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Se determina la actividad queratinolitica de
cepas de Microsporum folvam, aisladas de suelos
de praderas, cuando se desarrollan sobre un sustrato
queratinoso, con y sin aplicacion de los herbicidas
_preemergentes: Atrazina, Metribuzin y Alachlor. De
acuerdo a la valoracién de los productos de redic-
cidn por durante el proceso querati-
nolftico, éste se estimula al actuar Atrazina, sobre el
sustrato de prueba, y estd disminuido en el caso de
Metribazzin y Alachior.

INTRODUCCION

En la biodegradacion del material queratinoso

integrado a los suelos, participan una variedad de
entre los cuales estan las espe-

microorganismos,
cies fiingicas conocidas como queratinoliticas, las
que, a través de ese proceso degradativo permiten

¢l reciclado de fuentes ni y carbonadas,
primordiales reservas energéticas para ¢l manteni-
miento de tan complejo habitat.
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SUMMARY
[Keratinolysis by Microsporum fulvum (Unburu
1909))

Keratinobtic activity of Microsporum fulvum
Strains isolated from meadows soils is determinated
when it develops on a keratinolytic substrate, with
andwithotdappﬂcanmofrhefol preemerging
herbicides: Atrazina, Metribuzin, and Alachlor.
According to the evaluation of the reduction pro-

ducts through sulphitolysis during the keratinolytic

process, it is incremented when Atrazina acts on the

tested substrate and it is decreases with Metribuzin
and Alachlor.

La desnaturalizaciéon del material queratinoso
es influenciada por numerosas variables, propias
de la dindmica de un ecosistema, més las provoca-
das por ¢l hombre, y entre ellas cabe destacar la
aplicacién de numerosos y potenciados biocidas
vegetales o herbicidas a los suelos de labranza.

En un plan de actividades relacionadas con el
empleo de tales compuestos, comprohamos de qué
manera tres herbicidas : Metribu-
zin, Atrazina y Alachlor, en l1a concentracién de
25 ppm. actGan a nivel de la viabilidad, creci-
miento y capacidad nutricional de poblaciones
queratinoliticas de suelos de pradera (Alvarez,
1986). Continuando con las metas programadas en
el plan citado, realizamos el estudio de la in-
fluencia que los agroquimicos referidos, tienen
sobre determinado sustrato queratinoso, tratado
con los mismos, en relacién a la actividad quera-
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tinolitica desarrollada en ese sustrato por cepas de
Microsporum fulvum, dermatofito geofilico més
frecuentemente aislado de las parcelas experi-
mentales.

De acuerdo con los trabajos de Kunert, J.
(1972-1976), el proceso queratinolitico en las
queratinas componentes de la piet y faneras, ricas
en restos de cistina, con puentes disulfuro trans-
versales. Ademas tiene lugar una acciébn enzima-
tica (Takiuchi. y col. 1982) de naturaleza quimica,
reductora de esos enlaces, por sulfitos liberados
por el hongo al medio, de acuerdo a la siguente
reaccién:

OYSSCy + $O5= OF” + OSSOy

Se puede asi determinar en ¢l medio de desa-
rrollo, la ia de sulfitos, cisteina, S-
sulfocisteina y sulfatos como producto de oxida-
ci6én de esos compuestos.

En esta experiencia son dadas a conocer las
valoraciones realizadas sobre esa reaccién de sulfi-
télisis y su influencia en ¢l comportamiento de fa
micota queratinolitica geofilica bajo la accién de
herbicidas.

MATERIAL Y METODOS

Se trabajé con cepas de Microsporum fulvum,
aisladas de suelos de pradera sin tratamiento con
biocidas y de diez dias de desarrollo en Agar
Sabouraud Glucosa. A partir de tales cultivos, fue
preparada una suspensibn de aproximadamente

conidios por ml., empleando agua destilada
estéril para cubrir 1a superficie libre del desarrollo
y con agitaciéon en el Vortex; el contaje de los
clementos se hizo en cimara de Neubauer.

