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RESUMEN

Pycnoporus sanguineus var. ggg;gigg§; hongo filamentoso que
habita en 1los bosgues nativos del sur de Chile, es un
Hymenomycete de la familia Polyporaceae que produce pudricidn
blanca en la madera.

El estudio de su ciclo de vida revela abundante produccidn
de artroconidios uninucleados y binucleados a partir de hifas
fértiles., Su cultivo en medios liquidos con sulfato de amonio,
como fuente de nitrdégeno, incrementa notoriamente la produccién
de clamidosporas. Los basidioca&pos obtenidos en cultivos de
laboratorio producen basidiosporas en abundancia.

A partir de estas fructificaciones es posible obtener
micelios monospéricos, los cuales, cruzados entre si, permitieron
la identificacién de los polos sexuales de esta cepa. Su forma
heterotédlica tetrapolar depende de dos loci determinantes del
tipo de apareamiento.

Mediante el tratamiento de conidios con luz ultravioleta se
obtuvieron diferentes mutantes, tres auxotréficos, uno de
crecimiento colonial y cinco con diferencias en su actividad de
fenoloxidasas.

Después de reiterados cruzamientos de estas mutantes con la
cepa silvestre, se seleccionaron colonias que presentaban el
fenotipo mutante, el cual es estable genotipica vy

fenotipicamente.

%1




La mutacién gque afecta la produccidén de fencloxidasas
extracelulares presenta efectos pleiotqépicos gue afectan la
cinética de excrecidn de proteinas.

Ensayos de actividad de lacasa in situ, asi como también la
cinética de actividad de lacasa intracelular y extracelular en la
cepa silvestre y en una de las cepas mutantes para fenoloxidasa,

sugieren que la mutacién estaria afectando a esta enzima.




SUMMARY

Pycnoporus sanguineus var. osorninus, a filamentous fungus
inhabiting native forests in southern Chile, is a Hymenomycete of
the Polyporaceae family that participates in the process of
formation of white rot wood.

The study of its life cycle shows an intense production of
uninucleate and binucleate arthroconidia from fertile hyphae. The
production of chlamydospores increase notoriously in liquid media
with ammonium sulphate as a nitrogen source. Fructification of
cultures held in laboratory produced abundant basidiospores.

Monosporic mycelia were obtained from these fruitbodies. The
mating of them, allowed the determination of the sexual poles of
this strain.

The heterothallic and tetrapolar characters depend of two
loci controlling the mating-type of this organisn.

Irradiation of conidia with ultraviolet 1light allowed the
obtention of different mutants: auxotrophic, colonial growth and
deficient in phenoloxidase activities.

The mutant phenotypes, were selected after consecutive
matings of the mutants with the wild type strain. The mutant
strains exhibit genotypic and phenotypic stability.

The mutation affecting the production of extracellular
phenoloxidases has pleitropic effects, which is made evident in a

different kinetic for protein excretion.
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Tests of enzymatic activity of laccase in situ as well as
the kinetic of intracellular and extracellular laccase activity
in the wild type strain and in one of these mutant strains

suggest that the mutation would affect this enzyme.
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INTRODUCCION

ILa pared secundaria de las células vegetales de las plantas
superiores est& compuesta principalmente por celulosa,
hemicelulosa y lignina. La lignificacién protege a la célula
vegetal de la penetracién de microorganismos patdégenos,
constituyendo asi un mecanismo de resistencia a enfermedades
(Bell, 1981).

La lignina constituye entre el 22% y el 34% del material
sdélido de la madera (Walker, 1975). Es indudablemente uno de los
polimeros mids resistentes a la descomposicién microbiana y uno
de los mis complejos estructuralmente. En efecto, la lignina es
un polimero aromitico, formado por tres compuestos fenil propano.
Estos son los alcoholes coumarilo, coniferilo y sinapilo (Kirk,
1971).

En la naturaleza, la degradacién de la lignina es un proceso
altamente oxidativo y lento, en el que participan diversas
especies de hongos (Kirk, 1984). Estos hongos eXxcretan
diferentes enzimas al medio extracelular, no habiéndose aclarado
ain el rol gue cumple cada una de ellas en el proceso de
despolimerizacién de la lignina.

Entre las enzimas que juegan un rol en la biodegradacidn de
lignina se mencionan: ligninasas, peroxidasas dependientes de Mn,

enzimas que oxidan fenol y enzimas que producen H,0,.




Diversos autores consideran que las fenoloxidasas: lacasa,
catecoloxidasa y peroxidasas, excretadas por los basidiomicetes
de pudricién blanca son enzimas involucradas en la ligninolisis
(Arora et al., 1985; Hudson, 1986; Sannia et al., 1986; Kirk et
al., 1986; Tien et al., 1980; otjen et al., 1986). No obstante la
participacién especifica de estas enzimas en la degradacidn de la
lignina es, aun, poco clara.

Distintos hongos difieren en los tipos de enzimas gque

producen. Asi por ejemplo Phanerochaete chrysosporium, un

basidiomicete usado en numerosos estudios relacionados con
degradacién de lignina, degradacidén de celulosa y aplicaciones de
bioprocesamiento de lignocelulosa (Kirk et al., 1986; Tien et
al., 1987), produce peroxidasas y glioxal-oxidasa, pero no
produce lacasa.

Ander et al. (1977), clasifican 25 diferentes especies de

hongos de pudricidén blanca en dos grupos. En el primer grupo

incluyen, entre otros, a Sporotricum pulverulentum vy

Phanerochaete sp., los cuales se caracterizan por producir altos

niveles de endo-1,4 B glucanasa y celobiosa oxidoreductasa
cultivados en celulosa, y por producir un bajo nivel de
fenoloxidasa cultivados en madera de pino.

En otro grupo se incluyen Pleurotus ostreatus y Pycnoporus

cinnabarinus, los cuales producen bajos niveles de endo 1,4 B
glucanasa y celobiosa gquinona oxidoreductasa cultivados en
celulosa y altos niveles de fenoloxidasa cultivados en madera de

pino.




Por otro lado, en presencia de extracto de malta P.
cinnabarinus puede degradar un 12,5% de lignina de madera de pino

sin pérdida de celulosa © manano.

ASPECTOS BIOQUIMICOS DE LA DEGRADACION DE LIGNINA

La degradacién de lignina es un proceso multienzimitico y su

control genético permanece atn poco conocido.

La ligninasa de Phanerochaete chrysosporium fue descubierta

usando compuestos modelos diméricos para probar actividad
enzimitica (Tien y Kirk, 1983). Inicialmente, fue aislada por
electroforesis en gel nativo de poliacrilamida. En presencia de
H,0, la enzima despolimeriza parcialmente lignina metilada,
liberando aldehidos aromdticos. Esta enzima purificada contiene
un grupo prostético protoheme y tiene un peso molecular de 42.000
Da. Es una glicoproteina, con alrededor de 15% de carbohidratos
{xilosa, manosa y galactosa). Kirk et al. (1986) purificaron seis
ligninasas a partir del liquido extracelular de P. chrysosporium
usando HPLC de intercambio anidnico. AGn no estd claro si estas
enzimas representan productos génicos separados o son
modificaciones post-transcripcionales o traducciocnales de uno o
varios genes.

Kersten et 2l. {1985) y Hammel et 1. (1986) han

establecido 1la simplicidad de 1la oxidacidén de sustratos




arom&ticos por ligninasa mediante la produccidn de radicales
catidnicos inestables, los cuales posteriormente participarian en
una variedad de reacciones no enzimiticas.

Algunas peroxidasas son dependientes de manganeso Yy parecen
funcionar como enzimas gue oxidan fenol y producen H,0,.

La mayoria de los hongos de pudricién blanca producen lacasa
(p-difenol oxigeno oxidoreductasa) extracelular . Esta enzima
cataliza la oxidacién de fenoles a radicales fenoxi utilizando
oxigeno molecular; oxida monofenoles, {({en algunos casos
p-difenoles) ortodifenoles, trifenoles y &cido ascérbico. Lacasa,
aparentemente aparte de participar en la degradacién de lignina,
tiene un rol en la fructificacién sexual.

Lacasa es una glicoproteina inestable a pH alcalino,
contiene apreciables cantidades de amino&cidos sulfurados, como
cisteina y atomos de cobre en su molécula. Como tal es inhibida
por quelantes de cobre y también por cianida, azida y EDTA.

El peso molecular de lacasas flngicas varia entre 56.000
para Botrytis; 67.000 para Lactarius; 63-65.000 para Russula;
60-65.000 para la principal lacasa de Poi orus; 107-117.000 para
Aspergillus (Mayer, 1978). Estos datos sugieren que las lacasas
son un grupo heterogéneo de glicoproteinas, que tienen una unidad
estructural bé&sica, con un peso molecular de 50.000-70.000 Da,
lo cual puede sufrir agregaciones para formar moléculas mé&s

grandes. La diferencia en el peso molecular preciso reportado
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para una lacasa dada puede ser atribuida a diferencias
especificas y a diferencias en el largo de la cadena de
carbohidrato que forma parte de ella.

catecoloxidasa (o-difenol oxigeno oxidoreductasa monofenol
monooxigenasa), es otra fenoloxidasa de basidiomicetes de
pudricién blanca. También es una enzima cGprica con actividad
cresolasa y catecolasa.

catecoloxidasa y lacasa pueden ser distinguidas en base a
varios criterios, entre elleos la oxidacién de p-difenoles o
p-diaminas, respuesta a CO y respuesta a fenilhidrazina (Mayer et
dl., 1978).

En cuanto al H,0, reguerido para la actividad de la
ligninasa puede ser suministrada por varias diferentes oxidasas,
tales cbmo: glucosa-l-oxidasa, peroxidasa Mn, glioxal oxidasa,

etc.

ABPECTOS8 GENETICO8 EN BASIDIOMICETES DEL PROCESO DE DEGRADACION

DE LIGNINA

Los hongos que tienen poder degradador de lignina son, en su
mayoria, basidiomicetes.

La mayoria de los basidiomicetes son genéticamente
haploides. Esta caracteristica les confiere ciertas ventajas para
estudios genéticos sobre otros organismos diploides, pues cada

gen es potencialmente capaz de exprésarse en el fenotipo. En




algunos basidiomicetes se forman grandes cantidades de esporas

asexuadas, las cuales pueden ser usadas para seleccilonar

mutaciones espontdneas o inducidas.

Reproduccidén asexuada en basidiomicetes

Las hifas pueden fusionarse entre si, facilitando el
intercambio de nficleos para formar heterécariones. Estos pueden
ser usados para realizar pruebas de complementacidn genética. Las
fusiones de las hifas también llevan a un intercambio de
citoplasmas produciendo heteroplasmones gque hacen posible
estudiar interacciones entre determinantes genéticos
extranucleares.

Fusiones nucleares somdticas ocurren con baja frecuencia en

los heterocariones. Micelios diploides de Schizophyllum commune

(Mills et al., 1969; Parag et al., 1966) y Coprinus spp

(Casselton, 1965; Day et al., 1969) han sido recuperados de
heterocariones formados por nicleos haploides, usando técnicas
selectivas en el laboratorio.

