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Resumen

Resumen

La madera en degradacion se considera un ecosistema en si mismo, en ella se dan complejas
relaciones entre los microorganismos que conviven en su interior. La necesidad de luchar por
los nutrientes crea un ambiente competitivo entre las especies que se encuentran dentro de
ella, convirtiéndola en un ecosistema propicio para el aislamiento de especies microbianas
interesantes para el desarrollo industrial.

Durante este trabajo se han aislado 720 microorganismos de madera en degradacion desde
bosques de Espana y Noruega, aislando e identificando mayormente bacterias de la familia
Bacillaceae y hongos del género Penicillium. Se ha analizado las diferencias en la microbiota
en ambos lugares, observando una relacién entre la degradaciéon de la madera y la diversidad
microbiana. Los microorganismos aislados se han puesto a prueba para inhibir el crecimiento
de hongos degradadores de madera, observando cepas dentro de los géneros Streptomyces,
Bacillus, Trichoderma, Penicillium y Pseudomonas capaces de inhibir por completo a estos
hongos. Ademas, se han hallado agrupaciones de genes biosintéticos (PKSs y NRPSs) en los
principales microorganismos productores de compuestos bioactivos, bacterias de la clase
Actinobacteria y hongos del género Penicillium. Para completar la caracterizacion de los
aislados se ha demostrado la produccion de enzimas relevantes para la industria, celulasas,
endocelulasas y feruloil esterasas, por parte de los hongos aislados del género Penicillium.

Por otra parte, se ha seleccionado y caracterizado aquellas cepas mas propicias para ser
usadas en la proteccion de la madera contra de degradacion, dos cepas de Bacillus pumilus
(V17C11y P48C1), para ello se ha: i) desarrollando un protocolo para propiciar la esporulacion
de estas cepas, ii) comparando su capacidad para producir compuestos antiftingicos y
capacidad antibacteriana con cepas de la misma especie aisladas de superficies metalicas y con
una cepa de coleccion tipo, iii) secuenciado y analizado el genoma de estas cepas, y
iv) comparado el proteoma de las cepas de B. pumilus utilizadas durante este trabajo entre si.
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Introduccién y objetivos

Un arbol en crecimiento contiene dos partes bien diferenciadas. Por un lado, las raices,
responsables del aporte de agua, el anclaje al sustrato y de almacenamiento de nutrientes y,
por otro lado, el tallo, compuesto por el tronco, las ramas y las hojas, esta parte es la
responsable de formar los nutrientes en las hojas y de distribuir tanto el agua como dichos
nutrientes por todas las células de arbol a través de canales denominados xilemas y floemas.

El tronco del arbol estd formado por diferentes componentes que crean una estructura
altamente especializada compuesta principalmente por dos elementos que se esquematizan en
la figura 1.1. Por un lado, la corteza, dividida en dos zonas: i) la corteza interna, donde se
encuentra el floema conductor, formado por células vivas que se encargan del transporte de
nutrientes, ii) el floema no conductor, compuesto por células muertas y vivas que tienen
principalmente funcién de almacenamiento. Por otro lado, el xilema secundario, es lo que
se conoce comunmente como madera. Para comprender su estructura se deben entender todos
sus niveles de complejidad, empezando a nivel macroscopico, microscopico y acabando a nivel
molecular.

Corteza
exterior

Corteza
interior

Cambio
vascular

Xilema
>secuendario

Figura 1.1. Corteza y xilema secundario de un tilo americano (Tilia ameriacana). La flecha sefiala la transicion
de corteza interior a xilema secundario (madera) (Modificado de Evert & Eichhorn 2013).

1.1.1. Nivel macroscopico

A nivel macroscopico, dependiendo de las caracteristicas internas de la madera ésta se
puede dividir en dos tipos principales, la “madera blanda” y la “madera dura”. Estos nombres
no hacen referencia a la densidad de la madera, sino que mas bien clasifican el tipo de madera
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segln sus caracteristicas internas, que se relacionan directamente con el tipo de arbol del que
vienen. Siendo la madera blanda propia de coniferas (familias como Pinaceae,
Podocarpaceae, Cupressaceae, Taxaceae, entre otras) y la madera dura propia de
angiospermas no monocotiledéneas (familias como Lauraceae, Moraceae, Sapindaceae,
Rutaceae, entre otras).

Elementos vasales
A) B)
Conducto '
resinosos .« Perforaciones
A AN

&,
%
)

(]
0

)\o

N

Figura 1.2. Estructura comparada entre madera blanda y madera dura. A) Madera blanda. B) Madera dura. Las
principales diferencias entre ambos tipos de madera son a nivel celular, la madera blanda estaria formado casi
Unicamente por traqueidas, mientras que la madera dura contiene mas tipos celulares como los vasos
conductores y las fibras (Modificada de Howard & Manwiller 1969 y Thunman & Leckner 2002).

La estructura de la madera blanda contiene tinicamente dos tipos de células. El principal
tipo son las largas y estrechas traqueidas, encargadas del transporte de agua en las plantas.
Este tipo celular sufre un proceso de muerte programada al madurar, vaciando por completo
su protoplasto y eliminando su pared celular primaria. La conexion entre las distintas
traqueidas se da a través de unas pequefias interrupciones en la pared secundaria denominadas
punteaduras, estos elementos actiian como canales que conectan las distintas traqueidas. En
algunos tipos de coniferas, como en los pinos (Pinus), el tinico tipo de células parenquimaéticas
del xilema secundario son aquellas relacionadas con los conductos de resina, grandes canales
formados por largos espacios intracelulares recubiertos por células parenquimaticas que
segregan resina al conducto. Esta resina tiene como objetivo proteger al arbol del ataque de
hongos o insectos (figura 1.2.A) (Pallardy, 2008).

En cambio, la estructura de la madera dura es algo mas variada, con mayor namero de
tipos celulares. Por un lado, células parenquimaticas con funcién de almacenamiento de
sustancias, como fibras y tejido esclerenquimético, y por otro, los elementos vasales. Estos
elementos vasales forman parte de los elementos xilematicos conductores, siendo los
principales en angiospermas e inexistentes en la mayoria de coniferas. Estos elementos estan
formados por células alargadas denominadas vasos, que al igual que las traqueidas, en su
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madurez, carecen de protoplasto. Al contrario que las punteaduras, estos vasos tienen
perforaciones principalmente al final de su pared primaria y secundaria, conectando
directamente las distintas células y creando largos y continuos elementos vasales (figura 1.2.B)
(Pallardy, 2008).

Como se puede observar en la figura 1.3, dentro del xilema secundario se pueden distinguir
dos zonas, la albura y el duramen. La albura se define como la porcion del arbol que
contiene células vivas y material de reserva, mientras que el duramen seria la zona del tronco
formada a través de la muerte celular programada y la acumulacion de sustancias que le dan
su caracteristico color oscuro, muchas de estas sustancias estan involucradas en la proteccion
del duramen frente a la degradacion por agentes bioticos como hongos o insectos.

Corteza exterior
Floema

Cambium

Albura

Duramen

Radio
medular

Figura 1.3: Esquema de la estructura interna del xilema secundario. Se distinguen las diferentes partes, corteza
exterior, floema, cambium y albura que forman parte de xilema secundario todavia vivo y el duramen,
caracterizado por su color mas oscuro. (Modificado de Ramage et al. 2017).

1.1.2. Nivel microscépico

Las células vegetales se componen principalmente de dos componentes, el protoplasto y
la pared vegetal. El protoplasto se define como todo el contenido delimitado por la
membrana plasmatica, termino introducido por el botanico aleman Johannes von Hanstein en
1880 para referirse a toda la célula, excluyendo la pared vegetal (Hanstein, 1880). En el caso
de la madera, muchas de las células principales que forman su estructura eliminan
completamente el protoplasto al alcanzar la madurez, no encontrandose nada en el lugar donde
deberia haber estado el protoplasto, que pasa a denominarse lumen. Siendo este lumen el lugar
por donde se transporta el agua dentro de la madera. De esta manera, la madera es un material
compuesto por aire, el interior del lumen y por los distintos componentes de la pared celular
(Rowell, 2005).
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La pared vegetal es una matriz formada mayormente por carbohidratos que es excretada
desde protoplasto al exterior de la membrana plasmatica. Esta pared celular es una estructura
altamente regular con poca variacion entre especies. Esta compuesta por tres regiones: i) la
ldmina media, ii) la pared primaria, y iii) la pared secundaria. Cada regién esta compuesta por
tres componentes mayoritarios: i) celulosa, ii) hemicelulosa, y iii) una matriz o material
embebido, que se organizan y distribuyen de forma caracteristica en cada una de las regiones
(Evert & Eichhorn, 2013).

Para entender la funcionalidad de la pared celular primero hay que pensar que las células
vegetales no suelen existir en soledad, siempre estan agrupadas en grandes tejidos u 6rganos,
y de su unién nace su funcionalidad. La union entre las distintas células vegetales es posible
gracias a la lJaAmina media. Esta region estad compuesta por lo que aporta cada una de las
células vegetales que une entre si, pudiendo unir 2 o mas células vegetales al mismo tiempo.
Est4 situada en la region més exterior de la pared vegetal y aunque en células vegetales suele
ser rica en peptina, en el caso de la madera suele estar lignificada (figura 1.4) (Rowell, 2005).

e Pared
2 secundaria

% > Pared e
¢ B primaria

Figura 1.4: Estructura microscopica de las células vegetales. Se pueden distinguir las distintas estructuras que
forman la célula vegetal (Modificado de Evert & Eichhorn 2013).

Inmediatamente después de la lamina media se encuentra la pared primaria. Esta pared
es la primera en formarse y se caracteriza por ser fina y estar compuesta por microfibras de
celulosa en direccion aleatoria (Zamil & Geitmann, 2017).

La pared secundaria se sitia después de la primaria y se forma cuando ha terminado el
crecimiento de la célula vegetal. Esta compuesta principalmente por celulosa, hemicelulosa y
por lignina, con una menor presencia de otras proteinas estructurales o enzimas. Desde fuera,
la pared primaria, hacia dentro, el lumen, primero se encontraria la capa S1, capa estrecha
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donde las microfibras de celulosa se encuentran situadas en forma helicoidal y cruzada. La
capa mas importante, la capa S2, la mas gruesa de la pared secundaria y de la que dependen
las propiedades macroscopicas de la madera. (Barnett & Bonham, 2004). Por tltimo, la capa
S3 es la menos lignificada de la pared secundaria, este fenémeno responde a un motivo
fisiologico, esta seria la dltima capa, estando en contacto con el lumen, de esta manera la
presencia de lignina, molécula muy hidrofoba, dificultaria el movimiento del agua dentro de la
planta (figura 1.4) (Barnett & Bonham, 2004; Rowell, 2005).

1.1.3. Nivel molecular

Como ultimo nivel de complejidad de la madera aparece el nivel bioquimico. Las diferentes
moléculas que forman la madera, asi como la importancia de su distribucién para las
propiedades macroscopicas de la misma han sido comentadas en los anteriores apartados. Las
tres moléculas mas importantes son: i) celulosa, ii) hemicelulosa, y iii) lignina.

La celulosa es la molécula organica més abundante de la tierra, es un polimero
sindiotéctico lineal formado por anillos de D-anhidroglucopiranosa unidos entre si por enlaces
glucosidicos entre el carbono 1 (C1) de un anillo de piranosa y el carbono 4 (C4) del siguiente
anillo (uniones f-1=4). La unidad minima que se repite estaria formada por dos moléculas de
anhidroglucosa unidas de la anterior manera, y se denomina celobiosa, en la cual aparecen
las moléculas rotadas 180° la una con respecto a la otra, tal y como se muestra en la figura 1.5
(Lehninger, 2009).
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Figura 1.5: Estructura molecular de la celulosa. La celulosa esta formada por repeticiones de moléculas de
D-anhidroglucopiranosa (D-glucosa) unidos a través de enlaces B-1-2>4, haciendo que una de las moléculas de
celulosa este rotada 1802 con respecto a la siguiente (Modificado de Nelson & Cox 2017).



Aislamiento y caracterizacion de microorganismos de madera en degradacién

El nimero de veces que se repita esta conformacion dentro de una cadena de celulosa se
denomina el grado de polimerizacién siendo en la madera en torno a 10.000 y pudiendo
elevarse hasta 15.000. Estas cadenas tienen dos extremos distintos; por un lado, en C4 tienen
un grupo hidroxilo libre (extremo no reductor) y por el otro lado, C1, un extremo aldehido libre
(extremo reductor). Ademas, durante toda su cadena presentan extremos hidroxilo en los C2,
C3 y C6, pudiendo formar puentes de hidrogeno con elementos de la misma cadena,
intramoleculares, o entre distintas cadenas de celulosa, intermoleculares. Estos puentes de
hidrogeno intramoleculares dan a la cadena de celulosa rigidez, mientras que los puentes de
hidrogeno intermoleculares le otorgan la capacidad de unirse a otras cadenas formando fibras
(Han & Rowell, 2008). Esta capacidad de empaquetarse en fibras crea regiones cristalinas, las
cuales son especialmente habituales en la celulosa presente en la madera (hasta el 65%), y
regiones amorfas (Popescu, 2017).

La hemicelulosa es un copolimero compuesto por unidades heterogéneas de azucares,
algunos ejemplos son D-xilosa, D-manosa, D-galactosa, L-arabinosa entre otros. Este
copolimero esta constituido por cortas cadenas de azucares unidas, siendo el grado de
polimerizaciéon mucho menor que la celulosa, entre 200-300. Debido a su naturaleza
heterogénea estas moléculas, aun siendo tnicamente el 15%-30% del peso seco de la madera,
contiene el mayor nimero de grupos hidroxilo reactivos. Por ello, la hemicelulosa funciona
como elemento de union entre la superficie altamente polar de las microfibras de celulosa y la
lignina, mucho menos polar, formando puentes de hidrogeno con las microfibras y enlaces
covalentes con la lignina (figura 1.6) (Popescu, 2017).

O D-manosa

N\

/ A\
{ ) D-galactosa
A
AR
L-arabinosa ¢ )
\\ j/

. D-xilosa
QMQL,M."."I"IOQMIMMMII
.....:!x:::::m::::m:m:::m:m"

Figura 1.6: Estructura y funcion de la hemicelulosa: La hemicelulosa esta formada por repeticiones de varios
azucares distintos formando cadenas de 200 a 300 azucares.

Las ligninas son co-polimeros amorfos, altamente complejos y mayormente aromaticos
formados por unidades de fenilpropano que se consideran una sustancia de inclusiéon dentro
de la pared celular. En general, las ligninas provienen de tres monolignoles, el alcohol p-
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cumarilico, coniferilico y sinapilico los cuales son modificados por miultiples reacciones
enzimaticas hasta convertirse en complejos polimeros de lignina, como se puede ver en la
figura 1.7. Dentro de la planta tiene funcién de sostén estando muy implicadas en el transporte
de agua, asi como en la defensa de la planta frente a hongos (Evert & Eichhorn, 2013).

Existen diferencias dependiendo del tipo de madera, las ligninas de maderas blandas son
derivadas principalmente del alcohol coniferilico y se denominan guaiacil ligninas y suelen
suponer del 25% al 35% del peso de la madera. En cambio, las ligninas de maderas duras
provienen, ademas del alcohol coniferilico, del alcohol sinapilico, pasando a denominarse
siringil-guaiacil ligninas. Estas se encuentran en menor proporciéon en la madera dura, del 18%
al 25% del peso de la madera. Las diferencias en la composicién de las ligninas son una de las
causas de la degradacion preferencial por un tipo de hongos u otro durante la pudricion de la
madera (Popescu, 2017; Rowell, 2005).
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Figura 1.7. Estructura molecular de la lignina de maderas duras. La estructura de la lignina de la madera deriva
del alcohol coniferilico (azul) y del alcohol sinapilico (verde) formado grandes moléculas de naturaleza
mayormente aromatica que cumplen funciones de sostén, transporte de agua y defensa de la planta frente a
patégenos. En plantas no lefiosas también esta formada por el alcohol p-cumarilico (rojo) (Modificado de Yue y
Economy, 2017).

Por su naturaleza aromatica las ligninas han despertado el interés de la industria. La ruptura
de este polimero a unidades mas simples como acido ferulico, vainillina o 4cido cumarico a
través de procesos enziméticos puede no solo aprovechar este compuesto, del que se quema el
98%, si no que puede ser usado para la obtencion de productos de alto nivel afiadido como el
acido ferulico (Chaves-Sifontes & Domine, 2013).
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1.2. IMPORTANCIA DE LA MADERA

El 43 % del territorio de la Uni6on Europea (EU28) esta cubierto por superficies boscosas,
siendo Espafa el segundo pais europeo con mas superficies boscosas (27,6 millones de
hectareas), con un 15.2% de la superficies boscosas europeas en su territorio (Eurostat, 2018).
Aunque esta tesis se centrara en los productos derivados de los bosques es importante no
olvidar la importancia que tienen para la sociedad. Esta importancia no solo radica en su
significacion economica, que se discutird mas adelante, sino que los propios bosques tienen
una importancia fundamental a muchos niveles que afectan a todos los &mbitos de vida de las
personas. Algunos de los beneficios se resumen en la tabla 1.

Tabla 1: Beneficios de los bosques y los arboles en la sociedad. (Para mas informacién Watson et al.
2018).

Bosques y parques pueden convertirse en motores

Recreativos recreativos para mejorar econémicamente zonas rurales o (Bell et al.,
urbanas, asi como formar parte del patrimonio cultural 2009)
La reforestacién de lugares con riesgo de inundaciones no (Calder &
Control de debe ser la tinica via de control, aun asi, su utilidad para Avlward
inundaciones ayudar al control de las inundaciones no debe de ser Zoo 6) ’
menospreciada
Los beneficios de los bosques y parques en la salud (Farrow &
engloban desde control de la contaminacién actstica,
Salud Ny . o . Washburn,
disminucion de la polucion hasta los beneficios cardiacos y 2019)
psicologicos de pasear por ellos
Estudios recientes muestran que el mas minimo signo de (Betts et al
Ecolégicos deforestacion tiene consecuencias severas en la 2017) ?
biodiversidad de un determinado lugar
Mitigacion del Los bosques tienen una importancia capital en el secuestro (Pan et al.,
cambio climatico de las emisiones de carbono a la atmoésfera 2011)

1.2.1. Importancia economica

En la Unién Europea las industrias que se basan en la madera cubren un rango muy amplio
desde grandes compafiias de muebles, papeleras hasta industrias de impresion. Todas juntas
en 2020 se contaban alrededor de 393 mil empresas, representando el 19% de las empresas de
manufactura presentes en Europa (Eurostat, 2020).

Uniéndolo a las actividades de silvicultura y tala en 2021 el nimero de personas que
trabajaban o dependian directamente del sector maderero era cercano a 3,2 millones de
trabajadores, siendo en Espana superior a 225 mil trabajadores (figura 1.8).

_10_
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Trabajadores implicados en la industria maderera
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Figura 1.8. Nimero de trabajadores dedicados a la industria de la madera en la Unién Europea. (Datos
obtenidos de EUROSTAT 2023).

1.2.2. Madera como material para la obtencion de energia

El consumo de energia global tubo en 2018 el mayor aumento que ha tenido en afios, casi
doblando el incremento de energia consumida los afios anteriores. Este aumento de 2,9% es el
mas importante desde 2010. El consumo de energia proveniente de combustibles fosiles sigue
siendo dominante, pero el aumento de energias renovables muestra la importancia de estas
hacia un futuro mas ecolégico (BPSTATS, 2019, 2020).

Este aumento de las energias renovables coincide con 2 de los 17 de los Objetivos para el
Desarrollo Sostenible que la Organizacion de Naciones Unidas aprobo en 2015;

e El objetivo 7 “Energia Asequible y No Contaminante” que insta al aumento de
las energias renovables, asi como a la mejora de su eficiencia (Naciones Unidas,
2020).

¢ El objetivo 13 “Accion por el clima” que reclama la acciéon conjunta de todos
los paises para la lucha contra el cambio climéatico (Naciones Unidas, 2020).

Con todo ello, una de las energias renovables usadas actualmente seria la proveniente de
biocombustibles so6lidos, liquidos o gaseosos derivados de bosques, arboles u otras fuentes de
terreno forestal, la denominada dendroenergia. Dentro de este tipo de produccién de energia
existen dos caminos separados para la transformacion de la biomasa en energia.

La ruta termoquimica involucraria la transformacion de la biomasa a cualquier tipo de
energia en presencia de calor y poca concentracion de oxigeno. Dentro de este camino existen
distintas variantes como puede ser la combustién directa del material, la gasificaciéon o la
pirolisis

-11 -
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La ruta bioquimica involucraria la conversiéon del material lignocelul6sico en compuestos
quimicos que puedan utilizarse para la obtencion de energia. Estos compuestos pueden ser de
distinta naturaleza como alcoholes, etanol, o gases como metano

Una vez el material lignocelul6sico ha sido pretratado, tratamiento fisico, quimico o
enzimatico en el que se busca romper las moléculas que forman la biomasa lignocelulésica para
poder acceder a los residuos de su interior, y los residuos de celulosa y hemicelulosa han sido
liberados de la matriz lignocelulosica, estos deben de ser degradados a sus componentes mas
bésicos, para que puedan ser usados para generar combustibles renovables. El proceso de
hidrolisis de la celulosa y hemicelulosa a mono y disacaridos mas simples se denomina
sacarificacion y puede ser llevado a cabo a través de reacciones quimicas violentas, tales como
la hidrolisis acidas o la hidrolisis alcalina o a través de hidrolisis enziméticas.

Las reacciones violentas son capaces de conseguir una hidrolisis alta de los polimeros de
celulosa pero sufren de varias desventajas como la corrosiéon de los equipos al estar en contacto
a altas temperaturas junto con 4cidos y bases fuertes (Sun & Cheng, 2002), o la apariciéon de
sustancias de desecho que son capaces de inhibir la accién de los microorganismos que se
necesitaran en los siguientes procesos (Hans et al., 2019).

La hidrolisis enzimatica se basa en las distintas actividades de las enzimas celuloliticas,
resumidas en la figura 1.9. Las endoglucanasas (-1,4 endoglucano hidrolasa) son capaces de
entrar en las zonas poco cristalinas de los polimeros de glucosa y romperlos 1 en cadenas méas
cortas. Una vez se han roto, las exoglucanasas (1,4-p-celobiohidrolasa) pueden romper desde
los extremos de las cadenas de celulosa extrayendo de ellas unidades de celobiosa (dos
unidades de glucosa unidas). Por altimo, la -glucosidasas son capaz de descomponer las
celobiosas en unidades de glucosa, que ya serian asimilables por microorganismos durante la
fermentacion. La hidrolisis de los polimeros de hemicelulosa resulta mas dificil por su
naturaleza heterogénea, y por ello se necesitan mezclas de enzimas con actividades
complementarias que se agrupan con el nombre de hemicelulasas (Taherzadeh & Karimi,
2007).

Numerosas especies de hongos y bacterias han sido analizadas durante los afios por su
capacidad para producir celulasas y hemicelulasas. Entre las bacterias se ha demostrado que
pueden tener esta capacidad los géneros Acetovibrio, Anoxybacillus, Anaerocellum,
Acidothermus, Bacillus, Bacteriodes, Butyrivibrio, Caldicellulosiruptor, Cellulomonas,
Cellvibrio, Clostridium, Erwinia, Eubacterium, Geobacillus, Fervidobacterium, Fibrobacter,
Hallocella, Microbispora, Pseudomonas, Paenibacillus, Thermonospora, Therobifida,
Rhodothermus, Ruminococcus, Salinivibrio y Streptomyces (Sarsaiya et al., 2019; Taherzadeh
& Karimi, 2007).

De todos modos, los hongos por su mayor capacidad de producciéon son los principales
productores de estas enzimas. Numerosas especies de hongos son capaces de producir
celulasas, entre ellas Trichoderma ressei y Aspergillus niger han sido las especies mas
importantes en la produccion de celulasas a nivel industrial. Estas especies cuentan con la
ventaja de ser altamente productivas, seguras para trabajar a nivel industrial y sus genomas
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estdn completamente secuenciados, facilitando cualquier intervencién genética (Idris et al.,
2017).
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Figura 1.9. Proceso de sacarificacion del material celulésico para conseguir azucares. El tratamiento secuencial
de la biomasa lignoceluldsica a través de reacciones enzimaticas consigue extraer las moléculas de glucosa que
se usaran para la obtencién de energia.

Aunque el mercado de las enzimas celuloliticas ha estado completamente dominado por
Trichoderma y Aspergillus se ha demostrado que existen otros géneros que puede ganarles
terreno. Asi, el género Penicillium ha demostrado ser un gran productor de celulasas
subsanando la gran carencia de Trichoderma de ser deficiente en B-glucosidasas (Ortega et al.,
2001). Otros, como el género Alternaria son capaces de producir una gran cantidad de
enzimas, ademas de celulasas, como xilanasas o cutinasas, permitiendo una degradaciéon mas
completa de la pared vegetal (Garcia-Calvo et al., 2018).

El altimo proceso que se llevaria a cabo para convertir el material lignocelulésico en
biocombustibles serie la fermentacion del hidroxilado. En este punto contamos con una mezcla
compleja de moléculas extraidas del material lignocelulésico, generalmente hexosas como la
D-glucosa obtenidas de la celulosa, pentosas como la xilosa extraidas de la hemicelulosa y
moléculas de distinta clase como compuestos aromaticos y fenolicos, acidos alifaticos, furfural
y otros compuestos inorgéanicos (Jonsson et al., 2013).

Para su conversion a alcoholes que puedan ser utilizados como biocombustibles hace falta
un proceso de fermentacion en el cual estan involucrados distintos microorganismos
dependiendo del producto final que se quiera obtener. Para la transformaciéon de hidroxilado
a bioetanol se necesitaria la fermentacion alcoholica de los monosacaridos presentes. Para ello
la levadura mas usada industrialmente ha sido Sacharomyces cerevisae que es capaz de
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convertir las hexosas presentes en el hidroxilado en etanol. Sin embargo, S. cerevisae carece
naturalmente de las enzimas para la conversion de las pentosas, por ello, se ha intentado
introducir estas enzimas dentro de S. cerevisae a través de manipulacion genética (Lopes et al.,
2017), o realizar una co-fermentacién con especies capaces de transformar las pentosas, como
diversas especies de Candida o Komagataella (Pichia) (Mohd Azhar et al., 2017).

1.2.3. La madera como material de construccion

La madera se ha venido usando como material de construccién desde el inicio de la
civilizacién, su bajo peso en relacion a su resistencia permite que las estructuras construidas
en madera aguanten su propio peso mejor que otros materiales tan usados como el acero,
ademaés, la hacen apropiada para lugares con alta actividad sismica Por otro lado, la resistencia
ala electricidad y al calor que presenta la madera confieren estabilidad a los edificios acabados,
ya que sus dimensiones o resistencia no se ven afectadas por los cambios de temperatura
(Ramage et al., 2017).

En esta nueva era donde la conciencia ecolédgica se esti haciendo hueco en la sociedad, la
construccion con materiales que provengan de fuentes renovables, como es la madera, esta
cogiendo peso con el paso de los afos. Esta implementacion de los edificios de madera
responde a motivos de naturaleza econémica como es el ahorro de costes que supone las
construcciones en madera. Y a otros de naturaleza ecologica, ya que la construccion en madera
ha demostrado ser medioambientalmente sostenible, ya sea por el secuestro de carbono en los
edificios construidos de madera, o porque la huella de carbono generada en la produccion de
esta madera para construccion es menor que la generada con la construcciéon en cemento o
acero (Churkina et al., 2020).

1.3. PROTECCION DE ESTRUCTURAS DE MADERA

Una de las principales deficiencias de la madera es su biodegradabilidad, al ser un
biopolimero, las moléculas que lo forman estan expuestas a una progresiva degradacion
oxidativa. Esta degradacion viene dada por factores abiéticos como puede ser la radiacion
UV, abrasiones por el viento, cambios de temperatura y humedad que afectarian a su
durabilidad. Ademas, estas inclemencias abioticas permitirian la entrada de microorganismos
degradadores de la madera, los cuales ya son capaces de degradarla a nivel interno, debilitando
la estructura (Teaci et al., 2019).

Por ello, la proteccion de la madera es un tema tan antiguo como su uso. Esta proteccion
busca mejorar sus propiedades incrementando su resistencia al fuego, a los rayos UV o a la
degradacion, asi como incrementar sus propiedades mecanicas. Como describié Ramage et al.
(2017) todos estos tratamientos estan dirigidos a:

¢ Reducir la entrada de agua dentro de la madera. Como la madera es un
material capaz de captar agua y humedad muchos de los tratamientos usados
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buscan aumentar su hidrofobicidad o detener la entrada de agua a través de
recubrimientos o con compuestos intercalantes.

¢ Secuestrar los grupos hidroxilos activos dentro de la madera para que los
hongos no sean capaces de degradarlos.

e Impregnacion de la madera con sustancias antifangicas que permitan
eliminar a los hongos degradadores de la madera.

e Recubrimientos que aumenten la capacidad de la madera para resistir al
fuego, a la degradacion, a la humedad o a la radiacion UV.

Para conseguir estos objetivos se estdn usando principalmente tres estrategias
resumidas en la figura 1.10, que son: i) la impregnacién de la madera con sustancias
quimicas, ii) la modificacion de la madera a través de tratamientos fisicos o
quimicos, y iii) los recubrimientos que aumenten sus capacidades.

Modificacion 3
~

\‘pregnaaon

N Impregnar el
lumen
4

Impregnarla
pared celular

Figura 1.10. Diagrama que muestra las diferentes estrategias usadas para la proteccion de la madera
(Modificado de Ramage et al. 2017).

1.3.1. Impregnacion de la madera

La impregnacion de la madera con sustancias que aumenten su durabilidad, o su
resistencia ha sido el método mas usado de proteccion de la madera en la historia. Este proceso
se consigue a través la inclusion del compuesto preservador en la madera por medio de varios
sistemas como difusion, capilaridad o altas presiones, dos ejemplos de impregnaciones usadas
en la proteccion de la madera frente a la degradacién se pueden ver en la figura 1.11.

Los compuestos mas usados a lo largo de los afios son aquellos derivados del cobre y del
arsenito entre los que se destaca arseniato de cobre cromado (CCA) patentado por S. Kamesam
en 1938 (Freeman et al., 2003). Este compuesto fue aplicado en Estados Unidos en el 80% de
la madera tratada para fines domésticos y no domésticos a finales del siglo 20. Sin embargo,
debido a las restricciones derivadas de su toxicidad, tanto el arsénico como el cromo
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hexavalente son reconocidos carcinégenos humanos, su uso se restringié en 2003 por la
Comisién Directiva de la Union Europea 76/769/EEC (European Union, 2003; Mohajerani
et al., 2018).

