos sustenta la actividad de
muchas de las enzimas determinadas diferencialmente expresadas, quienes necesitan un

suministro continuo de poder reductor como NADPH para poder actuar.
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CAPITULO 4

Validacion de la hipétesis derivada del estudio proteémico

1. Introduccion

El analisis protedmico permitio la identificacion de numerosas enzimas
involucradas en la produccion de perdxido hidrégeno, expresadas de manera diferencial
durante la decoloracion del colorante textil Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-
2023. La induccion de diversos sistemas de reduccion de hierro, que incluyen: reductasas
de hierro propiamente dichas, quinonas reductasas involucradas en el ciclo redox de las
quinonas Yy transportadores de sideroforos, implicados en la solubilizacién del Fe (1),
junto con la identificacion de una ferroxidasa, nos permiten proponer que las reacciones
Fenton y/o Fenton mediadas, estarian involucradas en la degradacién de este colorante
por T. akiyoshidainum HP-2023.

1.2. Degradacion no enzimatica de compuestos aromaticos

Existen numerosos trabajos que demuestran la participacién de radicales
hidroxilos, producidos mediante reacciones Fenton, en la degradacion de hemicelulosa,
celulosa y lignina por hongos de la pudricién parda de la madera (BRFs por sus siglas en
inglés, Brown Rot Fungi), (Kaneko et al., 2005, Martinez et al., 2009). Debido a la
baja especificidad de este sistema de degradacion de lignocelulosa, los hongos de la
pudricion de la madera fueron usados para la biodegradacion de diversos compuestos
aromaticos (Purnomo et al., 2008, 2010, 2011a, 2011b; Sun et al., 2015; Sun et al., 2017).

Por ejemplo, Rizgi y Purnomo (2017) reportaron que Daedelea dickinsi, fue capaz
de decolorar y transformar el colorante azul de metileno mediante la formacion de
radicales hidroxilos producidos via reacciones tipo Fenton. Sun y colaboradores (2017),
demostraron que la degradacion del colorante Azul Directo 5, llevada a cabo por el hongo
de la pudricion blanca Irpex lactus, implico la participacion conjunta de reacciones de
produccién de radicales hidroxilos y de una enzima manganeso peroxidasa.

Sin embargo, hasta el momento no se ha descripto ninguna levadura capaz de
degradar colorantes azoicos y/compuestos relacionados mediante este tipo de mecanismo.

En este capitulo mediante un enfoque biomimético, se simula la oxidacién
bioldgica del colorante azoico Negro Reactivo 5, llevada a cabo por T. akiyoshidainum

HP-2023, como una manera de corroborar las hipotesis desprendidas del estudio
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protedmico. Posteriormente, con la identificacion de acidos organicos y compuestos de
bajo peso molecular en los sobrenadantes de cultivo se busca agregar un soporte adicional

al mecanismo de degradacion oxidativa propuesto.
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2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Ensayos Biomiméticos: decoloracion no enzimatica mediada por reacciones

Fenton

Con el fin de analizar la participacion de las reacciones de tipo Fenton, en la
decoloracion del colorante Negro Reactivo 5, se intentd reproducir posibles condiciones
bioldgicas en las que este tipo de reacciones tienen tener lugar durante el proceso de
decoloracion del colorante por T. akiyoshidainum HP-2023. Para lograrlo, se emplearon
diferentes combinaciones de metales de transicion: Fe?*, Cu?*y Mn?*, junto con &cidos
orgénicos: acido oxalico, &cido succinico, acido malico y &cido citrico, los cuales son
capaces de coordinarse con los iones de los metales de transicion y formar complejos
metal-ligando estables. Las reacciones se llevaron a cabo por triplicado en el medio

NDM:. Se propusieron los siguientes sistemas cataliticos (Tabla 14):

Tabla 14. Sistemas cataliticos empleados en los ensayos biomiméticos.