Los nficleos diploides resultantes desarrollan,
ocasionalmente, recombinaciones mitéticas, pudiendo revertir a la

condicién haploide a través de formas de mitosis alternadas.

Estos nacleos haploides resultan ser recombinantes genéticos.




Reproduccidén sexuada en basidiomicetes

Muchos hongos con sus micelios difusos y multitudes de
érganos sexuales microscépicos tienen la capacidad de mantener su
sexualidad en ellos mismos. De este modo, un solc micelio produce
érganos sexuales gue se fertilizan unos con otros. Esta condicién
se describe como homotalismo.

Los basidiomicetes han evolucionado un control genético de
la reproduccidn sexual a través del desarrollo de tipos de
apareamiento que incorporan genes de incompatibilidad sexual.
Solamente micelios de diferentes tipos de apareamiento son
sexualmente compatibles. Este fendmenoc se conoce como
heterotalismo.

En Rhodosporidium toruloides la conjugacidn entre células

haploides de dos tipos compatibles, a y A, es inducida por
feromonas difusibles secretadas por las células de tipo A, entre
ellas la rhodotorucina A (Miyakawa et al., 1986).

En Tremella mesenterica, la induccién de formacién de tubos
de conjugacidén en células compatibles es inducida por los
péptidos Tremerogen A-10 y a-13 (Sakagami et al., 1981).

Estudios en otras especies de basidiomicetes parecen también
indicar la mediacidn de sustancias quimicas en la induccién de 1la
conjugacidén. Estudios de fusidn y de incompatibilidad somdtica en
Phanerochaete wvelutina llevan a pensar en tal posibilidad. En

esta especie, la incompatibilidad en los sitios de fusién entre

las hifas se expresa en la muerte de las células involucradas en




la fusidn y la de células contiguas. Si existe compatibilidad, se
produce el intercambioc nuclear, agregacidén y divisidn nuclear en
la regién del poro antes de formarse un nuevo septo (Ainsworth et
al., 1986; Aylmore et al., 1986).

El estado vegetativo natural en los basidiomicetes es el
dicarién, una asociacién estable de dos nlicleos haploides en cada
célula, con una posterior cariogamia en el basidio, seguida
ridpidamente por la meiosis.

El criterio usual para distinguir compatibilidad en
basidiomicetes al cruzar cepas monocaridéticas es la presencia o
ausencia de células dicariéticas y de fibulas (Fincham et al.,
1971; Coates et al., 1985).

En los basidiomicetes tetrapolares el factor A regula la
formacidén de fibulas. El control de la migracién nuclear se
asigna al locus B, lo cual ocurre cuando 1los alelos son
diferentes.

Los factores A y B poseen distintas-funciones reguladoras en
la secuencia de eventos que conducen a la morfogénesis sexual.

Schizophyllum, Coprinus y otros basidiomicetes han sido sometidos

a mutagénesis, obteniéndose mutantes que impiden la migracién
nuclear, o el cruzamiento de nicleos, o inducen la formacidn de
fibulas. En Schizophyllum commune se reconoce un alelo dik que en

estado silvestre (dominante) retarda la fusién nuclear hasta que

los basidios estan formados.




El alelo recesivo dik~ permite la fusidén nuclear
inmediatamente después de la fusidén hifal (Fincham et al., 1971;
Burnett, 1975).

Mutantes A mut y B mut aislados en 8. commune llevan a la
conversidén de cepas autoincompatibles a autocompatibles. Estas
cepas mutantes A mut B mut no solamente se parecian a los
dicariones en varias caracteristicas morfoldgicas sino eran
también sexualmente fértiles (Swamy et al., 1984).

Con el fin de identificar los productos de A y B se han
realizado estudios seroldgicos y electroforéticos. Los resultados
muestran un cambio profundo en el contenido de proteinas de las
células homocariones compatibles y el dicarién gue forman al
cruzarse (Swamy et al., 1985).

En Schizophyllum commune se han descritoc 288 clases de

- factores sexuales A y 81 clases de factores sexuales B (Burnett,

1975). En Uredinales la reaccidén sexual tiene lugar entre érganos
sexuales bien diferenciados. En 1los Holobasidiomicetes vy
Ustilaginales hay solamente hifas indiferenciadas o células
Gnicas involucradas en la reaccidn sexual.

En S. commune los monocariones coisogénicos que generan un
dicaridén no producen lacasa. En cambio, si lo hacen estos tltimos
(De Vries et al., 1986). Por otro lado, el proceso morfogenético
que ocurre en el paso desde monocaridén a dicarién, esté
acompailado por la aparicién de un limitado nGmero de mRNA

especificos del dicarién (Wessels et al., 1987).




vVarios mutantes auxotréficos de P. chrysos orium, de los
cuales la mayoria son auxotréficos para aminodcidos y cofactores,
han sido aislados y usados en estudios de complementacidén. Se ha
logrado la fusién de protoplastos y la regeneracién de micelios
en varias cepas (Gold et al., 1983). También se han recuperado
cepas marcadoras gue llevan miltiples mutaciones de
heterocariones que fructifican.

Comparaciones de mRNAs traducides in vitro de micelios
ligninoliticos y no ligninoliticos muestran diferencias en 40-50
especies de polipéptidos, resueltos en geles unidimensionales
(Haylock et al., 1985).

El anilisis de DNA cromosémico de P. cinnabarinus mediante
electroforesis de campo pulsado, revela la presencia de cuatro
bandas densitométricamente diferentes. Segln ésto, el tamafio del
genoma de Pycnoporus oscilaria entre 16-20 Mb (Cifuentes et al.,

1990).
ASPECTOS TAXONOMICOS DE PYCNOPORUS
En una prospeccién realizada en una zona de clima ocednico

temperado en el sur de Chile, en un &rea de bosque nativo en la

provincia de Osorno, se encontraron carpdforos de Pycnoporus.

Estos estaban adheridos a troncos de Nothophagus dombevyi

(coiglie) . Posteriormente, se encontraron carpdforos similares en
un bosque nativo de Temuco, 272 km al norte de Osorno (Burgos y

Oortiz, 1988).
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Pycnoporus es un basidiomicete de la familia Polyporaceae

(Stalpers, 1978), caracterizado como Aphyllophoral de himenéforo
tubular, sistema hifal trimitico, esporas lisas, generalmente no
amiloides.

Los estudios morfoldgicos y los de interfertilidad de Nobles

y Frew (1962) aportaron evidencias para distinguir tres especies

de poliporéceas rojas, dando a la vez su distribucidn geografica:

Pycnoporus cinpabarinus (Jac. ex Fr.) Karst, en zonas temperadas

del hemisferio norte; Pycnoporus coccineus (Fr.) Bond. & Sing.,

en zonas templadas del hemisferio sur y paises gque bordean los

océanos Indico y Pacifico y Pycnoporus sanguineus (L. ex Fr.)

Murr. en regiones tropicales y subtropicales de ambos
hemisferios. Para Sudamérica se sefiala la presencia exclusiva de
P. sangquineus, con registros en Brasil, Uruguay y Argentina. Sin
embargo, en 19217 C.G. Lloyd habia determinado la presencia de

Polystictus cinnabarinus, sindénimo de Pycnoporus cinnabarinus en

Chile.
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PROPOESITOB DE LA TESIS

El objetivo general de este trabajo es identificar algunos

de los genes involucrados en el proceso de degradacidén de lignina

realizada por una variedad de Pycnoporus sganquineus colectado en
el bosque nativo de la zona de Osorno (Chile).

Los objetivos eéspecificos son:

1. Determinar las condiciones de cultivo en laboratorio para la

obtencidén de una tasa de crecimiento miceliar ©&éptima de

Pycnoporus sanguineus var. osorninus.

2. Estudiar la biologia de la variedad chilena Pycnoporus

mencionada, en especial la identificacién de sus polos sexuales,
sus mecanismos de reproduccidn y sus caracteristicas favorables

para el andlisis genético.

3. Obtencidn de marcadores genéticos mediante la induccidn de
diferentes tipos de mutantes, en especial variantes con actividad
fenoloxidasa modificada con respecto a la existente en cepas

silvestres o estandar.

4. Estudio genético de algunos de estos mutantes, en especial los

aspectos moleculares que afectan la actividad de fenoloxidasas.
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MATERIALES Y METODOS

I. MATERIALES

1.1 Material bioldgico

Pycnoporus sanguineus var. o¢sorninus. Las cepas

heterocaridticas 470, 472 y 473 derivan de carpdforos colectados
en Osorno, Chile; 1la cepa heterocaridética 479 deriva de un
carpdforo colectado en Temuco, Chile. Los cultivos monospéricos
derivados se designan por 470-x, 472-X, 473-x y 479-x, siendo x:
1, 2, ..., n. .

Pycnoporus cinnabarinus (Cepa 450, heterocariética). cultivo

puro obtenido del laboratorio del Dr. Angel Martinez, Centro de
Biologia Celular, Madrid, Espafia. Los cultivos monospdricos
derivados se designan 450-x, con x: 1,2,..., n.

Pycnopeorus sanguineus (Cepa 940, procedente de Uruguay; Cepa
950 procedente de Argentina, ambas heterocariéticas). cultivos
obtenidos del laboratorio del Dr. Jorge Wrigth, Universidad de
Buenos Aires, Argentina. Los cultivos monospéricos derivados se
designan 940-x y 950~¥, siendo la representacién de x: i, 2, ...,
n.

Todas las cepas monospdricas provienen de basidiosporas
producidas en cultivos en el laboratorio de Genética de 1la

Facultad de Ciencias de la Universidad de Chile.
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1.2 Reactivos guimicos

De Sigma Chemical Co., St. Louis, USA, se obtuvo:
acrilamida, adenosina, arginina, &cido aspértico, A&cido diamino
pimélico, asparagina, alanina, fenilalanina, D-L-p
fluorofenilalanina, glutamina, guanosina, histidina, isoleucina,
leucina, 1lisina, metionina, prolina, tirosina, treonina,
triptofano, N-N-metilen bis-acrilamida, Temed, Tris, valina,
uracilo.

AlbGmina de suero de bovino, estidndard de pesc molecular
MW-SDS Blue Kit.

De Merck, Darnmstadt, Alemania, se obtuvo: &acido acético,
&cido clorhidrico, &dcido ortofosférico, Aacido tanico, acetato de
sodio, metanol, sulfato de amonio, peroxodisulfato de amonio,
azul brillante de Coomassie, azul de bromofenol, azul de
lactofenol en solucidn, cloruro de calcio granulado, sulfato de
sodio, perdxido de hidrégeno, sulfato ferroso heptahidrato,
glicina, glicerol, D-glucosa, guayacol, sulfato de magnesio
heptahidrato, sulfato de manganeso monchidrato, 2-mercaptoetanol,
fosfato dcido de potasio, fosfato didcido de potasio, pirogalol,
l1-naftol, sacarosa, L-sorbosa, carbonato de sodio, cloruroc de
sodio, hidrdxido de sodio, fosfato &cido de sodio, nitrato de
sodio, <clorhidrato de tiamina, agar-agar, arena de mar
purificada, caseina hidrolizada, extracto de malta,
DEAE-Sepharose, reactivo Folin.