Actualmente se estan usando soluciones protectoras de la madera derivadas de los
compuestos anteriormente mencionados, que siendo altamente efectivas tienen menos efectos
adversos. Algunos ejemplos, que no estdn faltos de limitaciones, son “bis-(IN-
cyclohexyldiazeniumdioxy)-copper” (Cu-HDO), peligroso para ambientes acuaticos y los
azoles de cobre (CA), donde el polvo derivado de este producto puede causar dafios en el
sistema respiratorio (Schultz et al., 2007; Sisler et al., 2019). Aun asi, en la actualidad existen
soluciones viables y poco perjudiciales como son el cobre cuaternario alcalino (ACQ: Alkaline
Copper Quaternary) (Edlich et al., 2005).

L5
el

Figura 1.11. Ejemplos de impregnaciones de la madera. A) La impregnacion con creosota aumenta la
durabilidad, pero confiere a la madera una indeseada inflamabilidad, usado en vias ferroviarias o postes marinos.
B) La impregnacion con arseniato de cobre cromado (CCA) confiere a la madera un caracteristico color verde.

1.3.2. Modificacion de la madera

La modificacion térmica de la madera se remonta a principios del siglo 20 cuando se vio
que secar la madera a altas temperaturas disminuia su humedad de equilibrio (la cantidad de
humedad en el que un material higroscopico no pierde ni gana mas humedad). Esta técnica
consiste en el tratamiento de la madera a temperaturas entre 160°Cy 260°C en presencia o no
de distintos tipos de gases o aceites. Este tipo de modificacién de la madera produce cambios
quimicos en la estructura interna de la madera como: i) la degradacion y deshidratacion de las
hemicelulosas, eliminando grupos reactivos, ii) la degradacion de la celulosa amorfa con un
aumento de la proporcion de la celulosa cristalina, y iii) la policondensaciéon de la lignina
aumentando la capacidad intercalante. Todo esto se traduce en maderas con mas estabilidad
dimensional, mas resistencia al ataque de hongos sapréfagos y menos humedad de equilibrio
(Esteves & Pereira, 2009).

Por otro lado, la modificacién quimica de la madera usa los grupos reactivos dentro de
las moléculas que forman la madera para aumentar estas propiedades. Los principales grupos
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reactivos que se encuentran en la madera son los hidroxilos presentes en los tres componentes
principales que la forman (celulosa, hemicelulosa y lignina), estos grupos son los responsables
de la afinidad de la madera por el agua y de su reactividad. Por ello, muchas estrategias para la
proteccién de la madera se han basado en la modificacion quimica de estos grupos hidroxilo a
través de reacciones de esterificacion o alquilacion. Entre ellas la mas estudiada, y una de las
pocas que estan presentes en el mercado, es la acetilacion de la madera. Esta acetilacion ha
demostrado que aumenta la resistencia a la degradacion debida a termitas y microorganismos,
asi como disminuye la foto-descoloraciéon de la madera (Gérardin, 2016; Mantanis, 2017).

1.3.3. Recubrimientos protectores de la madera

El recubrimiento de la madera con compuestos y sustancias puede aumentar sus
capacidades, asi como la protegerla de la degradacion. Esta estrategia no es incompatible con
las estrategias anteriormente mencionadas, existiendo sistemas complejos en los que se
combinan varios métodos para una mayor proteccion, o para otorgarle a la madera de
caracteristicas ttiles para su servicio.

Un recubrimiento se define como un compuesto, liquido o pasta que al aplicarlo a un
sustrato forma una capa que otorga propiedades protectoras, estéticas o de otra naturaleza
(ISO 4618:2014). Esta definicion resalta dos elementos, el primero es la aparicién de una capa
sobre el sustrato, que puede ser de distinta naturaleza y otorgar distintas propiedades. Y el
segundo, es la forma de aplicacion, si el material que formara el recubrimiento debe de ser
aplicado sobre la madera en algtin momento este material ha tenido que adoptar un estado
liquido, y este paso de liquido a solido es fundamental en la formulaciéon y produccion de
recubrimientos (Bulian & Graystone, 2009).

1.3.4. Nuevas alternativas para la proteccion de la madera

Las limitaciones derivadas de la toxicidad de los principales métodos de protecciéon de la
madera han abierto un nuevo horizonte a productos naturales poco perjudiciales para la salud
y el medio ambiente, por ejemplo, los extractos de plantas y los aceites esenciales.
Numerosas investigaciones han destacado el uso de aceites como los procedentes del anis, la
albahaca, el comino, el orégano y el tomillo contra hongos de la degradacion parda y blanca
(Panek et al., 2014; Voda et al., 2003). También se ha demostrado la utilidad de otras partes
de la madera, como los taninos procedentes de la corteza de mimosa (Acacia mollissima) o del
quebracho (Schinopsis lorentzii), asi como, los extractivos derivados de maderas poco
degradables como la teca (Tectona grandis) para inhibir el crecimiento de hongos
degradadores de la madera (Brocco et al., 2017; Rodriguez Anda et al., 2019; Tascioglu et al.,
2013).

Otras de las estrategias que se estan usando para evitar la degradacion de la madera es la
utilizacién de microorganismos que naturalmente inhiban el crecimiento de los hongos
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degradadores. Este procedimiento es ampliamente conocido en otros campos como es la
agricultura donde se llevan afios aplicando bacterias como Bacillus thuringiensis u hongos
como Trichoderma harzianum para el control de enfermedades y plagas que afectan a los
cultivos (Chauhan et al., 2018; van Lenteren et al., 2018). El uso de distintas especies de
Trichoderma para proteger la madera ha sido estudiado revelando el alto potencial inhibitorio
contra distintos hongos como Neolentinus lepideus, Rhodonia placenta y Antrodia carbonica
(representantes de la podredumbre parda), entre otros. (Bruce et al., 1991; Morrell & Sexton,
1990; Ribera, Fink, et al., 2017; Ribera, Gandia, et al., 2017).

El uso de bacterias para evitar la degradacion de la madera también se ha estudiado. Asi, el
género Streptomyces ha sido analizado en relacién a su capacidad para inhibir el crecimiento
de hongos degradadores de la madera, teniendo algunos ejemplos exitosos como Streptomyces
exfoliatus MT9 que tiene efecto frente a 7 hongos degradadores de la madera (Sharma et al.,
2016). Otros géneros, como Bacillus, han sido estudiados ampliamente por su capacidad de
producir tanto compuestos como enzimas que inhiben el crecimiento de los hongos. Estos han
demostrado su capacidad de antagonizar el desarrollo de hongos degradadores de madera, Asi,
Bacillus subtilis B1 es capaz de inhibir el crecimiento de un hongo que causa efectos
cromobgenos en la madera (Lasiodiplodia theobromae) (Kumar & Gupta, 2006; Sajitha et al.,
2018; Susi et al., 2011).

1.4. LADEGRADACION DE LA MADERA

1.4.1. Agentes abioticos

La degradacion de la madera es un proceso complejo donde estan involucrados miltiples
factores que producen cambios a nivel fisico, quimico y mecéanico. Los cambios a nivel quimico
producen variaciones en la microestructura de la madera, afectando a sus propiedades fisicas
y mecénicas. Las primeras fases del proceso de degradacién se deben a motivos abiéticos, como
son la luz ultravioleta (UV) o la lluvia.

La fotodegradacion comienza cuando la madera es puesta en contacto con la luz solar,
desde este momento se van produciendo sucesivas reacciones en su superficie que implican
desde cambios de color hasta la erosiéon de la misma. Este proceso empieza con la degradacion
de los compuestos aromaticos presentes en la lignina. Esta degradacion lleva a tres
consecuencias: i) descenso de hidrofobicidad de la madera aumentando su capacidad de
absorber agua; ii) formacion de radicales libres que reaccionaran con los demés componentes
de la madera creando un amarillamiento de la superficie de la madera y la degradacién de sus
componentes; y iii) desaparicion de la lignina, el pegamento que une las distintas moléculas
vegetales, produciendo la disminucion de la cohesion entre las células de la madera, que
llevaria al deslaminado de estas (figura 1.12) (Bejo et al., 2019; Cogulet et al., 2018; Teaca et al.,
2019).
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Por otro lado, la lluvia ejerce su accion en la degradacion a través de otras reacciones. La
madera al ser un material higroscopico es capaz de absorber la humedad del medio donde se
encuentra. Los cambios derivados del estrés por el cambiante contenido hidrico de la madera
pueden llevar a danos en su estructura, por ejemplo, grietas en la superficie. Ademas, el agua
por su efecto disolvente es capaz de arrastrar los componentes degradados por la luz UV
aumentando asi su degradacion. En la figura 1.12 se resumen los principales motivos y
consecuencias de la degradacion abiotica (Bejo et al., 2019; Hon, 1994).

Cambio de color *
Formacion de Formacion de T
carbohidratos carbohidratos H Bl J
&
[
Q

Formacion de
radicales libres

Degradacion de la n
lignina

Fotodegracion
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superficie

Formacion de fisuras
en la madera

Cambios
dimensionales

Figura 1.12. Esquema representativo de los daiios en la madera por agentes abidticos. A la izquierda en amarillo
se presentan las consecuencias en la madera por efecto de la fotodegradacién, a la derecha en azul los dafios
producidos en la madera por el agua, y en rojo en el centro las consecuencias de ambos efectos abidticos
(Modificado de Cogulet, Blanchet, & Landry 2018).
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1.4.2. Bacterias degradadoras de madera

Las bacterias son capaces de obtener energia de un gran nimero de moléculas organicas,
por ello, pueden encontrarse en cualquier lugar, siendo ubicuas. Debido a esta capacidad de
poder obtener energia de casi cualquier elemento es ldgico pensar que pueden extraerla
también de la madera en degradacion. Aunque los protagonistas principales de la degradacion
de la madera son los hongos, las bacterias son capaces de usar componentes de la pared vegetal
como fuente de alimento, siendo a su vez, capaces de resistir altas concentraciones de
sustancias toxicas y de erosionar la madera en situaciones de anoxia. Por ello, las bacterias
estan especialmente vinculadas a la degradacion de estructuras de madera historicas que se
han conservado en condiciones con bajas concentraciones de oxigeno, por ejemplo, aquellas
que han permanecido largas temporadas bajo el agua, como barcos (Cha et al., 2014; Klaassen,
2008).
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Las bacterias se pueden dividir segin sea el mecanismo que usen para degradar la madera.
Por un lado, estarian las bacterias formadoras de taneles (BFT) y por otro, las bacterias
erosivas (BE), ambas representadas en la figura 1.13. Aunque se conoce su capacidad desde
hace anos la taxonomia de los grupos de bacterias relacionados con la degradacién sigue siendo
objeto de debate, habiéndose consensuado que son bacterias mayormente anaerobias o
aerobias facultativas que acttian en grandes consorcios. Dentro de estos, se han logrado
identificar algunas especies como Microbacterium luteolum o el género Cytophaga (Nilsson
& Bjordal, 2008; Nilsson & Daniel, 1992).

Bacterias formadoras de tuneles
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Figura 1.13. llustracion representativa de los patrones seguidos por las bacterias degradadoras de la madera.
Se puede apreciar las distintas formas de degradacion de la madera, por un lado la degradacién fungica donde
se crean grandes cavidades por la accién de los hongos, y por otro, la degradacién bacteriana con sus diferentes
formas, bacterias formadoras de tuéneles y bacterias erosivas (Modificado de Singh 2012).

Las bacterias formadoras de tiineles atacan la célula vegetal a través del lumen. Estas
degradarian en primer lugar una zona de entrada en la capa S3, pasando de esta manera a la
capa S2. La caracteristica principal de estas bacterias seria su capacidad para crear tuéneles
por donde van degradando la célula vegetal con una estructura que estad vinculada al
comportamiento de las bacterias. El avance se da de manera intermitente, dejando una
formacion caracteristica a su paso, tineles con bandas. Estas bacterias se multiplican dentro
de los tineles que han formado, creando una estructura en forma de roseta desde el punto
inicial de entrada. Ademaés, estas bacterias son capaces de degradar todas las capas de la pared
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vegetal, independientemente de la cantidad de lignina presente, avanzando en cualquier
direccion. Estas caracteristicas tnicas de formacién de ttneles les han otorgado a estas
bacterias la capacidad de conseguir nutrientes sin entrar en competencia con otras bacterias u
hongos presentes en la madera (Singh, 2012; Singh et al., 2016, 2019).

Las bacterias erosivas son capaces de degradar el material lignoceluldsico en condiciones
de bajas concentraciones de oxigeno, por ello son las principales responsables de la
degradacion de maderas que han estado en condiciones subacuaticas. Su medio de accion, al
igual que las bacterias formadoras de tineles, empieza en el lumen degradando la pared celular
de una forma gradual, avanzando anicamente en la direccion que dicta el eje de las microfibras
de celulosa, como indica la orientacion paralela de los canales formados por estas bacterias con
el eje largo de las microfibras. La degradacion se produciria en las diferentes capas de la pared
celular hasta llegar a la altamente lignificada lamina media, donde este tipo de bacteria se
detendria, ya que no son capaces de degradarla, como apuntan restos arqueoldgicos
subacuaticos, donde la Gnica parte restante de la celular vegetal fue la ldmina media (Cha et al.,
2014; Li et al., 2018). Por ultimo, estas bacterias dejan a su paso grandes cantidades de
residuos principalmente de naturaleza lignoceluldsica (Singh et al., 2019).

1.5. LA DEGRADACION POR HONGOS

La relacion de los hongos con la degradacion de la madera es posterior a la aparicion de los
primeros arboles en el periodo Devonico medio hace 385 millones de afios. Durante esta etapa
se da la aparicion de las primeras plantas arborescentes, y con ello la apariciéon de la lignina
como agente intercalarte que permiti6 a los primeros arboles crecer méas altos que las plantas
existentes en ese momento (Stein et al., 2007). Millones de afos mas tarde se dio la aparicion
de los primeros mecanismos capaces de degradar completamente esta matriz lignocelulésica,
siendo aquellos Agaricomycetes iniciales los antecesores de los actuales hongos degradadores
de madera (Eastwood, 2014; Floudas et al., 2012).

En general los hongos llegan hasta la madera a través del aire, masas de agua o animales
que transportan las esporas o hifas de micelio (Brischke & Alfredsen, 2020; Huffman et al.,
2013; Jacobsen et al., 2017). En ese momento, y si las condiciones de temperatura y humedad
son propicias, las esporas o fragmentos de hifas se desarrollaran entrando dentro de la
microestructura de la madera, donde son capaces de crecer y desarrollarse. Una vez el hongo
ha crecido ya esta listo para activar los distintos mecanismos para la degradacion de la pared
celular o para la produccion de metabolitos secundarios cromogénicos. Esta primera fase es
comun a las diferentes formas de degradaciéon de madera, pero en este punto los distintos
mecanismos degradativos se diferenciarian segin la maquinaria enzimatica, los efectos y las
consecuencias para la madera (Goodell et al., 2020; Pournou, 2020).

Aunque se ha visto que las formas clasicas de distinciéon de las especies degradadoras de
madera estan actualmente en entredicho, y que existen ejemplos de mecanismos cruzados
entre las distintas formas de degradacion, la categorizacion clasica sigue siendo util para el
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entendimiento de los mecanismos involucrados en la descomposiciéon de la madera (Riley
etal.,, 2014). Esta clasificacion separa la degradacion de la madera en tres formas:
degradacion parda, la degradacion blanca y la degradacion blanda (figura 1.14).
Ademas, por su importancia en la industria maderera, se incluye un cuarto grupo en el cual no
se produce descomposicion de los elementos de la madera, en cambio, ésta se tifie por acciéon
de hongos cromogenos, denominandose decoloraciéon de la madera (Schmidt, 2006).

Figura 1.14. Degradacion de la madera por hongos. A) Degradacién blanda, la perdida de la celulosa dentro de
la madera la vuelve mas fragil siendo proclive a despedazarse con facilidad. B) Degradacion blanca, se aprecia el
color blanco caracteristico al eliminar todos los componentes de la pared celular. C) Degradacidn parda, la
modificacidn de la lignina otorga a la madera degradada de un color parduzco. D) Descoloracién de la madera,
se puede observar los depdsitos de sustancias cromogenas en el interior del lumen de la madera afectada.
(Modificado de Srivastava, Kumar, & Singh 2013).

1.5.1. Degradacion blanda

La degradacion blanda de la madera estid causada por mas de 400 especies de hongos
ascomicetos presentes en todo el mundo (Pointing & Hyde, 2000). Todos estos hongos tienen
en comun la capacidad de degradar tanto la celulosa como la hemicelulosa, mientras que la
degradacion de la lignina, aunque se da, es menos comun. La capacidad de degradacion de los
elementos hidrocarbonados de la pared vegetal estd mediada por sistemas de celulasas y
hemicelulasas. Estos sistemas dan la capacidad a este tipo de hongos de entrar en regiones
concretas de la pared celular y producir enzimas de forma controlada, siendo esto lo que les
diferencia de la degradacion blanca y parda.

-9292 -



Introduccién y objetivos

La degradacion blanda esta muy condicionada por diversos factores como:

Humedad: estos hongos estan relacionados con ambientes muy himedos.
Gran nimero de hongos causantes de la degradacion blanda se han encontrado
en ambientes acuaticos, tanto marinos como fluviales. Ademas, suele estar
relacionado con las capas superficiales del suelo, donde existe mas humedad
(Daniel, 2014).

Oxigeno: los ascomicetos que causan la degradaciéon blanda son capaces de
crecer en condiciones de menor cantidad de oxigeno que los basidiomicetos
causantes de la degradacion blanca y parda. Por ello, son responsables de la
degradacion en condiciones de relativa anoxia, como por ejemplo en madera
presente en las torres de refrigeracion del agua (Singh & Wakeling, 1997).
Sustrato: el tipo de madera, asi como la especie y hasta la distribucion de las
fibras de celulosa dentro de la madera afectan a la capacidad que tienen estos
hongos para degradarla. Las maderas duras son menos resistentes que las
maderas blandas, esto responde a la cantidad y el tipo de lignina presente en
cada tipo de madera. Se ha visto que una gran parte de los ascomicetos
degradadores de madera inicamente son capaces de degradar las unidades de
siringil dentro de la molécula de lignina. Ademas, la cantidad de lignina también
afecta en la degradacion, siendo las partes de la pared celular con mayor

contenido en lignina, como la lamina media, las menos degradadas (Pournou,
2020).

Figura 1.15. Imagen SEM de penetracion activa. La hifa penetra transversalmente en la célula adyacente a través
de un transpressorium, seialado con punta de flecha blanca. (Modificado de Pournou 2020).

Los mecanismos de colonizacion son distintos entre especies y sobre todo entre maderas

duras y maderas blandas, pero aun asi los mecanismos de entrada son similares. Esta entrada
y expansion se da a través de dos mecanismos. De forma pasiva, a través de las perforaciones
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y de las punteaduras, y de forma activa, a través de un “transpressorium”, un mecanismo en
el cual el hongo crea una micro-hifa que es capaz de atravesar la pared celular llegando a otra
célula (figura 1.15). Una vez la micro-hifa emerge de la pared celular vuelve a su tamano
normal, empezando la colonizacion (Pournou, 2020).

Una vez el hongo ha entrado dentro de la madera, empieza a degradarla a través de tres
mecanismos que varian dependiendo de la especie de hongo y del tipo de madera. Dentro de
estos mecanismos de degradacion se distinguen tres patrones distritos: i) tipo 1 (cavidades
conicas), ii) tipo 2 (erosién), y iii) tipo 3 (cavidades difusas), que seria la combinacion de los
dos anteriores.

e Tipo 1. Cavidades cénicas: en este tipo de mecanismo se crean unas
caracteristicas cavidades conicas por medio de la accion de las enzimas
lignocelulosicas dentro de la capa S2 de la pared vegetal. Este proceso se da por
la formacién de una pequeiia hifa que se colocaria en posicién paralela a las
fibras de celulosa dentro de la capa S2 y empezaria a segregar enzimas
lignocelulosicas por toda su superficie, pero especialmente por el centro de la
hifa, creando este tipo de estructura. Este mecanismo sigue un sistema de
“start-stop” donde la degradacion se da en momentos concretos y no es
constante (Eaton & Hale, 1993; Pournou, 2020).

e Tipo 2. Erosion: durante este mecanismo de degradacion el hongo crece
dentro del lumen de la célula vegetal. Desde alli comienza la disolucion de la
matriz lignocelulésica que forma la pared vegetal. Esta degradacion acaba al
llegar a la capa S1 y la ldmina media, donde al no ser capaz de degradarla,
finaliza la degradacion. En estados avanzados de este tipo de degradacion
unicamente seria visible una estructura esquelética de la madera, donde s6lo
permanece la capa S1y la lamina media (Daniel, 2016a, 2016b).

¢ Tipo 3. Cavidades difusas: durante este tipo de degradacién se da la entrada
de las micro-hifas representativa del tipo 1 y la degradacion extensiva
representativa del tipo 2, con ello se da una destruccion progresiva de la pared
celular (Daniel, 2016b).

1.5.2. Degradacion blanca

La degradacion blanca esta causada por hongos basidiomicetos pertenecientes al subfilo
Agaricomycotina y al orden Polyporales. No obstante, también existen ascomicetos de las
familias Diatrypacea y Xylariaceae que causan este tipo de degradacion (Eaton & Hale, 1993;
Riley et al., 2014; Schmidt, 2006). Al igual que en la degradacion blanda, las condiciones de
crecimiento de los hongos limitan su accién. La gran cantidad de especies y la diversidad de
las mismas hacen que este tipo de degradacion sea la mas comun, estando presente en
numerosos procesos de degradacion a nivel natural, como la descomposicion de la madera de
los bosques, y a nivel humano, encontrandose tanto en construcciones exteriores como
interiores.

_24_



Introduccién y objetivos

Aunque las condiciones de crecimiento de estos hongos son variadas y se pueden encontrar
hongos que crezcan a una gran diversidad de temperaturas, es necesario una humedad relativa
entre del 40-80% para el crecimiento de los basidiomicetos. En cuanto al sustrato, este tipo de
degradacion afecta principalmente a las maderas duras, estudios recientes demuestran que la
degradacion blanca esté especializada en la descomposicion de este tipo de madera (Krah et al.,
2018).

La caracteristica principal de la degradacién blanca es la capacidad de estos hongos para
degradar todos los componentes de la pared vegetal, incluyendo la lignina y la celulosa
cristalina. Esto es posible gracias a un gran arsenal de procesos enzimaticos distintos
enfocados a cada uno de los componentes de la pared vegetal.

Para la degradacion de la celulosa las enzimas involucradas se pueden dividir en dos grupos
principales. Por un lado, aquellas comunes a los otros tipos de degradacion, las glicosido
hidrolasas donde se incluyen las mencionadas anteriormente en la figura 1.9, endoglucanasas,
celobiohidrolasas y B-glucosidasas (Manavalan et al., 2015). Por otro lado, aquellas enzimas
involucradas en la degradacion de la celulosa a través de mecanismos oxidativos. Entre ellas
se encuentran las oxidoreductasas, como la celobiosa deshidrogenasa, la cual se encuentra
unicamente en hongos pertenecientes a la degradacion blanca y es capaz de oxidar la celobiosa,
manodextrina, celodextrina y la lactosa (Ramoni & Seiboth, 2016).

En la degradacion de la hemicelulosa actiian dos tipos de enzimas: i) endoenzimas como
mananasas o xilasanas, las cuales van descomponiendo la hemicelulosa en cadenas mas cortas
y ii) glicosidasas como manosidasas, xilosidasas y glucosidasas que degradaran estas cadenas
mas cortas a azucares basicos (Highley & Dashek, 1998).

Por ultimo, la degradacion de la lignina es un proceso complejo por tres motivos: i) el gran
tamano de las moléculas de lignocelulosa hace que su degradacion deba de ser extracelular; ii)
la presencia de distintos tipos de uniones dentro de la molécula de lignina causa que su
degradacion tenga que ser realizada por mecanismos oxidativos en vez de hidroliticos; y iii) su
naturaleza heterogénea obliga a los sistemas degradativos a ser poco especificos (Kirk & Cullen,
1998). Por ello, los sistemas enzimaticos degradadores de lignina atacan a ésta a través de
reacciones extracelulares oxidativas poco especificas donde estan involucradas enzimas como
peroxidasas de clase II y lacasas, estos sistemas se resumen en la figura 1.16.

Las peroxidasas de clase II se clasifican en lignina peroxidasas (LiP), peroxidasas
dependientes de manganeso (MnP) o peroxidasas versatiles (VP) segiin su capacidad catalitica
y sus sitios de union. Este tipo de peroxidasas tienen un gran potencial rédox que les permite
la oxidacion de compuestos aromaticos no fendlicos, que componen el 90% de la estructura de
la lignina (Manavalan et al., 2015; Pollegioni et al., 2015).

Las lacasas son capaces de oxidar directamente los anillos fenolicos y las aminas aromaticas
a través de oxidaciones mediante la transferencia de un electrén. Su potencial rédox es menor
que las peroxidasas teniendo que contar con mediadores para la oxidacion de compuestos
aromaticos no fenolicos (Pollegioni et al., 2015).
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Ambos tipos enzimaéticos necesitan de peréxido de hidrogeno (H.O.) para producir estas
reacciones de oxidacion. Por ello, para la degradacion de lignina se necesitan de otros tipos de
enzimas auxiliares que produzcan este peréxido de hidrogeno, tales como glicoxal oxidasa,
oxalato descarboxilasa, aryl-alcohol oxidasa o alcohol oxidasa que reducen el O, a H.O..
Ademaés, la celobiosa hidrolasa, también esta involucrada en la degradacion de la lignina a
través de la reduccion de los radicales aromaticos, la producciéon de radicales hidroxilo por
medio de la reaccion de Fenton y la cooperacion con las peroxidasas y lacasas haciendo mas
accesibles los enlaces fenélicos no aromaticos (Daniel, 2016a; Pournou, 2020).
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Figura 1.16. Degradacion de la lignina por hongos de la degradacion blanca. Secrecién de enzimas extracelulares
como peroxidasas y lacasas con cofactores de bajo peso molecular generan especies de oxigeno reactivo que
catalizan la oxidacidn de la lignocelulosa. La accion de las enzimas sobre los compuestos aromaticos de la lignina
ocurre a través de mediadores. (Modificado de Cragg et al. 2015).

Por otro lado, todos estos mecanismos enzimaticos parecen ineficaces durante las primeras
etapas de la degradacion. Es por ello que se ha planteado la existencia de otro modelo mediado
por moléculas de pequefio tamafio que inician la despolimerizacion de la pared celular. Estos
mediadores serian moléculas oxidadas por las enzimas antes mencionadas creando una
situacion oxidativa difusible que es capaz de llegar hasta la matriz extracelular iniciando su

despolimerizacion (Arantes et al., 2011).

La degradacion blanca puede destruir casi por completo la madera que degrada, perdiendo
esta un 96-97% del peso. La degradacion de la lignina puede darse de forma simultanea con el
resto de componentes de la pared vegetal o de forma selectiva.

1.5.3. Degradacion parda

La degradaciéon parda estd causada por hongos basidiomicetos que incluyen diferentes
especies en los 6rdenes Boletales, Gloeophyllales, Dacrymycetales y sobre todo Polyporales
(Riley etal., 2014). Este tipo de degradacion estd considerada la méas importante
economicamente, sobre todo porque afecta a las construcciones realizadas en madera blanda
en el hemisferio norte. El coste de la reparacion de las estructuras danadas se estima en 30
millones de euros anuales en Francia (Gabriel & Svec, 2017; Schmidt, 2007). Esta causada por
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un centenar de especies distintas de las que las mas importantes por su incidencia son
Coniophora puteana y Serpula lacrymans, que por su agresividad y su amplia distribucion se
consideran la especies mas destructivas en la degradacion parda (Hess et al., 2021; Schmidt,
2007)

Durante este tipo de degradacion se da la descomposicion preferencial de los polisacaridos,
celulosa y hemicelulosa, mientras que la lignina es quimicamente modificada permaneciendo
en la madera degradada y dando a esta un color marrén caracteristico (Schmidt, 2006). Esta
capacidad de los hongos que causan la degradacion parda de descomponer los polisacaridos
de la pared vegetal dejando sin descomponer la lignina es la principal caracteristica que los
distingue del resto de tipos de degradacion (Daniel, 2016a).

Analisis genomicos comparativos entre diferentes especies implicadas en la degradacion
parday blanca demuestran que los primeros evolucionaron a partir de los segundos, perdiendo
durante el proceso enzimas esenciales para la degradacion de la lignina, como peroxidasas y
lacasas, ademéas de otras enzimas vinculadas a la degradacion de los polisacaridos (Goodell
et al., 2020). La falta de estas enzimas para la degradacion de la pared celular esta subsanada
a través de un sistema no enzimatico, que permite polimerizar y despolimerizar la lignina para
tener acceso a los carbohidratos de la pared y poder degradarlos. Este sistema denominado
mecanismo quelante mediado por reacciones de Fenton (CMF) esta basado en la generacion
de radicales libres hidroxilo (Pournou, 2020). Este mecanismo produce radicales hidroxilo a
través de una reaccion rédox donde estan involucrados perdxidos y hierro en medio acido
(Fe2*+H,0, = Fe3*++OH + OH"). Estos radicales hidroxilo generados son los oxidantes mas
poderosos en los sistemas vivos y son capaces de penetrar dentro de la pared celular, romper
los polisacaridos y modificar la lignina (Arantes et al., 2011).

La modificacion de la lignina se da a través de diferentes reacciones causadas por los
radicales hidroxilo que se resumen en la figura 1.17. En la lignina se da la desmetilacion,
despolimerizacién y oxidacién de las cadenas laterales, liberando los carbohidratos atrapados
en la matriz lignocelulésica que pueden ser oxidados y fragmentados para, finalmente,
conseguir fragmentos pequenos que pueden ser metabolizados.

Una vez los polisacaridos han sido fragmentados entra en juego el otro sistema de
degradacion presente en estos hongos, la degradacion hidrolitica de la holocelulosa. Este
proceso se da a través de endoglucanasas procesivas, la uniéon a la celulosa se da de forma
prolongada realizando su accion catalitica maultiples veces, que suplen la funciéon de las
exoglucanasas, no presentes en las especies fungicas causantes de la degradacion parda.
Ademas, la presencia de B-glucosidasas poco especificas permite la rotura no solo de la
celobiosa, sino que también de otro disacaridos como xilosa, manosa y galactosa (Ringman,
2017).
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*OH

Rotura de la matriz lignocelulésica

Celulosa Hemicelulosa Lignina

Oxidacion disruptiva Desmetilacion
Despolimerizacion
Oxidacion de cadenas laterales

Pequefios fragmentos digeribles Lignina re-polimerizada

Figura 1.17. Rotura de la matriz lignoceluldsica durante la degradacion parda por medio de radicales hidroxilo.
Principales reacciones que suceden en la modificacion de la lignina y la digestidn de los polisacaridos presentes
en la pared celular. (Modificado de Pournou 2020).

1.5.4. Decoloracion de la madera

La pérdida o el cambio de color en la madera esta causada por una gran cantidad de motivos
tanto abi6ticos como bidticos. Entre las causas abitticas encontramos algunas que se dan por
motivos externos a la madera como la luz UV, o a motivos internos a esta como son los
depositos de minerales o la actividad enziméatica propia del arbol.