Sistemas Cataliticos

Colorante Metal de transicion Oxidante Acido organico
Cs=200mg/L C=10 mM Ct=100 mM Ct=200 mM
NR5 Fe?*/ Cu®* / Mn?* H202 Acido oxalico
NR5 Fe?*/ Cu®* / Mn?* H202 Acido succinico
NR5 Fe?*/ Cu®* / Mn?* H20, Acido malico
NR5 Fe?*/ Cu®* / Mn?* H202 Acido citrico
NR5 Fe?*/ Cu?* [ Mn?* H0, e
NR5 Fe?*/Cu®* /MnZ* e e
/=T R — E e R —
NRS e e

El colorante azoico Negro Reactivo 5, empleado en una concentracion final de
200 mg L-1, fue incubado con un sistema que consistia en FeS0O4.7H20 o CuSOs 0
MnSO4.H-0, afiadidos en una concentracion final de 10 mM y peroxido de hidrogeno
(H202) en una concentracion final de 100 Mm, junto con el agregado o no de &acidos
organicos (citrico, malico, oxalico, o succinico; en una concentracién final de 200 mM)
a 25 °C en un volumen final de 300 puL. Se realizaron los controles correspondientes en

cada caso.
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Se midié la absorbancia de la mezcla de reaccion a la longitud de onda de maxima
absorbancia del colorante Negro Reactivo 5 (Aopt = 595) y se determind el porcentaje de
decoloracion a distintos tiempos de reaccion: 0, 30, 90 minutos y luego de 20 horas, segun
la formula:

% Decoloracion = ((Ao-At)/Ao) 100

Donde, Ao: absorbancia inicial a Aopt=sesnm Y At absorbancia a Aopt=s9snm a diferentes

tiempos.

Se registr6 el espectro de absorbancia de las mezclas de reaccion,
correspondientes a los distintos sistemas cataliticos a los 90 minutos de incubacién, en el

rango 360-800 nm, utilizando un lector de microplacas Multiskan GO (Thermo Fisher).

2.2. ldentificacion de acidos organicos y metabolitos de bajo peso molecular en los

sobrenadantes de cultivo por espectrometria de masas

La identificacion de &cidos organicos se realiz6 mediante un espectrémetro de
masas Finnigan LTQ Linear lon Trap (Thermo, Electron Corporation, Bremen, Germany)
equipado con una fuente de ionizacion LDTD (Phytronix Laser Diode Thermal
Desorption lon Source).

Los sobrenadantes de los medios de cultivo de T. akiyoshidainum HP-2023 con
colorante y sin colorante, tomados a las 12 horas de incubacién, como asi también las
soluciones de los estandares de acido succinico, acido malico y acido oxalico, fueron
filtrados y las muestras fueron evaporadas a sequedad. Posteriormente, se resuspendieron
en agua calidad milliQ. Luego, se tomaron 2 pL de cada solucion y se los colocd,
individualmente en pocillos de la placa LDTD, donde se dejaron nuevamente evaporar a
sequedad.

Las condiciones empleadas para la ionizacion e identificacién fueron: Intensidad
del laser 0% (punto de tiempo [t] 1-5 en segundos) 0-15% de rampa (t6-15) 15% (t16-20
segundos) 0% (t20-25) para un periodo de recoleccion de 25 segundos por ejecucion.

Los espectros obtenidos se analizaron con el software MAVEN (Clasquin et al.,

2012), contra la biblioteca de compuestos provista por el fabricante.
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La identificacion de otros compuestos de bajo peso molecular en los
sobrenadantes de cultivo, relacionados a procesos de degradacion no enzimatica, se
realizd mediante la comparacion de los espectros obtenidos con la base de datos KEGG

COMPOUND, también mediante el empleo del software MAVEN.

160



Bulacio Gil, 2018

3. Resultados y discusion

3.1. Ensayos Biomiméticos
3.1.1. Decoloracién no enzimatica mediada por reacciones Fenton

De los sistemas cataliticos probados, los sistemas compuestos por Fe?* fueron los
mas eficientes, demostraron en todos los casos una decoloracion superior al 65%. Los
sistemas con Cu?*o Mn*2 con metales de transicion y acidos organicos no degradaron al
colorante en las condiciones ensayadas. Solo se obtuvo una decoloracion significativa,
superior al 70%, del colorante Negro reactivo 5 en sistemas compuestos por Cu?*y Hz0,,
pero sin acidos organicos.

En la Figura 49 se pueden observar los porcentajes de decoloracion alcanzados

con los distintos sistemas cataliticos en el medio NDM,.