Productos alimentarios comerciales: harina de maiz, almidén

de maiz. Aserrin de pino.
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II. METODOS

a

Medics de Cultive

2.1 Medios liquidos

1. Extracto de malta 1,5%, pHs 4,7; 4,2; 3,4.

2. Medio mineral basal consistente en (g/1): KH,PO, - 2,0,
(NH,),S04 - 1,4, MgSO, x 7H,0 - 0,3, CaCl, - 0,3, en (mg/l) FeSO,
x 7H,0 - 5,0, MnS0,; X H,0 - 1,6, ZnsO, x 7H,0 - 2,5, CoCl, ~ 3,6;
adicionado con 30 ml de una solucién de caseina hidrolizada (10
g/1), clorhidrato de tiamina (100 mg/l) y glucocsa o sacarosa (20
g/1).

3. Medio mineral basal modificado lleva NaNO,; - 2 g/l a pH

4,1, adicionado con sacarosa 20 g/l en reemplazo de (NH,),S0,.

2.2 Medios sélidos

a. Extracto de malta 1,5%, agar 1,5% a los siguientes pH
ajustados con H;PO,: 3,2, 3,7, 4,2, 5,2, 5,7.

b. Extracto de malta 1,5%, agar 1,5% a los siguientes pH
ajustados en buffer fosfato de sodio: 5,7, 6,2, 6,7, 7,2.

c. Extracto de malta 3,0%, harina de maiz 48,0%, almiddén de
maiz 16%, aserrin de pino 8,0%.

d.Aserrin de pino pH 4,8 al 30%.

e.Extracto de malta 1,5%, agar 1,5%, Acido tédnico 0,05%. °

f.Extracto de malta 1,5%, agar 1,5%, sorbosa a las

concentraciones 0,5%, 1,0%, 1,5%, 2,0%.




g.Medio mineral basal, glucosa 4%, vit. B y sulfato de
amonio como fuente de nitrégeno, D-L~p fluorofenilalanina a las
concentraciones de (pg/ml): 5,0, 10, 15.

En algunos casos, segin el propésito del experimento, el

micelio de P. sanquineus var. osorninus fue cultivado en un medio

minimo consistente en medio mineral basal suplementado con
glucosa 20 g/l y con los requerimientos metabdlicos de las

mutantes (Apéndice 1).

2.3 Inoculacidn

Bloques de agar-malta, de 5 mm de di&metro por 3 mm de
profundidad, con micelio en crecimiento obtenido desde 1la
periferia de un cultivo de 4 dias de incubacién a 30°c, se
colocaron en el centro de cada placa de cultivo preincubada a una
determinada temperatura, haciendo tres a cinco réplicas para cada
condicidn experimental en estudio.

El micelio cultivado en medio liquido se macerd en licuadora
estéril por tres minutos. 20 gl fueron inoculados en las placas
de cultivo o en matraces de 250 ml, con 50 ml de medio de
cultivo.

Dos muestras de 20 pl cada una se observaron al microscopio,
estimando el nfimero de unidades miceliares (incluyendo conidios)
presentes en los 20 pl, asi como sus dimensiones.

Los medios ligquidos inoculados se incubaron a diferentes

temperaturas para determinar su crecimiento &ptimo. La cepa 470

fue incubada a 10°c, 159, 25°c, 35%°, 40°%c, 45° y 48°c. La cepa




450 fue incubada a 15°c, 30° y 36°C. Los medios liguidos fueron
agitados constantemente a 130 rpmn. Una vez determinada la

temperatura éptima, los cultivos se incubaron a 30%c.

2.4 Mantencidén de las cepas

Las cepas silvestres y mutantes obtenidas se crecieron en
tubos de 10 ml con 5 ml de medio agar-extracto de malta 1,5% p/v,
durante 7 dias a 30°C y posteriormente se guardaron a 4°9C. En
estas condiciones, la viabilidad de los cultivos se mantuvo por

4-5 meses aproximadamente.

2.5 Crecimiento

El crecimiento fingico se evalud de la siguiente manera:

a) El crecimiento lineal se determindé midiendo diariamente
el di&metro alcanzado por la colonia en placas con medio de
cultivoe, en dos direcciones perpendiculares; hasta que 1la
superficie de la placa es completamente cubierta por el micelio.

b) Crecimiento en peso seco se obtuvo pesando el micelio
producide en el medio liguido, en filtros millipore con un poro
de 0,2 um de di&metro y secados a 95°C durante cuatro horas.

c) Trozos de micelio se extraen desde varios puntos de la
colonia a fin de detectar diferencias morfolégicas debidas a
diferentes temperaturas, pHs, o en distintos medios de cultivo,

fijdndolos con lactofenol.
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2.6 Cruzamientos

Los cruzamientos se realizaron en placas de agar con
extracto de malta al 1,5% p/v. Dos indculos de micelios
compatibles son puestos a una distancia de 1 cm. Cuando las hifas
en crecimiento de ambos indculos se contactan, ocurre anastomosis
de ellas, lo cual es seguido por una répida migracidén de nacleos
a través de ambos micelios. Esto da origen a hifas dicaridticas,
distinguibles por la formacién de fibulas.

La aparicién de fibulas se controld en preparaciones
microscépicas tefiidas con azul de lactofencl, bajo aumentos del
microscopio éptico de 400 x y 1000 x, después de una semana de

iniciado el cultivo.

2.7 Mutagénesis

El cultivo monospdrico correspondiente a la cepa 470-6 se
crecid durante 7 dias en matraz Erlenmeyer de 250 ml con 50 ml de
medioc agar-extracto de malta 1,5% p/ﬁ a 30°%Cc. La colecta de
conidios se hizo lavando el micelio con 20 ml de agua destilada
estéril y filtrando esta suspensién en gasa estéril (tres
dobleces) a fin de retener trozos de micelio. Los conidios se
contaron en cdmara Neubauer. La suspensidén de conidios con una
concentracién de 2 x 107 conidios/ml se centrifugd a 2500 rpm
durante 5 min en centrifuga refrigerada Sorvall modelo RC5-B. El
liguido sobrenadante se descartd y el precipitado de cé&lulas se
resuspendidé en 10 ml de agua destilada estéril. Esta suspensiédn

de conidios se depositd en placas Petri.
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Los conidios se irradiaron con una lampara UV germicida 15W
General Electric, tipo G8T5 que emite principalmerte radiacidn de
254 nm, durante 30, 60, 90 segundos desde una distancia de 18 cm.
Los conidios irradiados se diluyeron en agua destilada estéril.
50 pl de las diluciones 1074 y 10™° se distribuyeron en placas
con medio completo e incubaron en oscuridad por 48 hrs a 30°9C.
Las colonias obtenidas a partir de un conidio se aislaron en
tubos con 5 ml de agar-extracto de malta 1,5% p/v ¥y
posteriormente se seleccionaron en ﬁedio minimo, en medio
suplementado con A&acido ténico 0,05% p/v, en el caso de las
mutantes fenoloxidasa negativas. Las mutantes auxotréficas que no

crecieron en medioc minimoc fueron transferidas a medio minimo

suplementado con distintas mezclas de aminodcidos (Apéndice 2).

2.8 Determinacién de proteinas

La concentracién de proteinas en muestras de medio de
" cultiveo liquido se determind por el método de Lowry et al.
(1951). Como estandar se usd albiimina de suero de bovino con una
concentracién de 1 mg/ml.

Las proteinas presentes en el medio de cultivo se
precipitaron con sulfato de amonio (Schleif et al., 1981) al 80%

de saturacidén a 4°C por 24 horas.
Las proteinas precipitadas se centrifugaron a 10.000 x g,
por 20 min en centrifuga refrigerada Sorvall, modelo RCS-B. El

sobrenadante se descarté y se utilizd el precipitado, el cual se
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resuspendié en 1 ml Tris 10 mM, pH 7,0. La suspensidén se dializd

durante 1 hr contra NaCl 0,1 M. Posteriormente 0,4 ml de muestra,

se utilizaron en las reacciones descritas en el método de Lowry.
La lectura se hizo a 750 nm en espectrofotémetro Shimadzu,

modelo RV-150-02.

2.9 Preparacién de extractos crudos

El micelio de Pycnoporus sanguineus, cultivade en medio
liguido (medioc mineral basal suplementado con glucosa al 2% p/v)
se cosechd mediante filtracién al vacio y se lavd con 6 volimenes
de agua destilada para eliminar las sales y el azlcar del medio
de cultivo.

El micelio himedo, congelado durante 1 hora a -20° ¢, se
melié en mortero con arena de mar estéril hasta obtener una pasta
homogénea. Para ello, se adicioné buffer fosfato de sodio, pH
6,0, en una relacién de 3:1 con respecto al peso hlGmedo del
micelio. E1 homogeneizado se centrifugé a 5.000 x g durante 15
minutos en centrifuga refrigerada Sorvall modelo RC5-B. E1L
precipitado se descarté y se utilizé el liquido sobrenadante para

la deteccidn de actividad de lacasa.

2.10 Purificacién de lacasa

La purificacién de lacasa se realizdé a 4°c. se agregd
sulfato de amonio en una saturacidén de 80% al medio de cultivo
ligquido (1 litro), filtrado a través del papel filtro de celulosa

(Whatman N©2). El1 precipitado se colectd por centrifugacién
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(15.000 x g, 20 minutos) en centrifuga refrigerada Sorvall modelo
RC5-B. En segquida se resuspendid en buffer fosfato de sodio 50
mM, pH 6,0 y se dializd extensamente contra el mismo buffer.

El dializado se cargd en una columna de DEAE~-Sepharose (1,5
cm X 20 cm) equilibrada con el buffer fosfato. Después de lavar
con el buffer de equilibrio (200 ml), se aplicd un gradiente
lineal de NaCl 0 - 0,2 M en un flujo de 10 ml/h. Las fracciones
activas del eluido se reunieron, dializaron contra el buffer

fosfato y se guardaron a -70°cC.

2.11 Determinacidén de actividad lacasa

La actividad lacasa se ensayd® a 30°C mediante registro de
absorbancia a 465 nm de una mezcla de reaccidn (3 ml) que
contenia guayacol 10 mM, buffer fosfato de sodio 50 mM, pH 6,0 vy
la enzima.

El control consistidé en la mezcla de reaccidn ya descrita
con la enzima previamente inactivada por calor a 100°C durante 5

minutos.

2.12 cinética de actividad lacasa

Periddicamente (durante 50 dias) se colectaron por
filtracidén al vacio a través de filtros millipore 0,2 pm muestras
de 20 ml de medio de cultivo de la cepa silvestre 470-6 y de las

mutantes pox;” y pox, . Estas cepas fueron crecidas con agitacién
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(130 rpm) a 30° en matraces Erlenmeyer de 2 lt de capacidad que

‘contenian 1 1t de medio mineral basal adicionado con glucosa 2% Yy

tiamina 0,1 mg/ml.

Estos 20 ml de muestra fueron tratados como se describe en
purificacién de lacasa (seccién 2.10), sin ser incorporados a la
columna cromatogriafica. Una vez dializados extensamente, se
determind® 1la concentracién de proteinas (seccidén 2.8) y la

actividad de lacasa (seccidn 2.11).