Las causas bioticas se deben al crecimiento en la madera de diferentes especies de hongos,
bacterias e incluso algas con capacidad de formar pigmentos que tifien la superficie o zonas de
albura de la madera, produciendo en muchos casos una pérdida importante del valor comercial
de esta (Kumar et al., 2022).

Este tipo de contaminacion puede estar causado por los llamados mohos, término que
describe a una gran variedad de hongos englobando unas 20.000 a 30.000 especies distintas
pertenecientes dentro de los Ascomycota (Schmidt, 2006). Este tipo de hongos son capaces de
crecer con rapidez y penetrar unos pocos milimetros en el parénquima de la madera donde la
presencia de azucares, almidones y proteinas permite su desarrollo. Muchas de estas especies
son capaces de crear pigmentos que colorearian esa parte contaminada de la madera. En
algunos casos, los mohos pueden considerarse causantes de la degradacioén blanda, ya que
poseen las enzimas necesarias para la degradacion de los polisacaridos de la madera, como
ejemplo caben mencionar especies de los géneros Penicillium, Aspergillus, Trichoderma,
Cladosporium, Alternaria, Phialaphora entre otros (Daniel, 2003).

Por otro lado, los principales hongos responsables de la descoloracion de la madera son
aquellos que causan la denominada coloracion azul, en esta se engloban entre 100 y 250
especies diferentes de hongos ascomicetos y deuteromicetos que se agrupan en tres grupos:
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i) los hongos de la coloracién azul como Ceratocystiopsis spp.; ii) levaduras negras como
Aureobasidium pullulans; y iii) mohos oscuros como Alternaria alternata.

Los mecanismos por los que estos hongos llegan a la madera pueden ser distintos. En
algunos casos, como en de distintas especies de Ceratocystiopsis y de Ophiostoma, el contacto
con la madera se realiza través de vectores artrépodos que trasportan las esporas a la madera
(Wingfield et al., 2017). En otros casos, como en A. pullulans o A. alternata, esta colonizacion
se daria por el trasporte de las esporas a través del aire, lluvia o de material contaminado
durante el manejo de la madera (Schmidt, 2006).

Una vez el hongo ha llegado a la madera es capaz de entrar en ella a través de grietas en su
superficie colonizando el parénquima secundario, ya dentro estos hongos son capaces de usar
los nutrientes que se encuentran dentro del parénquima y extenderse a través de las traqueidas
y fibras hasta colonizar la mayor parte de la albura (Bruce et al., 2003). Esta colonizacion de
la madera no suele tener repercusiones en sus propiedades mecanicas, pero la produccion de
pigmentos reduce el valor de la madera por motivos estéticos (Humar et al., 2008). Aunque
también se han dado casos que esta nueva coloracién aumente su valor, como es el caso de la
modificacion de la madera para obtener piezas veteadas, donde se vea el recorrido del hongo
en el interior de la misma (Robinson et al., 2014).

1.6. NUEVAS FUENTES DE MICROORGANISMOS

Los microorganismos estan presentes en todos y cada uno de los lugares del planeta, desde
la palma de la mano hasta el fondo de las fosas marinas o en la superficie de los glaciares
(Anesio et al., 2017; Takami et al., 1997). Constituyen la mayor fraccién de la biomasa global,
siendo los reservorios esenciales que sustentan la vida y estimando su ntimero en 2.103° células
microbianas en el planeta Tierra (Bender et al., 2019).

La sociedad est4 estrechamente relacionada con los microorganismos que la rodean, como
se ha indicado en apartados anteriores, los microorganismos pueden ser usados para un sinfin
de aplicaciones diferentes, desde la conversion de material lignocelulosico en combustible
hasta la produccion de moléculas antibidticas. La presencia de estos microorganismos puede
ser descubierta a través de técnicas moleculares que permiten monitorizar todos los
microorganismos que existen en un determinado lugar, o buscar uno en concreto (Austin,
2017). Para la utilizacion de estos microorganismos en procesos industriales es necesario su
aislamiento en ambientes naturales o artificiales. Por ello, la bisqueda de microorganismos
capaces de producir moléculas ttiles para el desarrollo humano se ha convertido en el campo
de estudio de numerosas investigaciones, asi como de empresas dedicadas al procesado de
muestras ambientales para el aislamiento y cultivo de estos microorganismos (Hosseini et al.,
2022; Rodrigues & de Carvalho, 2022). En la tabla 3 se resumen algunos ejemplos.
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Tabla 3. Microorganismos productores de compuestos bioactivos aislados en la naturaleza.

Actividad

Microorganismo Molécula Origen o 32 e Referencia
biolagica
Cuenca de Antibacteriana,
Stre%{?? yces sp- Caboxamycina  Canarias (3814 m antifingica y (Hohglggn)et al,
937 de profundidad) antitumoral 9
Streptomyces . . Mar Cantabrico ,
cyaneofuscatus M- Anthra%mycma (1500 m de Antibacteriana (Rodr;%ul%z) etal,
169 profundidad)
Streptomyces . Desierto de . (Castro et al.,
leeuwenhoekii Chaxapeptina Atacama Antitumoral 2018)
Streptomyces Lincomveina Suelo, Lincon Antibacterianoy ~ _ (Spizek &
lincolnensis Y (Estados Unidos) antimalérico Rezanka, 2004)
Sorangium .
cellulosum So Thuggacina Suelo, RI.lOdOS Antituberculoso (Steinmetz et al.,
(Grecia) 2007)
ce1871
Kurstakina,
. sqrfagtlna, Suelo, Salta ces (Sabaté et al.,
Bacillus sp. iturina, . Antifingico
. . (Argentina) 2020)
polimyxina y
fengycina
. Suelo seco, (Garcia et al.,
Aether obacter Aetheramidas Ay Saarland Antiviral 2016; Plaza
fasciculatus B .
(Alemania) et al., 2012)

La basqueda de microorganismos ttiles abarca desde ambientes extremos, como
glaciares o fondos marinos, a ambientes mucho mas corrientes, como microorganismos
asociados a plantas (Qin et al., 2009). Esta biisqueda no solamente tiene como objetivo el
aislamiento e investigacion de especies bacterianas o fingicas capaces de producir moléculas
antibioticas hasta ahora desconocidas, si no que también, el aislamiento de nuevas cepas de
especies conocidas y productoras de compuestos o enzimas ttiles, ya que se ha demostrado
que la produccion de sustancias antimicrobianas, asi como enzimas, depende de la cepa de la
que se aisle, siendo diferente en cepas de la misma especie aisladas de localizaciones distintas
o incluso de una misma localizacién (Mould & Hogan, 2021; Sottorff et al., 2019). En este
trabajo se propone la madera en degradacién como un nicho ambiental adecuado para la
bisqueda de estos microorganismos productores de moléculas o enzimas valiosos para el ser
humano.

1.6.1. La madera como nicho ecoldgico

La madera, como se ha comentado anteriormente, esta compuesta principalmente por tres
biomoléculas, celulosa, hemicelulosa y lignina, dentro de la misma madera existen otros
componentes que pueden ser utilizados por las bacterias y hongos para su crecimiento. A su
vez, la madera aun siendo rica en carbohidratos de dificil acceso para las bacterias, es deficiente
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en nitrogeno, el cual es necesario para el crecimiento de los microorganismos. Esta ausencia
de nutrientes implica la necesidad de interacciones entre bacterias y hongos presentes
en la madera, este tipo de relaciones podrian ser de tres tipos: i) relaciones de competicion por
los nutrientes disponibles; ii) adoptar mutualismos que puedan ser beneficiosos para ambas
partes; y iii) interacciones donde ninguna de las partes fuese perjudicada (Johnston et al.,
2016). Las principales interacciones entre hongos y bacterias se resumen en la figura 1.18.

Bacterias
N Migracion de enddgenas de
2 bacteriasjunto hongos
con los hongos
@ o
i | <= ( )
Fijacion de | ” N | —
nitrégeno | ) © ® Reacciones
atmosférico go antagonicas
)
Consumo de
metabolitos Lisis fungica
fungicos or parte de
& Lisis por p .
: - las bacterias
bacteriana | |
por partede ’
los hongos

Figura 1.18. Interacciones a nivel de organismo entre hongos y bacterias dentro de la madera en degradacion.
Estas interacciones pueden ser beneficiosas para uno de los organismos, para los dos, o perjudiciales para alguno
de ellos. (Modificado de Johnston, Boddy, & Weightman 2016).

Estudios recientes demuestran la presencia de bacterias fijadoras de nitrégeno en la madera
en degradacion. Asi, la deteccién de genes de nitrogenasa (nifH) permiti6 identificar algunos
ordenes implicados como Rhizobiales, Rhodocyclales, Pseudomonadales, Rhodospirillales,
Sphingomonadales y Burkholderiales (Hoppe et al., 2014). Se plantea que estas bacterias estan
relacionadas con los hongos degradadores de la madera fijando el nitrogeno atmosférico
necesario para el crecimiento de los hongos, mientras que estas bacterias se aprovecharian de
la degradacion de los carbohidratos para su propia nutriciéon (de Boer et al., 2005). Otros
ejemplos de posible mutualismo entre bacterias y hongos se da entre Burkholderia
terrae BS001 y algunos hongos, siendo esta bacteria capaz de migrar junto a ellos y protegerles
de compuestos toxicos como la ciclohexamida (Nazir et al., 2014).

Por el otro lado, también se han demostrado relaciones de competencia entre hongos y
bacterias presentes en la madera en degradacion. Un ejemplo es Bacillus amyloliquefaciens
CCMI 1051 aislado de alcornoque (Quercus suber), en Portugal, que ha demostrado tener
capacidad inhibitoria contra distintos hongos, entre los que se encuentran cepas de los
géneros, Aspergillus, Trichoderma, Cladosporium, Fusarium, Botryitis y Cephalosporium
(Caldeira et al., 2008).
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La capacidad de los hongos degradadores de la madera de influenciar la diversidad

microbiana en la madera en degradacion se ha comprobado en diferentes hongos, los cuales

eran capaces de reducir, aumentar y modificar las especies bacterianas presentes (Rinta-Kanto

et al., 2016). Dicho efecto puede estar ocasionado por diferentes mecanismos que logran

controlar la poblacion microbiana, como son:

Descenso del pH: la secrecion de compuestos como el acido oxalico
reduciria el pH ambiental donde se encuentra el hongo, ademés la secreciéon
de este tipo de 4cidos orgénicos es perjudicial para las bacterias (de Boer et al.,
2010).

Secrecion de radicales libres: los radicales libres del oxigeno que se
segregan durante la degradacion parda son uno de los mayores oxidantes
conocidos, siendo muy dafiino para toda vida bacteriana (Tornberg & Olsson,
2002).

Por otro lado, también existen las interacciones entre hongos dentro de la madera en

degradacion.

Las interacciones entre los hongos pueden ser de distinta naturaleza,

mutualistas, neutras o combativas, dependiendo de muchos factores como las especies de

hongos implicados, la temperatura o el sustrato. Dentro de la dindmica de poblaciones en la

madera en degradacion estas interacciones son sobre todo antagonicas y pueden darse de

distinta forma:
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Las interacciones a distancia: mediadas por la excrecion de moléculas
organicas difusibles y la produccion de compuestos organicos volatiles
afectando a los hongos cercanos, inhibiendo o aumentando el crecimiento de
ellos (Evans et al., 2008). Otras maneras de interaccién a distancia seria el
cambio de pH del ambiente donde se encuentra el hongo (Hiscox & Boddy,
2017).

Las interacciones a nivel de hifas: existen principalmente dos: i) el micro
parasitismo, donde uno de los hongos tiene la capacidad de parasitar al otro,
robandole parte de sus nutrientes; y ii) la interferencia hifal, donde el hongo
tiene la capacidad de eliminar al otro. Durante este proceso el hongo secreta
compuestos toxicos y enzimas que producirian la muerte de las hifas con las que
conecta, multiples interacciones entre ambos hongos producirian la muerte del
hongo atacado (Boddy & Hiscox, 2016).

Las interacciones a nivel de micelio: cuando los hongos saprofitos se
encuentran dentro de la madera deben de competir por el espacio que ocupan,
ya que en ese espacio se encuentra su fuente de alimento, por ello en el momento
en que se encuentran ambos micelios se dan una serie de cambios a nivel de
crecimiento, expresion de genes y expresion de metabolitos que inician la etapa
de antagonismo entre ambos hongos. Estas relaciones antagdnicas pueden
resolverse en punto muerto, cuando ninguno de los dos hongos es capaz de
desplazar al otro, o en la victoria de uno de ellos. Entre ambos resultados existen
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un sinfin de variaciones que regularian las interacciones de los hongos dentro
de la madera (Hiscox et al., 2018).

Todas estas interacciones que se han mencionado antes hacen de la madera en degradacion
un nicho ambiental tinico donde los microorganismos deben de competir fieramente para
poder sobrevivir y obtener nutrientes, esto la convierte en un nicho ecologico propicio para
buscar microorganismos que puedan ser de utilidad ya sea por su capacidad de inhibir el
crecimiento de hongos, por la produccién de antibi6ticos o antifingicos, o por la secrecion de
enzimas que ayuden a agilizar procesos industriales.

1.7. APLICACIONES DE LOS MICROORGANISMOS

1.7.1. Microorganismos productores de sustancias antimicrobianas

Los antibioticos son moléculas producidas por bacterias y hongos con la capacidad de
matar (bactericidas) o inhibir (bacteriostaticos) el crecimiento de microorganismos, a través
de reacciones de afectan a diferentes partes de la célula, como por ejemplo inhibiendo la
replicacion o la produccion de proteinas. Las primeras moléculas con capacidad antibidtica
fueron sintetizadas por Antoine Béchamp en 1859, cuando consiguié producir atoxyl, un
derivado de la anilina. Usando este descubrimiento como base, Paul Ehrlich, Alfred Bertheim
y Sahachiro Hata sintetizaron y probaron numerosos derivados del arsénico en 1907, dando
como resultado el Salvarsan, que fue el primer agente terapéutico efectivo y seguro contra la
sifilis hasta la llegada de la penicilina (Williams, 2009).

El “milagroso” descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming en 1928 fue el primer
paso en la produccion de antibidticos por microorganismos. Pero no fue hasta 1939 cuando
Howard Florey, Norman Heatly y Ernst Chain describieron un método para la purificacion de
suficiente penicilina como para poder empezar ensayos clinicos. Este método fue escalado
cuando, debido a la Segunda Guerra Mundial, tuvieron que emigrar a Estados Unidos y Canada
donde, gracias a su labor, fue posible producir suficiente penicilina para las tropas del bando
aliado (Barreiro & Garcia-Estrada, 2019). Este trabajo de escalado dio lugar a la industria de
las fermentaciones, que hoy en dia es necesaria no unicamente la para produccion de
antibioticos, sino que también la obtenciéon de otros compuestos como eritropoyetina o
insulina.

En fechas proximas al descubrimiento de la penicilina Selman Waksman descubrié que
unas bacterias aisladas del suelo, los actinomicetos, tenian la capacidad de inhibir el
crecimiento de otros microorganismos y desarrolld6 un método de analisis de las posibles
bacterias productoras de antibioticos, probando mas de 10.000 cepas distintas. Este método
se us6 por mas de 20 afos, dando lugar a la edad dorada de los antibioticos, cuando se
descubrieron la mayoria de las clases de antibi6ticos que se usan hoy en dia (Ribeiro da Cunha
et al., 2019). Al mismo tiempo que se descubrian nuevos antibio6ticos, la modificacion de los ya
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descubiertos otorgo a estos de cualidades tutiles para su produccién, administraciéon y
comercializacion. Estas modificaciones semi-sintéticas de antibioticos ya descubiertos han
sido el método de creacion de nuevas moléculas antibioticas mas importante desde el fin de la
era dorada de los antibi6ticos (Barreiro & Garcia-Estrada, 2019).

Mientras que los avances cientificos eran capaces de descubrir y desarrollar nuevos
antibioticos, las bacterias eran capaces de adaptarse y hacerlos frente. La resistencia a los
antibiéticos se ha dado de forma natural en los microorganismos desde hace millones de
afos, pero la imprudencia de su excesivo uso ha aumentado la presion selectiva por parte de
las bacterias para evolucionar en mecanismos de resistencia que cada vez dejan fuera de juego
antes a las nuevas moléculas antibioticas que se desarrollan. En Europa se han registrado unas
33.000 muertes anuales a consecuencia de las bacterias resistentes a antibioticos, de hecho, el
15% de las enfermedades nosocomiales se deben a microorganismos resistentes a los
antibioticos. Un estudio de la Organizacion Mundial de la Salud afirma que para 2050 se
registraran alrededor de 10 millones de muertes anuales por infecciones resistentes a los
antibidticos, en Espafa las bacterias resistentes a miltiples antibidticos como Acinetobacer,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli y Pseudomonas aeruginosa son un importante
problema de salud publica, figura 1. 19 (Aminov, 2010; Barreiro & Barredo, 2021; Ribeiro da
Cunha et al., 2019).
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Figura 1.19. Bacterias resistentes a antibioticos en Espafa. Las cepas multirresistentes se refieren a
K. pneumoniaey E. coli resistente a la tercera generaciéon de cefalosporinas, fluoroquinolonas y aminoglucésidos,
Acinetobacter spp. resistente a fluoroquinolonas y aminoglucdsidos y carbapenems y P. aeruginosa resistente al
menos a tres antibidticos entre piperacilina, tazobactam, fluoroquinolonas, cefalosporinas, aminoglucésidos y
carbapenems (Datos extraidos del Centro Europeo para la Prevencién y Control de Enfermedades basado en
datos proporcionados por la Organizacién Mundial de la Salud y los Ministerios de Sanidad).

Una de las maneras que existen para la luchar contra la resistencia a antibioticos es buscar
nuevos o viejos microorganismos que sean capaces de producir moléculas antibioticas hasta
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ahora desconocidas. Durante los tltimos afios numerosas investigaciones se han centrado en
el aislamiento y la caracterizacion de microorganismos de los nichos ecologicos mas diversos,
como se muestran en la tabla 1.3, dando lugar a algunos descubrimientos importantes como la
cifomicina, molécula con capacidad antibiotica y antifingica producida por Streptomyces,
aislada del tracto digestivo de una hormiga brasilefia (Cyphomyrmex sp.) (Chevrette et al.,
2019). O la produccion de manzamina A, un alcaloide con posibles usos para la lucha contra el
cancer, la tuberculosis y la malaria, por parte de un actinomiceto, Micromonospora sp., aislado
de una esponja marina (Waters et al., 2014).

Ademas, estos ultimos afios se ha hecho presente un problema ignorado durante afos, las
resistencias fiingicas. Las enfermedades mediadas por hongos varian entre infecciones
dérmicas de poca severidad, hasta infecciones invasivas que ponen en riesgo la vida de los
pacientes, de hecho, se calcula que hasta 1,6 millones de personas mueren al afilo como
consecuencia de este tipo de infecciones. Esta situaciébn se agrava en pacientes
inmunodeprimidos donde este tipo de enfermedades son especialmente comunes (Brown
et al., 2012; «Stop neglecting fungi», 2017).

La severidad de las infecciones fingicas sistémicas, unido con una falta de mecanismos para
su deteccidn y sobre todo por el limitado nimero de compuestos antiftingicos disponibles en
la actualidad esta disparando los datos de mortalidad a causa de este tipo de enfermedades,
medrando los logros conseguidos en el tratamiento de otras como el cancer o el VIH (Brown
etal.,, 2012). Ademas, la aparicion de hongos potencialmente mortales resistentes a los
tratamientos hasta ahora ttiles, como Candida auris multirresistente o Aspergillus fumigatus
resistente a los azoles, esta dejando sin medios de accion para poder combatirlos en la practica
clinica (Forsberg et al., 2019; Verweij et al., 2020).

El problema de las infecciones flingicas no solo tiene importancia en salud humana, las
enfermedades mediadas por hongos han demostrado ser un verdadero dilema para otros
campos como la biodiversidad en aminales y plantas, donde este tipo de enfermedades han
sido capaces de reducir poblaciones de anfibios, insectos, mamiferos y plantas tanto lefiosas
como no lenosas (Fisher et al., 2012), o la agricultura, donde los fitopatégenos que afectan a
cultivos pueden llegar a reducir las cosechas de grano en un 80% (Godfray et al., 2016).

Todo ello requiere de la bisqueda de nuevos compuestos antifingicos para poder hacer
frente a las infecciones, de nuevas formas de tratamiento de los cultivos y de defensa de la
biodiversidad, entre las que pueden entrar el uso de microorganismos como forma de
biocontrol (Saxena et al., 2020; Spadaro & Droby, 2016; Susi et al., 2011; Wall & Lopez-Ribot,
2020).

La busqueda de nuevas moléculas antimicrobianas puede enfocarse de diversas maneras,
una de ellas es la busqueda de aquellos genes responsables de la sintesis de moléculas con
actividades interesantes para la industria, entre estos genes los méas conocidos son: las
policétido sintasas (PKS) y las sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS)
(Wright, 2017).
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Las policétido sintasas (PKS) sintetizan policétidos, moléculas con un amplio
espectro de propiedades bioactivas como antibacteriana, antifingica, antiviral,
anticancerigena o inmunosupresora, estando sintetizadas a partir de pequenas unidades de
acil-CoA (acil-coenzima A) (Risdian et al., 2019). Estos grandes conjuntos enziméticos estan
formados por dominios con funciones concretas que seleccionan, procesan y fusionan los
residuos individuales hasta formar el policétido final. Para ello, los sustratos para el inicio y la
extension de la cadena de policétido son seleccionados y activados a través de un dominio acil
transferasa (AT) que los trasfiere a una proteina acarreadora de acilos (ACP). El tercer dominio
necesario seria un dominio cetosintasa (KS) que catalizaria la condensacion tipo Claisen del
sustrato y del policétido en crecimiento, formando una unién entre la unidad que se incorpora
y el carbonil tioester de la cadena acil unida a ACP. Estos tres dominios serian los minimos
para que una PKS funcionase, pero, ademas de ellos, en la modificacion de la cadena policética
pueden incorporarse otros dominios como cetoreductasa (KR), deshidrogenasa (DH) y/o
enolreductasa (ER), que reducirian la cadena en formacién. La gran variacion existente entre
los diferentes dominios que se incorporan a la PKS, asi como el nivel de reduccién de la cadena
genera una gran variedad de compuestos diferentes. Para la terminacién y liberacion de la
cadena policética se necesita un dominio tioesterasa adicional, que -catalizaria la
macrolactonizacion y con ello la liberaciéon de la cadena policética (Caulier et al., 2019; Chen
& Du, 2016; Wang et al., 2020).

Las PKS se han clasificado dependiendo de la estructura candnica de sus dominios
funcionales en tres grupos principales.

e PKS I: formado por grandes conjuntos enziméaticos con los dominios
funcionales unidos entre si de forma lineal. Presentes en hongos y bacterias,
donde se suelen dividir entre los PKS I iterativos, principalmente fingicos, y los
PKS I no iterativos, bacterianos, dependiendo del uso o no de forma repetitiva
de los dominios que forman el complejo enzimatico (Chen & Du, 2016).

¢ PKS II: complejo multienzimético donde los las enzimas monofuncionales se
unen en el momento de la sintesis de cadenas policéticas. Se encuentran
principalmente en bacterias y dan lugar a policétidos aromaticos (Wang et al.,
2020).

e PKS III: utiliza directamente tioester de acil-coenzima A, sin la necesidad de
usar el dominio ACP. Aunque se pueden encontrar en bacterias, este tipo de PKS
es tipico de plantas (Shimizu et al., 2017).

Las sintetasas de péptidos no ribosomales (NRPS) al igual que ocurre con las PKS 1,
estan formadas por grandes conjuntos enzimaticos en forma modular. En ellas se distinguen
modulos de iniciacion, elongacion y terminacion de la cadena polipeptidica. Dentro de cada
modulo se situarian los dominios individuales con actividad de apoyo o catalitica. Estos
dominios difieren de los encontrados en las PKSs y de ellos depender la estructura final del
polipéptido sintetizado (Yang et al., 2020). Debido a la gran flexibilidad que puede darse en la

_36_



Introduccién y objetivos

sintesis de estos compuestos, tanto por su cadena polipeptidica, como por el nivel de ciclacion
de la misma, los productos finales encontrados pueden ser muy variados.

1.7.2. Microorganismos como antagonistas de hongos degradadores

Como se explico en el apartado 1.3 los productos utilizados para la proteccion de la madera
contra la degradacion han estado compuestos histéricamente de sustancias antifingicas con
efectos adversos para el medio ambiente y la salud humana, por lo que en los tltimos afios las
regulaciones supraestatales han empezado a limitarlos o a prohibirlos, abriendo el mercado a
otros compuestos menos contaminantes. Entre ellos se pueden encontrar aceites derivados de
plantas con propiedades antiftingicas e insecticidas como el aceite de las hojas del arbol de
canela taiwanés (Cinnamomum osmophloeum) (Broda, 2020). Pero también la utilizacion de
microorganismos que sean capaces de inhibir, o competir por los nutrientes, con los hongos
degradadores de madera esta ganado fuerza (Susi et al., 2011).

La utilizacién de microorganismos como agentes de biocontrol contra hongos es un
tema bien conocido en agricultura donde se llevan usando distintas especies de
microorganismos desde hace afios. Destacando la utilizacién tanto de bacterias como Bacillus,
Pseudomonas o Streptomyces, y de hongos como Trichoderma para el tratamiento de los
cultivos contra el ataque de hongos fitopatégenos (Mishra et al., 2015). El éxito de algunas de
estas formulaciones ha conseguido comercializarlas, teniendo en este momento en el mercado
productos como Taegro (Syngenta), un producto a base de B. amyloliquefaciens para controlar
las plagas de la vid, como la podredumbre gris (causada por Botrytis cinérea) o el oidio
(producido por varios géneros de hongos de la familia Erysiphaceae), o TrichoSym Bio
(Symborg), un estimulante que contiene T. harzianum con efectos en biocontrol de patégenos.

Dentro de los beneficios del uso de microorganismos como agentes de biocontrol se pueden
mencionar dos: i) las multiples formas en las que los agentes de biocontrol pueden llegar a
inhibir el crecimiento de los hongos, como son la competicion, la secrecion de agentes
antiftingicos o el micro-parasitismo dificulta la aparicién de resistencias, y ii) la utilizacion de
estos agentes puede combinarse con el uso de recubrimientos protectores u otras formas de
proteccion. De esta manera, las investigaciones llevadas a cabo por Ribera et al. (2017; 2017),
han conseguido integrar 7. harzianum en formulaciones menos contaminantes para el
medioambiente aumentando su eficacia en la proteccion de la madera de la degradacion por
hongos.

La utilizacion del género Bacillus en la protecciéon de la madera esta siendo cada vez mas
importante, contando con ventajas que lo hacen indicado como agente de biocontrol. Por un
lado, la capacidad de Bacillus para esporular hace que pueda resistir en gran cantidad de
ambientes y facilita, por un lado, su supervivencia y su duracion, y por otro, la formulacién de
los productos finales, asi como las condiciones de almacenamiento y manejo (Albayrak, 2019).
Por otro lado, el género Bacillus posee numerosos mecanismos distintos de inhibir el
crecimiento de los hongos, es capaz producir sustancias antifingicas como iturinas y fengicinas
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(Caldeira et al., 2006; Moita et al., 2005; Romero et al., 2007), producir compuestos organicos
volatiles que inhibirian a los hongos a distancia e incluso, algunas especies, son capaces de
producir enzimas capaces de degradar la pared de los hongos, como las quitinasas (Helisto
et al., 2001; Morita et al., 2019). Ademas, algunas especies como B. subtilis o Bacillus pumilus
estdn reconocidas como microorganismos GRAS (generally recognized as safe) y QPS
(qualified presumption of safety) facilitando, de esta manera, su utilizaciéon (Panel et al,,
2019).

Este uso de bacterias para impedir la proliferacion de hongos no solo se ha visto atil en la
préctica agricola, sino que también se ha usado en la proteccion de obras artisticas y materiales
historicos y hasta como medio de desinfeccion en hospitales, investigaciones llevadas a cabo
en Italia ponen en valor varias cepas de Bacillus para la proteccion de pinturas del siglo 17
(Caselli et al., 2018) y en la utilizacion de cepas de Bacillus como tratamiento desinfectante
probidtico para superficies hospitalarias (Vandini et al., 2014).

1.7.3. Microorganismos productores de enzimas de interés industrial

La industria de la biocatéalisis engloba la utilizacion de células, o sus enzimas aisladas para
catalizar reacciones y obtener de esa manera un producto de interés. Esta industria ha tenido
varias etapas histdricas que comienzan hace mas de un siglo, cuando se dieron cuenta de que
era posible la utilizacién de componentes de las células, lo que ahora se conocen como enzimas,
para la transformaciéon quimica de moléculas, este periodo se denominé la primera ola de la
biocatélisis (Hanefeld et al., 2022). La segunda ola llego, en el dltimo cuarto del siglo XX, con
el cribado de enzimas, medios de cultivo y sustratos y los inicios de la ingenieria de proteinas,
donde se incluian la mutagénesis dirigida y las modificaciones quimicas, que dieron lugar a la
produccion de compuestos que no se encontraban en la naturaleza (Hanefeld et al., 2022). La
tercera ola llego, en los tltimos anos de la década de 1990, cuando se desarrollaron los métodos
avanzados de biologia molecular, que permitieron una rapida modificaciéon de las enzimas
biocatalizadoras, lo que se denomin6é mas adelante evolucion dirigida (Bornscheuer et al.,
2012). La cuarta hora de la biocatalisis esta al llegar segiin numerosos autores, con las nuevas
técnicas de genética molecular avanzada, metagenoémica y herramientas bioinformaticas que
permiten encontrar y hasta crear nuevas enzimas con funcionalidades distintas (Poppe &
Vértessy, 2018).

Esta nueva ola, viene ademas precedida por una nueva regulacion que esta desbancando a
la transformacion de moléculas a través de reacciones quimicas, que al ser estas mas violentas,
suelen ser mas perjudiciales para el medio ambiente y los trabajadores que las desarrollan, que
la transformacion de los mismos productos de forma enzimatica (Atalah et al., 2019). Por ello,
el mercado mundial de las enzimas esté creciendo cada ano, siendo de 7 billones de doélares en
2017, se espera que crezca a 10,5 billones para 2024 («On advances & challenges in
biocatalysis», 2018). Dentro de este mercado las enzimas fungicas agrupan mas del 50% de la
produccion, siendo estas usadas en campos como la industria alimentaria, la industria del
papel o la industria farmacéutica (El-Gendi et al., 2021).
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Las celulasas representan un gran nicho de mercado dentro de la industria de las enzimas
representando el 20% de todas las enzimas producidas, estan presentes en numerosos
procesos industriales como la fabricacion de papel, la industria textil y por supuesto en la
generacion de energia. La utilizacidn de estas enzimas depende de su coste de produccion, por
ello, la investigacion de nuevas formas de obtencién o la bisqueda de especies o cepas mas
productivas puede ser clave para la utilizacion en masa del material lignocelul6sico para
conseguir energia (Verma et al., 2021).