120,0

100,0

80,0 - =
I z
60,0 z o
40,0 [
20,0
I
00 - _

L

BR5+H202+Fe(ll)+Citrico BR5+H202+Fe(ll}+Mdlico | BRS+H202+Fe(ll}+Succinico | BRS+H202+Fe(ll)+Oxdlico BR5+H202+Fe(l) BRS5+H202+Cu(ll)
0,5 horas 788 65,2 731 95,8 93 0,0
W 1,5 horas 92,9 71,5 70,7 95,2 24 39,4
W6 horas 96,1 73,6 689 99,4 77,7 50,6
20 horas 97,6 72,6 83,2 99,4 383 62,7

0,5 horas M15horas M6 horas 20horas

Figura 49. Porcentajes de decoloracion registrados a distintos tiempos, durante la degradacion del colorante
Negro Reactivo 5 en presencia de los sistemas cataliticos: Fe (Il) + H.0,, Fe (II) + H,O, + acido

citrico/acido malico/acido succinico/acido oxalico y Cu (1) + H,0,.

A pesar que con el sistema Fenton clasico, sin adicién de acidos organicos, se
alcanzd un porcentaje de decoloracién de un 78 % a las 6 horas de incubacion, la variacion
en los resultados obtenidos se debi0 a interferencias en las lecturas ocasionadas por la
precipitacion del Fe*®. La adicion de acidos organicos a este sistema evitd la precipitacion

del Fe*™® formado durante la reaccion de oxidacion del ion ferroso, lo que favorecié la
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degradacion del colorante, y permitiendo superar el 90 % de decoloraciéon a los 90
minutos (1,5 horas) de reaccion con &cido citrico y oxalico. Por otra parte, se alcanz6 un
70 % de decoloracion con acido malico y succinico. La sintesis y secrecion de acidos
organicos (oxalato, succinato, malato y citrato) como quelantes de metales, esta
ampliamente reportada en hongos de pudricion de la madera, y fueron asociados a los
procesos de degradacion de la misma (Shimada et al., 1997; Watanabe et al., 1998;
Martinez et al., 2018).

Como se destacO previamente, los resultados obtenidos durante este trabajo
demostraron que la adicion de acidos organicos no tuvo un efecto positivo en los sistemas
con Cu (Il) como metal de transicion, siendo solamente efectivo el sistema catalitico
simple: Cu?* + H,0, pero con una decoloracion mucho mas lenta que en los sistemas con
Fe2*. Sin embargo, Shah y colaboradores (2003) determinaron que la adicion de acidos
organicos al sistema Cu** + H,O, favorecia la decoloracion de diversos colorantes
azoicos y antraquinonicos y propusieron al sistema Cu?* + H,0, + acido succinico como
el mas eficiente para la decoloracion de colorantes textiles. Esta diferencia se explica por
interferencias en las reacciones Fenton causadas por el medio de reaccién, lo que pone de
manifiesto la necesidad de realizar las reacciones biomimeticas en el medio de cultivo
NDMz2, que es el medio de cultivo empleado para estudiar la decoloracion de Negro

Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-2023.

3.1.2. Analisis de los espectros de absorcion

El andlisis de los espectros de absorcién, correspondiente a los 90 minutos de
reaccion de los sistemas en los cuales se registrd decoloracion (Figura 50), permite
concluir que existi6 una degradacion efectiva del colorante causada por radicales
hidroxilos formados mediante estos sistemas quimicos en el medio de cultivo NDM..

Se observa que, en los sistemas cataliticos Fenton mediados por acidos organicos,
se produjo la desaparicion del pico correspondiente a los cromoforos del colorante a 595
nm: la ruptura de los enlaces azoicos en la molécula, explican los espectros obtenidos
para estos sistemas y confirma la degradacion del colorante por los radicales hidroxilos
generados. Especificamente, se registrd una disminucion total del pico maximo para los
sistemas con acido citrico y oxalico, en los cuales el porcentaje de decoloracion

determinado, a los 90 minutos de incubacién, fue superior al 90 %, mientras que se
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registrd una leve absorcion para los sistemas con &cido succinico y malico en los que se
habia alcanzado, a los 90 minutos de reaccion, un 70% de decoloracion.

Por otro lado, también se puede observar en estos espectros un incremento en la
absorbancia por debajo de los 400 nm y un incremento, aungque menor, en la absorbancia
en la region de 400 a 450 nm, especialmente en los sistemas con &cido citrico y succinico.
Santana y Aguiar (2015), cuando trabajaron con un sistema similar de formacion de
radicales hidroxilos, formado por Fe?* + H.O + 4cido 3-hidroxiantranilico, reportaron
cambios similares en los espectros de varios colorantes sintéticos, obtenidos luego del
tratamiento con este sistema de generacion de radicales hidroxilos. Estos autores
propusieron que estas alteraciones indicaron una posible conversion de los colorantes en
compuestos de menor masa molecular y la formacion de estructuras de tipo quinonas,
respectivamente.