El medio bésico para el estudio de la querati-
nolisis contine K2HPO mg, 30 mg,
Penicilina 20 mg, Bsn'e‘btonucma base 20 mg, en
un litro de agua destilada estéril, a pH - 75 y
esterilizado por filtracibn. Se prepar6 el sustrato
queratinoso con cortes de pelos de crines de
caballo, previamente lavados con agua destilada y
luego esterilizados con 6xido de etileno durante
dos horas.

Este material fue luego mantenido durante 48
horas, en una supensioén acuosa preparada con 2.5
pp.n. de los herbicidas preemergentes: Metribu-
zin (4 amino-6-(1,1 dimethyl ethyl) 3-(methyl-
thio)-1,2.4 triazina-5 (411) one; Atrazina (2 cloro-
4 (ethyl-amino) 6 (isopropylamino) 5 triazina y
Alachlor 2 doro-n (2-6 diethylphienyl)-N-
methoxymethyl-acetamida), pasado ese tiempo se
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removié todo el excedente de los mismos por
sucesivos lavados en agua destilada estéril; 500 mg
de este sustrato con y sin tratamiento herbicida se
suspendieron en 200 ml del medio bésico més 2,0
ml de la suspensién de conidios, ya indicada.

En tales condiciones, se prepararon cuatro
series de ensayos, con cuatro cultivos cada una,
por duplicado, correspondientes al testigo: M.
fulvum en queratinas sin tratamiento y los restan-
tes en queratinas con: Alachlor, Atrazina y Metri-
buzin, incubindose a 282 C. A los 10, 20, 30y 40
dias de siembra, se hicieron los filtrados del
desarrollo correspondiente a cada ensayo. En una
parte de la muestra fue determinada la concentra-
cién de sulfitos por e! método de West y Gaeche
(Scaringelhi y col. 1967), de suifatos de acuerdo a
la técnica de Chopra (1964), y el total de cisteina
més cistina y S-sulfocisteina, con el método de
Cavallini y col. (1966). Para tener el dato de la
concentracion de S-sulfocisteina, fa otra parte del
filtrado se pasd por columna con Sephadex G10,
en la elucién conteniendo S-sulfocisteina libre y
combinada a polipéptidos, separandose los sulfitos
y sulfatos por precipitacién a pH-4, con acetado de
baric (Kunert 1976). La solucién obtenida del fil-
trado sc pasd a través de una columna con Dowex
W50 x 8, en forma catibnica, adsorbiéndose todos
los aminoéciodos, menos S-sulfocisteina. El eluato
resultante fue oxidado con peréxido de hidrégeno
al 10%, eliminado el exceso por ebullicién se hizo
el dosaje del contenido de S-sulfocisteina como
sulfato por la técnica turbidimétrica de Chopra.
Paralelamente a las detemmaﬂones de los produc-
tos de la fue observada la micro-
morfologia del desarrolio de M. fulvum sobre las
queratinas con y sin tratamiento herbicida, como
también se practicaron repiques en medio de Agar
Sabouraud Glucosa.

Aplicando el método de comparacibn de
Tukey, se determiné la méxima diferencia no
significativa, en valor absoluto (D) entre los
promedios correspondientes a las concentraciones
de sulfitos, suifatos, cistefna y S-sulfocisteina
valoradas en el medio de desarrollo de M. falvam,
considerado como testigo, es decir con queratinas
no tratadas y en el a las querati-
nas con cada uno de los tratamientos herbicidas.
Se establecieron ademas las diferencias (d) obser-
vadas entre las medias aritméticas de esos prome-
dios, a un nivel de significacién del 5%; a los 10,
20, 30 y 40 dias de realizadas las siembras.

RESULTADOS Y DISCUSION

En las Figuras 1 y 2, estin determinados ios
valores promedio de sulfitos y sulfatos, liberados
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al medio de cultivo a los 10, 20, 30 y 40 dias de
iniciado el estudio de la queratinolisis como
catabolitos del desarrollo o como productos fina-
les en la oxidaci6bn de cisteina y S-sulfocisteina,
resultantes de la reaccion de sulfitolisis,

A los 10 dias del desarrollo de M. fulvam sobre
las queratinas tratadas con cada uno de los herbi-
¢idas, la concentracion de sulfitos es significativa-
mente menor respecto al testigo, esa diferencia es
més marcada para Alachlor (d: 7.35; D: 0,88), en
segundo término para Metribuzin (d: 520) y para
Atrazina es superior a la de los otros dos biocidas
y ligeramente inferior a la del testigo (d: 1.40).