Uno de los puntos clave en la conversion del material lignocelul6sico en energia es la
degradacion de las complejas cadenas lignocelulésicas en moléculas que puedan ser usadas
para generar dicha energia. Para ello, como ya se explico en el apartado 1.2.1, existirian dos
vias distintas, la via termoquimica y la via bioquimica. En ambos procedimientos la basqueda
de microorganismos productores de enzimas es de utilidad.

Uno de los primeros procesos que debe de ser realizado en ambas vias es el pretratamiento
del material lignocelul6sico para separar las moléculas de celulosa y hemicelulosa de la lignina,
molécula muy recalcitrante y dificil de degradar. La capacidad de degradar la lignina por parte
de los hongos de la degradacion blanca ha abierto la busqueda de especies o cepas mas efectivas
en la deslignificacion del material lignocelulosico. Para encontrar estas cepas con alta
capacidad deslignificante se han realizado estudios aislando distintas especies alrededor del
mundo, algunos ejemplos son el parque nacional de Olimpia (Washington, Estados Unidos) o
distintas fuentes de material en degradacion en los bosques de Ttnez (Dhouib et al., 2005; Xu
et al., 2015). Uno de los motivos por lo que estas investigaciones son tan necesarias es que la
capacidad de produccion de enzimas lignocelulésicas parece depender de la especie flngica, o
incluso de la cepa aislada, por ello los experimentos de bioprospecciéon de nuevas especies son
necesarios para encontrar especies y cepas mas competitivas (Elisashvili & Kachlishvili, 2009).

Una vez la celulosa y hemicelulosa ha sido liberada de la lignina, ambas deben de ser
reducidas a sus moléculas més bésicas, para que puedan ser convertidas en biocombustibles,
tal y como se indica en la figura 1.9. Para ello, la hidrolisis enzimatica por medio de hongos
o bacterias es una alternativa a las hidrolisis quimicas o fisicas que, por un lado, utilizan
productos altamente corrosivos, requiriendo una gran infraestructura y aporte de energia, y
por otro, segregan compuestos toxicos que pueden inhibir el crecimiento de los
microorganismos necesarios en las ultimas etapas (Hans et al., 2019).

La hidrolisis enzimatica utiliza las enzimas expresadas naturalmente por organismos
capaces de degradar la celulosa para convertirla en moléculas mas pequenas y aprovechables
para la produccion de energia. Este proceso es llevado a cabo por bacterias, hongos e incluso
macroorganismos, como insectos (Tenebrio molitor L. o Hermetia illucens L.)(Wang et al.,
2017), que cuentan con un arsenal de enzimas celuloliticas que pueden ser aprovechadas por
la industria para la generacion de energia de una forma mas ecoldgica y sostenible. Por ello, es
necesario la bioprospeccion de estos organismos y de sus enzimas en diferentes nichos
ecologicos, algunos ejemplos son la bisqueda de hongos en manglares de la ciudad china de

_39_



Aislamiento y caracterizacion de microorganismos de madera en degradacién

Sanya o la busqueda de hongos y bacterias de estomagos de larvas de coledpteros tropicales
saprofagos en Costa Rica (Rojas-Jiménez & Hernandez, 2015; Zeng et al., 2019).

Por otro lado, dentro de la maquinaria celular necesaria para la degradacion de la pared
vegetal se encuentran otros grupos enzimaticos que también pueden ser aprovechados para
generar productos de alto valor anadido, este es el caso de las feruloil esterasas. Estas
enzimas son enzimas auxiliares dentro de la degradacion de la pared vegetal, encargandose de
la ruptura de los enlaces entre los acidos hidroxicindmicos y los polisacaridos de la pared
vegetal. Los acidos hidroxicindmicos son los compuestos fendlicos mas abundantes en la
naturaleza, entre ellos existen los acidos o-cumarico, p-cumarico, m-cumarico, cafeico,
sindpico y fertlico. Dentro de estos, el acido fertlico tiene numerosas aplicaciones dentro de
la industria farmacéutica y cosmética, como antioxidante y también en la industria
alimentaria, como precursor de compuestos de alto valor anadido, como la vainillina, las
aplicaciones del 4cido fertlico se resumen en la figura 1.20 (Palani Swamy & Govindaswamy,
2015; Sova & Saso, 2020; Zdunska et al., 2018).
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Figura 1.20. Aplicaciones del acido ferulico. La mayoria de las aplicaciones del 4cido ferulico en los diferentes
campos se debe a su gran efecto antioxidante. (Modificado de Srinivasan et al., 2007).

Una de las formas de obtencion de acido ferilico es la extraccion a través de la hidrolisis del
material lignocelulosico, que como en el caso de la extraccion de celulosa y hemicelulosa, puede
hacerse a través de hidrolisis acida, alcalina y enzimatica. La extraccion a través de hidrolisis
alcalina ha demostrado ser efectivo en numerosos residuos lignocelulésicos, pero los
problemas medioambientales, de salud humana e industriales que genera la utilizacion de
bases fuertes se contraponen a esta practica. El uso de enzimas hidroliticas como las feruloil
esterasas derivadas de hongos como Aspergillus, Penicillium o Trichoderma ha demostrado
ser una forma eficaz de extraccion de acido fertlico, que ademas no dana los demas
componentes de la matriz lignocelulosica que pueden tener valor (Faulds & Williamson, 1995;
Gomes et al., 2016; Juhnevica-Radenkova et al., 2021). La basqueda de microorganismo con
actividad feruloil esterasa es una de las formas de intentar encontrar especies, cepas o enzimas
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con propiedades aumentadas o con una mayor produccion o eficiencia (Antonopoulou et al.,
2019).

1.8. EL GENERO BACILLUS

El género Bacillus se encuentra dentro del filo Firmicutes, orden Bacillales y familia
Bacillaceae incluyendo 419 especies distintas (segiin LPSN, consultado el 20 de Febrero de
2023). Son bacterias Gram +, con forma bacilar, formadoras de endosporas, aerobios o
anaerobios facultativos. Este género suele dividirse en 17 clados distintos, siendo los clados de
Bacillus cereus y B. subtilis los mas importantes. Investigaciones llevadas a cabo los ultimos
afios proponen la reclasificacién de méas de 200 especies en otros géneros dejando tinicamente
como Bacillus las especies pertenecientes a estos dos clados (Gupta et al., 2020).

1.8.1. Clado B. cereus

En el clado de B. cereus, se encuentran especies como Bacillus anthracis, B. cereus,
B. thuringiensis, Bacillus mycoides, Bacillus pseudomycoides, Bacillus wethenstephanensis,
Bacillus cytotoxicus y Bacillus toyonensis. El genoma de estas especies esta altamente
conservado con un tamano entre 5,2 y 5,9 Mb y con secuencias del 16S muy similares. Esta alta
conservacion del genoma no implica una homogeneidad fenotipica de estas especies, siendo
algunas grandes patdégenos humanos, como B. anthracis o B. cereus, mientras que otras se
consideran de las especies bacterianas mas tutiles para la protecciéon de los cultivos frente a
plagas, B. thruringiensis (Ehling-Schulz et al., 2019).

B. anthrasis es el agente etiologico del antrax (carbunco), descubierto y caracterizado en
el siglo 19 por Pasteur y Koch represento uno de los mayores avances en la microbiologia y la
vacunacion, ya que fue usado para demostrar las leyes de Koch y ademés, una cepa atenuada
de la misma especie fue la primera vacuna atenuada conocida (Bender et al., 2019). La
caracterizacion de esta especie ha sido realizada historicamente a partir de la presencia de los
plasmidos que codifican para las toxinas que median la enfermedad, pero la especiaciéon basada
en plasmidos ha resultado en una clasificacién complicada de las especies pertenecientes a este
clado (Ehling-Schulz et al., 2019; Gupta et al., 2020). Como enfermedad, el carbunco afecta
tanto a humanos, como al resto de mamiferos, asi como a algunas aves y reptiles, esta causada
por las toxinas sintetizadas por B. anthrasis. En humanos existen tres manifestaciones
posibles, la cutanea con poca tasa de mortalidad, la gastrointestinal y la pulmonar. Estas dos
ultimas manifestaciones son capaces de desembocar en la muerte de los afectados. La
formacion de esporas permite a este microorganismo sobrevivir largas etapas quedando
latente en suelo desde donde es consumido por animales desarrollando la enfermedad
gastrointestinal y con ello llegando hasta el ser humano (Carlson et al., 2019; Ehling-Schulz
et al., 2019).
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B. cereus es generalmente conocido por una causa comun de intoxicacién alimentaria.
Este genero es capaz de sintetizar diferentes toxinas, como enterotoxinas, cereulida o
citotoxina k, las cuales estan asociadas a plasmidos, que contaminan comida produciendo
diversas manifestaciones de diferentes gravedades, desde diarrea y vomitos, a dano hepéatico
que hace peligrar la vida de los afectados. Ademas, ha sido caracterizado como un patogeno
oportunista en personas inmunocomprometidas causando infecciones sistémicas y como
causante de enfermedades oculares como endoftalmitis y queratitis (Ehling-Schulz et al., 20109;
Jovanovic et al., 2021). La gran resistencia de las esporas generadas por esta especie hace que
sea dificil la completa desinfeccion de los alimentos, causando brotes alrededor del mundo de
poca intensidad. También, la gran variedad de fenotipica que presenta esta especie le permite
sobrevivir y prosperar a diferentes temperaturas, altas concentraciones de NaCl y bajo pH, o
que le permite contaminar comida en condiciones refrigeradas de almacenaje (Jovanovic et al.,
2021).

B. thuringiensis es un importante entomopatogeno, que afecta a diferentes especies de
coledpteros o nematodos, siendo utilizado como biopesticida para proteger a los cultivos de
distintas plagas. Esta especie se caracteriza por la formaciéon de cristales paraesporales
compuestas por proteinas con actividad toxica frente a un gran numero de especies de
Lepidoptera, Diptera, Coleoptera, Hymenoptera, y Hemiptera, asi como para nematodos y
acaros, la figura 1.21 muestra dos imagenes por microscopia electréonica de las esporas y
cristales proteicos. Estas toxinas, Cry, Cyt, Vip o Sip, son especificas, seguras y biodegradables,
haciendo de los insecticidas basados en B. thruringiensis excepcionalmente efectivos, teniendo
un mercado anual estimado 8 billones de dolares (Dominguez-Arrizabalaga et al., 2020).

A) Endosporas  B)

Cristales

Figura 1.21. Imagenes de microscopia electrénica de B. thuringiensis. A) Imagen de microscopia electrénica de
transmision de una célula esporulada. Barra: 0,2 um. B) Imagen de microscopia electrénica de barrido de las
endosporas y los cristales. Barra: 5,0 um. (Modificado de Sauka et al., 2010).

Estas proteinas estan clasificadas en 78 grupos, siendo algunas de ellas especificas frente a
ciertos insectos, dando de esa manera una gran especificidad a su uso. Pero, en los dltimos
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afos, el uso de estos insecticidas basados en B. thuringiensis ha generado resistencias entre
los insectos, algunos mecanismos utilizados han sido, la mutacién de receptores clave, de
proteinas transmembrana, alteracion de enzimas para el procesamiento de la protoxina, asi
como la produccién de proteinas que secuestran la toxina o una mayor regeneracion epitelial
(Jurat-Fuentes et al., 2021).

1.8.2. Clado B. subtilis

Dentro del clado de B. subtilis se encuentran numerosas especies de las que se destacan
aquellas primeramente aisladas hace mas de 40 anos (B. subtilis, Bacillus licheniformis,
B. pumilus y B. amyloliquefaciens) (Gordon, 1974; Priest et al., 1987). La capacidad de
producir sustancias bioactivas ha sido investigada con detenimiento dentro de este grupo,
donde investigaciones recientes han identificado a través de programas informaticos
predictivos mas de 35 mil agrupaciones de genes biosintéticos en los genomas de especies
pertenecientes a este grupo (Steinke et al., 2021). La presencia de estos genes biosintéticos es
mayor que en otros clados presentes en Bacillus, teniendo de media 13,1 genes biosintéticos en
el genoma, mientras que en el clado de B. cereus o de Bacillus megaterium es de 11,7y 7,4 de
media (Xia et al., 2022).

Dentro de este tipo de moléculas se pueden encontrar compuestos de diferentes naturalezas,
los compuestos producidos por las bacterias del clado de B. subtilis se resume en la figura 1.22.

Policétidos

Surfactinas

(
L4

Lipopéptidos . Fengicinas

—

Bacteriocinas

N

Acidos
grasos o Terpenoides
derivados

VOCs con
nitrogeno

VOCs con
azufre

Figura 1.22. Compuestos antimicrobianos producidos por bacterias del clado de B. subtilis. Compuestos
volatiles organicos (VOC).

Las bacteriocinas son péptidos de bajo peso molecular (entre 12 y 50 residuos
aminoacidicos), con estabilidad al calor, modificaciones postraduccionales y tipicamente
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cationicas. La gran cantidad de bacteriocinas sintetizadas, asi como sus multiples modos de

accion y su variable composicion las han clasificado en tres grupos principales (Caulier et al.,
2019; Mercado & Olmos, 2022).

Clase I: también denominados lantibidticos son péptidos de bajo peso
molecular, modificados post-traduccionalemente que contienen en su
secuencia aminoacidica residuos de serina, treonina y cisteina, que serian
necesarios para la formacién de anillos lantionina y metilantionina, en los que
reside, en algunos casos, su funcion. Dentro de este tipo de bacteriocinas se
pueden dividir en cuatro grupos diferentes dependiendo de la su estructura
secundaria, asi como, por el mecanismo por el que actdan frente a otras células.
La accién de este tipo de bacteriocinas suele estar mediada por la
permeabilizacion de la membrana celular (clase I.1), inhibicion de la sintesis de
peptidoglicano (clase I.2 y clase 1.3), inhibicién de la sintesis de proteinas, ADN
y ARN (clase I.2) o a través del cambio de polaridad de la membrana celular
(clase 1.4).

Clase II: bacteriocinas con secuencias cortas, lineales, sin modificar post-
traduccionalmente y con gran estabilidad a los cambios de pH y temperatura.
Este tipo de bacteriocina se clasifican en tres grupos por unos motivos
conservados en la zona N terminal que a su vez modifican su modo de accién,
siendo las de clase II.1 tipo pediocina y actuando a través de la fosfoenolpiruvato
manosa fosfotranferasa donde son capaces de inducir la muerte celular por
medio de la apertura de un poro en esa enzima transmembrana, las de clase II.2
tipo turicina y produciendo la disipacién del potencial de membrana y con ello
la formacién de poros y las de clase 11.3 que no tienen ese dominio conservado
y actian por medio de la formacién de poros transmembrana a través de una
forma dependiente de la fuerza iénica.

Clase III: son moléculas polipeptidicas, no modificadas y no resistentes a los
cambios de temperatura que tienen actividad fosfolipasa causando alteraciones
en la membrana celular.

Los policétidos son moléculas con una gran diversidad de funcionalidades posibles,

sintetizadas por las PKSs. Existe una gran variedad de policétidos, que se distribuye entre

bacterias, hongos y plantas. Dentro del clado B. subtilis se han encontrado inicamente tres

bacillaena, dificidina y macrolactina, con utilidad en la inhibicién tanto de bacterias como de
hongos (Caulier et al., 2019).

Los lipopéptidos estan formados por pequenas cadenas ciclicas e hidrofilicas de péptidos

unidas a cadenas hidréfobas de acidos grasos. Debido a su naturaleza anfipatica este tipo de

molécula tiene numerosas aplicaciones, antibacteriana, antifingico, antitumoral y antivirico.

La sintesis de este tipo de moléculas viene dada por un complejo multienzimatico, las NRPSs.

Dentro del género Bacillus se distinguen 4 familias diferentes agrupadas debido a su cadena

polipeptidica y a la cadena de acidos grasos (Caulier et al., 2019).
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e Surfactinas: formadas por un heptapéptido con una secuencia proteica
central caracteristica, LLDLLDL, interconectada y unida a una cadena de beta-
hidroxiacidos grasos formando una estructura de anillo lactona ciclico. Los
diferentes tipos de surfactinas varian dependiendo de los residuos peptidicos en
las posiciones 2, 4 y 7, asi como en la longitud de las cadenas de acidos graos o
su conformacién final. Las surfactinas acttian a nivel de la bicapa lipidica a
través de la solubilizacién de fosfolipidos, quelado de iones, modificacion de la
permeabilidad de membrana y la solubilizaciéon de la misma, teniendo efectos
antibacterianos, antifingicos y antiviricos (Caulier et al., 2019; Penha et al.,
2020; Zhao et al., 2017).

e Fengicinas: formadas por decapéptidos unidos entre si a través de un anillo
lactano, y a su vez unidos a una cadena de hidroxiacidos grasos. La actividad de
estas moléculas se da a través de perturbaciones en la membrana y es
principalmente antifiingica, siendo efectiva frente a numerosas especies
diferentes de hongos y levaduras (Caulier et al., 2019; Penha et al., 2020; Zhao
etal., 2017).

e Iturinas: formadas por un heptapéptido ciclico con una secuencia quiral
LDDLLDL con un ntimero restringido de aminoacidos (asparagina, glutamina,
prolina, serina, treonina y tirosina) y unida por residuo }-aminoacidico a una
cadena de acidos grasos. Las iturinas presentan una gran actividad antifingica
(Caulier et al., 2019; Penha et al., 2020; Zhao et al., 2017).

e Curstaquinas: Es el ultimo tipo de lipopéptido descubierto y se da, al
contrario de lo anteriores, en especies pertenecientes al clado B. cereus.
Formado por un heptapéptido con secuencia Thr-Gly-Ala-Ser-His-GIn-Gln,
unido por enlace amino a una cadena de acidos grasos y circularizado a través
de un anillo de lactona. Su actividad se ha visto que es principalmente
antifingica (Béchet et al., 2012; Caulier et al., 2019).

El altimo grupo de compuestos de interés producidos por el clado B. subtilis son los
compuestos volatiles, estos vienen dados como subproductos del metabolismo de la célula y
estan vinculados a numerosos procesos como los ciclos biogeoquimicos de elementos
esenciales, comunicacion célula-célula o mecanismos de defensa. Dentro de la gran variedad
de compuestos volatiles producidos por las especies pertenecientes al clado B. subtilis estos se
pueden empezar a clasificar entre compuestos volatiles inorganicos (VIC) y compuestos
volatiles organicos (VOC).

Los compuestos volatiles inorganicos (VIC) estdn principalmente derivados del
metabolismo primario de la bacteria, siendo compuestos carbonados, hidrogenados,
sulfurados o nitrogenados como CO,, CO, H,, HCN, H.S, N,, NH; o NO. Estos compuestos han
demostrado actividad antifingica frente a numerosos patogenos de plantas y animales,
ademas de inducir la respuesta sistémica adquirida en plantas, ayudando de esa forma a
combatir enfermedades. Por otro lado, algunos de estos compuestos estan vinculados a la
resistencia de las bacterias a los antibi6ticos (Caulier et al., 2019).
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Los compuestos volatiles organicos (VOC) son compuestos de menos de 20 C, con
baja masa molecular (50-100 Da), alta presiéon de vapor, baja temperatura de ebullicién y con
restos lipofilicos. Esto los convierte en sustancias facilmente evaporables y con una alta
capacidad de distribucién, siendo su produccién y distribucion altamente dependiente de
factores como temperatura, pH, estado fisiol6gico del microorganismo o nutrientes (Weisskopf
et al.,, 2021). La mayoria de los VOCs derivan del metabolismo de la glucosa, tanto en la
glicolisis como en los procesos que la contintian, como el ciclo de los 4cidos tricarboxilicos
(TCA), aunque también pueden ser derivados de otros procesos metabolicos como
fermentaciones, degradacion de aminoacidos, sintesis de terpenos o reducciéon de sulfuros.
Entre ellos se pueden distinguir 5 categorias: i) 4cidos grasos y derivados; ii) terpenoides; iii)
VOC con nitrégeno; iv) VOC con azufre; y v) VOC con halégenos o metaloides.

Dentro del clado B. subtilis se ha demostrado la produccién de todas las clases antes
mencionadas, menos los VOC con hal6genos y metaloides. La mayoria de ellos pertenecen a la
primera clase, acidos grasos y derivados, siendo a su vez clasificados segin sea su naturaleza,
hidrocarbonos (alcanos, alquenos, alquinos) o carbohidratos (acidos, alcoholes, aldehidos,
esteres, furanos, quetonas, lactonas, bencenoides). Dentro de estos compuestos se han descrito
actividad antibacteriana y antifingica, asi como la capacidad de estimular las defensas y la
resistencia al estrés de las plantas (Tsotetsi et al., 2022; Weisskopf et al., 2021).

Entre las siguientes clases de VOCs, se conocen mas de 2500 compuestos terpénicos que
pueden ser secretados como VOCs siendo su funcién biologica hasta ahora desconocida.
Dentro de B. subtilis se han descrito tres, isopreno, monoterpeno y a-terpineol, teniendo
actividad nematicida y frente a las cianobacterias. Los VOCs con nitrégeno pueden ser
divididos entre compuestos ciclados (azoles, piracinas, piridinas, piridazinas y pirimidinas) y
compuestos no ciclados (amidas, iminas y aminas), teniendo actividades antifingicas y
antibacterianas. Por ultimo, se han descrito VOCs con azufre como disulfuro de dimetilo
(DMDS), trisulfuro de dimetilo (DMTS), S-metil tioacetato o S-metil butanetioato con
actividad antifdngica y nematicida en bacterias pertenecientes al clado de B. subtilis (Caulier
et al., 2019; Weisskopf et al., 2021).
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Al inicio de esta tesis doctoral se plantearon los siguientes objetivos:

1. Estudio del microbioma de la madera en degradacion y caracterizacion de los

microorganismos cultivables aislados.

2. Andilisis de las posibles aplicaciones industriales de los aislados microbianos.

3. Caracterizacion 6mica de los mejores candidatos seleccionados.
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Material y métodos

2.1. MICROORGANISMOS UTILIZADOS

2.1.1. Cepas bacterianas

En este apartado se describen las cepas bacterianas utilizadas durante esta tesis:

%  Escherichia coli DH5a: cepa utilizada tipicamente en la transformacion por su
alta eficiencia. Porta una delecion en el operén LacZ, permitiendo seleccionar
transformantes a través de a-complementacion. Esta cepa se utilizo en los anélisis
de propiedades antibacterianas.

%  Micrococcus luteus ATCC 9341: cepa sensible a antibi6ticos -lactamicos, de
estructura quimica penam, esta cepa se utiliz6 en los analisis de propiedades
antibacterianas. En 2003 se reclasifico como Kocuria rhizophila (Tang & Gillevet,
2003).

%  Streptomyces tsukubaensis NRRL 18488: principal especie productora del
inmunosupresor tacrolimus. Su ADN se utiliz6 como control positivo en las PCR
para la deteccion de genes biosintéticos (PKSs y NRPSs) en Actinobacterias.

% Bacillus pumilus DEV1 (DEVA): cepa aislada de superficies metéalicas de un
puente de Madrid y caracterizada durante el proyecto BIOCORIN
(https://cordis.europa.eu/project/id/282881/es).

%  Bacillus pumilus PsA(2)6 (PSA): cepa aislada de superficie metalica en la
provincia de Pontevedra (Espana) y caracterizada durante el proyecto BIOCORIN.

%  Bacillus pumilus Meyer & Gottheil 1901 (DSM27): cepa de coleccién tipo
para B. pumilus desde 1964 (Smith et al., 1964).

% Bacillus pumilus V17C11: cepa aislada durante este trabajo desde madera en
degradacion de una muestra de Villavieja (Le6n, Espana).

%  Bacillus pumilus P48Ci: cepa aislada durante este trabajo desde madera en
degradacion de una muestra de Brymarka (Trondheim, Noruega).

2.1.2. Cepas flngicas

A continuacion, se describen las cepas fingicas utilizadas durante esta tesis:

%  Aspergillus brasiliensis Varga et al CECT 2700 (ATCC9642) : cepa con
actividad celulasa y xilanasa (Moran-Aguilar et al., 2021), representativa de la
degradacion blanda de la madera (Hamed, 2013). Recomendada para anélisis de
soluciones preservadoras de la madera. Se utilizo en el analisis de actividad
antifingica frente a cepas degradadoras de la madera.
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%  Coniophora puteana (Fries) Karsten DSM 3085 (ATCC 36336): cepa
representativa de la degradacion parda de la madera (Voda et al., 2003). Se utilizo
en el analisis de actividad antifiingica frente a cepas degradadoras de la madera.

%  Trametes versicolor (Linnaeus: Fries) Pilat DSM 3086: cepa
representativa de la degradacion blanca de la madera (TiSma et al., 2021). Se
utilizo en el anélisis de actividad antifingica frente a cepas degradadoras de la

madera.

%  Aureobasidium pullulans (de Barry) Arnaud (ATCC 9348): cepa
representativa de coloracion azul de la madera (M.-J. Kim et al., 2020). Se utilizo
en el analisis de actividad antifangica frente a cepas degradadoras de la madera.

<%  Penicillium chrysogenum NRRL 1951 (ATCC 9480): cepa de colecciéon con
alta produccién de penicilina. Se utiliz6 en el analisis de actividad antiftingica
frente a cepas degradadoras de la madera (Hamed, 2013). Fue reclasificada como
Penicillium rubens por Houbraken et al.(2011).

%  Penicillium chrysogenum ASP-P-78: cepa de alta produccion de penicilina
cedida por Antibioticos S.A. Su ADN se utiliz6 como control positivo en las PCR
para la deteccion de genes biosintéticos en hongos.

% Penicillium rubens B13: cepa derivada de P. rubens Wisconsin 54-1255 con
una mayor expresion de PrFaeA (Garcia-Calvo et al., 2023). Se utilizo como control
positivo en los anélisis de actividad enzimatica.

®

% Fusarium oxysporum PDA(2)2 (Coleccion de INBIOTEC): cepa aislada
de superficies metalicas originarias de una zona costera de clima atlantico y
caracterizada durante el proyecto BIOCORIN (La Coruiia, Espafia). Utilizada para
analizar la capacidad antifingica de cepas de B. pumilus.

2.2. MEDIOS DE CULTIVO

Durante el desarrollo de esta tesis se utilizaron medios de cultivo para el crecimiento, cultivo
y propagacion de hongos y bacterias que fueron esterilizados en autoclave a 120 °C durante 20
minutos como norma general. Las soluciones que no pudieron ser esterilizadas en autoclave,
fueron filtradas (0,22 um de diametro de poro) (Millipore).

Seguidamente, se especifican las cantidades para la preparacion de 1 L de cada uno de los
medios. Todos los medios fueron elaborados con agua destilada.
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2.2.1. Medios de cultivo bacterianos

Medio Luria-Bertani (LB) (Miller, 1972). Utilizado tanto en sélido, en el
mantenimiento de cepas aisladas de madera en degradacion y en bioensayos de
volatiles, como en liquido en el cultivo de B. pumilus.

Triptona 10,0 g
NaCl 10,0g

Extracto de levadura 5,0g

Ajustar el pH a 7,5. Para su utilizacién como medio s6lido (LA) afiadir 20 g de agar.

Medio Terrific-Broth (TB) (Tartoff & Hobbs, 1987). Utilizado en liquido para
el cultivo de B. pumilus.

Extracto de levadura 24,0g
Triptona 120¢g

Glicerol 4,0 ml

Anadir agua destilada hasta 900 ml. Después de esterilizar anadir 100 ml de una
solucion esterilizada por filtracion de: K:-HPO, 720 mM (12,54 g/100 ml) y KH.PO,
170 mM (2,31 g/100 ml).

Medio Nutrient Broth (NB) (Eaton et al., 1988). Utilizado en medio sé6lido
para el aislamiento de bacterias desde madera en degradacion, cultivo de aislados
y mantenimiento de cepas, y en medio liquido para el cultivo de cepas de B.

pumilus.
Peptonas 100g
Extracto de carne 10g
Extracto de levadura 20¢g
NaCl 50¢g

Ajustar el pH a 6,8. Para su utilizacion como medio sblido (NA) anadir 20 g de
agar.

Medio Tryptic Soy Broth (TSB) (Barnes & Shrimpton, 1958). Medio utilizado
tanto en so6lido como en liquido. En liquido para el cultivo de cepas bacterianas
indicadoras (M. luteus y E. coli) y B. pumilus, en sélido para el cultivo y
mantenimiento de cepas bacterianas de madera en degradacion, B. pumilus y para
la realizacion de bioensayos.
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Peptona de caseina 17,0g

NaCl 50¢g
Peptona de soja 30¢g
K2HPO4 25¢g
Glucosa 2,5¢g

Ajustar el pH a 7,3. Para su utilizacion como medio sélido (TSA) afiadir 20-25 g de
agar para obtener una concentracion final de 2,0%-2,5%. La cantidad de agar
dependera del uso, en aislamiento y mantenimiento de cepas al 2,0%, o en la
elaboracion de los bioensayos donde es recomendable utilizarlo al 2,5%.

Medio completo NYG (Daniels et al., 1984). Medio tradicionalmente utilizado
para el cultivo del género Xanthomonas. Se utiliz6 como medio de testeo en el
crecimiento de B. pumilus.

Peptona 508

Extracto de levadura 3,0g

Medio 2xTY (Sambrook & Russell, 2001). Medio utilizado durante la puesta a
punto del crecimiento de B. pumilus.

Triptona 16g
Extracto de levadura 10,0g
NaCl 50¢g

Ajustar pH a 7,2.

Medio R2A (Reasoner & Geldreich, 1985). Medio so6lido utilizado para el
aislamiento de bacterias de madera en degradacion.

Extracto de levadura 05¢g

Proteosa peptonan®3 0,5¢g

Casaminoacidos 05¢g
Almidén soluble 05g
Glucosa 05¢g
Piruvato de sodio 0,3g
K,HPO4 03g
MgS04-7H,0 0,05g
Agar 15g

Ajustar el pH a 7,2.
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Medio ISP4 (International Streptomyces Project 4)(Difco™) (Shirling &
Gottlieb, 1966a). Medio sdlido comercial utilizado para la esporulacion de
Streptomyces. Durante este trabajo se prob6 para el aislamiento de bacterias de
madera en degradacion.

Almiddn soluble 10,0g

Na2HPO4 10¢g
MgSO0a4 10g
NaCl 10g
(NH4)2S0a4 20¢g
CaCOs 20¢g
Agar 20,0g

Elementos traza: FeSo,-7H.0, 1 mg; MnCl.-4H,0, 1 mg; ZnSO,-7H-0, 1 mg. Medio
preparado comercialmente donde solo es necesaria la disolucion de 37 g de mezcla
solida en 1 litro de agua destilada. El pH se ajusta a 7,2.

Medio Sporulation Bacillus Media (SBM) (Donnellan et al., 1964). Medio
utilizado para promocionar la esporulacion en B. pumilus.