En cuanto al sistema Fenton clasico (Fe** + H.0,) se percibe que el espectro de
absorcion, correspondiente a los 90 minutos de incubacion, difiere con respecto al control
(espectro del colorante solo), esto se debid principalmente al precipitado de Fe (l11)
formado durante la reaccion de generacion de radicales hidroxilos lo cual produjo

interferencia en las lecturas.

Tiempo: 90 minutos

Fe(ll) + &c. citrico + H,0, + NR5S
6,0 ~—— Fe(ll) + dc. mélico + H,0,+ NRS
Fe(ll) + ac. succinico + H,0,+ NR5
Fe(ll) + ac. oxdlico + H,0, + NR5
—— Fe(ll) + H,0, + NRS
—— H,0, + NR5
4,0 —— NR5

—— Cu(ll) + H,0, + NR5

Absorbancia

350 400 450 500 650 700 750 800 850

550 600
Longitud de onda (nm)

Figura 50. Espectros UV-Visible, correspondiente al rango de absorcion 400-800 nm, obtenidos para el
colorante Negro Reactivo 5 en presencia de los sistemas cataliticos: Fe (I1) + H20,, Fe (1) + H,0; + 4cido
citrico/acido malico/acido succinico/acido oxalico y Cu (I1) + H20, comparados con el obtenidos para el

colorante solo (NR5).
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En el espectro correspondiente al sistema catalitico formado por Cu?* y H20;, con
el cual se alcanzo un 40% de decoloracion a los 90 minutos de incubacion, se observo
una disminucién del pico de maxima absorcion, ademas de registrarse un corrimiento
hacia menores longitudes de onda. Este corrimiento también fue advertido durante la
degradacidn bioldgica de este colorante llevada a cabo por T. akiyoshidainum HP-2023
(CAPITULO 1).

La similitud entre los espectros obtenidos durante la degradacion del colorante
Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-2023 con los obtenidos durante la
degradacidn de dicho colorante por la accion de radicales hidroxilos, afirman la hipotesis
resultante del andlisis protedmico, en la cual se propuso la participacién de un mecanismo
de degradacion no enzimatico, que involucrd la formacion de radicales hidroxilos,
durante la decoloracion del colorante Negro Reactivo 5 llevada a cabo por T.
akiyoshidanum HP-2023.

3.2. Identificacion de acidos organicos y otros metabolitos de bajo peso molecular

por espectrometria de masas

3.2.1. Identificacion de &cidos organicos

Mediante espectrometria de masas se confirmd la presencia de &cidos organicos
en el medio de cultivo de T. akiyoshidainum HP-2023, tanto en presencia como en
ausencia del colorante textil. La produccion de estos acidos en ambas condiciones de
cultivo no resulta extrafia, ya que se ha reportado que en levaduras, a diferencia de lo que
ocurre en hongos filamentosos, la produccién de acidos organicos no se encuentra
inducida por una determinada condicion de estrés ambiental o estimulo, sino que esta
determinada por otros factores, como por ejemplo limitacion de nitrégeno (Behrens et al.,
1987; Anastassiadis et al., 2002).

En la Figura 51 se detalla el espectro obtenido correspondiente al sobrenadante de
cultivo de T. akiyoshidainum HP-2023 con colorante Negro Reactivo 5 (12 horas de

cultivo).
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Figura 51. Espectro de masa del sobrenadante de cultivo de 12 horas de T. akiyoshidainum HP-2023 en

presencia del colorante Negro Reactivo 5.

Se detectaron picos cuya m/z corresponde a los iones moleculares del acido citrico
[M-H=191] y del &cido ascérbico [M-H=175], picos compatibles con la presencia de
acido malico [M-H=133], &cido succinico [M-H=117] y acido oxalico [M-H=87]. Sin
embargo, no fue posible demostrar la presencia de estos acidos, ya que sus m/z coinciden

con las de productos de degradacion de los acidos de mayor peso molecular.