2.13 Electroforesis de proteinas

La electroforesis de proteinas se realizd en geles de
poliacrilamida al 12% y 5% p/v de acuerdo al método de Laemmli
(1970). Los geles se prepararon a partir de una solucidén stock de
acrilamida: N-N' metilenbisacrilamida en una relacidén de
concentracién de 30:0,8% p/v. La electroforesis se realizd en
placas de vidrio de IO x 12 cm, utilizando tampdn Tris—glicina pH
8,3 (3,03 g/l de Tris, 14,4 g/l de glicina) con SDS al 10% en
ambos electrodos. Las muestras se corrieron a temperatura
ambiente a una corriente constante de 4 mA por bolsille, hasta
que el colorante de referencia (azul de bromofenol 0,01%) migrd
un 90-95% del largo total del gel.

La preparacidn de los geles se realizé a partir de

soluciones stock (Apéndice 4).
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El gel separador de acrilamida 12% se prepard con Tris pH
8,8, 0,625 ml, solucidén acrilamida bis acrilamida 1 ml, agua
destilada 0,875 ml, persulfato de amonioc 10% p/v 12,5 pl, Temed
0,75 ul.

El gel concentrador de acrilamida al 5% se prepard con Tris
pH 6,8, 0,315 ml, acrilamida bis acrilamida 0,208 ml, agua
destilada 0,732 ml, persulfato de amonio 0,25 pl, Temed 0,75 pl.
Después de la polimerizacién del gel, cada bolsillo fue cargado
con 10 pl de muestra de proteina obtenida como en seccién 2.8 y
buffer de muestra en relacidén 1:1 v/v. El buffer de muestra
contenia azul de bromofencl 0,01%, glicerol 10%, mercaptoetanol
5%, SDS 3%, Tris 62,5 mM. La mezcla de proteina mé&s buffer de
muestra se tratd previamente durante 5 min a 100°cC.

Los geles se fijaron y tifieron con una solucidn de azul
brillante de Coomassie R al 0,025% p/v, disuelto en una solucién
acuosa de metanol al 45% v/v y dcido acético al 9% v/v durante 12
hrs a temperatura ambiente. Los geles se destifieron en el mismo
solvente, durante al menos, 3 hrs y se completd el destefiide con

dcido acético al 10% v/v.

2.14 Pruebas para fencl oxidasas

Varios ensayos enzimdticos se realizaron in situ (drop-test)
sobre las placas con micelio en desarrollo en placas de agar
extracto malta. Los ensayos con l-naftol, p-cresol y guayacol se
realizaron de acuerdo a Kddrik (1965). Estos ensayos enzimiticos

se describen en el cuadro resumen siguiente:

23




By

—— A s ————— —— —

etanol 96%

A —— —— . o T o Tt i T k{7 i S S S S et o8 S S5

Enzima Color producido por
la reaccidn positiva

e i Sk S S —— T bt el S —— - T b P A S S S e i S —

l~naftol 0,1 M Lacasa Plarpura

en etanol 96%

Guayacol 0,1 M Lacasa Parpura

en etanol 96%

Perdxido de hidrégeno Peroxidasa Ccafé-amarillento
,al 0,4% con pirogalol

al 1%, recién preparado

I-tirosina 0,5% con Tirosinasa Amarillo

1 gota de NaOH 1 N

p-cresol 0,1 M en Tirosinasa Café-naranja

—— e A e e Ak e St it i ot ot i ot i S S S ————————— — ————— —————

Todas las reacciones se realizaron en hifas que crecen

activamente en el borde de la colonia y en hifas ubicadas en el

centrc de la colonia. La prueba para tirosinasa fue realizada en

placas con micelio aéreo. Todas las reacciones fueron leidas

después de 3,

24 y 72 horas.
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RESULTADOS

3.1 Caracteristicas morfoldgicas de Pycnoporus sanguineus var.

osorninus

Pycnoporus sanguineus var. gsorninus presenta basidiocarpos
sésiles, dimidiados, de 8,0-13,5 mm en seccidn transversal en la
zona proximal del pileo, adelgazéndose hacia el borde. Poseen
un radio central 20-50 mm y 32-80 mm en direccidn lateral. La
superficie superior del carpéforo es de, color blanco y con un
tenue brille. Posee una o dos bandas ligeramente anaranjadas,
siendo la més periférica de una mayor intensidad (Fig. 1).

Luego de ser colectado y deshidratado, la superficie del
carp6foro se torna mds intensamente anaranjada; rugosa, suave al
tacto, con el borde ligeramente irregular y con un leve surco
ubicado a 1 cm al interior de él. El contexto del carpdéforo es
suberoso, denso, con bandas de zonacién de color naranja, rojas e
hialinas, de anchos variables. En contacto con KOH al 4% se torna
negro (Fig. 2)

En estado fresco la superficie inferior del carpoéforo es de
color anaranjado intenso, torndndose rojo bermelldn al
deshidratarse. La superficie inferior posee 4-~5 poros por mm

(Fig. 3).
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FIG. 1. Superficie superior de basidiocarpos de tres especies del

género Pycnoporus. A: P. cinnabarinus, B: P. coccineus, C: P.

sanguineus, D: P. sanguineus var. osorninus.

Los basidiocarpos A, B, C fueron obtenidos del Jardin Botéanico
Real de Kew (Inglaterra). El1 basidiocarpo D fue colectado en un
bosque nativo de Osorno (Chile).

La barra corresponde a 10 mm.
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FIG. 2. Basidiocarpo de Pycnoporus sanguineus var. osorninus
adherido a trozos de troncos de Notophagus dombeyi. S. cara
superior del basidiocarpo. I. cara inferior del basidiocarpo. T.
corte transversal del basidiocarpo.

La flecha indica el contexto denso del basidiocarpo, con bandas
de zonacién de color naranja, rojas e hialinas, de anchos

variables.
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FIG. 3. Detalle de la superficie inferior del basidiocarpo de

Pycnoporus sangquineus var. osorninus.

En el lado izquierdo de la fotografia se observan poros de salida
de los tubos del himenéforo, con didmetros de 100-300 pm. E1 lado
derecho de la fotografia corresponde a un corte transversal del
basidiocarpo a nivel de los tubos del himenéforo, con largo de
hasta 4 mm. La flecha indica los poros. Escala graduada en

milimetros.
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El himendéforo es tubular, con tubos proximales de 1,5 mm en
carpé6foros pequefios, hasta 4 mm de largo en los de mads edad, de
color naranja crema, circulares-elipsoidales, en corte
transversal, poseen un diametro de 100-300 um (Fig. 3). Basidios
subclaviformes, 3-5 um ancho x 14-17 um largo, con 4 esterigmas
(Fig. 4). Los basidiosporas son cilindrico-elipsoidales,
aplanadas por un lado, levemente curvadas, hialinas, no
amiloides, 1,5-2,0 x 3,5-5,0 um, lisas, de paredes delgadas.

Sistema hifal trimitico, con hifas generativas de 1,5-2,0 um
de diametro, con fibulas que forman medallones, hialinas (Fig.
5); hifas esqueléticas no ramificadas de 1,8-5,0 um de diémetro,
pared gruesa; hifas esqueléticas ramificadas (ligadoras) de 3,0
um de didmetro. Ambos tipos de hifas esqueléticas carecen de
septum y llevan pigmento rojo en su pared externa, dispuesto en
bandas o continuamente sobre las hifas. Este pigmento desaparece

en KOH al 10% y persiste en &cido léactico (Fig. 6).
3.2 Ciclo de vida de Pycnoporus sanguineus var. osorninus

Pycnoporus sangquineus var. osorninus tiene dos fases en su
ciclo de vida:
a) una fase haploide, monocaridética, con un micelio que puede ser
propagado por esporas asexuales: artroconidios y clamidosporas.
b) una fase heterocaridtica, en la cual cada célula contiene dos
nicleos que difieren en la caracteristica de apareamiento. Esta

segunda fase, llamada dicarién, es caracterizada por un micelio
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FIG. 4. Preparacidén microscdpica del himenéforo de Pycnoporus

sanquineus var. osorninus. La preparacién fue obtenida con un
corte a mano alzada del basidiocarpo de este hongo, en la zona
del himenéforo y tefiida con azul de lactofenol.

Las flechas indican grandes basidios subclaviformes de 3-5 um de
ancho por 14-17 pm de largo, 1los que daradn origen a 4
basidiosporas cilindrico elipsoidales.

La barra corresponde a 10 um.
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FIG. 5. Hifas generativas del micelio de Pycnoporus sanguineus
var. osorninus con fibulas que forman medallones.

La preparacién fue tefiida con azul de lactofenol. La flecha
indica fibulas originadas a nivel del septum de la hifa; 1la
conexidén entre las dos células encierra un espacio entre ésta y
la hifa principal.

La barra mide 10 pm.
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FIG. 6. Trozo de tronco de Notophagus dombeyi invadido por hifas

de Pycnoporus sanguineus var. osorninus (flecha), con intensa

coloracién roja.
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fibulado. La fase dicariética permite la fusién de los dos
ndcleos en el basidio para dar un ntcleo diploide gque sufre
meiosis inmediatamente. La meiosis es seguida por la produccidn

de cuatro basidiosporas (Fig. 7).

3.3 Fenotipo de P. sanguineus en diferentes condiciones de

cultivo

Pycnoporus sanguineus var. osorninus tiene un rango de
temperatura de crecimiento entre 169 y ;500, con un éptimo entre
30°c y 40° (Fig. 8).

Exhibe una tasa maxima de crecimiento en agar-extracto de
malta con un didmetro colonial de 186,8 mm/semana, equivalente a
un crecimiento radial de 13,3 mm/dia a 30°C (Fig. 9).

Los valores de pH que permiten su crecimiento varian entre
3,2 v 5,7 Yy permiten un desarrollo con un didmetro de la colonia
de 20,7 mm/dia. A pH sobre 5,7, la velocidad de crecimiento
disminuye para alcanzar un incremento en didmetro de la colonia
de 1,2 mm/dia a pH 7,2 (Fig. 10). Los distintos pH no provocan
cambios en las caracteristicas microscépicas del micelio.

No se detectan cambios morfoldégicos en el micelio como
producto de variaciones en 1los rangos de temperatura y pH
estudiados, lo cual si ocurre cuando varia la composicién quimica
del medio.

En cultivos en medio liquido con sulfato de amonio, como

fuente de nitrdégeno, sacarosa y sales, se forman clamidosporas en
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CICLO DE VIDA DE Pycnoporus

basidiosporas: A, B, Ay By

() Az By Ax By
000 '
BASIDIO /

A|BI Az Bz

I/ 0
CONIDIOS g

meiosls

HOMOCARION

FUSION HiFAL Y
MIGRACION NUCLEAR

HETEROCARION
A By + Ay B,

FIG. 7. Ciclo de vida de Pycnoporus sanguineus var. osorninus.
Su disefio se basa en las observaciones efectuadas en este
estudio. Es un ciclo de vida con dos fases: a) una fase haploide,

monocaridética, y b) una fase heterocariética.
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FIG. 8. Efecto de la temperatura en el crecimiento lineal de

Pvcnoporus sanguineus var. osorninus. E1 micelio de Pycnoporus

fue crecido en placas de agar extracto malta 1,5%. El crecimiento

lineal se determind midiendo bajo lupa de diseccién, el di&metro

alcanzado por la coleonia en 1la placa, en dos direcciones

perpendiculares.
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Las temperaturas de incubacion fueron 10°c,

-

35°C y 40%c.

i5




25
c.170
2 20
©
N
E
E
L 15 =
o
13}
c
o 10 1~
cC
@
E
g st
h .
[ &
1 1 ! 1

10 20 30 40 50

Temperalura (°C)

FIG. 9. Efecto de la temperatura en el crecimiento lineal de

Pycnoporus sanguineus var. osorninus (c¢. 470) y Pycnoporus

cinnabarinus (c. 450). Los valores del crecimiento lineal se

obtuvieron como la pendiente méaxima de las curvas presentadas en

la Fiqura 8.
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FIG. 10. Efecto del pH del medio de cultivo en el crecimiento

lineal de P. sanguineus var. osorninus (c. 470) y de P.

cinnabarinus (c. 450).