FeCl, 0,046 mg | KH,PO,4 68,0 mg

MgS0O4 4,8 g | NHsNO3 96,5 mg

MnCl, 12,6 mg | CaCl; 0,219¢

NH4Cl 0,535 g | Acido L-glutamico 20g

Na,S04 0,106 g | L-triptéfano 20,0 mg
Ajustar el pH a 7,1.

2.2.2. Medios de cultivo fingicos

Medio Potato Dextrose Broth (PDB) (MacFaddin, 1985). Medio utilizado en
liquido y en so6lido. En liquido como medio de testeo en el crecimiento de
B. pumilus. En sélido para el aislamiento, cultivo y mantenimiento de hongos
aislados de madera en degradacion.

Infusion de patata 200,0g
Dextrosa 200¢g

Ajustar el pH a 5,6. Medio preparado comercialmente donde solo es necesaria la
disoluciéon de 39 g de mezcla solida (Pronadisa) en 1 litro de agua destilada. Para
su utilizacion como medio s6lido (PDA) anadir 15 g de agar.
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Medio Malt Extact Agar (MEA) (Haley & Callaway, 1978). Medio utilizado en
el aislamiento de hongos de madera en degradacion.

Extracto de malta 13,0g
Dextrina 2,5¢g
Peptona de gelatina  5,0g
Agar 15,0¢g

Ajustar el pH a 5,5. Medio preparado comercialmente (Scharlau) donde solo es
necesaria la disolucion de 35,5 g de la mezcla sélida en 1 litro de agua destilada.

Medio Complete Medium (CM) (Moralejo et al., 1999). Medio utilizado en el
aislamiento de hongos de madera en degradacion.

Glucosa 50¢g
Extracto de malta 50g
Extracto de levadura 50¢g
Agar 200g

Medio Malt Extract Broth Agar (EM) (Rapp, 1974). Medio utilizado en el
aislamiento de hongos de madera en degradacion.

Maltosa 1,8¢g
Extracto de malta 6,0g
Glucosa 6,0g

Extracto de levadura 1,2g

Ajustar el pH a 4,7. Medio preparado comercialmente (CultiMed) donde solo es
necesaria la disolucion de 19 g de mezcla s6lida en 1 litro de agua destilada. Para su
utilizacién como medio sélido anadir 15 g de agar.

Medio Cornmeal Agar (CMA) (Pollack & Benham, 1957). Medio utilizado para
el aislamiento de hongos de madera en degradacion.

Extracto de harinademaiz 2,0g
Agar 150¢

Ajustar el pH a 6,0.
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Medio Water Agar (WA) (MacFaddin, 1985). Medio muy simple usado en el
cultivo de algunos hongos. Utilizado en el aislamiento de hongos de madera en
degradacion.

Agar 20,0g

Medio Plate Count Agar (PCA) (Oliver et al.,, 2012). Medio normalmente
utilizado para recuentos de microorganismos aerobios mesoéfilos en placa.
Utilizado en el aislamiento de hongos de madera en degradacion.

Triptona 50¢g
Extracto de levadura 2,5g
Glucosa 10¢g
Agar 15,0¢g

Ajustar el pH a 7,0.

Medio Yeast Extract Malt Extract (YEME) (Haley & Callaway, 1978). Medio
sdlido utilizado en los bioensayos frente a hongos degradadores de la madera y
para mantenimiento de levaduras aisladas de madera.

Extracto de levadura 3,0g

Peptona 50¢g
Extracto de malta 30g
Glucosa 10,0g
Agar 150¢g

Medio CHROMagar™ Candida (CAC). Medio comercial utilizado para la
deteccion e identificacion de especies del género Candida. Se utilizo en el
aislamiento de hongos de madera en degradacion.

Mezcla cromogénica 22,0g

Peptona 10,2 g
Cloranfenicol 05g
Agar 15,0g

Ajustar pH a 6,1. Medio preparado comercialmente (CHROMagar™) donde solo es
necesaria la disolucion de 47,7 g de mezcla sélida en 1 litro de agua destilada Para
su preparacion calentar hasta ebullicion removiendo regularmente. No esterilizar
en autoclave ni calentar mas de 100 °C.
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%  Medio Mold inhibitory Broth Agar (MIA). Medio utilizado en el aislamiento
de hongos de madera en degradacion.

Caseina peptona 3,0 g | Dextrosa 50g
Fosfato de sodio 2,0 g | Cloruro sédico 0,04¢g
Peptona animal 2,0 g | Almiddn soluble 20g
Sulfato de magnesio 0,8 g | Sulfato de manganeso 0,16 g
Extracto de lavadura 5,0 g | Dextrina 10¢g
Sulfato ferroso 0,04 g | Agar 150¢g

Ajustar el pH a 6,7.

%  Medio Czapek-Dox (Cz-Dox) (Dox, 1910). Medio de crecimiento para la
propagacion y aislamiento de hongos. Se utilizo en el aislamiento de hongos de
madera en degradacion.

Sacarosa 30,0g
Nitrato sodico 20g
Magnesio glicerofosfato  0,5g
Potasio sulfato 0,35¢
Cloruro potasico 05¢g
Sulfato ferroso 0,01g
Agar 15,08

Ajustar el pH a 6,8. Medio preparado comercialmente (MERCK) donde solo es
necesaria la disolucion de 50 g de mezcla so6lida en 1 litro de agua destilada.

%  Medio PMMY (Fierro et al., 1996). Medio utilizado en el aislamiento de hongos
de madera en degradacion, y para el cultivo y mantenimiento cepas de Penicillium.

Glucosa 40,0g
NaNO3 3,0g
Extracto de levadura 2,0g
KCl 0,5g
MgS0,4-7H,0 058
FeSO4-7H,0 0,01g

Ajustar el pH a 6,0.
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Medio Sabouraud Dextrose Broth (SDB) (MacFaddin, 1985). Medio no
selectivo para cultivo de hongos, en especial dermatofitos. Utilizado en medio
solido y liquido. En solido en el aislamiento de hongos de madera en degradaciéon
y en liquido como medio de testeo en el crecimiento de B. pumilus.

Digerido pancreatico de caseina  5,0g
Digerido péptico de tejido animal 5,0g
Dextrosa 400g

Ajustar el pH a 5,6. Medio preparado comercialmente (Labkem) donde solo es
necesaria la disolucion de 65 g de mezcla s6lida en 1 litro de agua destilada. Para
su utilizacion como medio sélido (SDA) afnadir 20 g de agar.

Medio Glucose Yeast Peptone Broth (GPY) (Kurtzman et al., 2011). Medio
normalmente utilizado para el aislamiento de levaduras. Se utiliz6 como medio de
verificacion en el crecimiento de B. pumilus.

Peptona 10,0g
Extracto de levadura 5,0g
Glucosa 20,0g

Ajustar el pH a 7,0.

Medio Malt Agar (MA). Medio desarrollado por MICROKIT para el cultivo de
hongos y levaduras (DMTo77).

Extracto de malta 30,0g
Agar 15,0 g

Ajustar pH a 5,5.

Medio Sabouraud Agar (SA) (MacFaddin, 1985). Utilizado en el aislamiento
de hongos de madera en degradacion.

Digerido pancreatico de caseina 50¢g
Digerido péptico de tejido animal 5,0g
Glucosa 40,0g
Agar 150¢

Ajustar el pH a 5,8. Medio preparado comercialmente (Bio-Rad) donde solo es
necesaria la disolucion de 42 g de mezcla solida en 1 litro de agua destilada.
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% Medio Ethyl Ferulate Medium (EF) con purpura de bromocresol
(Garcia-Calvo, 2018). Medio so6lido empleado para la btsqueda de nuevas
actividades feruloil esterasas (FAE) en cepas fangicas. Se compone de dos
soluciones que se esterilizan por separado. La solucion A por autoclave.

Solucion A
Bacto-Agar 10,0 g

Solucién concentrada de
1,5mL
L
purpura de bromocresol

La solucion B (etil ferulato 0,5 g en 10 mL de etanol absoluto) se esteriliza
mediante filtros de 0,22 pm (Millipore).

Para su preparacion, atemperar la solucion A a 50 °C y anadir 3,75 mL de la
solucion B por cada 100 mL de solucion A. El color del medio debe ser parpura,
si es anaranjado, ajustar el pH con 7,5-15,0 uL. de NaOH 2 N por cada 100 mL de
medio.

<  Medio Cellulose Basal Medium (CBM) (Abreham et al., 2016). Medio con
celulosa soluble en el para la caracterizacion de la actividad celulasa en cepas de

hongos.
NH4NO3 2,0 g
KCl 0,58
KHPO, 10g

MgS0O4+7H,0  0,5¢
FeSO47H,0 0,01g

Celulosa 150¢g
Pentosa 0,2¢g
Agar 200g

% Medio Yeast Extract Peptone Dextrose Broth (YPD) (Kurtzman et al.,
2011). Se utilizo como medio de testeo en el crecimiento de B. pumilus.

Bacto-peptona 20,0g
Extracto de levadura 10,0g

Disolver los componentes en 900 mL y anadir 100 mL de solucién concentrada de

dextrosa (D 10x)?, previamente esterilizada por filtracion.

1 Solucién concentrada de parpura de bromocresol: 0,4 % (p/ v) ptirpura de bromocresol en agua destilada.
2 Solucién concentrada de dextrosa (D 10x): 20% (p/v) dextrosa (D-dextrosa), agua destilada.
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%  Medio Carboximethylcellulose 1 (CMC) (Abreham et al., 2016). Medio con
carboximetilcelulosa soluble, usado en la caracterizacion de la actividad
endoglucanasa en cepas de hongos.

NH4NO; 20¢g
KCl 0,5g
KHPO, 10¢g
MgS0O4 7H,0 0,5¢g
FeSO4 7H,0 0,01g
Carboximetilcelulosa (CMC) 10,0g
Pentosa 0,2g
Agar 200g

2.2.3. Aditivos de medios de cultivo.

Los aditivos fueron antibioticos, antifingicos o compuestos que retrasaban el crecimiento
de los hongos mas invasivos. Los antibioticos y antifingicos se esterilizaron por medio de
filtracion (0,22 um) (Fisherbrand, Millipore).

%  Cloranfenicol. Antibiotico preparado en etanol absoluto como solucion
concentrada de 50 mg/mL. En el aislamiento desde madera en degradacion se
utilizé a una concentracion final de 100 pg/mL.

<  Pimaricina. Antifingico preparado en agua MQ como solucion concentrada a
10 mg/mL. En el aislamiento desde madera en degradacién se utiliz6 a una
concentracion final de 60 ug/mL.

% Rosa de Bengala. Colorante bifuncional que inhibe el crecimiento bacteriano a
la vez que retrasa el crecimiento de hongos invasivos. Concentracion final utilizada
en los medios de cultivo 5 mg/mL.

2.3. EQUIPAMIENTO

2.3.1. Equipamiento para microbiologia

%  Cabinas de flujo laminar: Todo el manejo de microorganismos se realiz6 en
cabinas de flujo laminar vertical es Telstar AV-100 (Telstar Life Sciences, Terrassa,
Espaiia) para evitar contaminaciones.

%  Agitadores orbitales. Para el cultivo liquido de microorganismos se utilizaron
agitadores orbitales como:

o Agitador orbital INNOVA 4230 (New-Brunswick Scientific).
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o Agitador orbital FORMA 480 (Thermo Electron Corporation, actualmente
ThermoFisher Scientific).

2.3.2. Equipamiento para biologia molecular.

Termocicladores. La realizacion de las PCR en la deteccion de genes
biosintéticos se llevo a cabo en termocicladores tipo:

o Termociclador Biometra Thermocycler T Gradient ThermoBlock (Biometra.
Goettingen, Alemania).

o Termociclador Biometra TProfessional Basic Gradient PCR Thermocycler
(Biometra).

Equipos de electroforesis. Para la realizacion de electroforesis en geles de
agarosa se emplearon:

o Fuente de alimentaciéon PowerPac 300 (Bio-Rad).

o Cubeta de electroforesis horizontal Sub-cell® GT (Bio-Rad).

o Cubeta de electroforesis horizontal Mini-Sub® Cell GT (Bio-Rad).

o Cubeta de electroforesis horizontal Wide Mini-Sub Cell GT Cell (Bio-Rad).

Transiluminador de UV. La visualizacion de los geles de agarosa tefiidos con
bromuro de etidio fue posible gracias a:

o Transiluminador de luz UV ECX-26-M (A = 312 nm. Vilber Lourmat. Francia).

o Sistema de documentacion de geles VWR Smart3 (VWR). Equipamiento para
la visualizacién de los geles tefiidos con bromuro de etidio en tiempo real a
través de un transiluminador de luz UV (A = 302 nm). Incluye equipo
fotografico y software de modificacion simple de las imagenes obtenidas.

Equipamiento para cuantificacion y analisis de calidad de acidos
nucleicos. Para el andlisis y cuantificacion del ADN extraido de las muestras se
utilizo un espectrofotometro Nanodrop 1000 (Thermo Fisher Scientific).
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Sistema para homogenizacion y ruptura de células: SAVANT BIO 101
FastPrep FP120 (ThermoSavant).

Electroforesis monodimensional de proteinas:

o Fuente de alimentaciéon PowerPac 300 (Bio-Rad).
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O

Camara de electroforesis y sistema de polimerizacion de geles Mini-Protean II
(Bio-Rad).

Electroforesis bidimensional:

O

Unidad para separacion de proteinas por isoelectroenfoque (IEF)
EttanIPGphor II.

Sarcofagos (strip holders) para tiras Immobiline™ DryStrip y Sistema de IEF
EttanIPGphor II.

Tiras Immobiline™ DryStrip de 7 cm y de 18 cm, con gradiente de pH
inmovilizado de 4,0 a 7,0 no lineal.

Sistema de electroforesis Ettan DALTsix (GE Healthcare): permite la
preparacion y polimerizacion de geles; camara de electroforesis para
separacion de proteinas (segunda dimension); fuente de alimentacién/unidad
de control EPS 601.

Refrigerador por circulacién MultiTemp III Thermostatic Circulator, 230 VAC
(GE Healthcare).

EttanTM DIGE Imager (GE Healthcare) con filtros CyDye y software para el
andlisis de imagenes de geles bidimensionales de proteinas DeCyder™
differential analysis v.7.0 (GE Healthcare).

ImageScanner III (GE Healthcare Life Sciences). Escaner para obtener
imagenes de los geles en el espectro visible.

Espectrometria de masas. Para la identificacion de las proteinas

diferencialmente expresadas. Espectrometro de masas 4800 Proteomics Analyzer
MALDI-TOF/TOF (AB Sciex).

2.3.4. Equipamiento de uso general.

Centrifugas:

O

Centrifuga Sorvall RC-5B Plus (Sorvall. Newtown, Connecticut, EEUU), rotor
tipo GSA y tipo SS34.

Centrifuga de mesa ALLEGRA 21R (Beckman Coulter). Refrigerada, tubos
50 mL.

Centrifuga de mesa ALLEGRA X22R (Beckman Coulter). Refrigerada, tubos
10 mL.

=Centrifuga de mesa 5810R (Eppendorf). Refrigerada, tubos 10 mL y Falcon
50 mL.
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o Centrifugas de mesa 5415R (refrigerada), 5415C y 5415D (Eppendorf).
microtubos de 1,5y 2,2 mL.

%  Espectrofotometros de luz UV-Visible U-2900 y U-2001 (Hitachi. Tokio,
Japon). Para medir la densidad oOptica de cultivos, asi como realizar la
cuantificacion por el método de Bradford.

%  Centrifugas evaporadoras de solventes (Speedvac):

o SVC-100H Speedvac SC-110 (Savant Instruments Inc. Hicksville, Nueva York,
EEUU).

o RC10.10 (Jouan SA. Saint-Herblain, Pays de la Loire, Francia).
%  Termobloque. Thermomixer Comfort, 1.5 ml (Eppendorf).
<  Microscopios:

o Microscopio 6ptico Olympus BX60 (Olympus).

2.4. CULTIVO Y MANTENIMIENTO DE LOS MICROORGANISMOS.

2.4.1. Cepas bacterianas

El cultivo de la mayoria de las cepas bacterianas se realizé en medio s6lido (NA, TSA o LA)
a 25 °C. El cultivo en medio liquido se realizé6 en las cepas de B. pumilus y en las cepas
indicadoras E. coli y M. luteus. El cultivo de estas dos tltimas se realizé en 100 mL de medio
TSB en matraces de 500 mL a 37 °Cy 200 rpm.

Para el cultivo de las cepas de B. pumilus se utilizaron diferentes medios de cultivo
(apartado 2.2), las temperaturas que oscilaron entre los 20-35 °C y la agitacion vario entre
150 rpm a 250 rpm.

Para la conservacidn de las cepas bacterianas cortos periodos de tiempo se utilizaron placas
de cultivo con medio (NA, TSA o LA) protegidas por Parafilm y conservadas a 4 °C. Estos
cultivos fueron resembrados periddicamente para su utilizacion. Para la conservacion de largos
periodos de tiempo las cepas fueron suspendidas a una concentracion final de 20% de glicerol
y guardadas en viales de criogenizacion a -20 °Cy -80 °C. Ademas, algunas de las cepas fueron
liofilizadas para una mejor conservacion en el tiempo.

El control del crecimiento en medio liquido se determiné por método turbidimétrico,
midiendo la absorbancia del cultivo a 600 nm en espectrofotometro (densidad 6ptica).
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2.4.2. Cepas flngicas

El cultivo de los hongos filamentosos aislados de madera en degradacion se realiz6 en medio
solido PDA. Las cepas indicadoras para los analisis de antagonismo se cultivaron en medio
solido TSA (A. brasiliensis, A. pullulans y P. chrysogenum) y YEME (C. puteana y
T. versicolor). El cultivo para la obtencién de los caldos fermentativos de las diferentes cepas
analizadas de Penicillium se realizo: i) siembra en medio s6lido Power 2 a 25 °C durante una
semana, ii) recogida del micelio e inoculo en 50 mL de medio PMMY en matraces de 250 mL,
iii) incubar 96 horas a 25 °C y 250 rpm.

Para la conservacién cortos periodos de tiempo se utilizaron placas de Petri con medio
solido PDA selladas con Parafilm y conservadas a 4 °C. Para la conservacion largos periodos
de tiempo se recogieron esporas y/o micelio que fue suspendido en glicerol 40% y congelado
a-20°Cy-80 °C. Algunas cepas fueron liofilizadas para su mejor conservacion largos periodos
de tiempo.

2.5. REACTIVOS QUIMICOS

2.5.1. Reactivos para biologia molecular

Enzimas
%  ADN polimerasa GoTaq® G2 Flexi (Promega). Para la realizacion de las
reacciones de PCR.

% RNase A (Promega). Para eliminar el ARN en las muestras de ADN, usando
durante en la extraccion de ADN.

Marcadores de peso molecular

Los marcadores de peso molecular permitieron conocer el tamafio de las bandas de ADN
amplificadas, asi como una estimaciéon de la cantidad de genoma en algunos casos. Los
marcadores utilizados durante este trabajo se exponen en la figura 2.1.

/7

< 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). Marcador comercial preferentemente
utilizado en los geles de electroforesis. Presenta bandas que van desde 100 pb a

15000 pb. Para su utilizacion el marcador se diluye en tampén TE® a una
concentracion de 50 ng/uL, del que se emplean 8 uL por gel.
<  AH DNA Molecular Weight Marker. Marcador procedente de la digestion del

ADN bacteriofago A con la enzima de restriccion HindIII. Presenta bandas desde
125 pb a 23130 pb.

3 Tampén TE. Tris-HCI 10 mM, pH 8,0; EDTA (4cido etilendiaminotetraacético) I mM, pH 8,0; agua destilada.
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Pares de
bases
(pb)
15000
10000

200
100

B)

Pares de
bases
(pb)

23130
9416
6557

4361

2322
2027

564

125

Figura 2.1. Marcadores de peso molecular usados en biologia molecular. Las lineas indican el peso en pares de
bases (pb). A) 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). B) AH DNA Molecular Weight Marker.

Cebadores

Durante esta tesis se utilizaron cebadores con pares de bases degenerados, las notaciones

de nucle6tidos segiin Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC: Union of Pure

& Applied Chemistry) se resumen en la tabla 2.1. Los cebadores utilizados para la

secuenciacion de las cepas obtenidas de madera y en el analisis metagenémico se agrupan en

la tabla 2.2 y los usados para la busqueda de genes biosintéticos en Actinobacterias y

Penicillium se agrupan en las tablas 2.3 y 2.4.

Tabla 2.1. Representacion de los pares de bases degeneradas o “ambiguas” segin IUPAC.

Descripcion Simbolo Bases representadas
A C G T
Débil W A T
Fuerte S G
Amino M A
Ceto K T
Purine R A
Pyrimidina Y T
NoesA B T
NoesC D A T
No es G H A T
NoesT \ A G
Cualquier base N A T
Cero z
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Tabla 2.2: Cebadores utilizados para la identificacion de especies. A) Cebadores usados para la
generacion de amplicones en librerias de secuencias metagendmicas de bacterias (16S) o de hongos
(ITS2). B) Cebadores usados durante la secuenciacion tipo Sanger para identificar los microorganismos
cultivables (bacterias: 27F/192R y hongos: ITS1/ITS4).

A)
. Fragmento
Cebadores Secuencia Ref. de PCR
Les.1 5'-TCG TCG GCA GCG TCA GA™T GTG TATAAGAGACAG . _
CCT ACG GGN GGC WGC AG-3' ( h'”twlort ~402-427
etal.,
1652 5'.GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA 2013) bp
GGA CTA CHV GGG TAT CTA ATC C-3'
ITS2-1 5'-TCG TCG GCA GCG TCA GAT GTG TAT AAGAGACAG (-
TCC TCC GCT TAT TGA TAT GC-3' e;“;fr ~200-300
ITS2-2 5'.GTC TCG TGG GCT CGG AGA TGT GTA TAA GAG ACA 20 12) bp
GGT GAA TCA TCG AAT CTT TG-3'
B)
. Fragmento
Cebadores Secuencia Ref. de PCR
27F AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG gL:gf)'
1000-1500
(Turner b
1492R GGT TAC CTT GTT ACG ACT T etal, P
1999)
ITS1 (White
TCC GTA GGT GAA CCT GCG G etal, 40%'600
1990) P

Tabla 2.3: Grupos de cebadores degenerados para la busqueda de PKSs y NRPSs en Actinobacterias.
Los cebadores generados siguen las indicaciones IUPAC.

Cebadores

Policétido sintasas (PKSs) Secuencia

Ref.

Fragmento de

PCR
K1F 5’-TSA AGT CSA ACA TCG GBC A-3’ (Ayuso-Sacido & | (1200-1400 pb)
M6R 5’-CGC AGG TTS CSG TAC CAG TA-3’ Genilloud, 2005) PKSI
KSF 5’-TSG CST GCT TGG AYG CSA TC-3’ (Metsi-Ketel (600-650 pb)
KSR 5'TGG AAN CCG CCG AAB CCT CT-3’ et al., 1999) PKSII
Cebadores Sintetasas de péptidos no .rlbosomales (NRPS) Ref. Fragmento de
Secuencia PCR
A3F 5’-GCS TAC SYS ATS TAC ACS TCS G-3’ (Ayuso-Sacido & (700-800 pb)
A7R 5’-SAS GTC VCC SGT SCG GTA S-3’ Genilloud, 2005) NRPS
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Tabla 2.4: Grupos de cebadores degenerados para la busqueda de PKSs y NRPSs en Penicillium. Los
cebadores generados siguen las indicaciones IUPAC.

Fragmento de

Cebadores Policétido sintasas (PKSs) Secuencia Ref. PCR

Serie KA (cetosintasa-aciltransferasa)

(Amnuaykanj
KAF1F 5’-GAR KSI CAY GGI ACI GGI AC-3’ anasin et al., (700-800 pb).
PKS altamente
2005) : .
3 reducidos tipo
(Amnuaykan; lovastatina (HR-
KAR2R 5’-CCA YTG IGC ICC YTG ICC IGT RAA-3’ anasin et al.,
PKS)
2005)
(Amnuaykanj (700 pb).
KAF2F 5’-GAR GCI CAY GCI ACI TCI AC-3’ anasinetal., = PKS parcialmente
2005) reducido tipo
(Amnuaykanj acido
KAR1R 5’-CCA YTG IGC ICC RTG ICC IGA RAA-3’ anasin et al., metilsacilico
2005) (MSAS-type)
Serie LC PKS
, , (Bingle et al., (680 pb)
LC3F 5’-GCI GAR CAR ATG GAY CCI CA-3 1999) PKS parcialmente
reducido tipo
, , (Bingle et al., acido
LC5R 5’-GTI GAI GTI GCR TGI GCY TC-3 . .
1999) metilsacilico
(MSAS-type)
LC1F 5’-GAY CCl MGI TTY TTY AAY ATG-3’ (Bingle et al., (720 pb)
1999) .
(Bingle et al PKS no reducido
LC2R 5’-GTI CCI GTI CCR TGC ATY TC-3’ 5999) ” | tipo wA (wA-type)
Cebadores Sintetasas de péptidos no rlbosomales (NRPS) Ref. Fragmento de
Secuencia PCR
, , (Slightom
AUGOO3F 5’-CCG GCA CCA CCG GNA ARCCHA A-3 et al., 2009) (1100 pb)
AUGOO7R  5'-GCT GCA TGG CGG TGA TGS WRT SNC cBC C-3/ (S1ghtom NRPS
et al., 2009)

2.5.2. Reactivos para protedmica

Para el analisis de las proteinas diferencialmente expresadas en las distintas cepas/tiempos
en B. pumilus se utilizaron los siguientes reactivos.

®

%  Marcador de masa molecular. Para conocer el peso de las proteinas en los
geles de SDS-PAGE se utiliz6 el marcador comercial Precision Plus Protein™ All
Blue Prestained Protein Standards (Bio-Rad). Este contiene proteinas pre-tenidas
de tamanos entre 10 y 250 kDA.
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Otros reactivos compartidos:

O

Coctel de Inhibidores de Proteasas cOmplete™ (Roche). Inhibir la
accion de diversos tipos de proteasas en los pasos de extraccion de proteinas.

Reactivo para la cuantificaciéon de proteinas basado en el método de
Bradford (Bio-Rad). Colorante Coomassie Brilliant Blue G-250 que se une
a las proteinas y permite de esta manera su cuantificacion.

Buffer IPG (PlusOne, GE Healthcare). Tampo6n usado para la realizacion
del isoelectroenfoque en tiras Immobiline™ DryStrip.

Glicina (PlusOne, GE Healthcare). Parte del tampon SDS-PAGE.

Persulfato de amonio (PlusOne, GE Healthcare). Catalizador de la
reaccion de polimerizacion de la acrilamida/bis-acrilamida para la preparacion
de los geles de SDS/PAGE.

Tetrametiletilendiamina (TEMED) (PlusOne, GE Healthcare).
Compuesto polimerizador de la acrilamida/bis-acrilamida para la preparacion
de los geles de SDS/PAGE.

SDS (PlusOne, GE Healthcare). Detergente anionico que distorsiona la
conformacion de las proteinas permitiendo que linealicen y migren inicamente
por su masa. Parte del tampdén SDS-PAGE.

Iodoacetamida (PlusOne, GE Healthcare). Agente alquilante que se une
de forma covalente a los tioles de las proteinas impidiendo la formacion de
puentes disulfuro.

Tris (PlusOne, GE Healthcare). Tris(hidroximetil)aminometano, utilizado
ampliamente en la formulacion de tampones.

Urea (PlusOne, GE Healthcare). Agente desnaturalizante que forma parte
de algunos tampones usados.

CHAPS (PlusOne, GE Healthcare). Detergente zwitterionico
especialmente adecuado para proteger el estado nativo de las proteinas.

Ditiotreitol (DTT) (PlusOne, GE Healthcare). Agente reductor utilizado
para romper puentes disulfuro.

Azul de bromofenol (PlusOne, GE Healthcare). Colorante usado en los
tampones de rehidrataciéon para poder ver el avance en la carrera proteica
dentro del gel SDS-PAGE durante el isoelectroenfoque.

Aceite de cobertura mineral (PlusOne, GE Healthcare). Aceite que
minimiza la evaporacion evitando la deshidratacion de las muestras durante el
isoelectroenfoque de los DryStrip.

_69_



Aislamiento y caracterizacion de microorganismos de madera en degradacién

o N,N-dimetilformamida anhidra (99,8%) (Sigma Aldrich). Solvente
organico utilizado en la solubilizacion de los marcadores de fluorescencia
CyDye.

o Acetonitrilo (AcN). Disolvente polar usado durante la digestion de los
puntos proteicos.

o Acido trifluoroacético (TFA). Usado en la extraccion de péptidos tras la
digestion y su estabilizacion.

o Tripsina (sequencing grade modified trypsin, Promega). Serin
proteasa que rompe los enlaces peptidicos de las proteinas mediante hidrolisis
en sitios concretos. Después de lisina (K) o arginina (R) si no van precedidas de
prolina (P), para formar péptidos de menor tamafio y/o aminoacidos.

2.5.3. Conjuntos de reactivos (kits)

Muchos de los procedimientos durante este trabajo se realizaron con ayuda de “kits”
comerciales como lo que se presentan a continuacion.

®

<& Promega Wizard™ Genomic DNA Purification Kit (Promega). Usado
para la extraccion de ADN.

<  2-DClean-Up Kit (GE Healthcare). Usado para la purificacion de las proteinas
extraidas de B. pumilus antes de su marcaje.

%  CyDye DIGE Fluor Minimal Dye Labeling Kit (GE Healthcare). Usado
para el marcaje de las muestras de protedmica.

2.6. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS DE MADERA EN

DEGRADACION

El primer objetivo de este estudio fue el aislamiento y la identificacion de microorganismos
procedentes de la madera en degradacion. Dentro de ésta se intento, siempre que fue posible,
el aislamiento de microorganismos desde las tres zonas que la componen, la corteza externa,
el cambium (o corteza interna) y el duramen, tal y como se muestran en la figura 3.1.

Todos los materiales utilizados fueron esterilizados con antelacion, bien por autoclave,
flameado o con etanol, y todo el procedimiento se realiz6 en cabina de flujo laminar a

temperatura ambiente.

2.6.1. Recogida de muestras

Recoger piezas, troncos, palos de madera en degradacion de diferentes especies arboreas,
distintas partes del bosque (regiones htimedas y soleadas) y con distintos estados de
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degradacion, anotar toda la informacién con respecto a las muestras recogidas (lugar, fecha,
estado de degradacion, especie de arbol) para poder realizar una base de datos. Para cortar
aquellas piezas de madera demasiado grandes para su anélisis y transporte es aconsejable
utilizar un hacha o una sierra, hay que tener en cuenta que Gnicamente se analizard una
pequena parte de la madera, por lo que el tamafio debe oscilar entre los 10 cm y 30 cm.

Para poder realizar un aislamiento de las tres zonas (corteza, cambium y duramen) es
necesario que las piezas recogidas las contengan. Por ello, prestar atencion a fragmentos de
madera con corteza y duramen. Las muestras de duramen muy degradadas pueden no
contener alguna de las otras zonas, buscar en lugares cercanos a las muestras por si se hubiera
desprendido. Las muestras deben de ser recogidas en bolsas de plastico individuales con un
codigo inequivoco asignado y llevar inmediatamente al laboratorio para su analisis, deben de
ser procesadas lo antes posible para impedir el sobrecrecimiento de hongos, siempre que se
pueda antes de un mes. Hasta su procesado las muestras se guardaran a 4 °C.