La acumulacion extracelular de &cidos organicos en los medios de cultivos de
hongos, como asi también su participacion en los procesos de degradacion y/o
biorremediacion se encuentra ampliamente reportada. Por ejemplo, en Ceriporiopsis
subvermispora se informé la produccion extracelular de &cido oxalico y glioxalico, los
cuales participan en la degradacion de la lignina mediante la estabilizacion de los iones
Mn3*, ademas de reducir el pH fuera de las hifas fingicas y participar en la generacion de
H->0O>, factores importantes para el dptimo rendimiento de las peroxidasas que degradan
la lignina (Urzda et al., 1998).

Se demostro que los acidos organicos participan en procesos de degradacion que
involucran reacciones de tipo Fenton. Por ejemplo, Martinez y colaboradores (2009)
reportaron que en P. placenta la acumulacion de oxalato afecta la disponibilidad del ion
férrico y por lo tanto tiene un impacto directo en la formacion de radicales hidroxilos
implicados en la degradacion de la madera.

Se sabe que las levaduras también acumulan &cidos organicos en el medio
extracelular. Por ejemplo, Yarrowia lipolytica y algunas cepas de Candida son conocidas

por producir &cido citrico (Goldberg et al., 2006), R. mucilaginosa sp. demostro producir
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acido oxdlico y malico (Rajpert et al., 2013). Sin embargo, su produccién ha sido
principalmente asociada a procesos de biorremediacion de metales pesados mediante su
solubilizacion, quelacion y posterior remocién (Devevre et al., 1996; Gadd, 2004).
Particularmente en el contexto en estudio, los acidos organicos producidos
participarian en las reacciones de generacion de radicales hidroxilos, mediante la
solubilizacion del Fe** formado durante las reacciones Fenton, manteniéndolo disponible
para su recirculacion. De otra manera, como se comprobé en los ensayos biomiméticos,

se produciria la precipitacion de este metal en el medio de cultivo.

3.2.2. Identificacién de otros metabolitos de bajo peso molecular

Diversos hongos de la pudricion parda de la madera como Wolfiporia cocos y
Perenniporia medulla-panis, producen compuestos derivados de fenolatos que
intervienen en reacciones de tipo Fenton (Arantes et al., 2011). De manera similar, al
analizar los espectros de los metabolitos obtenidos por LDTD-MS en los cultivos de T.
akiyoshidainum HP-2023, se detectd Unicamente en las muestras de cultivos con
colorante, la aparicion de un un pico (m/z = 151), compatible con la presencia de estos

derivados de fenolatos (Tabla 15).

Tabla 15. Probables fenolatos identificado en los sobrenadantes de cultivo de T. akiyoshidainum
HP-2023.

Compuesto Estructura Masa Molecular
Fenoxiacetato 0 151.14
O\)J\
©/ o
Metil-salicilato 0 152.15
@f}\o/
OH
4-metoxibenzoato Q 152.14
/@)}\O
\o

4-hidroxifenilacetato HO\@\)‘]\ 151.14
o
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3-hidroxifenilacetato 151.14

2-hidroxifenilacetato 151.14

4-hidroxifenacil alcohol 152.14

HO
HO
4-hidroximethilsalicilaldehido “ 152.14
OH

(o]
[6)
OH
0
o
(0]
\)‘\©\OH
HO
37, 4’-dihidroxiacetofenona 0 152.14
HO;CJI\
HO
2°, 4" -dihidroxiacetofenona o 152.15
_ HO/(:in\
Acido 2-(hidroximetil)benzoico 0 152.15
OH
OH
151.14
o)
o
OH

2-hidroxi-2-fenilacetato @\H‘\

Si bien la identificacion de estos compuestos es preliminar, todos ellos tienen la

capacidad de reducir Fe**, potenciando la generacion de radicales hidroxilos en
reacciones de tipo Fenton, tanto en presencia como en ausencia de &cidos organicos
(Arantes et al., 2011), por lo que juegan un papel importante en la decoloracién de Negro

reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-2023.
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4. CONCLUSIONES PARCIALES

»  Los resultados descriptos en este Capitulo apoyan la hipétesis de la participacion
de un mecanismo no enzimatico de degradacion por radicales libres llevado a cabo por

T.akiyoshidainum HP-2023 sobre el colorante textil Negro Reactivo 5.

» Los espectros obtenidos de las soluciones de Negro Reactivo 5 tratadas con los
sistemas cataliticos compuestos por Fe®*, H,0; y &cidos organicos demostraron que la

decoloracion podria explicarse por este mecanismo.

* Los ensayos biomiméticos demostraron la necesidad de la presencia acidos
organicos u otros quelantes, que eviten la precipitacion del Fe3* durante las reacciones de

tipo Fenton.