En la valoracién de los sulfatos, a ese tiempo,
se tiene una concentracién promedio significativa-
mente inferior a la obtenida con el medio de
queratinas no tratadas, tanto para Alachlor (d:
9.40; D:1,38) como para Metribuzin (d: 7.30); pero
ggg Atrazina, es significativamente superior (d:

A partir de los 20 dias no se dosaron suifitos
en el medio de queratinas tratadas con Alachlor,
siendo el resultado obtenido para Metribuzin,
significativamente inferior al del cultivo testigo (d:
3.05; D: 1,24), mientras que con Atrazina hay una
diferencia significativamente superior (d: 6.85).

Las concentraciones promedio de los sulfatos a
los 20 dias, son significativamente muy inferiores
al testigo para Alachlor (d: 16.5; D: 1,2 y Metri-
buzin (d: 4.5), mientras que con Atrazina, se
alcanza un valor significativamente superior (d:
5.8). Estas diferencias se observan a los 30 y 40
dias de iniciada la experiencia, tanto en la
valoracién de los suifitos como en la de los
sulfatos.

Si bien los valores de concentracién de sulfitos
.son menores que los obtenidos para los sulfatos,
sobre todo a partir de los 20 dias de incubacidn,
-puede considerarse esa disminucién como aparen-
te, pues si se suma la concentracién molar de los
sulfitos libres y con los combinados, se tiene una
mayor cantidad de sulfitos que sulfatos, liberados
durante la primera fase de oxidacion de la cisteina.
Por otra parte, la producciébn de sulfatos se
muestra incrementada hasta los 40 dias del desa-
rrollo, como fndice de que aln en ese tiempo, no
se ha iniciado la fase autocatalitica.

En las figuras 3 y 4, estin determinadas las
concentraciones medias correspondientes a todos
los compuestos orginicos con grupos sulfhidrilos y
disulfuros valorados' como cistefna total y S-
sulfocisteina solamente como sulfato. De acuerdo
con esos datos, a los 10 dias del desarrolio de M.
fulvum sobre queratinas fratadas, se tiene en el
filtrado de los cultivos una disminucién signi-
ficativa de fa S-sulfocisteina con respecto a los
cultivos testigos; sobre todo para Alachlor (d:
6.20; D: 1,33) y Metribuzin (d: 5.0) siende no tan
marcada para Atrazina (d: 2.25).
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del desarroilo de Microsporum fulvum, scbre
queratinas con y sin aplicacién de herbicidas.

Sin aplicacion §—§

Con aplicacién de Alachlor ®—e

Atrazina 0— 0 Metribuzin § —§

255



Queratinolisis por Microsporum fulvum. Uriburu - D. Alvarezy col.

4q /ml Figura 3
4L |
38 -
3
ks o
3t - O/A
26 - /
22 - A A N
18 - o
y / ‘/
14 : N /
[»)
‘0 = ‘ ____-—-".
6 i ‘/ /.
? : .——"‘-—‘-.
1 T T T
10 20 a0 40
DIAS
Mg /mi
Figura 4
42 -
..
s
4
g -
26 E 5
B g
s + A
=
{0 < /A ‘/
- A
& : :/‘ .——-"'-"__-.
7 éo °

DIAS

Contenido de cistefna total Figura 3 y §-
sulfocistefna Figura 4, en el filtrado del desarrollo
de Microsporum fulvum, sobre queratinas con y
sin aplicacién de herbicidas.
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Con aplicacién de: Alachlor e—e
Atrazina O=0 , Metribuzin f—j}

A igual tiempo los datos obtenidos en las
valoraciones de la cisteina total, también son
significativamente inferiores al testigo, para
Alachlor (d: 10.25; D: 0,98) y Metribuzin (d: 5.40)
no asi para Atrazina (d: 0.55).