El micelio de Pycnoporus fue cultivado a 30°C en placa de agar

extracto malta 1,5% y los pHs fueron ajustados en A: con &cido

ortofosfdrico 85% y en B: con buffer fosfato de sodio.
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un nimero diez veces superior al observado en medio con nitrato
(Fig. 11). Las clamidosporas son lntercalares o terminales,
solitarias o dobles y en mayor nimero, separadas por un septo sin
fibula en la base. Sus dimensiones fluctiian entre 5 x 6 a 7 x 12
um. El1 micelio se presenta condensado.

En medio sélido, con amonio, sacarosa y sales, P. sanguineus
se expande con rapidez, peroc la colonia que resulta presenta un
micelio laxo con pocas hifas aéreas, sin zonacién y produciendo
muy escaso pigmento. No se aprecia un incremento en la produccidn
de clamidosporas, como sucede cuando se cultiva en medios
liquidos.

En medio agar-extracto malta el aspecto de la colonia es
algodonoso en las primeras etapas del desarrolleo, pasando luego
del primer mes a formar un micelio aéreo farindceo, con
manifestaciones de zonacidén. La colonia es inicialmente blanca,
para producir posteriormente un color naranja rojizo (Fig. 12).
Como en medios sdlidos, el micelic que cubre la superficie de los
medios liquidos también adquiere el color anaranjado rojizo el
cual es aportado fundamentalmente por las hifas esqueléticas que
crecen en manojos verticales, con apariencia de cojines gque hacen
posible una fructificacidén rudimentaria. En la naturaleza estas
estructuras conforman los tdbulos.

Las hifas esqueléticas son de un color amarillo palido, con
granulos de color rojo naranja en su parte externa. Estos
desaparecen al agregar una solucidén de KOH al 10% al micelio. Por

el contrario, las hifas fértiles, incluyendo las marginales tienen
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FIG. 11. Preparacidén microscépica del micelio de Pycnoporus
sanguineus var._osorninus.

El hongo se cultivé a 30° en medio mineral basal, glucosa 20 g/l
Yy sulfato de amonio 1,4 g/l como fuente de nitrégeno. Las flechas
indican la presencia de esporas asexuales denominadas

clamidosporas. Tincién azul de lactofenol.Barra = 10 um
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FIG. 12. Cultivos en medios s6lidos de dos especies de

Pycnoporus.

Pso: Pycnoporus sanguineus var. osorninus, y
Pc : Pycnoporus cinnabarinus

Los cultivos se obtuvieron a 30°C en agar extracto malta 1,5%. La
mancha oscura corresponde a la oxidacién que produce la lacasa

scbre el sustrato a-naftol.
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septos con fibulas en la mayoria de ellas. El ancho de las hifas
fértiles estd entre 0,6 y 2,5 pm. Muchas de ellas se rompen
produciendo artroconidios en abundancia (Fig. 13).

El desarrollo de Pycnoporus observado en medio de cultivo

con aserrin de pino, es muy similar al desarrollo observado en
agar-malta. E1 micelio fructifica con un himenio de escaso
desarrollo, con tubos de 170-230 um de diametro y disepimentos de
30-50 um de ancho, formando aproximadamente 4 poros/mm en la
superficie, con produccién de abundantes basidiosporas de un
tamafio 1,5 x 2,0 x 3,5-5,0 um. Estas basidiosporas proceden de
basidios de 4-5 pm ancho x 12-16 um largo, con 4 esterigmas, en
un himenio de poca profundidad, que forma muy escasos poros al no
juntarse los disepimentos (Fig. 14).

El acido tédnico 0,05% se utilizd en los medios de cultivo en
que se seleccionaron las mutantes fenoloxidasa negativas, de tal
forma que resultd necesario evaluar el efecto de este compuesto

en el crecimiento del micelio de Pycnoporus. Asi mismo la sorbosa

que ha sido descrita para otras especies flngicas como inductor
de crecimiento colonial.

En medio agar-malta y &cido t&nico al 0,05%, la velocidad de
crecimiento lineal se ve disminuida. A los cuatro dias de
incubacién, el di&metro colonial alcanza una dimensién inferior
en un 10% con respecto al control. En medio agar-malta con
sorbosa al 2,0%, el diémetro coloni&l a los cuatro dias de
incubacidén alcanza sdélo el 50% con respecto al control. La

adicién de ambos compuestos acentda el efecto. Asi, el diametro
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FIG. 13. Micelio de Pycnoporus sanquineus var. osorninus con
abundante produccidén de conidios (flecha). La preparacién
microscépica se realizé a partir de un cultivo de 7 dias del
hongo a 30°C en placa de agar extracto malta 1,5%. La tincién

corresponde a azul de lactofenol.Barrs 1 pum.
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FIG. 14. Basidiocarpo de Pycnoporus sanguineus var. osorninus

obtenido en cultivo de laboratorio.

El recuadro corresponde a una 2zona de 1la fructificacién
(flechas) con escasos poros del himendéforo, en contraste a los
basidiocarpos de la naturaleza. El micelio dicariético se cultivo
a 30°C, en agar extracto de malta 1,5%. Escala graduada en

milimetros.
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alcanzado por la colonia a los cuatro dias de incubacién es de
1/3 aproximadamente con respecto al control. No obstante, el
crecimiento es sostenido hasta después de los 10 dias de
incubacién (Fig. 15).

La incorporacién de D-L-p fluorofenilalanina en el medio de
cultivo afecta en cierta medida la tasa de crecimiento de este
basidiomicete. A los siete dias de incubacidn, concentraciones
crecientes de este compuesto, hasta 15 pg/ml, permiten un
incremento del diametro de la colonia de un 10% con respecto al
control. A los 14 dias de incubacién el diadmetro colonial

permanece estacionario (Fig. 16).

3.4 Obtencidn y cruzamientos de cepas monospdéricas de Pycnoporus

En basidiomicetes gue forman cuerpos fructiferos
caracteristicos los productos de la meiosis pueden ser aislados y
analizados.

La fructuficacidén obtenida en el laboratorio del micelio de
Pycnoporus permitié colectar basidiosporas. La germinacidén de
cada una de estas basidiosporas en agar extracto malta 1,5% dio
origen a colonias de micelios monospéricos.

Mediante cruzamientos de estos micelios monospdéricos se
determinaron cuatro polos sexuales, condicidén gue se conoce como
heterotalismo tetrapolar.

El micelio haploide derivado del dicaridén seré& de cuatro

clases A;B,, Aj;B,, AjB; Yy AyB,.
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FIG. 15. Crecimiento lineal de 1la cepa 470 en diferentes medios
de cultivo. El micelio se crecié en agar extracto malta 2% a
30°C. En A (o) no adicién; en B (a) se adiciond Acido tanico
0,05%; en C (4) se adiciond sorbosa 2% Y en D (e) se adiciond 1la

mezcla dcido tanico 0,05% y sorbosa 2%.
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FIG. 16. Efecto de D-L-p fluorofenilalanina en el crecimiento

lineal de la especie Pycnoporus ganguineus var. osorninus.

La cepa se cultivé en agar 1,5%, glucosa 4%, sales, vitamina B y
sulfato de amonio con fuente de nitrdgeno adicionado con
distintas concentraciones con este andlogo de amino&cido.

En A {o) no adicién; B (o) se adiciond 5 pg/ml; C (x) 10 pg/ml y

en D (o) 15 pg/ml.

La temperatura de incubacidn fue de 30°¢,




La fibula se desarrolla solamente si el dicarién es
heterozigoto para el locus A. La migracién nuclear tendra lugar
en el caso de que el dicaridén sea heterozigoto para el locus B.

Los resultados de los cruzamientos mostrados en la Tabla 1
permiten derivar el genotipo sexual de las cepas monospdricas

470~ de Pycnoporus sanguineus var. osorninus.

Las cepas 470-6, 470-9 comparten los mismos factores de
apareamiento, con un genotipo sexual A.B;.

Las cepas 470-3 y 470-8 son portadoras del genotipo sexual
Asz.

La cepa 470-2 tiene el genotipo sexual A;B, y la cepa 470-4
el A;B,.

Los cruzamientos entre micelios monospdéricos del resto de
las cepas de Pycnoporus permitieron seleccionar los distintos
tipos de apareamiento de cada una de ellas y realizar
cruzamientos entre las diferentes cepas estudiadas.

Las cepas aisladas en Osorno y Temuco (Chile) demostraron
ser heterotalicas tetrapolares (Tabla 1).

La confrontacién en conjunto de las cepas monospdricas de

Pycnosporus variedad osorninus, con las cepas monospdricas de

Pycnosporus cinnabarinus, incluyende los cuatro polos, no condujo

al desarrollo de fibulas en ninguno de 1los casos (Tabla 2).
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Tabla 1. Cruzamiento de las cepas monospdricas 470-x

A ik B Sl st A o et A Al AR S S S S B L S S S S B S S et e e et e e P P e . - g g e e e gy

470-x 470-2 470-3 470-4 470-6 470-8 470-9

470-2 -

470-3 - -

470-4 + - -

470-6 - + - -

470-8 - - - + -

470-9 - + - - + -

+ indica formacidn de fibulas; - ausencia de fibulas.
13
x variando entre 2, 3, 4, 6, 8, 9.

Genotipo sexual de las cepas meonospdricas 470-x derivado

de los resultados de los cruzamientos indicados en esta Tabla.

470-6, 470-9
A,B,y: 470-3, 470-8
A152: 470-2

hoBy: 470-4
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TABLA 2. Cruzamiento en todas las posibles combinaciones de cultivos

monospdricos de Pycnoporus. P.cinnabarinus, cepa espafiola 450-x; cepas

chilenas 470-x, 472-x, 473=-x y 479-x: P. sanquineus, 940-x y 950-x.

