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1 INTRODUCCION

El Parque Nacional Iguazu (PNI), el mayor remanente forestal del Bosque
Atlantico, esta basicamente formado por suelos arcillosos con alto contenido de
hierro (Schobbenhaus et al, 2002). Esta variable ambiental puede haber
propiciado la adaptacibn de microorganismos que puedan proporcionar
ventajas biotecnoldgicas en relacion a otros ya descritos; no obstante, la
incalculable diversidad fungica es practicamente desconocida en el PNI. Por
otro lado, la acelerada degradacion de los ambientes naturales y la notable
eficiencia de la bioprospeccion a partir de microbiota han intensificado el
estudio de esta Ultima en diversos habitats, a nivel morfolégico, molecular y
funcional. Las enzimas fungicas, de hecho, son de interés por su potencial uso
en aplicaciones biotecnoldgicos e industriales; por ejemplo, las lacasas, un tipo
de ligninasas, son las principales catalizadoras de la lignina y de una amplia
gama de sustratos problematicos para el medio ambiente. En ese sentido, el
presente trabajo tiene como objetivo evaluar la diversidad estructural, funcional
y biotecnoldgica de los hongos de la region del PNI. Los resultados obtenidos

servirdn de base para futuras investigaciones biotecnoldgicas.

2 FUNDAMENTACION TEORICA

Los terrenos del PNI pertenecen al dominio geotectonico de las efusivas
volcanicas, al derivar de extensos derrames volcanicos. Dicho dominio esta
constituido por las efusivas basalticas (basalto), generalmente de composicion
bésica, y por esporadicas efusivas acidas e intermediarias; asi, practicamente



toda el area del PNI es formada por basalto, que origina los suelos argilosos y
ferraliicos que albergan nudcleos biolégicos con gran diversidad
(Schobbenhaus et al, 2002).

La diversidad fangica, vasta y poco conocida, tradicionalmente ha sido
estudiada desde un foco morfologico, pero solo la adicion de técnicas
moleculares ha permitido grandes avances. La identificacion a nivel de especie,
muchas veces obtenidas apenas con técnicas moleculares, es de extrema
importancia para la evaluacion de la biodiversidad, del punto de vista
estructural y funcional en el ambiente, ademas de ser indispensable para las
aplicaciones biotecnoldgicas.

En micologia existe un intenso estudio de las enzimas fangicas por presentar
un importante papel ecoldgico, principalmente en los ciclos biogeoquimicos, e
industrial, entre las cuales se destacan las lacasas (fenol oxidasas). Estas son
encontradas ampliamente en los hongos de pudricion blanca y en el suelo
(Baldrian, 2005). Junto con las manganeso peroxidasas y las lignina
peroxidasas forman la familia de las ligninasas. Las lacasas, llamadas también
multicobre oxidasas por los atomos de Cu presentes en el centro catalico
(responsables por su coloracion azul caracteristica) (Desai y Nityanand, 2011),
actuan como principales oxidantes de compuestos aromaticos y no aromaticos

relacionados a la lignina, con la concomitante reduccion del Oz a H-0.

3 METODOLOGIA

Aislados: Se usaron 21 hongos de la Coleccién Fungica del Laboratorio de
Biologia de la UNILA depositados segun el PIBIC 2015/2016: “Aislamiento e
Identificacion de Hongos de da region del Parque Nacional de Iguazu —
Parand”, 10 provenientes de un area en recuperacion ambiental hace mas de
10 afios (25°36'21" S 54°24'43" O) y 11 de un area impactada
antropolégicamente (25°37'17” S 54°26'46” O), a partir de los cuales también
se hizo la “Avaliagdo Funcional de Fungos da Regidao do Parque Nacional do
lguagu — Parana” (PIBIC 2015/2016). Se evalud cualitativamente la actividad
ligninolitica de 16 aislados, siendo que dos, oriundos del local en recuperacion
ambiental, presentaron dicha actividad. Para iniciar el presente proyecto, se
reactivaron los 21 preservados en sus respectivos medios de aislamiento (PDA
— Papa Dextrosa Agar o MA2 — Extracto de Malte 2%), a 28°C por 7 dias.