A partir de los 20 dias las concentraciones de
S-sulfocisteina son estadisticamente inferiores al
testigo, para el tratamiento cont Alachlor (d: 7.4;
D: 0,86) y Metribuzin (d: 2.0). Esta significacion
de las diferencias, se manifiesta a los 30 y 40 dias
de realizados los cuitivos,

Con los dosajes de cisteina, se alcanza a los 20
dias promedios significativamente inferiores al del
sustrato no tratado con Alachlor (d: 17.80; D:
1,22), Metribuzin (d: 11.5) y Atrazina (d: 8.70).
Tales dosajes se hacen significativamente supe-
riores a los 30 dias con Atrazina (d: 9.1; D: 1,16), y
a los 40 dias (d: 5.36; D: 1.54). Con los otros
herbicidas -Alachlor y Metribuzin- les corres-
ponden promedios muy inferiores al de las quera-
tinas no tratadas, en todos los tiempos de
incubacién.

Por repique del desarrollo sobre el sustrato
gueratinoso con y sin aplicacién de los herbicidas
de prueba, en el medio de Agar Sabouraud Gluco-
sa, se tienen desarrollos que varian en su aspecto
macromorfoldgico y |2 produccién de pigmentos.

Micromoforlégicamente, en los repiques del
desarrolio en gqueratinas tratadas con Alachlor se
observa ausencia o escasa formacién de macroco-
nidios y en el crecimiento sobre ese sustrato no se
forman 6rganos perforadores como en los testigos.
Se ha demostrado que derivados de la homocis-
teina, reprimen la esporulacién y pigmentacién en
los dermatofitos, (Weary y col).

Pugh y Agrawal (1983) demuestran en
desarrollos de Keratinomyces ajelloi sobre fibras
de lana puestas en contacto con los herbicidas:
2,4,5-Trichlorophenoxy acético y Paraquat, un
bipyridylo, la menor degradacién de esas quera-
tinas, tal como lo observimos en M. fulvum con
Metribuzin y Alachlor.

CONCLUSIONES

De acuerdo con Ruffin (1976) y Weary
(1965), 1a sola observaciébn del crecimiento de
cepas de dermatofitos sobre queratinas, no es
suficiente para atribuir una actividad queratinoliti-
¢a, sino que es necesario demostrar la presencia de
los compuestos resultates de tal actividad, por via
de! anilisis quimico o enzimético, (Grappel 1972
Takiuchi 1982).

En nuestro caso la valoracibn de los
compuestos azufrados, como productos de una
sulfitélisis o reduccion de los puentes disulfuros
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con alto porcentaje en las queratinas, nos lleva a
determinar, que conforme al desarrollo experi-
mental, las cepas de M. fulvum tienen actividad
queratinolitica sobre el sustrato empleado.

Cuando el sustrato empleado, sobre el que se
ha demostrado actividad queratinolitica de las
cepas de M. fulvum, se pone en contacto con bio-
cidas vegetales que responden a la estructura de
las triazinas como Atrazina, Metribuzin, y de una
amida clorada como Alachlor, esa actividad quera-
tinolitica varia con respecto al testigo. Las
concentraciones promedio de los compuestos azu-
frados que se valoraron fueron siempre significa-
tivamente superiores a las obtenidas en queratinas
tratadas con Alachlor y Metribuzin y, en general,
menores que las obtenidas con Atrazina. Estas
tltimas sin embargo, fueron siempre superiores a
las valoradas para los ofros dos herbicias.

El conocimiento de las reacciones que pueden
darse entre esos biocidas y las proteinas fibrosas

utilizadas como sustrato para el desarrollo de M.
fulvum, nos lleva a interpretar su mayor capacidad
queratinolitica cuando sobre tal material actda la
Atrazina y su disminucién al aplicarse Metribuzin
y sobre todo Alachlor. También nos permite fun-
damentar las causales de variaciones macro ¥
micromorfolégicas que se traducen en un compor-
tamiento bioquimico y fisiolégico cambiante, en
las cepas estudiadas.

Las variaciones observadas de la actividad
queratinolitica frente a estos herbicidas, remarca
una vez més las implicancias que el uso intensivo
de los biocidas vegetales tiene sobre el equilibrio
de la micota geofilica queratinolitica, al producir
alteraciones en la disponibilidad de los nutrientes
naturales que son de su competencia (las querati-
nas), y por lo tanto importantes cambios en la
interrelacién con el resto de las poblaciones de los
suelos.
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