450 470 472 473 479 240 950

450-3 - + - -

L oW
I
1
i
+

470-3 =~ = = -  ~ 4+ =
17 - = - - o= -

B = = = = - - -
472-4 - - - - + - + -+ - -
8 - == = -+ - + - - -
19 - - - - - - - -= - %
20 = = = = s - - + -
473-4 - - - - - -+ - - + - -+ - -
5 - === - - - + - -+ + - - -
8 - - - - + - - -+ - - - - -+
9 = = = - -+ - + - = - - -4+ -
479-2 - - - - - - + - = + - -t - - = = -
3 -=--- - - - + - -+ - e -
6 = = -~ = 4+ == -+ - - - - =+ ===+
8 - - - = -+ = - - - - —-F = = = =
940-3 + - + - - -+ + - -+ - - - - -+ - - -+ -
6 -~--=-  + == -+ -+ - - ===~ + - -
14 - ==~ ==+ - - + + - =+ - 4+ = = = - -
850-1 - - - - - - - + - - - e ++ =t - -
2 - - - - -+ - - - = - - - - -—--- + 4+ + 4+ - - -
5 - - == + -+ + + - - -+ + 4+ - =+ % ++ + - - =+
6 - - - - - - - --=-- _———— == - + 4+ + ==t -

Ak B B ek k. e . g g Y T T T T (S S S S T T T 00 St T o ot T o - P T S S S B B A D B ot o Sk ke o e e e S B S e

{+) Indica formacidén de hifas con fibulas, (-) indica carencia de fibulas.

49




Las colonias desarrolladas a partir de los micelios
primarios de las cepas 450-x y 470-x formaron barreras con hifas
pigmentadas y una gran c¢antidad de hifas de enlace de 1,2 - 2,0
pm de diametro, e -hifas septadas afibuladas de 2-5 um de
di&metro.

El cruzamiento entre los polos de P. cinnabarinus, cepa 450,

con los polos de las cepas 940 y 950 de P. sanguineus en general

no permitidé el desarrollo de fibulas, excepto en uno de los casos
(Tabla 2). El1 crecimiento micelial en placa no produjo
fructificaciones. Las fibulas fueron escasas.

Las cepas de Pycnoporus aislados en el bosque valdiviano

manifiestan heterotalismo alelomdrfico mitltiple, tal como ha sido
evidenciado previamehte para otras cepas del mismo género (Nobles
y Frew, 1962) y como se manifiesta en este estudio con las cepas
de P. sanguineus.

Los cruzamientos de los polos de las cepas monospdricas de
la varjedad osorninus con los polos de las cepas monospdricas de
P. sandquineus condujo a la formacién de fibulas y de micelio
secundario en varias combinaciones (Tabla 2).

-

3.5 Mutagénesis de Pycnoporus sangquineus var. osorninus con 1luz

ultravioleta

La sobrevida relativa de conidios homocariéticos al ser
expuestos a la luz UV durante 30 segundos es aproximadamente 1%.

Sobrepasados los 90 segundos de exposicidn, 1la radiacién
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ultravioleta de 254 nm resulta letal en un 100% de los conidios
(Tabla 3).

El tratamiento de conidios de Pycnoporus con 1luz

ultravioleta durante 30 a 90 segundos de exposicidén ha permitido
obtener mutantes de esta cepa (Tabla 4).

Entre las mutantes auxotréficas obtenidas (Método 2.7) esta
una que requiere adenina para crecer (ad ). Este mutante no crece
en medio minimo suplementado con guanosina. En medio suplementado
con adenina su crecimiento evaluado en peso seco sobrepasa
ligeramente el de la cepa silvestre (470) (Fig. 17).

Otras mutantes auxotréficas seleccionadas e identificadas
corresponden a una gque requiere prolina (pro ) y otra que
requiere isoleucina y valina (ilv7).

Se ha obtenido también una mutante morfoldégica (col), que en
medio completo tiene un crecimiento muy restringido en
comparacién con la cepa silvestre.

En medio agar-extracto malta suplementado con &cido t&nico
se han seleccionado posibles cepas fenoloxidasas negativas (pox~)
que no producen halo café en torno a los margenes de la colonia,
como lo hace la cepa silvestre (Fig. 18).

Todas las mutantes seleccionadas han sido cruzadas con la
cepa silvestre 470 de Pycnoporus sanguineus, y su descendencia
analizada.

La descendencia de los cruzamientos realizados entre la cepa

470 de P. sanguineus y las mutantes ad~, pro~ y col muestran una
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TABLA 3. Sobrevida relativa de conidios a la radiacidén UV durante diferentes

intervalos de tiempo. -

Tiempo de exposicidn Sobrevida conidios

(=eg) (%)
0 100

30 1,29

60 0,22

90 0,01

120 0,00

180 0,00

B o A B Bt o e e ek e g N S S Sl St it o o e o o . o S S B D S B N A ek e e N R N et e o e S A B S B A o Sk

2 x 107 conidios/ml de la cepa 470 se suspendieron en 10 ml de agua destilada
estéril en una placa Petri de 100 mm y fueron irradiados con radiacién UV de

254 nm por distintos tiempos. La energia emitida es de 0,3 - 0,4 W/mz.
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TABLA 4. Mutantes obtenidas por tratamienteo de conidios de Pycnoporus

sanquineus var. gsorninus con radiacidn ultravioleta (254 nm).

— o S T T T ki £ Sk LR . D S S e Sl T e e ek ek S S S S o o S B N W Ay P e e ot ok S S S S S St

ad”  PSO 4109 auxotrofa para adenina

pro.  PSO 14282 auxotrofa para prolina

11v"  PsSO 1458 auxotrofa para isoleucina-valina

col PSO 1439 crecimiento colonial

pox,” PSO 1460 fenoloxidasa negativa

pox, PSO 1455 fenoloxidasa negativa

pox; PSO 1417 fenoloxidasa negativa
pox, PSO 1452 fenoloxidasa negativa
poxg PSO 1447 fenoloxidasa negativa

La cepa silvestre en medio de cultivo con &cido ténico 0,05% p/v, forma un

hale café en torno a los mirgenes de la colonia lo cual se reconoce como

reaccidédn Bavendamm positiva. Las mutantes de fenoloxidasa negativa no

presentan halo coloreado en torno a la colonia, hecho gue fue considerado como
L] £] _(
una reaccidn Bavendamm negativa.

PSO: Pycnoporug sanguineus var. ogorninus.
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FIG. 17. Crecimiento del micelio de la cepa silvestre 470 y de
la mutante auxotréfica para adenosina, ad . Crecimiento evaluado
en miligramos de pesc seco.

Ambas cepas fueron crecidas a 30°C con agitacién (130 rpm) en
medio minimo, el cual fue adicionado con adenosina 0,01%.

A (o) mutante auxotrdfica ad™ crecida con adenosina; B (e ) cepa
silvestre 470 crecida con adenosina; C (o) cepa silvestre 470 en

medio minimo; D (m ) mutante auxotréfica ad” en medio minimo.
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FIG. 18. Colonias de Pycnoporus sanquineus var. osorninus. Estas
colonias se originaron a partir de basidiosporas de 1la F, del
cruzamiento entre la cepa silvestre y la mutante fenoloxidasa
negativa. La flecha indica la colcnia de la mutante crecida en
medio nutritivo completo suplementado con &cido té&nico 0,05%.. La
mutante fenoloxidasa negativa carece de halo café en torno a los

margenes de la colonia.
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segregacién de 1:1 con respecto al fenotipo silvestre tal como se
observa en la Tabla 5. A diferencia de lo que sucede en el caso

de los cruzamientos entre la cepa 470 de P. sanguineus con las

mutantes ilv~ y pox~ que muestran segregaciones diferentes a la
proporcién 1:1. En el caso de ilv_ la segregacidén es 1:4 y en el
caso de pox la segregacidén es 1l:6.

3.6 Test de placa para fenoloxidasas

La coloracidén desarrollada por el micelio de P. sanguineus

crecido en agar-extracto malta al incorporarle 50 ul de tirosina,
guayacol o pirogalol permite detectar el posible aprovechamiento
de dichos sustratos por parte de la cepa 470 de este hongo. El
micelio adquiere color pilrpura con guayacol, color café con
pirogalol, color amarillo con tirosina. Con respecto a las
mutantes pox ;, pox 3, pox g no se observa cambio de color del
sustrato guayacol y en el caso de las mutantes pox ,, pox , sélo
las hifas marginales dan una reaccidén tenue.

Con pirogalol, 1la cepa silvestre (470-6) da reaccidn
intensa. Las mutantes pox ;, pox 3, pox , dan reaccidén positiva,
pero de menor intensidad con respecto a la cepa silvestre. Las
mutantes pox ,, pox g dan una reaccién tenue solo en las hifas
marginales (Tabla 6). No se observd cambio de color al agregar

tirosina a los micelios de las diferentes mutantes.
\
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TABLA 5. Descendencia de cruzamientos entre mutantes y la cepa silvestre de

Pycnoporus ganguineus var. osorninus (cepa 470)

Cruzamientos N~ esporas Fenotipo de basidiosporas descendientes
analizadas ad :+ pro :+ ilv :+ col:+ pox; :+

470 x ad 140 52%:48%
470 x pro 112, 53%:47%

470 x ilv~ 120 18%:82%

470 x col 780 49%:51%

470 x pox, 110 - 14%:86%

Las cepas mutantes fueron cruzadas con la cepa silvestre y se colectaron
basidiosporas. Diluciones de estas cosechas fueron germinadas en agar extracto
de malta al 1.5% y posteriormente probadas en los medios especificos
(Apéndices 1, 23},

( +: fenotipo silvestre)
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TABLA 6. Test de placa para fenoloxidasas. Los sustratos
utilizados corresponden a guayacol y pirogalol. Estos sustratos
fueron aplicados sobre hifas centrales y marginales y se observd

cambio de coloracidén a las 24 y 48 hrs de aplicados.

Cepas Guayacol Pirogalol
Central Marginal Central Marginal

470-6 ++ ++ +4 ++
pox” 4 - - + +
pox 5 - + - +
POX 4 - - + +
POX 4 - + + +
pox g - - - +

+ : cambios de color; - : ausencia de color.
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3.7 caracterizacién molecular de la actividad fenoloxiddsica

Diferencias en actividad de lacasa

La cinética de actividad lacasa extracelular durante el
cultivo de la cepa silvestre de Pycnoporus y de dos mutantes
fenoloxidasa negativa en medio mineral basal y glucosa al 2%
muestra una actividad detectable en la cepa silvestre alrededor
del dia 20, con un mdximo de actividad alrededor del dia 30. Esta
actividad decae a un nivel basal alrededor del dia 40. En los
medios de cultivo en gque fueron crecidas las mnmutantes
fenoloxidasas negativas (pox; Yy pox, ) no se detectdé actividad
enzimatica de lacasa (Fig. 19).

La preparacion de extracto crudo de la cepa mutante poxl— no
reveld actividad enzimdtica de lacasa en relacidn a la actividad
enzimdtica del extracto crudo de la cepa silvestre 470-6.

El maximo de actividad enzimdtica coincide temporalmente con
el médximo de proteinas extracelulares totales detectadas en el
medio de cultiveo de la cepa silvestre (Fig. 20).