« La identificacion de los acidos orgénicos en los sobrenadantes de cultivo de
T.akiyoshidainum HP-2023, demuestrd la existencia de un medio &cido adecuado para

que ocurran reacciones de tipo Fenton.

« La presencia de fenolatos reductores de Fe*3 sélo en los sobrenadantes de medios
con el colorante de cultivo afirman la teoria de una degradacion no enzimatica, sumando

un elemento mas para sostener este tipo de sistemas en el medio extracelular.
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CONCLUSIONES

* Los mecanismos de remocién del colorante Negro Reactivo 5 varian entre los

miembros del género Trichosporon. Dependen de la especie y las condiciones de cultivo.

» Ladegradacion del colorante Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-2023,
T. chairellii y T. porosum 4029, es un proceso co-metabolico en el que intervienen
mecanismos de bioadsorcion y/o degradacion del colorante. No produce la acumulacion

de aminas aromaticas.

* La presencia del colorante en los medios de cultivo de T. akiyoshidainum HP-
2023, T. chairellii y T. porosum 4029, induce actividades enzimaticas oxidativas,

relacionadas a la degradacion de lignocelulosa

» Lainduccion de actividades enziméticas lignoceluloliticas por mediadores redox,
iones metalicos o compuestos de degradacion de la lignina no afectan significativamente

ni la velocidad del proceso ni el porcentaje final de la decoloracion de Negro Reactivo 5.

» Las técnicas colorimétricas empleadas para la determinacion de actividades
enzimaticas ligninoliticas clasicas (lacasa, manganeso peroxidasa, etc.) producen falsos
positivos y/o falsos negativos. Esto depende de las condicione de cultivo y de la especie

involucrada.

» Las limitaciones de las técnicas colorimétricas explican los resultados obtenidos
previamente en estudios de decoloracién de Negro Reactivo 5 por T. akiyoshidainum HP-
2023.

» La secuenciacion del genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 revelo la presencia
de genes de hemo-peroxidasas, hemotiolato-peroxidasas, lacasas y enzimas involucradas
en la modulacién de reacciones de tipo fenton: hierro reductasas, ferroxidasas, quinonas
reductasas, transportadores de siderdéforos, permeasas de hierro y enzimas involucradas

en la produccién de perdxido de hidrégeno extracelular.

* En el genoma de T. akiyoshidainum HP-2023 no se encontraron genes que
codifiquen proteinas azo-reductasas o DCIP reductasas tradicionales, por lo que el

proceso de degradacion es estrictamente oxidativo.
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» La identificacion masiva de proteinas expresadas durante la decoloracion de
Negro Reactivo 5 demostro la participacion de un mecanismo no enzimatico de

degradacion mediado por radicales hidroxilos.

* Los resultados obtenidos no permiten descartar la participacion conjunta de un

mecanismo enzimatico.

» EIl anélisis de las proteinas intracelulares demostrdé que los metabolitos de la
degradacion del colorante son captados por la levadura y metabolizados principalmente

por la via de degradacion de xenobid6ticos mediadas por citocromos P450.

» La presencia del colorante textil en el medio de cultivo causa la induccion de

sistemas de defensa contra el estrés oxidativo.

» Lasobre-regulacion de las vias de las pentosas fosfatos, confirman la actividad de
muchas de las enzimas implicadas en la degradaciéon y detoxificacion del colorante

reactivo.

* La identificacion de acidos orgéanicos en los sobrenadantes de cultivo de T.
akiyoshidainum HP-2023 ratifican la existencia de un medio ambiente extracelular
adecuado para la degradacion del colorante Negro Reactivo 5 mediante un mecanismo no

enzimatico de generacion de radicales hidroxilos.

» Los ensayos biomiméticos reprodujeron los espectros de absorbancia obtenidos
durante la degradacién bioldgica del colorante Negro Reactivo 5.

Los resultados de este trabajo demuestran que T. akiyoshidainum HP-2023
puede ser empleada para el tratamiento de otros contaminantes organicos debido a la
naturaleza inespecifica del mecanismo de degradacion empleado.

Esta Tesis Doctoral representan un importante aporte al conocimiento de los
mecanismos moleculares de degradacion de colorantes textiles con levaduras y aporta
nuevos conocimientos para la optimizacion de los procesos de biodecoloracion con

levaduras del género Trichosporon.
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