2.6.2. Aislamiento de microorganismos desde muestras de madera

El aislamiento de microorganismos se realiz6 con algunos cambios dependiendo de las
zonas de la madera analizada.

Andlisis de las muestras de corteza externa y cambium

» Diferenciar la zona donde se quiera hacer la extraccion. Para el analisis de la corteza
seguir el protocolo. Para el analisis del cambium retirar con cuidado y con ayuda de un
bisturi, previamente esterilizado a la llama, una zona de la corteza para poder acceder al
cambium.

> Elaborar una plantilla con medidas 2 x 5 ¢cm (superficie de 10 cm?) en un material
facilmente esterilizable, o al menos desinfectable, como plastico.

» Esterilizar la plantilla en alcohol 96%.

» Colocar la plantilla en la zona que se quiera analizar con ayuda de pinzas previamente
esterilizadas a la llama. La plantilla acotara la zona que se quiere analizar para poder tener
un analisis homogéneo en todas las muestras.

» Mojar un hisopo en NaCL 0,9% vy con él raspar la superficie analizada hasta los limites
definidos por la plantilla.

» Resuspender el contenido del hisopo en 1 mL de NaCL 0,9% mediante agitacion con
ayuda de un vértex durante 3-4 min.

» Realizar diluciones seriadas con NaCL 0,9% hasta que las placas contengan un numero
contable de microorganismos, con el que se pueda trabajar cdmodamente. Se
recomienda realizar diluciones seriadas hasta 1.10™.

Analisis del duramen

» Encontrar un lugar en la pieza de madera con acceso directo al duramen, si es posible,
una zona donde no se tenga que atravesar la corteza. En una rama la zona ideal serd el
lateral de la misma.
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» Limpiar cuidadosamente la zona donde se va a extraer el serrin con ayuda de alcohol 96%
para eliminar la méaxima cantidad de microorganismos que estuvieran presentes en la
capa exterior de la madera.

» Limpiar la broca del taladro sumergiéndola en alcohol 96%.
» Colocar una placa de Petri previamente pesada para recoger el serrin.

» Taladrar la superficie antes esterilizada con alcohol hasta una profundidad entre 2-5 cm
y recoger el serrin generado de esta manera.

» Pesar de nuevo el elemento destinado para recoger el serrin, para conocer la cantidad
recogida.

» Transferir el serrin a un tubo estéril de 50 mL con 10 mL de NaCl 0,9% estéril.
» Mezclar por agitacion con vortex durante al menos 5 minutos.

» Dejar reposar la solucion al menos 30 minutos, para que las particulas mas pesadas
puedan hundirse y las mas ligeras se acumulen en la parte superior.

» Recoger el sobrenadante evitando tanto las particulas precipitadas al fondo como las
fibras que puedan estar flotando.

» Realizar diluciones seriadas para su cultivo. En el serrin suele haber menos cantidad de
microorganismos que en el resto de zonas, por ello diluciones seriadas hasta 1.107 son
suficiente.

2.6.3. Cultivo de microorganismos aislados de madera en degradacion

» Sembrar 100 plL de cada dilucién en los medios de cultivo para bacterias y para hongos.
Dispersar la solucién por toda la placa de cultivo con ayuda de un asa de Digralsky.

» Incubar las placas de cultivo en oscuridad a 25 eC de 2 a 10 dias (nota 1).

» Contar y seleccionar las diferentes morfologias encontradas en las placas de cultivo
(nota 2).

» El aislamiento de las diferentes morfologias encontradas se realizara con un palillo
previamente esterilizado en autoclave. Estos aislamientos se sembrardn en placas de
Petri Unicas con medios de crecimiento generales, PDA para hongos y TSA para bacterias.

» Nombrar con un codigo inequivoco a cada aislado, este cédigo representa la muestra de
madera de donde viene y la zona de donde se ha aislado.

» Incubar en oscuridad a 25 2C durante 1-7 dias.
» Comparar las morfologias aisladas y descartar las repetidas.

» Mantener los microorganismos aislados en placas de Petri selladas con Parafilm a 4 C, si
se procesaran en un periodo de 1 mes o realizar gliceroles de los aislados y guardarlos a
-80 °C.

Nota 1. Elnumero de dias de incubacion sera distinto dependiendo de las especies bacterianas y fungicas
gue puedan crecer. Por ello, es necesario mirar el crecimiento diariamente, ya que, muchas especies
son capaces de crecer los primeros dias impidiendo el crecimiento de otras. Si esto ocurriera intentar

_72_



Material y métodos

encontrar el mismo tipo de morfologia en placas con mayor dilucién o aislar los microorganismos
durante los primeros dias y mds tarde comparar por si estuviesen repetidos.

Nota 2. Serd necesario realizar una diferenciacion de las distintas colonias creciendo en los medios de
cultivo por morfologia. Para ello, prestar atencion a detalles como el brillo, la forma de la colonia, la
textura, el color o la presencia de esporas, todo ello deberd ser anotado para la descripcién futura de
esa colonia.

2.7. AISLAMIENTO DE ADN

El aislamiento de ADN total de bacterias y de hongos se realiz6 para: i) la identificacién por
medio de la secuenciacion del 16S en bacterias y la regiéon ITS en hongos, ii) para obtener el
genoma de los aislados pertenecientes a Actinobacterias y Penicillium para el cribado de genes
biosintéticos, y iii) para obtener el ADN total de las diferentes cepas de B. pumilus con el fin
de obtener su secuencia (Romanelli et al., 2014; Woo et al., 2008).

Para todo ello, se utilizo el kit Wizard® Genomic DNA Purification Kit. Siguiendo el
protocolo del fabricante como:

2.7.1. Aislamiento de ADN de bacterias ambientales

» Resembrar las bacterias a identificar en medio sdlido de crecimiento TSA o NA,
dependiendo de la especie.

> Incubar 12-16 horas a 25 oC (nota 3).

» Inocular un palillo una colonia de la cepa a identificar en 1 mL de medio TSB en
microtubos de 2 mL.

» Crecer en agitacion suave (150 rpm) durante 12-24 horas.
» Centrifugar a 13000-16000 xg, 2 minutos y desechar sobrenadante.

» Eneste punto el protocolo se separa entre Gram +y Gram -, al desconocer que bacterias
se obtendrian, seguir el protocolo para Gram +.

» Resuspender las células en 480 pL de EDTA 50 mM.
» Afiadir lisozima (10 mg/mL) en un volumen maximo de 120 pL.

» Incubar a 37 eC durante 30-60 minutos. Centrifugar a 13000-16000 xg. Descartar el
sobrenadante.

» Afiadir 600 uL de la Nuclei Lysis Solution. Resuspender el precipitado con ayuda de la
pipeta.

> Incubar a 80 2C durante 5 minutos para lisar las células. Dejarlo reposar a temperatura
ambiente.

> Afiadir 3 pL de la solucidn RNase Solution* al lisado celular. Invertir suavemente el tubo
2-5 veces para mezclar la solucién con el lisado celular.

4 RNase Solution. Disolver la RNAasa A a 4 mg/ ml en DNA Rehydration Solution, hervir 10 minutos para eliminar las
ADNasas y guardar en alicuotas a -20 °C. Puede ser comprada en Promega.
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» Incubara372Cdurante 15-60 miny después enfriar la muestra a temperatura ambiente.

» Afadir 200 uL de la solucidn Protein Precipitation Solution al lisado celular y agitar con
ayuda de un vortex durante 20 segundos.

» Incubar la muestra en hielo durante 5 minutos.

» Centrifugar a 13000-16000 xg, 3 minutos.

» Transferir el sobrenadante a un tubo Epperdorf de 1,5 mL que contiene 600 uL de
isopropanol.

» Mezclar ambas soluciones por inversion.

» Seguir mezclando por inversién hasta que la masa de ADN sea visible.

» Centrifugar a 13000-16000 xg, 2 minutos.

» Descartar el sobrenadante con cuidado, es importante que este paso se realice con
mucha precaucion para no soltar el precipitado de ADN del fondo del tubo. Dejar secar
el isopropanol sobrante 30 minutos.

» Lavar la solucién con 600 pL de etanol al 70% a temperatura ambiente.

» Centrifugar a 13000-16000 xg, 2 minutos. Descartar el etanol con cuidado para no
romper el precipitado de ADN.

» Dejar secar el microtubo bocabajo en papel absorbente durante 10-15 min para eliminar
el etanol restante.

> Afiadir 100 pL de DNA Rehydration Solution® y dejar rehidratar el ADN a 65 °C durante 1
hora. Mezclar cada 10 minutos el contenido golpeando ligeramente la base del tubo con
el dedo para ayudar a la completa solubilizacion del precipitado de ADN. También, se
puede dejar la muestra a temperatura ambiente o a 4 2C toda la noche para su
rehidratacion. En vez de tampdn RE se puede usar agua MQ (ultrapura).

» Conservar las muestras a 2-8 2C, o congeladas a -20 C.

Nota 3. La mayoria de las bacterias aisladas son capaces de crecer en medio sélido a las 24 horas, si no
fuera asi dejarlas mas tiempo.

2.7.2. Aislamiento de ADN de hongos ambientales

» Resembrar el aislado fungico en medio sélido PDA.
» Cultivar el aislado durante 7-14 dias a 25 2C.

» Cuando se vea que el micelio ha cubierto completamente la placa de cultivo recogerlo
por raspado con ayuda de una espatula metalica estéril.

» Recolectar el micelio y pasarlo a un mortero de porcelana.
» Lavar el mortero con alcohol 96 % (nota 4).

» Congelar el micelio afiadiendo nitrégeno liquido por encima del mismo y pulverizarlo en
el mortero hasta obtener un polvo homogéneo.

5 DNA Rehydration Solution (RE). I0mM Tris-HCI (pH 7.4), ImM EDTA (pH 8.0). Con el kit.

_74_



Material y métodos

» Afadir el micelio pulverizado a un tubo de 2 mL.

» Seguir el protocolo anterior desde la adicidon de 600 ulL de la Nuclei Lysis Solution.

Nota 4. Esimportante limpiar a conciencia el mortero con alcohol 96%, ya que al ser usado para pulverizar
el micelio con nitrégeno liquido el uso de agua la congelaria al tocar el mortero previamente enfriado.

2.8. MANIPULACION DEL ADN

2.8.1. Determinacion de la cantidad y calidad del ADN extraido

La concentracion de ADN se cuantificd a través de un espectrofotémetro tipo Nanodrop
1000 (Thermo Fisher Scientific). Para estimar el grado de pureza del ADN se utiliz6 la relacion
Ase0/Ass0, que mide la absorbancia de las proteinas (280 nm) frente a la absorbancia del ADN
(260 nm). Una relacion entre 1,7-2,0 se considera aceptable (ND-1000 Spectrophotometer.
V3.8 User’s Manual).

Ademés, para comprobar que el ADN no habia sido degradado se visualiz6 una alicuota del
mismo en un gel de agarosa. Este método también permite estimar la cantidad de ADN a través
de la comparacién de la intensidad de fluorescencia con el marcador de peso molecular.

2.8.2. Identificacion de microbiana mediante secuenciacion

Una vez se han extraido el ADN de las cepas aisladas de madera en degradacion, este se
secuenci6 en el Area de Anélisis de Acidos Nucleicos del Laboratorio de Técnicas
Instrumentales de la Universidad de Lebén. Para la amplificaciéon inicial previa a la
secuenciacion se utilizaron los cebadores anotados en la tabla 2.2B.

Para ello, se utiliz6 el kit BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Applied
Biosystems) y la secuenciacion de los productos de amplificaciéon se realizd mediante
electroforesis capilar en el secuenciador ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems).

El andlisis y procesamiento de las secuencias se realiz6 a través de herramientas
bioinformaticas, permitiendo la identificaciéon de la especie aislada por la comparaciéon con
bases de datos. Las herramientas bioinformaticas y bases de datos usados se resumen en el
apartado 2.17 (Aslam et al., 2017; Clarridge 3rd, 2004; Woo et al., 2008).

2.8.3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Procedimiento inicialmente descrito por Mullis et al. (1986) que permite la amplificacion
de acidos nucleicos. Esta técnica se basa en la capacidad de la ADN polimerasa de reconocer y
amplificar regiones bicatenarias dentro de una molécula de ADN. Este método permite la
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amplificacion de regiones especificas dentro del genoma. Durante este trabajo, sirvié para la
deteccidn de genes biosintéticos en Actinobacterias y Penicillium.

Las cantidades de los distintos componentes, asi como las temperaturas finales durante la
reacciéon de PCR deben de ser ajustados en funcion de la ADN polimerasa y el tipo de regiéon a
amplificar. Los componentes y las condiciones tipicas de reaccion de PCR se describen en las
tablas 2.5y 2.6. Durante este trabajo se utiliz6 la ADN polimerasa GoTaq® G2 Flexi (Promega).

Tabla 2.5. Componentes tipicos en una reaccion de PCR.

ADN molde 10-50 ng ADN
Cebadores (12-24 pb) 0,1-1,0 uM
ADN polimerasa 0,5-2,5 unidades
MgCl, 1,0-2,0 mM
dNTPs 50-500 pM
Tampdn 10X 1x
Aditivos Betaina, seroalbumina, detergentes...
Agua destilada Hasta completar volumen (20 pL)

Tabla 2.6. Temperaturas y tiempos tipicos de una reacciéon de PCR.

Desnaturalizacidén inicial 94-98 °C, 5 min 1 ciclo
Desnaturalizacion 94-98 °C, 30 seg
.. 4 . . ’ 25_40
Amplificacién Anillamiento Temperatura segun cebadores, 30-45seg |
ciclos
Extension 72 °C, variable segin ADN polimerasa
Extension final 72 °C, 10 min 1 ciclo

2.8.4. Electroforesis de ADN en gel de agarosa

La electroforesis de ADN en gel de agarosa se realiz6 para comprobar la integridad de los
ADN purificados y para comprobar los resultados de las PCR realizadas. Para ello se utiliz

agarosa (Pronadisa) al 0,8% y Tris-Acetato-EDTA (TAE)® como tampo6n de electroforesis.

» Disolver agarosa del tipo D1-Electroendomosis Media (Pronadisa) en tampdn TAE 1x, en
un porcentaje apropiado para la separacién de las bandas de ADN y calentar en
microondas hasta disolver. Pesar la solucién antes y después de introducirla en el
microondas para compensar el peso perdido por evaporacién con agua destilada.

» Dejar enfriar la solucion de agarosa sin que esta llegue a solidificarse.

6 TAE (50x): 242 g de Tris base (2 M); 57,1 mL de 4cido acético glacial (5,7 %); 100 mL de EDTA 0,5 M pH 8,0 (50 mM);
agua destilada hasta completar I L
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» Verter sobre el molde para la realizacién del gel.

» Eliminar con cuidado las posibles burbujas que se hayan formado y colocar el peine para
la formacién de los pocillos.

» Colocar el gel en la cubeta de electroforesis y llenar la misma con tampén TAE 1x hasta
cubrir el gel.

> Mezclar las muestras de ADN con tampdn de carga (10x)7 en una proporcién 1/10.
Dispensar suavemente el ADN con el tampdn de carga en los pocillos asignados.

» Desarrollar la electroforesis con una diferencia de potencial de entre 1 y 5 V/cm de
distancia entre electrodos.

> Teflir el ADN dentro del gel por inmersidn en una solucidn de bromuro de etidio (BrEt)®
gue actla como agente intercalante que permite la visualizacién del ADN al exponerlo a
luz ultravioleta.

» Los geles se visualizan y fotografian empleando el sistema de documentacion de geles
VWR Smart3 (VWR), si se quiere manipular el gel de alguna manera, por ejemplo, para
cortar una banda, se utilizd un transiluminador de luz UV ECX-26-M.

2.9. OBTENCION DE ADN TOTAL PARA ESTUDIOS METAGENOMICOS.

El aislamiento y procesamiento de ADN para las muestras de metagen6mica fue realizado
en las instalaciones y por el personal de de SINTEF (Trondheim, Noruega).

2.9.1. Aislamiento de ADN para metagenomica

El aislamiento y procesamiento de ADN para las muestras de metagendmica fue realizado
en las instalaciones de SINTEF (Trondheim, Noruega).

1.1.1 2.9.1. AISLAMIENTO DE ADN PARA METAGENOMICA

El ADN se aislé mediante bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) mediado por extraccion
con cloroformo-alcohol isoamilico. En resumen:

» Transferir 0,1 g de muestra de madera homogeneizada a un tubo batidor de perlas de 2
ml que contiene perlas de vidrio (£ 0,5 mm).

» Afadir 0,5 ml de tampdn de extraccion ADN [Tris-HCI 100 mM, EDTA sddico 100 mM,
fosfato sddico 100 mM (pH 8,0), NaCl 1,5 M, CTAB al 1 %].

7 Tampén de carga (10x). 0,25 % azul de bromofenol, 40 % sacarosa; 0,25 %, xilén-cianol; en solucién acuosa. Se esteriliza
en la olla a presién a 120°C durante 20 minutos. Se conserva a 4°C o a temperatura ambiente

8 Solucién de bromuro de etidio. Bromuro de etidio (EtBr): Se prepara una solucién concentrada a 10 mg/ ml en agua y se
conserva a 4°C protegido de la luz. Para un litro de agua destilada se afiaden 200 pl de la solucién concentrada. Conservar a
temperatura ambiente
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» Incubar las muestras en un VértexGenie 2.0 al maximo de velocidad 5 min a temperatura
ambiente. A continuacién, aplicar un batido de perlas (1 min, 30 Hz) en un Tissuelyser Il
(Qiagen, Hilden, Alemania).

» Agregar 10 pL de Proteinasa K (10 mg/mL) e incubar en un agitador horizontal (125 rpm,
37 9C, 30 min).

» Agergar 0,05 mL de SDS (20%) y se incubar a 65 2C durante 2 h mezclando suavemente
al menos cada 15 min.

»  Precipitar los tejidos por centrifugacion.

» Extraer el ADN con volUmenes iguales de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1), repetir
este proceso dos veces.

»  Precipitar la fase superior que contenia el ADN con 0,6 volimenes de isopropanol frio.

» Recuperar el ADN por centrifugacién y se lavarlo con etanol helado (70%).

Y

Resuspender el ADN en 100 pL de tampdn de elucién (Tris-HCI 10 mM, pH 8,5).

1.1.2 2.9.2. PROCESAMIENTO DE DATOS METAGENOMICOS

Las bibliotecas de amplicones de secuenciacion se generaron mediante el protocolo 16S
Metagenomic Sequencing Library Preparation, Preparing 16S Ribosomal RNA Gene
Amplicons for the Illumina MiSeq System protocol (Illumina part number 15044223 rev. B)
con cebadores dirigidos a bacterias u hongos, respectivamente (tabla 2.2A). En resumen, las
partes internas del ARN ribosomal 16S (rRNA) que cubre las regiones variables V3 y V4 de
bacterias, o el gen espaciador transcrito interno (ITS2) de hongos fueron amplificados por PCR
con usando KAPA HiFi HotStart ReadyMix (KAPA Biosystems, Wilmington, MA, EE. UU.).
Los productos de PCR se purificaron con el kit Agencourt Kit AMPure XP (Beckman Coulter
Genomics, Newton, MA, EE. UU.). Para agregar los adaptadores de secuenciacion y los indices
de multiplexacion se utilizé el kit Nextera XT Index Kit. Las bibliotecas de ADN agrupadas
fueron secuenciadas en un secuenciador MiSeq (Illumina, Eindhoven, Paises Bajos) usando el
kit MiSeq Reagent Kit v3 en el modo de extremo emparejado de 2300 pb (2300 bp paired end
mode). Las lecturas de secuenciacion se desmultiplexaron en MiSeq reporter v. 2.3 (Illumina).

El procesamiento de los datos obtenidos se realiz6 a través de CLC Genomics workbench
v. 21.0.2 (Qiagen). Las lecturas fueron recortadas por el adaptador, filtradas y clasificadas
como unidades taxonoémicas operativas (OTU), para ello se utilizo el flujo de trabajo de
agrupamiento de OTUs y control de calidad de datos del M6dulo de Gendémica Microbiana con
parametros predeterminados. Excepto uno, se establecié como corte el 10% de la cobertura
mediana para el filtrado de muestras basadas en su namero de lecturas.

Para la clasificacion de los OTU se usaron las bases de datos The Greengenes v.13_5 (97%)
para bacterias y UNITE v.7.2 (2017-06-28) (97%) para hongos. Las tablas OTU resultantes se
filtraron para eliminar todas las lecturas desconocidas. Ademas, las lecturas clasificadas como
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“cloroplasto” a nivel de clase en el 16S se omitieron de los anilisis de datos, ya que representan
secuencias de plantas y/o algas.

2.9.3. Evaluacion de la diversidad microbiana

La diversidad microbiana de las muestras procesadas se estableci6 usando indices de
diversidad alfa y beta. La diversidad alfa describe la diversidad media de especies en un sitio
a escala local, mientras que la diversidad beta describe la relacién entre la diversidad de
especies regionales y locales.

El indice de Shannon (Dusek & Popelkova, 2012), proporciona una medida de la
incertidumbre asociada con variables seleccionadas y puede ser calculado mediante la

ecuacion: H = 31 p; log, p;

El indice de Simpson (Jost, 2006), proporciona una medida del encuentro
interespecifico donde n es el nimero de caracteristicas y p; es la fraccion de lecturas que

’ . ., _ n 2
pertenecen a cada caracteristica i: SI =1 - Yi-, p;

La distancia Bray-Curtis (Beals, 1984), es una medida que describe la disparidad entre

dos poblaciones donde n es el ntimero de OTU, y x{! y xZ son las abundancias de OTU i en las
n A B
imo|xf —x7 |

muestras Ay B, respectivamente: B = S ———=5
imolxf+x7 |

Las diversidades alfa y beta se calcularon a partir de las tablas de clasificacion de OTU
utilizando el software Estimate Alpha & Beta Diversities workflow del CLC Genomic
Workbench (Qiagen). Para la estimacion del valor alfa se utilizaron profundidades maximas
de 10000y 5000 para la rarefaccion de las bacterias y hongos respectivamente, y el nimero de
puntos se ajusté a 20. El método de rarefaccion a una técnica que permite realizar la
comparacion de la diversidad existente en dos colecciones que fueron recogidas a través de
muestreos de intensidad diferente. La rarefaccidn, en este caso, consiste en reducir el nimero
de individuos de la muestra mas grande, pero conservando la proporcion advertida entre las
especies.

2.10. ENSAYO DE COMPETENCIA

El ensayo de competencia entre las cepas asiladas de madera en degradacion y los hongos
indicadores representantes de la degradacién de la madera se realiz6 para valorar la actividad
antifingica presentada por las cepas aisladas. Para la realizacion del ensayo se siguieron las
indicaciones de Garcia-Ortiz etal. (2017). Como especies indicadoras se utilizaron
A. brasiliensis, A. pullulans, C. puteana, P. chrysogenum y T. versicolor.

Preparacién de las especies indicadoras
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Para especies que generan esporas:

>
>

Sembrar la especie indicadora en medio general o de esporulacion.

Crecer P. chrysogenum en medio PW2, A. brasiliensis en medio CM vy A. pullulans en
medio PDA en oscuridad a 25 2C hasta su esporulacién, entre 7-10 dias.

Afiadir 5 mL de NaCl 0,9% vy raspar la superficie de la placa con ayuda de una micropipeta
de 1 mL cortada previamente. Recoger el micelio raspado en un tubo de 50 mL.

Filtrar a través de filtro de nylon Nytal (30 um de poro) para eliminar el micelio y recoger
el filtrado que contendrian las esporas.

Medir la concentracién de esporas a través de la siembra de diluciones seriadas o por
contaje directo al microscopio con cdmara Neubauer.

Centrifugar durante 15 min a 4500 xg y descartar el sobrenadante.
Afadir glicerol al 40% y resuspender con suavidad las esporas.

Ajustar a la concentracion de trabajo deseada (1.10° esporas/mL) y dividir la solucidn de
esporas en tubos individuales para ser conservados a -20 2C.

Para especies que no generan esporas:

» Cultivar las cepas indicadoras, C. puteana y T. versicolor, en medio PDA durante 7 dias a
25 °C. Hasta que haya la suficiente biomasa para realizar el ensayo.

Bioensayo

» Preparar el numero apropiado de placas de cultivo donde se realizara el ensayo. En este
caso se realizd en medio TSAy YEME segun el crecimiento de la especie indicadora.

» Inocular el hongo indicador en el centro de la placa.

» Sise tienen esporas: inocular 10 plL de la solucion de trabajo de esporas y esperar hasta
gue se seque. A. brasiliensis, P. chrysogenum y A. pullulans en medio TSA.

» Sino se tienen esporas: realizar con la ayuda de un sacabocados esterilizado a la llama
agujeros en el centro de las placas donde se va a realizar el ensayo. A su vez, realizar
agujeros en la placa que contiene la especie indicadora no esporulada. Traspasar el trozo
de agar con micelio al pocillo realizado en la placa del bioensayo con ayuda de un palillo.
C. puteana y T. versicolor en medio YEME.

» Inocular el microorganismo antagonista a ambos lados del indicador con ayuda de un
palillo, un asa de siembra o un hisopo, dependiendo de la naturaleza del microorganismo.

» Preparar la placa de control de crecimiento del hongo indicador, sembrando el hongo en
su medio correspondiente sin presencia del microorganismo antagonista.

» Preparar las placas de control de crecimiento del microorganismo antagonista,
sembrandolo en todos los medios usados en el bioensayo.

» Incubar los ensayos a 25 2C durante 5 dias.

» Comparar con las placas control.

» Si el hongo indicador ha crecido tanto como en el control de crecimiento del hongo
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» Sielhongo indicador ha crecido menos que en el control se evaluard como “1”.

» Siel hongo indicador casi no ha crecido, o no ha sido capaz de crecer se evaluara como
“ueyn
2",

2.11. DETERMINACION DE CAPACIDAD ENZIMATICA EN CEPAS DE

PENICILLIUM

La capacidad enzimatica de las cepas aisladas de madera en degradacion se testé para la
degradacion de la celulosa y para la actividad feruloil esterasa. Se realizaron ensayos
cualitativos para comprobar la capacidad enziméatica de las cepas testadas (Garcia-Calvo,
2018).

2.11.1. Determinacion de actividad celulolitica

Para la hidrolisis de celulosa es necesario la accidén conjunta de tres grupos enzimaticos,
endoglucanasas, exoglucanasas y 3-glucosidasas.

La capacidad endoglucanasa y celulasa general se prob6 a través de un ensayo cualitativo
donde se testo la capacidad de degradar carboximetilcelulosa y celulosa por parte de las cepas
investigadas.

Sembrar las cepas a testar de Penicillium en medio sdélido PW2.
Incubar las placas en oscuridad a 25 C durante 7 dias.

Raspar micelio con 3-4 mL de solucion estéril de NaCl 0,9%.

vV V V VY

Transferir el micelio recogido a 50 mL de medio liquido PMMY en matraces de 250 mLy
dejar crecer 96 horas a 25 2Cy 250 rpm.

v

Centrifugar 10 min a 10000 xg y recoger el sobrenadante. Se usard para el ensayo
enzimatico.

Con ayuda de un sacabocados estéril realizar pocillos en las placas de medio CMCy CBM.
Inocular 50 plL de sobrenadante del cultivo de las cepas de Penicillium.

Incubar 48 horas a 25 °C.

Tefiir la placa con 5 mL de solucién de rojo Congo 0,1%° durante 15 min.

Lavar la placa con NaCl 0,9% dos veces, durante 15 min en agitacién suave.

VvV V V V VY V

La actividad enzimatica se correlacioné con la aparicion de un halo mas claro alrededor
de los pocillos.

9 Solucién rojo Congo 0,1%: 10 g rojo Congo en I L de agua destilada. Guardar a 4 °C.
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2.11.2. Determinacion de actividad feruloil esterasa (FAE)

La actividad FAE de las cepas de Penicillium se comprob06 a través de un ensayo cualitativo
donde la transformacion de etil ferulato a 4cido ferdlico da lugar a una bajada del pH que se
detecta mediante el indicador de pH colorimétrico purpura de bromocresol.

» Realizar placas de 16 cm con 50 mL de medio EF suplementado con purpura de
bromocresol.

» Con ayuda de un sacabocados estéril obtener pocillos en las placas.

> Inocular 50 plL de sobrenadante de cultivo de cepas de Penicillium obtenido como se
indica en el apartado 2.11.1.

> Incubar a 30 C durante 6 horas.

> La actividad FAE se relaciond con el halo amarillo detectado alrededor de las cepas
positivas.

2.12. ESPORULACION DE B. PUMILUS

Se establecié un protocolo para mejorar la esporulaciéon de B. pumilus y obtener el mayor

namero de endosporas en el menor tiempo posible.

Crecer B. pumilus en placa de TSA durante 10-12 horas a 25 ¢C.

Inocular un matraz de 500 mL con 100 mL de TB con B. pumilus.

>

>

» Cultivar 24 horas a 30 2Cy 200 rpm.

» Medir densidad 6ptica del cultivo mediante espectrofotémetro a 600 nm (ODeoo).
>

Recoger la cantidad de cultivo necesaria para inocular un matraz de 500 mL con 100 mL
de LB a una ODego inicial de 0,5.

» Cultivar durante 72 °C a 30°Cy 200 rpm.

» Recoger el cultivo y centrifugar a 5450 xg durante 15 min a 4 9C.

» Descartar el sobrenadante con cuidado para no romper el precipitado celular y las
esporas.

» Resuspender el precipitado con agua ultra pura (tipo MQ) y pasarlo a tubos de 10 mL.

» Cerrar los tubos y asegurarlos con ayuda de Parafilm.

» Realizar un choque térmico a 80 eC durante 20 minutos.

» Dejar reposar a 4 2C al menos 30 minutos y centrifugar para concentrar las endosporas a

5450 xg durante 15 min a 4 °C.
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2.12.1. Tincion de esporas (Schaeffer-Fulton)

La visualizacion de las esporas de B. pumilus se realiz6 al microscopio 6ptico. Aunque las
esporas son visibles sin necesidad de tincion, cuando se quiso facilitar su visualizacion en la
preparacion estas se tifieron con verde malaquita siguiendo el protocolo de Shaeffer y Fulton

(1933).

» Desde cultivo liquido de B. pumilus esporulado, recoger 20 ulL del cultivo y depositarlos
en un portaobjetos

» Desde cultivo solido de B. pumilus, recoger una pequefia cantidad de muestra con ayuda
de un asa de siembra, diluirla en 50 ulL de agua destilada y recoger 20 ulL para colocar en
el portaobjetos.

» Fijar las muestras con ayuda de una llama, pasando repetidas veces de forma rapida el
portaobjetos con cuidado sobre la llama para que se evapore el exceso de agua y las
células queden fijadas al cristal.