A pesar de estar ausente la actividad enzimdtica de lacasa
en el medio de cultivo de estas mutantes, los niveles de
proteinas extracelulares totales alcanzan valores, aungue
temporalmente desfasados, relativamente préximos a los observados

para la cepa silvestre (Fig. 20).
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ACTIVIDAD LACASA EXTRACELULAR DETECTADAS puU-
RANTE EL CULTIVO DE PFycnoporus sanguineus
VAR. Osorninus

0.6 |- @ LACASA
A CONTROL

Absarbanciaa 4 65 nm

50 60
Dias

PIG. 19. Actividad enzimdtica de lacasa extracelular detectada
durante el cultivo de Pycnoporus sanguineus var. osorninus. Como
control se usd la enzima inactivada a 100°C por 5 minutos y como
sustrato se usé guayacol 10 mM. Las cepas mutantes poxl" Yy pox4'
no exhiben actividad lacasa tanto en el medio de cultivo como en

extractos crudos.
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PROTEINAS EXTRACELULARES DETECTADAS DURANTE
EL CULTIVO DE Pycnoporus sanguineus VAR. Osorninus

90

O SILV.
M POX,— 1460
® POX,4-1452

Protefna ( jzg/ml)

50 60
Dias

FIG. 20. Proteinas extracelulares totales detectadas durante el

cultivo de Pycnoporus sanquineus var. opsorninus y dos mutantes

fenoloxidasa negativa (poxy ¥y poxX, ). Las cepas fueron
cultivadas en medio mineral basal y glucosa 2% p/v. Proteinas

totales fueron detectadas por método de Lowry (1951).
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Proteinas extracelulares

En un experimento preliminar, los micelios de las cepas
470-6 y la mutante poxl' fueron crecidos con agitacién (130 rpm)
a 30°C en matraces Erlenmeyer de 2 lt de capacidad que contenian
1 1t de medio mineral basal adicionado con glucosa 2% y tiamina
0,1 mg/ml, con el objeto de colectar y concentrar las proteinas
extracelulares liberadas al medio de cultivo por ambas cepas.

La electroforesis en gel de poliacrilamida de las proteinas
acumuladas en el medio de cultivo liquido extracelular de la cepa

silvestre de Pycnoporus 470-6, después de 15 dias de incubacién,

muestra a lo menos 16 bandas diferentes. Las bandas de mayor
intensidad de acuerdo al estédndar de peso molecular (Da) son: una
banda de 180.000; dos bandas entre 116.000 y 84.000; dos bandas
entre 84.000 y 58.000; una banda entre 58.000 y 48.500; tres
bandas entre 48.500 y 36.500; una banda entre 36.500 y 26.600;
una banda de migracién muy por debajo del estandar de 26.600
(Fig. 21, columnas A y D).

Al analizar las proteinas extracelulares producidas por una
mutante pox ; es posible observar una reduccidn considerable en
la intensidad de la mayoria de las bandas. Se destaca una de
mayor intensidad gque corresponde a la ubicada entre 36.500 vy
26.600 (Fig. 21, columnas C y F), y la ausencia de las bandas

ubicadas entre los estandar 116.000 y 58.000.
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daltons

FIG. 21. Electroforesis en gel de poliacrilamida de proteinas
extracelulares de Pycnoporus sanquineus var. osorninus.

Los micelios de las cepas 470-6 y pox,~ fueron crecidas con
agitacién (130 rpm) a 30°C en 1 1t de medio mineral basal
adicionado con glucosa 2% y tiamina 0,1 mg/ml.

Las proteinas extracelulares liberadas al medio de cultivo
fueron concentradas 1.000 x con sulfato de amonio 80% (Schleif et
al., 1981). Se cargaron 10 ul de muestra‘por carril. Los carriles
A y D contenian proteinas extracelulares de la cepa 470-6; los
carriles B y E corresponden a estandar de peso molecular
contenidos en MW-SDS Blue Kit (Apéndice 3). C y F contenian

proteinas extracelulares de la cepa mutante fenoloxidasa negativa

pox, .
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DISCUSION

Los resultados obtenidos en el estudio de la variedad

Pvenoporus aislada en el bosque del Sur de Chile, indican que es

un organismo heterotréfico para compuestos carbonados y vitaminas
tales como tiamina, biotina o piridoxina. Sus requerimientos
nutricionales en cultivos en el laboratorio son satisfechos con
azGcares simples, tales como glucosa o sacarosa, sales minerales,
una fuente de nitrégeno inorganica y agua.

De los estudios de crecimiento a diferentes temperaturas y
pHs, se concluye que esta cepa es euritérmica y de crecimiento en
pH &cido. Los pHs b&sicos son inhibidores de su crecimiento. Su
temperatura de crecimiento éptima es I5%¢.

Las hifas constituyen la unidad estructural béasica de

Pycnoporus, las cuales crecen en forma apical. Las hifas son

capaces de ramificarse a distancias regulares para formar un
micelio que crece marginalmente con simetria radial. Cuando este
crecimiento lineal es lento y estd asociado con ramificacién
proximal, el micelio forma una colonia discreta, restringida
espacialmente. Esta situacién de crecimiento restringido es
inducido también por la adicién de L-sorbosa en el medio de

cultivo. Aungque Pycnoporus es sensible a esta hexosa, una

concentracién de L-sorbosa de 2% p/v es aln insuficiente para

inducir crecimiento colonial.

64




La condicién de crecimiento del micelio puede ser modificada
por fusién hifal, transformédndose en una red tridimensional. Esta
propiedad posibilita que varios micelios genéticamente distintos
llegan a estar asociados en una fnica unidad fisioldégica. Una
importante propiedad de sus niicleos es que ellos pueden migrar a
lo largo de las hifas y a través de los poros en los septos
incompletos (Hudson, 1986).

La esporulacién en este basidiomicete es en forma de
conidiosporas. Artroconidios se originan externamente a una hifa
como resultado de repetidos procesos de fragmentacién. Las
clamidosporas son estructuras intercalares que se desarrollan
dentro de la hifa. Ellas, por lo general, adquieren paredes
gruesas y su citoplasma acumula material lipidico y glicdgeno.
Generalmente son multinucleadas. El1 sulfato de amonioc, como
fuente de nitrégeno y de alguna forma la concentracidén de
oxigeno, regulan la formacién de este tipo de estructuras (Fig.
1).

La utilizacién de distintas fuentes de nitrdédgenc permite
detectar la influencia de este elemento en el fenotipo del
micelio, como también el efecto regulador de estos compuestos en
la produccién de enzimas excretadas por este hongo.

El marcado efecto que tiene en el fenotipo del micelio de
Pycnoporus el tipo de compuesto nitrogenado utilizado en el medio

de cultivo, inducen a pensar en la existencia de genes
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reguladores del tipo are A en estas cepas, como el descrito para
Aspergillus, un gen regulador gque es central a la represidn
catabdlica del nitrégeno.

Pycnoporus es sensible al andlogo de amino &cido D-L-p
fluorofenilalanina, inhibidor competitivo gue provoca
alteraciones en el metabolismo celular. Esta caracteristica puede
resultar Gtil en el control de la dispersidn de este hongo.

La utilizacién de anédlogos de amino-acidos en relacién con
los mecanismos de regulacidén enzimitica ha sido estudiada, asi
por ejemplo, Horowitz et al. (1961) informan que la actividad de

fenol-oxidasa en cultivos de Neurospora crassa puede ser inducida

exponiendo los cultivos a concentraciones limitantes de 1los
nutrientes principales o por 1la presencia de analogos de
amino~&cidos en el medio de cultivo.

Wichers et al. (1985) encontrd gque la limitacién de
compuestos que contienen nitrégenoc en el medio, o bien la adicién
de p-fluorofenilalanina o etionina al medio de cultivo, resultd

en una actividad fenoloxidasa aumentada de una suspensidn de

células de Mucuna pruriens.

La incorporacién de p-fluorofenilalanina en el medio de

cultivo de Pycnoporus y la determinacidén de las concentraciones a

las cuales este andlogo de amino-&cido resulta inhibitorio para
la expansién de su colonla posibilita, por otro lado, el estudio
del efecto que este compuesto pudiera tener en la regulacidn de

la actividad de las fenoloxidasas que este organismo produce.
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Los resultados obtenidos (Tabla 2)al cruzar la vwvar.

osorninus con las otras especies de Pycnoporus permiten concluir

incompatibilidad sexual con PEycnoporus cinnabarinus y la
compatibilidad sexual con Pycnoporus sanguineus.

E1 cruzamiento entre cepas de una misma especie,
provenientes de areas geograficas distintas, normalmente conduce
a resultados positivos en todas las combinaciones en gque
participan los cuatro polos monospdricos de cada cepa
heterocaridtica (Nobles y Frew, 1962). Ello es explicado por la
gran variedad de alelos sexuales que existen en los Himenomicetes
(Burnett, 1975). Esto es lo que se observa en el resultado del
cruzamiento entre las dos cepas de P. sanguineus, proveniente de
Uruguay y de Argentina. Sin embargo, el estudio de esta especie
con la variedad osornina produce resultados positivos sélo en un
25% de los casos. Esto podria interpretarse como una
manifestacidén de restricciones del flujo génico entre las
poblaciones subtropicales de la costa atldntica y las poblaciones
chilenas de clima temperado y frio, separadas por una barrera
geogr&fica tan importante como es la cordillera de Los Andes Yy
por las diferentes condiciones bioclimadticas de cada &rea.

Los carpéforos chilenos fueron previamente distinguidos de

los carpdforos clasificados como P. sanguineus, por su forma,

tamafio del carpdforo y grosor del himenéforo.
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Asi la especie chilena puede considerarse como PYycnoporus

sanquineus variedad osorninus tomando en cuenta las diferencias

sexuales y morfoldgicas entre los carpdforos del Atléntico y las
cepas chilenas.

La capacidad de este hongo de producir grandes nlmeros de
conidios idénticos, predominantemente haploides, le confiere
utilidad en la investigacién de mutaciones esponténeas e
inducidas.

Las mutaciones que crean cambios en la secuencia de pares de
bases suministran sitios identificables‘en su material genético.
Estos sitios considerados como marcadores genéticos pueden ser
utilizados para describir genes de interés, en el trazado de
mapas o en la identificacién de determinadas regiones del genoma.

Si bien es cierto que a partir de un mapa de restriccién se
puede determinar la secuencia del DNA entre puntos que estan
suficientemente préximos, las mutaciones, sin embargo, siguen
siendo esenciales para identificar la funcidén de los productos de
los genes,

Ademds los marcadores genéticos obtenidos seré&n de utilidad
en el disefio de sistemas de clonado de genes de interés; en
experimentos de transformacién de estos hongos y en general en la
aplicacidén de las técnicas de ingenieria gené&tica sobre el

material genético de esta especie.

68




La 1luz ultravioleta de 254 nm resultd ser un agente
mutagénico potente para Pycnoporus. Su accién se ve favorecida
por poseer este hongo esporas hialinas y al realizar 1los
experimentos de mutagénesis cuando el cultive estd en fase
logaritmica de crecimiento.

L.a mutante morfoldgica de Pycnoporus denominada col esté

afectada en los rasgos vegetativos de crecimiento, los cuales
determinan un cambio morfoldégico d; toda la colonia. Los
resultados de los cruzamientos de esta cepa con la cepa silvestre
permiten concluir gue esta cepa no tendria problemas
reproductivos y seria estable fenotipica y genotipicamente. La
lesién en su material genético parece ser de caricter simple,
dada la segregacién de 1:1 obtenida en cruzamiento con la cepa
silvestre.