Caracterizacion molecular y taxonémica de las comunidades fungicas: Se

inocul6 el micelio fresco (reactivado) en 10 mL de los medios de cultivo liquido
PDA o MA2, respectivamente, por 7 dias a 150 rpm. EI ADN gendmico de cada
linaje se extrajo segun el protocolo descrito por Raeder y Broda (1985). Para la
remocion del ARN, 1 pL de ARNasa fue colocado a la suspension del ADN
extraido y sometida a incubacién a 37°C por 60 min. En gel de agarosa 1%, se
estimo la concentracion del ADN extraido al compararlo con concentraciones
padrén; los resultados fueron fotodocumentados y los ADN congelados a
-20°C. La region ITS1-5,8S-ITS2 fue amplificada segun Bonugli-Santos et al
(2010), usando los primers ITS1y ITS4.

Evaluacién confirmativa de la actividad de lacasa: Los hongos positivos en

el test cualitativo fueron inoculados en 25 mL del medio liquido PDA, por 7 dias
a 150 rpm, en triplicatas. Al finalizar la incubacion, se filtr6 el medio de cultivo
para separar el micelio de la solucién enzimética. La mezcla de la reaccion
(2mL), formada por 0. 2mL de solucién enzimatica (R), 1.6mL de ABTS 0,03%
(p/v) y 0.2mL de tampdn acetato de sodio 0,1M (pH 0,5), se utilizd para evaluar
la actividad de la lacasa usando espectrofotometria; siendo que, una unidad de
actividad enzimatica fue definida como la cantidad de enzima requerida para
oxidar 1 umol de ABTS por min a 420nm (¢ (coeficiente de absorcidon molar) a2o:
3.6 x 10* M1 cm!) (Bourbonnais y Paice, 1988). Se midi6 la absorbancia (Abs)
de la mezcla de reaccion antes y después de su incubacion a 36°C (bafio

Maria) por 10 min (t), para calcular la actividad enzimatica mediante la formula

U/L=Ms .105Te.R.t

4 RESULTADOS

Se obtuvo una amplificacion eficiente de los 20 aislados viables al cultivo, pues
el producto (banda) se posiciona en la region esperada (400 pb), mostrado por
la flecha roja en la llustraciéon 1. La amplificacion de millares de veces de la
region genética de interés permitird la identificacion de estos hongos al haber

purificado y secuenciado el material genético.

llustracién 1: Electroforesis del material amplificado (ejemplo). De
izquierda a derecha padrén molecular, 1BB.7, 2BM.11, 2CB.5, 1BB.4



En la evaluacion cuantitativa de la actividad de la lacase apenas el hongo
1BB.1 present6 produccion de la enzima, 0,96 Ul/L. A pesar de que solo un
hongo presentd actividad ligninolitica, el resultado es promisor pues apenas 20
hongos fueron evaluados. La actividad enziméatica muestra que el hongo tiene
la capacidad de producir la enzima inclusive sin el uso de inductores, ya que el
ensayo fue realizado en un medio que contenia almidén como unica fuente de
carbono. Posiblemente en el ambiente natural, la presencia de inductores de la
enzima podria tornar aun mas eficiente su produccién (Desai y Nityanand,
2011), no obstante, otros estudios con fuentes especificas para la produccion

de la enzima seran realizados con vista a su aplicacion biotecnoldgica.

5 CONCLUSIONES

En esta etapa del proyecto, se logré un gran avance en la evaluacion de la
diversidad estructural de las comunidades fungicas, una vez que el material
genético esta amplificado y listo para las préximas etapas de purificacion y
secuenciamiento; no obstante, es necesario continuar trabajando para
caracterizarlas taxondmicamente. Por otro lado, a pesar del bajo nimero de
aislados, se confirmé la produccion de lacasa en el hongo 1BB.1, con 0.96
UI/L, constituyendo una muestra del potencial ligninolitico (funcional) y
biotecnolégico de la microbiota del PNI, siendo uno de los primeros estudios en

este sentido.
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