> Afadir la solucién de verde malaquita’® en exceso.

> Fijar la solucién de verde malaquita pasando repetidas veces de forma réapida el
portaobjetos con cuidado sobre la llama durante 5 minutos. Ir afiadiendo mas cantidad
de verde malaquita en exceso a las muestras y continuar fijando la solucién por 10
minutos.

» Lavar las muestras con abundante agua corriente. Hasta que se haya eliminado el exceso
de verde malaquita.

» Tefiir las muestras con la solucion de safraninal! durante 2 minutos como tincién de
contraste.

> Llavar las muestras en abundante agua y dejar secar antes de su visualizacién al
microscopio.

2.13. ANALISIS DE SUPERFICIE DE RESPUESTA

La metodologia de superficie de respuesta facilita determinar los factores que méas afectaban
al crecimiento de B. pumilus. Para ello, se realizaron una serie de experimentos utilizando el
diseno de Box Behnken de 34 con cuatro variables, cada una con tres niveles y tres réplicas en
el punto central (Box & Behnken, 1960). Para la realizacion de este diseno se eligieron como
variables la concentracion de: glucosa, peptona, temperatura y agitacion, tal y como se puede
ver en la tabla 2.7.

Tabla 2.7. Variables y niveles del Disefio Box Behnken.

10 Solucién verde malaquita. Verde malaquita al 5% en agua MQ.
11 Solucién de safranina. Safranina al 1% en agua MQ.
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Suplementacion Suplementacidn

Niveles Temperatura Agitacién
con glucosa con peptona

+1 309C 4,0% 5,0% 250 rpm

0 25°C 2,0% 2,5% 200 rpm

-1 20¢9C 0,0% 0,0 150 rpm

Mediante el disefio Box Behnken se redujo el nimero de experimentos a realizar a 27. Para
lo cual se utilizo el software The Statgraphics Centurion XVI version 16.1.11 (Warrenton, VA,
USA).

2.14 DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ANTIMICROBIANA

2.14.1. Determinacion de capacidad antiflngica por volatiles

La capacidad de las diferentes cepas de B. pumilus para secretar compuestos organicos
volatiles (VOCs) fue testada a través del ensayo descrito por Arrebola et al. (2010) en el que
enfrentan dos placas de Petri entre si conteniendo una de ellas la especie antagonista a testar
y la otra el hongo indicador.

» Crecer B. pumilus 12-14 horas en medo TSA a 25 2C.

» Resembrar el cultivo en el medio que se quiera probar en superficie cubriendo bien toda
la placa de 9 cm de didmetro con ayuda de un asa de Digralsky.

» Desde cultivo fresco de hongos no esporulados, con ayuda de un sacabocados estéril
hacer un agujero en la placa del cultivo con el hongo creciendo y otro agujero en el centro
de una placa de PDA del mismo tamafio que la placa de TSA donde se sembrd B. pumilus.

» Traspasar el trozo de micelio al agujero con ayuda de un palillo estéril.

» Desde esporas recogidas de hongos esporulados, pipetear en el centro de la placa de PDA
del mismo tamafio que la placa donde se cultiva B. pumilus 10 pL de la solucién de
esporas.

> Retirar las tapas de ambas placas y situarlas enfrentadas por las zonas de cultivo. La placa
de arriba sera la placa que contenga el antagonista y la placa de abajo serd la que
contenga el hongo indicador.

» Sellar la union entre ambas placas con ayuda de cinta plastica elastica (Parafilm®).

» Como control de crecimiento de los hongos indicadores realizar placas donde el hongo
este creciendo solo, porque en la placa de arriba Unicamente haya medio estéril.

» Cultivar a 25 2C durante 7 dias. Hasta que se vea un crecimiento adecuado en la placa de
control de crecimiento.

» Medir el crecimiento de los hongos en todas las placas diariamente con ayuda de una
regla.
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>

El resultado se expresara como el porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio
R;—R

siguiendo la siguiente formula. IC% = [(112—2)] x 100. Siendo Ry el radio de
1

crecimiento del hongo en la placa control y R; el radio de crecimiento del hongo en Ia
placa con el antagonista.

2.14 2. Determinacion de capacidad antifingica por sustancias solubles

Para determinar la capacidad antifingica de las sustancias solubles de las cepas analizadas

de B. pumilus se testo el sobrenadante de los cultivos de B. pumilus ahadiéndolo al medio de

cultivo de los hongos filamentosos.

YV V VYV V VY

Desde un cultivo liquido de B. pumilus.

Recoger el medio de cultivo en tubo de 50 mL.

Centrifugar a 5450 xg durante 15 min a temperatura ambiente.
Recoger el sobrenadante libre de células.

Esterilizar aquella cantidad que se vaya a utilizar para el bioensayo por filtracién a través
de filtros con 0,45 um de didmetro de poro, y posteriormente con filtros de 0,22 um de
didmetro de poro (nota 5).

Fundir el medio de cultivo donde se realizar el bioensayo: YEME al 2% de agar para C.
puteanay T. versicolor, y TSA al 2% de agar para A. brasiliensis y P. chrysogenum.

Dejar el medio de cultivo enfriar sin que llegue a solidificarse hasta 50 2C.

Distribuir el sobrenadante filtrado (estéril) del crecimiento de B. pumilus en tubos de
10 mL afladiendo 1 mL a cada uno de ellos. Para el control de crecimiento afiadir 1 mL
del medio estéril donde ha sido cultivado B. pumilus.

Afadir 4 mL del medio de cultivo a 50 2C (nota 6).

Mezclar ambas soluciones cuidadosamente volteando el tubo de 10 mL con precaucién
de no generar burbujas.

Afadir la mezcla a las placas de Petri de 6 cm de didmetro.
Realizar también placas para el control de crecimiento de los hongos indicadores.

Sembrar los hongos indicadores como gota de esporas, si las hubiera, o como parche en
el centro de la placa. Ver apartado 2.10.

Dejar crecer durante 7 dias controlando el didmetro de crecimiento de los hongos en los
controles de crecimiento.

Medir el crecimiento de los hongos en todas las placas diariamente con ayuda de una
regla.

El resultado se expresara como el porcentaje de inhibicién del crecimiento del micelio
Ri-R
(Ry 2)] x 100. Siendo R; el radio de

Ry
crecimiento del hongo en la placa control (con medio de cultivo de B. pumilus estéril) y
Rz el radio de crecimiento del hongo en la placa con el antagonista.

siguiendo la siguiente formula. IC%=[
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Nota 5.
Nota 6.

Esta doble filtracidn es necesaria en cultivos de B. pumilus donde la viscosidad celular sea alta.

Dejar reposar unos minutos hasta que no queme al contacto con la mano, pero sin que solidifique.

Para determinar la capacidad antibacteriana de las cepas de B. pumilus testadas se realiz6
un bioensayo en doble capa, donde se colocaba una fina capa de las cepas bacterianas

2.14.3. Determinacion de capacidad antibacteriana

indicadoras en la parte superior de un cultivo de B. pumilus.

>

>

>
>

>
>

>
>
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Preparacion de las bacterias indicadoras.

Crecer las especies indicadoras (M. luteus y E. coli) individualmente en medio sélido (TSA)
durante 12-14 horas a 37 C.

Con ayuda de un asa de siembra, recoger varias colonias individuales de las especies
indicadoras e inocular con cada una de ellas 100 mL de medio TSB en un matraz de
500 mL.

Cultivar 12-14 horas a 37 2Cy 200 rpm.
Medir densidad éptica de los cultivos (ODgoo.).

Recoger los cultivos y conservarlos en a 4 eC. Estos cultivos pueden mantenerse hasta 1
mes.

Preparacién de especies antagonistas (B. pumilus)

Crecer las especies antagonistas en medio solido (TSA) durante 12-14 horas a 25 °C.

Recoger varias colonias con ayuda de un asa de siembra e inocular 100 mL de medio TSB
en matraz de 500 mL.

Incubar durante 12-14 horas a 25 2Cvy 250 rpm.
Medir densidad dptica (ODsoo.).

Realizacién del bioensayo

Preparar suficientes placas de medio TSA para realizar el bioensayo.

Depositar 10 plL de B. pumilus a una concentracién de ODggo de 0,5 a un lado de la placa
de Petri.

Depositar al otro lado de la placa de cultivo 5 pL de cloranfenicol (1,6 mg/mL).

Dejar secar durante 30-40 minutos hasta se vea que ambas gotas se han secado
completamente.

Fundir medio de cultivo LA 2,0% y mantener a 50 2C en bafio con agua para que no
solidifique.

Preparar 2,5 mL de LB con la concentracién al 0,8 (ODeoo) del cultivo de las bacterias
indicadoras.

Dispensar en tantos tubos de 10 mL como ensayos se vayan a realizar.

Atemperar durante 3 minutos el medio con la solucién con las bacterias indicadoras a
50 °C.
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» Mezclar los 2,5 mL con las bacterias indicadoras al 0,8 (ODsao) con 7,5 mL del medio LA al
2,0%, para obtener un cultivo en LA al 1,5% con las bacterias indicadoras a una
concentracion inicial de 0,2 (ODgoo).

» Cubrir las placas donde se habia depositado B. pumilus y el antibidtico con esta solucidn,
con cuidado para que la solucién no desplace las gotas puestas con antelacion.

» Dejar hasta que la capa superior solidifique completamente.
» Incubara 37 2C durante 12-14 horas.

» Medir el halo de inhibicion que han generado las cepas de B. pumilus con actividad
antimicrobiana en el cultivo de las especies indicadoras.

2.15. SECUENCIACION Y ANALISIS DEL GENOMA DE B. PUMILUS

La secuenciacion de las diferentes cepas de B. pumilus fue realizada en y por el personal de
SINTEF (Trondheim, Noruega), para ello se aisl6 el ADN de las diferentes cepas secuenciadas
(V17C11, P48C1 y DSM27) a través del kit Promega Wizard™ Genomic DNA Purification Kit
(Promega), detallado en el apartado 2.7.1, y fue enviado a SINTEF para su secuenciacion.

Las cepas fueron secuenciadas a por medio de Ilumina MiSeq shotgun y Oxford nanopore
MinION (Coil et al., 2015; Jain et al., 2016).

Para la secuenciacion por Ilumina MiSeq shotgun las librerias fueron realizadas usando
el kit Nextera XT DNA Library Preparation Kit (Illumina cat. FC-131-1024) junto con kits para
la adicion de marcadores de secuenciacién e indices de multiplexado. Las bibliotecas
agrupadas se secuenciaron usando un Illumina Miseq utilizando el MiSeq Reagent Kit v3
(Nlumina cat. MS-102-3003) en el modo de extremos emparejados de 2300 pb (se
secuenciaron 300 pb de cada extremo de las moléculas de ADN).

Para la secuenciacion por Oxford nanopore MinION se generaron bibliotecas de
secuenciacion de lectura larga mediante el kit Ligation Sequencing Kit (Oxford Nanopore cat.
SQKLSK109). Se agregaron indices de multiplexado usando el kit Native Barcoding Kit
(Oxford Nanopore cat. SQK-NBK004) y se secuencio a través del equipo R9.4 flowcell (Oxford
Nanopore cat. FLO-MIN106) por aproximadamente 41 horas.

Los datos obtenidos de la secuenciacion por Oxford nanopore MinION fueron
desmultiplexados, asignados a bases y convertidos en archivo tipo fastq en utilizando el
sofware Guppy version 3.2.1.

Para el ensamblaje de genomas hibridos de novo las secuencias de estos genomas se
generaron en Unicycler de la instalacion informéatica de Norwegian e-Infrastructure for Life
Sciences (NeLS) Galaxy en Tromsg, utilizando la versiéon Unicycler version 0.4.4. Unicycler
usa Bowtie2 y Pilon para pulir el ensamblaje con los datos de Illumina MiSeq de alta calidad,
lo que reduce la tasa de error (Wick et al., 2017).

_87_



Aislamiento y caracterizacion de microorganismos de madera en degradacién

La anotacion de los genomas se realiz6 usando RAST (Rapid Annotation using Subsystem
Technology) (Aziz et al., 2008), y el anélisis filogenético de las cepas se llevo a cabo mediante
el servidor Type (Strain) Genome Server (https://tygs.dsmz.de/) (Meier-Kolthoff & Goker,
2019).

El analisis de las diferentes funcionalidades basadas en el genoma fue realizado a través de
softwares, servidores y bases de datos para la btisqueda de secuencias concentras en el genoma,
las utilizadas durante este trabajo se recogen en el apartado 2.17.

2.16. ANALISIS PROTEOMICO COMPARATIVO

La electroforesis bidimensional (2D-PAGE) permite la separacion de proteomas celulares
complejos dando la oportunidad de compararlos entre ellos para conocer la expresion
diferencial de las proteinas. A través de esta técnica se pueden separar las proteinas utilizando
dos propiedades i) primera dimension por isoelectroenfoque (EIF) donde las
proteinas se separan atendiendo a su punto isoeléctrico; ii) segunda dimensién por geles
SDS-PAGE donde se separan atendiendo a su masa molecular en geles de acrilamida
utilizando agentes desnaturalizantes como dodecil-sulfato sédico (SDS).

2.16.1. Obtencion de las muestras

Las muestras fueron sometidas a rotura para liberar las proteinas citoplasmaticas que se
querian analizar. Durante el proceso es importante la inactivacion de las proteasas celulares,
por ello, se trabajé en frio durante todo el proceso, y ademas, se utiliz6 inhibidor de las
proteasas.

Rotura de las muestras
» Crecer las cepas en medio sélido (TSA) durante 12-14 horas a 25 9C.

» Recoger varias colonias aisladas con ayuda de un asa de siembra e inocular matraces de
500 mL con 100 mL de medio liquido TB e incubar 20 horas a 250 rpm a 30 2C.

» Medir la densidad éptica del cultivo (ODego) para inocular una concentracion conocida
(0,5) de las cepas de B. pumilus en matraces con 100 mL de TB. Cultivar a 30 2C y 250
rom.

» Medir la densidad éptica regularmente hasta que alcance una ODggo entre 4-5 (punto de
recogida).

» Recoger el cultivo y centrifugarlo a 5450 xg durante 15 min a 4 2C.

» Retirar el sobrenadante y lavar el precipitado dos veces con 10 mL de agua destilada a

4 9C. Centrifugar 5450 xg durante 15 min a 4 2Cy retirar el sobrenadante. En este punto
las muestras pueden ser conservadas a -80 2C.
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> Resuspender el precipitado con 5 mL de tampdn de lavado®®. Centrifugar 7 minutos a
4 2Cy 5450 xg. Descartar sobrenadante.

> Resuspender en 1,0 mL de tampdn de rotura®®y transferir la mezcla a un tubo de Lysing
Matrix B (MP Biomedicals).

» Aplicar 3 pulsos de velocidad 6,5 m/s durante 30 segundos en Fastprep FP120
(BIO101/Savant). Dejar 1 minuto en hielo entre los pulsos para evitar el calentamiento y
con ello la accion proteasica.

» Centrifugar durante 10-20 minutos a 4 2C a 16000 xg.

» Trasvasar el sobrenadante a un tubo de 1,5 mL y afiadir 1,25 pL de Benzoasa (Merck)
(preparado comercial con ARNasa | y ADNasa ).

» Incubar 30 minutos a 37 °C.

» Centrifugar durante 20 minutos a 4 2C a 16000 xg y recoger sobrenadante. Las proteinas
presentes en el sobrenadante seran precipitadas con acetona para concentrarlas y
limpiarlas.

Precipitacion por acetona

» Afadir en un tubo de 10 mL a 1 mL del sobrenadante y entre 4-9 volimenes de acetona
pura previamente enfriada a -20 °C.

» Mantener a-20 2C al menos 30 minutos, preferiblemente toda la noche.
» Centrifugar a 5450 xg a 4 2C durante 10 minutos. Descartar el sobrenadante.

» Afiadir 5 mL de acetona al 80% (en agua), resuspender y volver a centrifugar a 5450 xg
durante 10 minutos a 4 °C. Descartar la acetona sobrante con cuidado, si es necesario
ayudarse con una micropipeta para poder descartar el maximo posible sin perturbar el
precipitado.

» Dejar secar durante 1 hora en una cabina de extraccién. Hasta que no se perciba el olor
a acetona en las muestras.

> Resuspender el precipitado con entre 100-300 plL del tampdn de resuspension (RB)Y,
suplementado en el momento de usar con 60 mM DTT y 1% IPG buffer.

» Para su completa resuspensidon agitar las muestras en un termo bloque agitador a
1400 rpm durante 1 hora.

» Centrifugar durante 30 segundos a 16000 xg vy transferir el sobrenadante a un tubo
nuevo, descartando las particulas no resuspendidas.

» Las proteinas pueden ser cuantificadas o someterse a una nueva limpieza a través del kit
2-D Clean-Up Kit, atendiendo a las condiciones del fabricante.

12 Tampén de lavado. Tris I0 mM; EDTA 10 mM, pH 7'5. Conservar a 4 °C.

13 Tampén de rotura. Tampén de lavado suplementado con 1 pastillas de COMPLETE (inhibidores de proteasas) por cada
20 mL de tampén. Preparar justo antes de utilizarse.

14 Tampén de resuspensién (RB). 8 M Urea; 2 % CHAPS; 0,02 % azul de bromofenol. Filtrar con filtros de 0,45 pm
(Millipore). Conservar congelado a -20 °C. Cuando se va a usar afiadir 60-100 mM DTT y 0,5-1% IPG buffer (3-11 NL).

_89_



Aislamiento y caracterizacion de microorganismos de madera en degradacion

2.16.2. Cuantificacion de proteinas por el método Bradford

La cuantificacion de proteinas se realiz6 a través del método de Bradford (Bradford, 1976),
el cual se basa en el cambio de absorcién de 465 nm a 595 nm del azul de Comassie al reaccionar
con proteinas. Para ello, es necesario elaborar una recta patréon con cantidades conocidas de
proteina [seroalbimina bovina (BSA)], desde una concentracién maestra de 0,25 mg/mL. Para
realizar la cuantificacion se uso el reactivo de Bio-Rad Dye Reagent (BioRad).

» Preparar una soluciéon maestra de BSA a 0,25 mg/mL en agua.

» Dispensar los volumenes indicados en la tabla 2.8 en tubos de 1,5 mL y completar con
agua destilada hasta 800 pL. Realizar la recta patrén por duplicado.

» Distribuir la muestra a cuantificar en microtubos de 1,5 mL por duplicado. Para ello,
dispensar una dilucion 1/2000 llevada hasta 800 pL con agua destilada.

» Afadir 200 uL del reactivo de Bradford (Bio-Rad Dye Reagent) a los tubos de la recta
patron y de las muestras a cuantificar. Cerrar los tubos con cuidado, agitar con ayuda de
un agitador vértex y dar un pulso de centrifuga. Dejar reposar 5 minutos en oscuridad.

» Meazclar nuevamente los viales con ayuda de un agitador vortex y medir su absorbancia
a 595 nm.

» La concentracion de las muestras se calcula a partir de la ecuacién de la recta patrén
formada por las concentraciones conocidas de BSA y las absorbancias cuantificadas.

» Finalmente, para expresar la concentracién en pg/uL se deberd multiplicar el valor
obtenido por 2,5.

Tabla 2.8. Volumenes para la realizacion de la recta patrén en la cuantificacion de proteinas por el
método Bradford.

ug de proteinas 0,00 0,50 1,25 2,50 3,75 5,00 6,25 7,50 8,75 10,00

ul solucién de BSA
(0,25 mg/ml)
ul de agua destilada 800 | 798 | 795 790 785 780 775 770 765 760

0 2 5 10 15 20 25 30 35 40

2.16.3. Electroforesis de proteinas en SDS-PAGE

Una vez cuantificadas las proteinas se realizé un gel de SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate
Polyacrylamide Gel Electrophoresis) a modo de control de calidad e integridad de las mismas.

Los geles de poliacrilamida (SDS-PAGE) constan de dos zonas diferenciadas, una fase
superior destinada a concentrar las muestras y una fase inferior para que las muestras se
separen por masa y tamafo.

» Limpiar todos los componentes del sistema con agua destilada y etanol absoluto.
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» Montar la cubeta para la polimerizacion de geles de acrilamida con el sistema Mini-
Protean Il (Bio-Rad) para geles de 6 x 8 cm segun las indicaciones del fabricante, utilizando
espaciadores de 0,75 mm.

» Colocar el peine y realizar una marca 0,5 cm debajo de este.

» Preparar 10 mL de la fase separadora (tabla 2.9), son suficientes para preparar dos geles
de 0,75 mm de grosor. Lo Ultimo que se debe afiadir a la mezcla es el TEMED vy el
persulfato de amonio, ya que estos dos componentes catalizan la reaccién de
polimerizacién.

» Meazclar con cuidado y depositar entre los cristales la fase separadora hasta la marca
antes realizada con ayuda de una pipeta de 5 mL. Evitando la formacién de burbujas
dentro del gel.

» Afadir inmediatamente isopropanol sobre la solucién y dejar polimerizar 30-45 minutos.

» Preparar 5 mL de la fase concentradora (tabla 2.10), los 5 mL son suficiente para la
preparacién de 2 geles.

» Colocar el peine para formar los pocillos entre los cristales y depositar la mezcla con
cuidado con ayuda de una pipeta de 5 mL. Dejar polimerizar alrededor de 15-30 minutos.

Diluir las muestras al menos 1:1 con tampdn de muestra desnaturalizante®.

» Hervir las muestras 5 minutos para desnaturalizarlas y depositarlas inmediatamente en
hielo.

> Retirar el peine, colocar los geles dentro de la cdmara de electroforesis y llenarla con el
tampdn de electroforesis 1x1°.

» Dispensar las muestras en los pocillos.

» Como referencia de tamafio incluir el marcador de peso molecular para proteinas
Precision Plus Protein™ All Blue Prestained Protein Standards (Bio-Rad) (rango de tamafios
250-10 kDa).

» Llevar a cabo el desarrollo de la electroforesis a un voltaje constante de 80-90 V, hasta
gue la muestra se encuentre en la fase separadora y después de 120-140 V hasta que el
frente correspondiente al colorante comience a salir por la parte inferior.

> Transferir el gel a una placa de Petri de 15 cm con la solucién de fijacién’. Fijar en
agitacion suave durante 30 minutos.

Lavar 3 veces durante 10 minutos en agitacién suave con agua destilada.

Sumergir el gel en la solucién de tincidn®® y dejar en agitacidn suave toda la noche (12-
14 horas).

15 Tampén de muestra desnaturalizante. Tris-HCI 350 mM, pH 6,8; 10 % SDS; 30 % glicerol; 0,02 % azul de bromofenol
y DTT 0,6 M.

16 Tampén de electroforesis de Laemmli 10x: Tris base 250 mM, glicina 2 My I % SDS. El pH debe ser de 8,3 (£ 0,2).
17 Solucién de fijacién. 7 % 4cido acético glacial, 7 % metanol; en agua destilada. Preparar en el momento de usarse.

18 Solucién de tincién Coomassie coloidal (método Blue Silver): 10 % 4cido fosférico; 10 % sulfato de amonio; 0,12 %.
Coomasste Brilliant Blue G-250; 20 % metanol en agua destilada. Conservar a temperatura ambiente y agitar I hora antes de
su uso.
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» Eliminar la solucién de tincion y lavar repetidas veces con agua destilada en agitacion
suave hasta que el fondo del gel aparezca transparente.

Tabla 2.9. Composicion para 10 mL de fase separadora de geles SDS-PAGE. Se detallan las cantidades
para diferentes porcentajes de acrilamida/bis-acrilamida, segtin del peso molecular de las proteinas de
interés: 7,5 % entre 50 y 250 kDa; 10 % entre 37 y 150 kDa; 12 % entre 20 y 100 kDa; 15 % entre 10 y 60
kDa para preparar 10 mL.

Concentracion de acrilamida

7,5% | 10,0% | 12,0% | 15,0%
Acrilamida/bis-acrilamida 37,5:1 | 2,50 mL | 3,33 mL | 4,00 mL | 5,00 mL
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 2,50mL | 2,50mL | 2,50 mL | 2,50 mL
SDS 20 % 50 pL 50 pL 50 pL 50 pL
Persulfato de amonio 10 % 50 uL 50 uL 50 uL 50 uL
TEMED 10puL | 10uL| 10pL| 10puL
Agua Milli-Q 490mL | 4,02 mL | 3,40mL | 2,40 mL

Tabla 2.10. Composicion para fase concentradora de geles SDS-PAGE 4%. Se detalla la composicion
para la elaboracion de 5 mL.

Acrilamida/bis-acrilamida 37,5:1 650 uL

Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 1,250 mL
SDS 20 % 25 puL
Persulfato de amonio 10 % 25 pL
TEMED 5uL
Agua Milli-Q 3,045 mL

2.16.4. Electroforesis bidimensional fluorescente (DIGE)

La técnica DIGE emplea colorantes fluorescentes como son el Cy3, Cys y Cy2 para el marcaje
diferencial de las muestras antes de la electroforesis. Esta técnica permite comparar las
proteinas de diferentes muestras para analizar las diferencias de expresion.

Para el marcaje de las proteinas es necesario que estén lo mas limpias de impurezas y de
residuos amida superfinos posible. Para ello se utilizo6 kit 2-D Clean-up Kit™ (GE Healthcare).
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A\

Protocolo 2-D Clean-up Ki

tTM

Transferir un volumen no superior a 200 pLy que contenga 200 pg de proteinas a un tubo
de 1,5 mL.

Afiadir 600 pL de la solucién precipitante, mezclar con ayuda de un agitador tipo vértex
y dejar en hielo 15 minutos.

Afiadir 600 uL de la solucién co-precipitante y mezclar brevemente con ayuda de un
agitador tipo vortex.

Centrifugar a 16000 xg durante 5 minutos.

Retirar el sobrenadante y colocar de nuevo en la centrifuga para dar un pulso y eliminar
todo el sobrenadante con ayuda de una micropipeta.

Afadir 40 uL de la solucidn co-precipitante sobre el precipitado sin tocarlo y dejarlo 5
minutos en hielo.

Centrifugar a 16000 xg durante 5 minutos.

Retirar el sobrenadante y colocar de nuevo en la centrifuga para dar un pulso y eliminar
todo el sobrenadante con ayuda de una micropipeta.

Afadir 25 pL de agua destilada sobre el precipitado y resuspender con ayuda de un
agitador tipo vértex.

Afiadir 1 mL de tampdn de lavado refrigerado a -20 2Cy 5 ulL del aditivo de lavado. Agitar
para que se disperse el precipitado (no se disuelve).

Dejar a -20 2C durante al menos 30 minutos, se puede dejar toda la noche.
Mezclar 30 segundos con ayuda de un agitador tipo vértex cada 10 minutos.
Centrifugar a 16000 xg durante 5 minutos.

Retirar el sobrenadante y colocar de nuevo en la centrifuga para dar un pulso y eliminar
todo el sobrenadante con ayuda de una micropipeta. Dejar secar por 20 segundos.

Se debe eliminar completamente el tampdn de lavado, ya que acidificaria la muestra.

Resuspender el precipitado con 20-25 pL de solucién RB-2%°. Agitar con ayuda de un
termobloque a 25 2Cy 1400 rpm hasta que el precipitado este completamente disuelto.

Centrifugar a 16000 xg durante 5 minutos, para retirar materiales insolubles y eliminar
las posibles burbujas generadas durante la homogenizacién.

Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo de 1,5 mL.

La muestra debera ser cuantificada de nuevo por el método Bradford y para ser marcada
con CyDye.

Se requiere al menos 75 pg de proteina total para el marcaje con una concentracién final
entre 5-10 ug/uL.

19 Solucién RB-2: 8 M Urea; 4 % CHAPS; Tris 30 mM (afiadir antes de usar). Filtrar con filtros de 0.45 pm (Millipore).
Conservar a -20 °C
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Marcaje de muestras con fluoréforos

Una vez se ha verificado que se tiene la cantidad requerida para el marcaje con las cianinas
CyDye,
compuesto por tres fluoroforos distintos: Cy3 (rojo), Cys (azul) y Cy2 (amarillo), todos ellos

al menos 75 pg de proteina total, se prosigue con su marcaje. Este marcaje esta

forman parte de los kits CyDye DIGE Fluor Minimal Dye Labeling Kit (GE Healthcare).

Las cianinas: Cy3 y Cys se utilizaran para el marcaje de las muestras (50 pug de muestra),

mientras Cy2 se usara como marcaje del estandar interno (25 ug de todas las muestras).

>
>
>

>

>

>
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Preparacion de los fluordforos y de las muestras

Medir el pH de las muestras usando 1 uL de las mismas v tira indicadora de pH.
Acondicionar el pH para el marcaje de las muestras a 8,5-9,0 con NaOH 100 mM.

Atemperar los fluordforos a temperatura ambiente al menos durante 10 minutos para
evitar la condensacion de agua en el interior de los fluoréforos al abrirlos.

Evitar la luz directa del sol sobre los fluoroforos.

Preparar la solucion de trabajo para 12 geles, afiadiendo 12,5 pL de N,N-
dimetilformamida anhidra (99,8%) a una cantidad de 5 nanomoles de fluordforo,
guedando estos a una concentracion final de 0,4 nmol/uL. Esta soluciéon Pueden
almacenarse hasta 2 semanas a -20 oC.

Homogenizar con ayuda de un agitador tipo vortex durante 30 segundos y centrifugar
16000 xg durante 30 segundo.

Marcaje de las muestras

Afiadir el volumen correspondiente a 50 pg de proteinas a un microtubo de 1,5 mL.
Adicionar 1 uL de la solucién de trabajo del fluordforo correspondiente (400 pmoles de
colorante cada 50 ug de proteinas). Evitar la luz del sol directa durante estos pasos.

Homogenizar con ayuda de un agitador tipo vortex y dar un pulso de centrifuga para
recoger las muestras en el fondo del microtubo.

Incubar las muestras en hielo durante 30 minutos en oscuridad para que se marguen las
proteinas.

Detener el marcaje adicionando 1 pL de L-lisina 10 mM (nota 7).
Homogenizar con ayuda de un agitador tipo vértex y dar un pulso de centrifuga.

Dejar en hielo 10 minutos, para eliminar el exceso de colorantes que pueda haber en las
muestras.

Marcaje de control interno

Recolectar en un microtubo de 1,5 mL el volumen correspondiente a 25 pg de cada una
de las réplicas de cada muestra.

Afiadir 12 pL de fluordforo Cy2.
Homogenizar con ayuda de un vortex y dar un pulso de centrifuga.

Incubar las muestras en hielo 30 minutos en oscuridad.
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» Detener el marcaje adicionando 12 pL de L-lisina 10mM. Homogenizar con ayuda de un
agitador tipo vortex y dar un pulso de centrifuga.

» Dejar en hielo 10 minutos, para eliminar el exceso de Cy2 que pueda haber.

» El control interno estaria listo, se puede mezclar y congelar a -80 °C o se puede
desarrollar la primera dimension.

Nota 7. Solucién que secuestra el exceso de fluordforos después del marcaje.