La lesién en las mutantes ad” y pro~ es también del tipo
simple, como lo sugiere la reiterada segregacidn 1:1 del caréacter
indicado en los cruzamientos con la cepa silvestre. La velocidad
de crecimiento de ad~ en medio suplementado con adenina supera
ligeramente a la cepa silvestre.

Los cruzamientos de las mutantes ilv- y pox  con la cepa
silvestre inducen a pensar en la existencia de lesiones del
material genético que afectan a mias de un gen. Estos resultados
sugieren diferentes explicaciones. Una podria ser suponer dos
genes involucrados en la lesién de la mutante ilv™ y que hasta
congue uno de ellos esté en la condicidn silvestre para que se

restaure la via metabélica.
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Complementariamente, el andlisis de la descendencia de los
cruzamientos entre las mutantes fenoloxidasa negativa y la cepa
silvestre da cuenta de un gradiente en la magnitud de los halos
en torno a las colonias cuando estas son crecidas en medios que
contienen &cido ténico.

Si se examinan los descendientes de este cruzamiento se
encuentra gque difieren en el grado de expresién de la capacidad
de oxidar &cido té&nico. Si se supone que este fenotipo es
cuantitativo podrian ponerse a prueba las siguientes hipétesis de
factores miltiples:

i) los caracteres cuantitativos esté&n determinados por numerosocs
pares alelomdrficos de genes,

ii) estos genes duplican sus efectos gue son aditivos,

iii) la contribucién de cualquier alelo individual al fenotipo
neto es tan pequefia que podria ser explicada por variaciédn
ambiental.

L.a variacién observada puede tener diversos origenes,
algunos debidos a variacién ambiental y otros a causas genéticas.
Entre estas ttiltimas es Gtil conocer cuantos factores efectivos
est&n segregando, cudnto es debido a accidén acumulada y cudnta es
debida a interaccién génica, como por ejemplo epistasis.

Los organismos haploides pueden ser analizados por 1los

componentes de las medias de la variacién.
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Aspectos biogquimicos

E1 andlisis del medio de cultivo liguido de 1la cepa
silvestre de Pycnoporus muestra gque este hongo es capaz de
exportar al medio de cultivo gran nGmero de proteinas, entre las
cuales est&n incluidas las fenoloxidasas.

La cepa silvestre de Pycnoporus exporta al medio de cultivo
un cierto ntmero de proteinas de los cuales al menos tres tienen
un peso molecular similar al de las ligninasas descritas y a lo
menos cuatro proteinas en el rango de ﬁeso molecular descrito
para lacasas.

La mutante pox"l exhibe diferencias en este respecto. Por un
ladeo las bandas correspondientes a posibles ligninasas estén
expresadas en forma muy tenue y las correspondientes a posibles
lacasas est&n ausentes. Estos resultados son corroborados por
los tests de placa gque utilizan guayacol como sustrato para
lacasa y pirogalol como sustrato para peroxidasa. La mutante da
reaccidn negativa con el sustrato de lacasa y positive pero con
menor intensidad relativa para pirogalol. Estos resultados
apuntan a concluir que esta mutacidén estaria afectando al
material genético gue controla la produccidén de lacasa y de algfiin
modo aungue indirectamente la produccién de peroxidasas.

Los resultados de las cinéticas de excrecién de proteinas y
de actividad enzimitica de lacasa, permiten concluir gque esta
enzima se produce en la cepa silvestre, algo tardiamente en el

desarrollo del hongo. Probablemente la glucosa estaria jugando un
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papel en la represién de la expresién génica de lacasa, dgracias a
la existencia de un sistema general coordinador del tipo
"represién por catabolito¥. Este sistema ejerceria una
preferencia por la glucosa, inhibiendo la expresidén de los genes
que codifican las enzimas de pasos metabdlicos alternativos.

La mutante poxl" no parece estar afectada en funciones de
excrecidn de proteinas. Con el fin de investigar a qué nivel
molecular afecta la lesién provocada por la mutacidén, se han
realizade intentos de purificar la lacasa producida por la cepa
silvestre.

Con respecto a las mutantes fenoloxidasa negativas, sera
necesario realizar una mayor caracterizacién de su rol en el

proceso de degradacién de lignina que este hongo realiza.

72




PROYECCIONES

ILos estudios realizados hasta ahora en Pycnoporus sanguineus
demuestran que este organismo constituye un material apto para
futuros estudios genéticos y aplicacién biotecnoldgica. Desde
luego posee muchas de las caracteristicas de otras especies de
este basidiomicete aislados en el hemisferio norte y que han sido
sometidas a intensa investigacién a £in de esclarecer la
problemdtica de la degradacidén de la lignina.

Desde luego estd abierta la posibilidad de obtener otras
cepas mutantes e investigar en que forma las mutantes pox  estéan
modificadas en su capacidad de degradar lignina.

La caracterizacidén bioguimica de los productos liberados por
estas cepas permitird establecer las bases moleculares de las
miltiples isoenzimas; cual es el rol de la glicosidacién en la
actividad y estabilidad de muchas proteinas; cudl es la midxima
expresién de las enzimas ligninoliticas.

Pycnoporus puede ser 1Util para resolver muchas interrogantes
tales como : ¢cudles son los roles en el proceso ligninolitico de
glucanos extracelulares, alcohol veratrilico, manganeso Yy
glutamato? ¢cudles son los detalles acerca de la induccidn y
regulacidn de las enzimas gue degradan lignina? ¢cudl es la
relacidén entre reacciones de consumo de energia y de produccidn

de energia durante la degradacidn de lignina?
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Un conocimiento adecuado del proceso de deslignificacidn que
los hongos filamentosos desarrollan puede conducir hacia el uso
de técnicas bioldgicas mediante las cuales los enormes residuos
lignoceluldésicos forestales pueden ser procesados a azlcar,
alcohol u otros solventes orgdnicos y proteinas.

Por otro lado, la industria del papel y la celulosa pueden
utilizar microorganismos para remover la lignina incrustada en la
celulosa, en vez del tratamiento quimico actual, qgue a pesar de
ser répido, es muy costoso y provoca dgrandes problemas de
contaminacién al producir miles de toneladas de lignina kraft.

Los proceso de deslignificacidén microbiana pueden también
ser utilizados para el tratamiento de ?stas aguas residuales,
orientado hacia la conversidén de compuestos fendlicos Gtiles y
polimeros modificados de lignina de interesantes perspectivas
futuras.

El conocimiento de las fenoloxidasas ha sido aplicado
principalmente al procesar alimentos ya sea para prevenir su
coloracidn café o facilitar la reaccidén de la enzima cuando se
desee. Como resultado de la actividad de las polifeniloxidasas se
forman productos coloreados altamente reactivos a menudo
moléculas condensadas de peso molecular md&s alto que el sustrato
original de la enzima. Estos compuestos aparecen en muchos
productos alimentarios como el resultado de la reaccién de
oxidacidédn accidental o debido al deliberado disefio de
procesamiento gue lleve a tal formacién de color. La degradacién

de antocianinas causada por fenoloxidasas puede también resultar

74




 —r—

en reducida calidad de frutas, verduras y sus productos. En
contraste, en el secado del té&, tostado del café o fermentacién
de la cocoa, la accién de fenoloxidasas es un paso inicial en
obtener el producto deseado.

Los hongos degradadores de lignina pueden ser utlizados en
la produccién de humus. Los compuestos fendlicos que intervienen
en la formacién de ligninas, tales como los Acidos p~cumérico,
cindmico y caféico, que se encuentran en altas concentraciones en
suelos de origen organico por degradacidn microbiana de la
madera, pueden actuar también como inhibidores gquimicos de la
germinacién de las semillas. Aunque ha sido definido que puede
haber efectos interrelacionados entre luz y cumarina, lo méas
probable es que la accidén inhibitoria de estos compuestos esté en
relacidén, bien con su caracter aﬁtiauxinico, o bien con 1la

capacidad de los fenoles de inactivar enzimas.
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APENDICE 1

SUPLEMENTOS NUTRICIONALES

Se da una lista de los suplementos nutricionales usados para

el trabajo con cepas mutantes de Pycnoporus. Las soluciones stock

son tales que 5 ml de la solucidén agregados a 1 litro de medio

resultd en la concentracién apropiada para la recuperacién del

crecimiento de las cepas mutantes.

Adenosina
Alanina
Arginina
Asparagina
Aspartico &cido
Cisteina
Diamino pimélico &cido (DAP)
Glutamina
Glicina
Guanosina
Histidina
Isoleucina
Leucina
Lisina
Metionina
Fenilalanina
Prolina
Serina
Tiamina
Treonina
Timina
Triptofano
Tirosina
Uracilo
Valina
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APENDICE 2

DIAGNOSIS8 DE AUXOTROFOS

Se da la composicidén de los suplementos nutricionales
agregados al medio minimo, gue permitidé determinar 1los
requerimientos de las cepas mutantes. La composicién de 1los
medios 1-5 son listados en forma vertical. La composicidén de los

medios 6-10 son listados horizontalmente.

3: 2 3 4 5
6 adenosina guanosina cisteina metionina tiamina
7 histidina leucina isoleucina 1lisina valina
8 fenilalanina tirosina triptofano treonina prolina
9 glutamina asparagina uracilo aspartico arginina
10 timina serina glutdmico a DAP glicina

Algunas mutantes purina crecen en adenosina o guanosina;
crecen en los medios 1, 2 y 6.

Mutantes que requieren isoleucina y valina crecen en el
medio 7.

Mutantes con bloqueo en la via de los amino&cidos aromaticos
crecen en el medio 8.

Se usd sales de acido aspéartico y glutémico.

Las soluciones que contienen triptéfano son mantenidas en la
oscuridad.

85




APENDICE 3

Proteinas incluidas en el MW-SDS Blue Kit

————————————— — —— ————— —————————————————————— — — —————————————

Proteinas - Peso molecular aprox.
dalton (subunidad)

a macroglubulina (plasma humano) 180.000

B galactosidasa (E. coli) 116.000

Fructosa-6-fosfato quinasa

(misculo de conejo) 84.000
Piruvato quinasa (misculo de pollo) 58.000
Fumarasa (mGsculo de pollo) 48.500

Deshidrogenasa lactica
(misculo de conejo) 36.500
Triosa fosfato isomerasa

(mdsculo de conejo) 26.600
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APENDICE 4

Soluciones stock utilizadas en la electroforesis de geles de

poliacrilamida.

- ABA: acrilamida 30 g, bis acrilamida 0,8 g, agua destilada
hasta completar 100 ml.

- Buffer "lower" pH 8.8: Tris 6,055 g, HCl 6N para llegar a pH
8,8, SDS 10% 4 ml, agua destilada hasta completar 100 ml.

- Buffer "upper" pH 6,8: Tris 6,055 g, HCl 6N para llegar a pH
6,8, SDS 10% 4 ml, agua destilada hasta llegar a 100 ml.

- Persulfato de amonio 100 mg/ml. Se prepara en el momento de
usar.

- TEMED

- Buffer de electroforesis pH 8,3: Tris 3,03 g, glicina 14,4 o (9
SDS 10% 10 ml, agua destilada hasta completas 1 1t.

- Buffer de muestra 2 x): glicerol 20%, mercaptoetanol 10%, SDS

5%, Tris 1,25 mM, azul de bromofenol 0,01%.
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