Primera dimensién (isoelectroenfoque)

El isoelectroenfoque (IEF) se basa en la separacion de las proteinas mediante un gradiente
de pH inmovilizado al ser sometidas a un campo eléctrico. Las proteinas depositadas en la tira
con pH inmovilizado presentaran una carga neta positiva o negativa que condiciona su punto
isoeléctrico, de esta manera estas proteinas migraran hasta que el pH de la zona de la tira sea
igual a su punto isoeléctrico, donde se volveran con carga neta cero y se detendran.

Durante este trabajo se utilizd6 un sistema IPGphor Isoelectric Focusing System (GE
Healthcare), utilizando tiras de 18 cm y pH inmovilizado de 4,0 a 7,0 y sarcoéfagos (strip
holders) para tiras Immobiline™ DryStrip.

» Combinar las muestras marcadas con Cy3 y Cy5. Perteneciendo cada una de ellas a
réplicas bioldgicas de distintas condiciones.

» Afadir 50 pg del control interno a cada combinacién de muestras. De esta manera se
tendrian 12 combinaciones distintas, todas ellas junto con el control interno.

> Afiadir tampén de rehidratacion® (suplementado con 1 % de IPG buffer y 60 mM de DTT)
hasta llegar a los 350 pL.

» Mezclary dar un pulso de centrifuga.

» Depositar los 350 plL en un sarcéfago para tiras del sistema IPGphor Isoelectric Focusing
System evitando la formacién de burbujas.

> Retirar el plastico de proteccion de la tira con el pH inmovilizado (Immobiline™ DryStrip
de 18 cm) y con ayuda de pinzas colocarla con el lado con el gel deshidratado en contacto
con las proteinas. Evitar la formacion de burbujas.

» Cubrir la tira con 2,0-2,5 mL de aceite mineral para tiras Immobiline™ DryStrip.

> Inicial el programa de IEF 20 °C y un maximo de 85 pA/tira El programa empleado fue: i)
1 horaa0Vy12horasa30V (rehidratacion); ii) 2 horas a 60 V; 1 hora a 500 V; 1 hora a
1000 V; iii) un gradiente de 30 minutos hasta 8000 V; y iv) 7 horas a 8000 V hasta alcanzar
a los 50 kVh (kV/h totales acumulados).

» Unavez acabado el IEF, retirar las tiras de los sarcéfagos y eliminar el aceite de cobertura
con papel de filtro.

» Recoger las tiras y conservar en tubos de vidrio a -80 2C o continuar el proceso.

20 Tampén de rehidratacién, Urea 8 M; 2 % CHAPS; 0,01 % azul de bromofenol. Filtrar a través de filtros de 0,45 pm de

didmetro de poro (Millipore). Almacenar en alicuotas de poco volumen, congelado a -20 °C.
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Segunda dimension (SDS-PAGE)

En la segunda dimension se separaran las proteinas en funciéon de su masa. Previamente a
este paso se tratan las proteinas con DTT e iodoacetamida para romper los puentes disulfuro y
que no se puedan volver a formar, ademas la presencia de SDS desnaturaliza las proteinas y les
otorga carga negativa para que Gnicamente migren en funcién de su masa hacia el mismo polo.

La composicion de los geles de acrilamida es semejante a la anteriormente descrita, aun ast,
la diferencia en tamanio de estos hace que se tengan que manejar de forma ligeramente distinta.
Su composicion se resume en la tabla 2.11.

Tabla 2.11. Composicidn para los geles de acrilamida SDS-PAGE 12,5% para la segunda dimensidn.
Se detalla la composicion para la elaboracién de 400 mL lo que equivaldria a 6 geles en el sistema Ettan
DALT Six (GE Healthcare).

Acrilamida/bis-acrilamida 37,5:1 166,8 mL

Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 100,0 mL
SDS 20 % 2,0mL
Persulfato de amonio 10 % 2,0 mL
TEMED 132 uL
Agua Milli-Q 129,2 mL

Elaboracidn de los geles

» Limpiar a conciencia todos los componentes, pero especialmente los cristales usados en
el sistema Ettan DALT Six con agua destilada y etanol absoluto.

» Meazclar todos los componentes para la elaboracion de 6 geles en un kitasato, excepto el
persulfato de amonio.

» Desgasificar la mezcla conectando el kitosano a una bomba de vacio, durante 10 minutos
(nota 8).

» Montar el molde (Gel caster) para la preparaciéon de los geles del sistema Ettan DALT Six
gue permite la elaboracién de 6 geles de 1 mm de grosor simultaneamente.

» Afiadir el persulfato de amonio a la solucidon y mezclar suavemente para evitar la
formacién de burbujas.

» Dispensar la mezcla entre los geles, hasta llegar a 5-10 mm del borde superior de los
cristales.

Cubrir los geles con isopropanol y dejar polimerizar 30 minutos.

Eliminar el isopropanol y afiadir buffer de electroforesis 1x*.

21 Tampén de electroforesis. Tris-HCI 250 mM, pH 8,3; glicina 1,92 M; 1 % (p/ v) SDS. Para una electroforesis en el
sistema Ettan DAL Tssix, preparar I L de tampdn de electroforesis Sx para la cimara inferior (15,2 g Tris base; 72 g glicina; 5
g SDS) y 1,4 L de tampén de electroforesis 2x para la cAmara inferior (8,5 g Tris base; 40,3 ¢ glicina; 2,8 g SDS), cada uno

en una probeta limpia, incluyendo una barra de agitacién magnética en la del tampén de la cAmara superior.
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Proteger contra la evaporacioén con film transparente y dejar polimerizar toda la noche
(12-14 horas).

Los geles se pueden almacenar un maximo de 48 horas a 4 °C.

Eliminar el buffer de electroforesis 1x y lavar con agua destilada el frente del gel.

Nota 8. Este paso se realiza para la eliminacién de todas las burbujas que puedan interferir en la
polimerizaciéon de los geles.

>

>

YV V VYV VY

Equilibrado de las tiras

Descongelar las tiras si estaban guardadas a -80 2C dejandolas a temperatura ambiente
unos minutos.

Afiadir 4,87 mL de tampdn de equilibrado al tubo con la tira, el tampdn de equilibrado
deberd estar suplementado con 130 pL de DTT 2,5 M.

Colocar el tubo en horizontal, dejando el lado del plastico de la tira de IEF en contacto
con el tubo (no la acrilamida) e incubar 15 minutos a temperatura ambiente en leve
agitacion.

Retirar el tampdn de equilibrado, y afladir 5 mL de tampdn de equilibrado nuevo
suplementado con 200 mg de iodoacetamida.

Colocar el tubo en horizontal, dejando el lado del plastico en contacto con el tubo (no la
acrilamida) e incubar 15 minutos a temperatura ambiente en leve agitacion.

Lavar las tiras a través de inmersién en agua MQ.
Depositar las tiras sobre papel Whatman 3MM con la parte de la acrilamida hacia arriba.
Retirar 5 mm de los extremos de cada tira con ayuda de unas pinzas.

Colocar las tiras entre los cristales que contienen los geles. Tener en cuenta en la
colocacién de la tira la posicién de los polos (positivo a la izquierda).

>

Electroforesis SDS-PAGE

El sistema Ettan DALT Six consta de dos camaras, en la superior se depositara el tampdn
de electroforesis a una concentracién 2x, mientras que en la inferior se depositard a una
concentracioén 1x.

Afadir a la camara de electroforesis inferior 1 litro de una solucion 5x del tampdn de
electroforesis y 4 L de agua MQ. El mismo sistema de electroforesis es capaz de mezclar
la solucién a través de la bomba que lleva incorporado.

Fijar el sistema MultiTemp Il de control de temperatura 20-25 °C.

Con ayuda de un vaso de precipitados recoger 700 mL de la solucion 1x de la cdmara de
abajo.

Introducir los geles en la cdmara de abajo del sistema Ettan DALT Six e introducir el
separador que proporciona el sistema que separar la cdmara superior de la inferior.
Afiadir de los 700 mL la cantidad necesaria para llenar la camara de abajo.

Afiadir 1,4 L de tampdn de electroforesis 2x en la cdmara superior.
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» Para incluir el marcador de peso molecular Precision Plus Protein™ All Blue Prestained
Protein Standards (Bio-Rad), pipetear 5 L en un papel Whatman 3MM de 10-15 mm de
largoy 2 mm de ancho, introducirlo en el extremo izquierdo de la tira (extremo positivo).

» Realizar la electroforesis a 25 °C, en dos etapas: i) 3-5 W/gel, durante 30 min; y ii) 15-20
W/gel (180 W maximo) durante 3,5-4,0 h (hasta que el frente del colorante esté a 1 mm
del final del gel).

» Una vez finalizada, desmontar el sistema y proceder a la deteccién de proteinas.

2.16.5. Deteccion y andlisis mediante 2D-DIGE

» Sacar los geles que se encuentran entre los cristales dentro de la cdmara de
electroforesis.

» Limpiar los cristales con agua del grifo y aclararlos con agua ultrapura (MQ).
» Secar los cristales con papel sin polvo.

> Colocar los cristales con el gel en su interior en el escaner Ettan™ DIGE Imager (GE
Healthcare).

» Escanear los geles con filtros con filtros CyDye usando un tamafio de pixel de 100 um.

» Una vez se han escaneado los geles, sacarlos de los cristales con ayuda de una espatula
para separar con cuidado los dos cristales que cubren el gel.

> Fijary tefiir tal y como se indica en el apartado 2.16.3, pero con mayores cantidades de
las soluciones. 250-300 mL de solucién de fijacién y de solucién de tincion Coomassie
coloidal.

» Una vez los geles estan tefiidos, escanearlos con el equipo ImageScanner Il (GE
Healthcare Life Sciences).

Las imagenes generadas por el escaner fueron analizadas a través del software DeCyder™

differential analysis v7.0 (GE Healthcare), dentro de este anélisis se pueden encontrar.

®
0’0
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El modulo DIA (Differential in Gel Analylis) detecta y define el contorno de cada
punto proteico dando un volumen normalizado del mismo. Es capaz de detectar y
comparar las tres imagenes generadas a través de los tres fluor6foros usando
algoritmos que compararan ese volumen en una condicion y el mismo volumen en
el control interno. La comparaciéon de cada punto proteico con su control interno
hace que sea méas sencillo y preciso la comparacion entre geles evitando
variaciones.

El moédulo BVA (Biological Variation Analysis) detecta y cuantifica
estadisticamente la varianza existente entre el mismo punto en los diferentes geles.
Esto otorga una significacion estadistica a la variacion existente entre condiciones
distintas. La varianza entre los distintos geles fue corregida apareando y
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normalizando los puntos proteicos a través del control interno, el gel con mayor
namero de puntos proteicos se designa como el “gel maestro”.

Estos analisis estadisticos permiten la seleccion de los puntos diferencialmente
expresandos cuya varianza entre los geles de la misma condicion no fuera
estadisticamente significativa, para ello el médulo BVA realiza una serie de pruebas
estadisticas como el promedio de proporciones, distribucion t-student, test
ANNOVA. También se aplico el analisis estadistico FDR (False Discovery Rate)
para evitar la deteccion de proteinas detectadas como expresadas diferencialmente
de forma erronea.

Para la seleccion de los puntos proteicos de interés se aplicaron una serie de

criterios:

o Cambio lineal de la abundancia entre dos condiciones mayor o menor a 1,5

veces.
o Significacién estadistica con valor p menor de 0,05.
o Presencia del punto proteico al menos en el 70% de las imagenes analizadas.

El modulo EDA (Extended Data Analysis) que permite el analisis estadistico
multivariante con los datos generados a través del modulo BVA. De esta manera se
realiz6 en anélisis de los componentes principales (PCA) y se definieron los perfiles
de expresion proteicos para cada una de las condiciones.

2.16.6. Extraccion de puntos proteicos y digestion triptica

Durante el escaneado de los geles usando el equipo ImageScanner I1I (GE Healthcare Life

Sciences) se elige el gel maestro como base para localizar los puntos dentro del gel. Si la

cantidad proteica en los geles usados no fuera suficiente para poder encontrar la mayoria de

los puntos proteicos diferencialmente expresados y detectados por fluorescencia se puede

realizar unos geles preparativos, con una mezcla de todas las muestras y sin marcar con

fluoroforos, utilizando una mayor cantidad de proteinas para poder visualizarlas dentro de los

geles. Estos geles “preparativos” deberan ser escaneados de la misma manera y los puntos

diferencialmente expresados localizados dentro de ellos. Una vez se han situado los puntos

proteicos dentro de los geles que se usaran para su aislamiento estos deberan de ser extraidos

y digeridos con tripsina para su posterior identificacion.

>
>

Extraccion de puntos proteicos
Desde geles tefiidos y con los puntos localizados.

Con ayuda de una punta de pipeta cortada extraer el punto donde se encuentra la
proteina y depositarlo en un microtubo Eppendorf de 1,5 mL original de Eppendorf sin
autoclavar.
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» Afadir agua ultrapura (MQ) hasta que cubra el trozo de acrilamida con el punto proteico
en su interior. Guardar a 4 2C hasta que se procesen las muestras.

Limpieza y preparacién de las muestras

» Eliminar el agua ultrapura (MQ) y deshidratar los puntos afiadiendo 50 uL de acetonitrilo.
Agitar con ayuda de un termobloque a 25 2Cy 1400 rpm 5 minutos.

» Dar un pulso de centrifuga y retirar el acetonitrilo. Afiadir 50 uL de agua ultrapura (MQ)
y agitar con ayuda de un termobloque a 25 2Cy 1400 rpm 5 minutos.

» Recoger en la parte inferior todo el contenido del microtubo mediante un pulso de
centrifuga y retirar el agua ultrapura (MQ).

» Repetir los pasos anteriores hasta que se haya eliminado el azul de Comassie y los trozos
de acrilamida tengan un color blanguecino.

» Retirar el acetonitrilo y secar los puntos utilizando una centrifuga de vacio (speed-vac)
durante 10-15 minutos. Alternativamente, si se elimina el acetonitrilo del todo se pueden
dejar evaporar los restos.

Preparar una solucién de bicarbonato aménico??.
Suplementar 990 pL de la solucién con bicarbonato de amonio 25 mM con 10 pL de DTT
1M (solucién DTT 10 mM).

» Suplementar 1 mL de la solucién de bicarbonato de amonio 25 mM con 10 mg de
iodoacetamida (solucién iodoacetamida 55 mM). Proteger de la luz.

» Con los puntos proteicos completamente secos. Afiadir la solucion de DTT 10 mM hasta
cubrir el trozo de acrilamida. Incubar a 56 2C y 300 rpm durante 30 minutos.

» Eliminar la solucion de DTT 10 mM vy afiadir acetonitrilo hasta cubrir los puntos proteicos
para deshidratarlos, que se retirara inmediatamente después.

» Afadir la solucién de iodoacetamida 55 mM hasta cubrir el punto proteico e incubar a
temperatura ambiente durante 15 minutos en oscuridad.

» Retirar la solucién de iodoacetamida 55 mM, afiadir acetonitrilo hasta cubrir el punto e
incubarlo a temperatura ambiente durante 5 minutos. Retirar el acetonitrilo.

» Afadir 50 pL de la solucién de bicarbonato de amonio 25 mM e incubar 5 minutos a
temperatura ambiente.

» Sin eliminar la solucién de bicarbonato de amonio, afiadir 50 pL de acetonitrilo (relacién
bicarbonato de amonio: acetonitrilo siempre 1:1). Incubar 15 minutos a temperatura
ambiente.

» Retirar el sobrenadante y secar los puntos proteicos en la centrifuga de vacio (speed-vac)
hasta su la completa deshidratacion (15-30 minutos).

Digestion triptica

» Afadir tripsina a una concentraciéon final de 12,5 ng/uL en bicarbonato de amonio
25 mM. (30 pL de tripsina en 300 pL de bicarbonato de amonio para 24 puntos proteicos).

» Afiadir la solucién de bicarbonato de amonio con tripsina en las muestras hasta cubrir los
puntos. Recoger en el fondo del microtubo mediante un pulso de centrifuga e incubar en
hielo 45 minutos.

22 Solucién bicarbonato de amonio 25mM. 160 mg de NH:HCOs en 80 mL de agua Milli-Q.,.
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» Darun pulso de centrifuga y eliminar los restos de la solucién que no se hayan introducido
en el punto de acrilamida.

» Cubrir los puntos con 50 L de bicarbonato de amonio 25mM e incubar preferiblemente
toda la noche a 37 2C, al menos 6 horas.

» Tras la digestion, dar un pulso de centrifuga para recoger las proteinas digeridas al fondo
del tubo.

» Pasar el sobrenadante a un nuevo microtubo Eppendorf de 1,5 mL, donde se recogera
las extracciones de péptidos.

Extraccion de péptidos
> Afladir 10 pL a los puntos de la solucién de extraccién® y sonicar 5-10 minutos.

» Dar un pulso de centrifuga y recuperar todo el sobrenadante que se transferira al
microtubo Eppendorf de 1,5 mL en el que ya estaban las extracciones de péptidos.

» Repetir esta operacidn tres veces recogiendo el sobrenadante generado.

» Secar el contenido del microtubo Eppendorf de 1,5 mL donde se ha recogido las
extracciones de péptidos en centrifuga de vacio (speed-vac) a 30 2C (2-4 horas).

> Una vez seco, resuspender el contenido en 4 plL de solucidn de resuspensién®. Los tubos
pueden guardarse a 4 2C con el precipitado proteico o con la solucion de resuspension.

» Cargar 1 L en la placa de MALDI TOF/TOF.

» Dejar secar completamente la gota proteica y afiadir sobre esta la 0,5 L de la solucién
matriz?. Introducir en el MALDI TOF/TOF.

2.16.7. Identificacion proteica mediante espectometria de masas

La espectrometria de masas asociada a detector MALDI TOF/TOF permite el analisis de
biomoléculas a través de la ionizacién suave de estas, con su deteccién a través del tiempo que
tardan en atravesar un campo eléctrico (tiempo de vuelo: TOF).

Para la deteccion de proteinas se usé un espectrometro de masas 4800 Proteomics Analyzer
MALDI-TOF/TOF (AB Sciex). Para calibrar el espectrometro se uso la mezcla de calibraciéon
4700 (Cal Mix 5; AB Sciex). Se utiliz6 a su vez una calibraciéon interna con los espectros
derivados de la auto digestion de la tripsina.

Los péptidos observados en cada punto proteico (hasta 65 por puntos) fueron adquiridos
como una lista de masas moleculares mono-isotropicas con una relacion sefial/ruido superior
de 20, utilizando el programa 4000 Series Explorer v.3.5.3 (AB Sciex). Los contaminantes
conocidos fueron descartados del anélisis por MS/MS. A partir de cada espectro los 10
precursores mas intensos fueron seleccionados para su fragmentacion (tindem MS) mediante

23 Solucién de extraccién. 50% acetonitrilo (AcN) con 0.5 % 4cido trifluoroacético (TFA), en agua destilada.

24 Solucién de resuspensién: 50 % AcN con 0.1 % acido trifluoroacético (TFA), en agua destilada.

25 Solucién matriz: Saturar una solucién 50 % acetonitrilo, 50 % agua Milli-Q y 0,1 % TFA, con 4cido at—ciano
4-hidroxicinimico. Proteger de la luz. Esta solucién puede almacenarse a 4 °C en oscuridad durante varios dias.
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disociacion inducida por colision (CID) empleando gas atmosférico y utilizando un tamano de
ventana de precursor de + 7 Da y en modo reflector de iones de 2-KV. Todo ello, genero para
cada punto proteico una huella peptidica (PMF) y una serie de espectros de tindem MS que se
usaran para la identificacién de las proteinas.

Con el objetivo de identificar las proteinas se compard la huella peptidica y los espectros
tandem MS con bases de datos de proteinas generadas a partir de las secuencias. Para ello, se
utilizé todo género Bacillus, ademas de los genomas de las cepas secuenciadas, mediante una
licencia local de Mascot v.2.2 (Matrix Science), a través del servidor Global Protein v.3.6
(Applied Biosystems).

Parala bisqueda de las proteinas se establecieron los siguientes criterios: i) se consideraron
modificaciones fijas y variables (s-carbamidometilaciéon de las cisteina y metionina oxidada
como metionina), ii) se permitio la pérdida de un sitio de corte por péptido (misclearage), ii)
se permiti6 una tolerancia de 50-100 ppm para el ion precursor en PMP (peptide mass
fingerprint), iv) se permiti6 una tolerancia de 0,3 Da para los fragmentos generados por
MS/MS, y v) se consideré que la carga de los péptidos es +1, y vi) se especifico el us6 de tripsina

como enzima de digestion.

Las identificaciones fueron dadas por validas cuando la puntuacién global (score) de Mascot
fue mayor de 83, como indicaba la base de datos segin el funcionamiento de la misma, con un
nivel de significacién p< 0,05. Ademaés, debia de tener al menos un 20% de cobertura de la
secuencia de la proteina o mas de 2 péptidos por tandem MS.

2.17. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS UTILIZADAS

2.17.1. Anadlisis estadisticos

% The Statgraphics Centurion XVI version 16.1.11 (Warrenton, VA, USA).

2.17.2. Andlisis de genomas

< DNASTAR Lasergene v.7.1.0 (DNASTAR).

<  KEGG (http://www.genome.jp/kegg/).

% COGs (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/COG/).

< Clustal W2 (www.ebi.ac.uk/clustalw/).

< antiSMASH (https://antismash.secondarymetabolites.org/).

<  BAGEL4 (http://bagel4.molgenrug.nl/).

<  RAST (https://rast.nmpdr.org/).
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Multiple Sequence Aligment Viewer

(www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/msaviewer/).
dbCANZ2 (https://bcb.unl.edu/dbCAN2/).

Resistance Gene Identifier (https://card.mcmaster.ca/analyze/rgi).

2.17.3. Bases de datos

GenBank (www.ncbi.nlm.nih.gov/Genbank/).

BioCyec (http://biocyc.org/).

EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk).

Mascot server (http://www.matrixscience.com/search form select.html).

BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
CAZymes (http://www.cazy.org/).

2.17.4. Anadlisis filogenético

Type (Strain) Genome Server (https://tygs.dsmz.de/).

FigTree v.1.4.4 (http://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree/).

MEGA (https://www.megasoftware.net/).
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CAPITULO 1. AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS DESDE

MADERA EN DEGRADACION

3.1.1. Introduccion y objetivos del capitulo

La capacidad de aislar, identificar y caracterizar los microorganismos presentes en
diferentes nichos ecologicos no solamente da una idea de la organizacion, diversidad y
relaciones que esos microorganismos pueden tener en ese entorno, sino que también permite
la seleccion de aquellos de interés, o de sus productos derivados, en procesos industriales que
engloban todo tipo de mercados (Wright, 2017).

Para conocer la diversidad de un determinado ambiente pueden utilizarse distintas clases
de técnicas que permiten observar diferentes partes del mismo. La secuenciaciéon de todo el
metagenoma de una muestra puede dar una vision clara sobre las especies que conviven en
ella, mientras que el aislamiento y cultivo de microorganismos permite realizar estudios
funcionales, taxondmicos y genéticos de las cepas aisladas (Vieira & Nahas, 2005). El estudio
de estas cepas, gracias a los actuales avances en la caracterizacion del genoma, proteoma y
metaboloma, puede conducir al descubrimiento de capacidades biosintéticas no caracterizadas
o cripticas que lleven a obtener nuevas moléculas de interés (Sang et al., 2019; Wright, 2017).

La madera en degradacion es un nicho ecolégico en si mismo. Por un lado, la competicion
por parte de los hongos por el sustrato disponible crea unas dinamicas donde estos hongos
utilizan todo su arsenal biosintético para competir con el resto. (Hage & Rosso, 2021; Hiscox
& Boddy, 2017). Por otro, las bacterias presentes tienen que ser capaces de poder convivir en
este sistema, ayudando o perjudicando, a estos hongos degradadores de madera (Johnston
et al., 2016). Todo ello, crea un ambiente de competiciéon entre hongos y bacterias propicio
para el desarrollo de compuestos bioactivos implicados en la defensa y competicion, lo que
convierte este nicho ecologico en un ambiente donde buscar y aislar a estos microorganismos.

Por todo ello, los objetivos de este capitulo son:

e Elaboracion de un protocolo para la extraccion de microorganismos de madera.

e Aislamiento de microorganismos de las diferentes partes de la madera.

e Anélisis metagenémico de la diversidad microbiana de muestras de madera en
degradacion.

3.1.2. Muestreo de madera en degradacion

3.1.2.1. DEFINICION DE CONDICIONES DE MUESTREO Y ETIQUETADO

El primer paso fue establecer un protocolo estandarizado para la recogida y el
procesamiento de muestras, este protocolo recoge informacion del lugar de recoleccion, la
época del afio y el nimero de muestras que se procesan. A cada muestra se le asigno un coédigo
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identificativo tinico y se anot6 caracteristicas sobre ella como su estado (si es madera sana o es
madera en degradacion) o la especie de arbol de la muestra recogida. Todo ello creo una base
de datos de las muestras que se habian recogido que sera indispensable para interpretaciéon de
los datos finales. El protocolo seguido esta detallado en el apartado 2.5.

Los codigos utilizados hacen referencia a la muestra recogida dando informacién sobre su
origen V (Villavieja, Espana), P (Trondheim, Noruega) y E (Krupina, Eslovaquia). Ademas,
cada muestra de madera fue separada, cuando fue posible, en tres zonas de muestreo, corteza
(corteza), cambium (intercorteza) y duramen (serrin), identificando cada una de estas zonas
con una letra tal como se muestra en la figura 3.1.1.

V2 - Villavieja (Leén). Muestra numero 2
V2C - Zona de la Corteza
V2i —Zonade la intercorteza
V2S —Zona Serrin

V2C1 - Numero de cepa. Cepanumero 1

aislada de una zona de una muestra

Figura 3.1.1. Etiquetado para muestra de madera recogida. Cada muestra se dividié en tres zonas para realizar
la extraccién de los microorganismos, corteza ©, intercorteza (i) y serrin (S).

Aunque la madera en degradacion es un ecosistema en si mismo, las diferentes
localizaciones geograficas pueden influenciar la cantidad y la diversidad de microorganismos
presentes en las muestras. Asi, las dos principales localizaciones de muestreo se corresponden
con bosques completamente distintos, los bosques pertenecientes al municipio de Villavieja,
en El Bierzo (Lebn, Espana, 42,485015, -6,684764, 765 m s. n. m), estan localizados en una
zona biogeografica denominada la Hoya del Bierzo, en la cual, se combinan los dos principales
macroclimas de la Peninsula Ibérica, el clima mediterrdneo y el clima templado (Rivas-
Martinez et al., 2011). En esta zona conviven especies arboreas propias de ambos macroclimas,
estando principalmente representada por especies de hoja caduca como el castaiio o el cerezo.
Por ello, de esta zona se recogieron muestras de arboles de madera dura que se han usado tanto
en construccion [castafio (Castanea sativa), cerezo (Prunus avium) y nogal (Juglans regia)]
como en la fabricacion de muebles [roble (Quercus robur), peral (Pyrus communis), morera
(Morus alba), olivo (Olea europaea), fresno (Fraxinus excelsior) y mimbrera (Salix
viminalis)] (Diaz Gonzéalez & Penas, 2017; Rivas-Martinez et al., 2011). Por otro lado, los
bosques situados en Bymarka (Trondhmeim, Noruega, 63.40667, 10.31278, 290 m S. n. m.)
son parte del denominado Bosque Boreal, este tipo de ecosistema, uno de las mas grandes
masas forestales existentes en la Tierra, se caracteriza por una composicion vegetal simple
comparada con otras masas boscosas (Gower et al., 2001). En este caso el bosque boreal
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situado en Fenoscandia (peninsula escandinava, peninsula de Kola, Carelia y Finlandia) esta
compuesto mayoritariamente por cuatro géneros arbdreos, dos coniferas [pino (Pinus
silvestris) y picea (Picea abies)] y tres de hoja caduca [abedul comun (Betula péndula), abedul
pubescente (Betula pubescens) y alamo (Populus tremula)] (Bright et al., 2014; Thomas &
MacLellan, 2009). Durante la recogida de muestras se centroé la atencion en las maderas usadas
preferentemente para la construccion, como son ambas coniferas.

Se recogieron y procesaron 27 muestras cumpliendo lo indicado en el apartado 3.2.1, que
consistian en trozos o ramas de madera en diferente estado de degradacion. Trece de las
muestras provinieron de los bosques alrededor de la localizad berciana de Villavieja (Leon,
Espana), doce de los bosques de Bymarka (Trondheim, Noruega), una fue recogida de una
carpinteria de la ciudad de Ledn y la dltima fue recogida de una casa antigua derruida en
Krupina (Eslovaquia, 48.43654, 19.03449, 600 m s. n. m.). En la figura 3.1.2 se detallan los
diferentes origenes de las muestras.

Byrmarka, Trondheim,
Noruega

Villavieja, Léon,
Espaina

Figura 3.1.2. Mapa de las localizaciones de muestreo. Se recogieron en total 27 muestras de tres paises distintos.

Como se ha indicado en la figura 3.1.1, cada una de las piezas de madera recogidas se proceso
para obtener muestras de tres zonas distintas (corteza, cambium y duramen), por el estado de
degradacion de las mismas no siempre fue posible el muestreo de las tres zonas en todas las
muestras, por ello, al final se obtuvieron de las 27 piezas de madera 70 muestras
independientes para el aislamiento microbiano posterior.

3.1.2.2. CONDICIONES DE AISLAMIENTO DE MICROORGANISMOS

Con el objetivo de obtener el mayor nimero de microorganismos desde cada muestra
ambiental se probaron diferentes tampones de extraccion para conocer cuél de ellos conseguia
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obtener la maxima cantidad de colonias diferentes de una misma muestra de madera. De esa
manera se testaron dos tampones, tampon salino (0,9% NaCl) y tampon Butterfield, y agua
Mili-Q (ultra pura). Las tres soluciones han sido utilizadas ampliamente para el aislamiento de
hongos y bacterias desde diferentes fuentes (Fangio et al., 2010).

El resultado de esta comparacion se puede ver en la figura 3.1.3, en ella se muestra que la
extraccion realizada con tampon salino proporcionaba placas con un mayor nuimero de
colonias que las otras dos opciones pudiendo de esta manera aislarse una mayor cantidad de
colonias.

Tampon salino (0,9 % NaCl) Agua Mili-Q Tampon Butterfield

Figura 3.1.3. Extraccion de hongos desde madera con distinto tampon. De izquierda a derecha, agua Mili-Q y
tampodn Butterfield.

Notese que las diferencias en la extracciéon con diversos tampones pueden deberse a
numerosas causas, en este caso fue sorprendente el bajo namero de especies encontradas en
los experimentos realizados con tampoén Butterfield, ya que este ha sido usado durante los anos
el tampon de referencia para el aislamiento tanto de bacterias como de hongos de diferentes
ambientes (Murphy et al., 2022).

3.1.2.3. CONDICIONES DE CRECIMIENTO

Durante este trabajo se han aislado microorganismos de climas templados como Espaia, y
de climas maés frios como es el caso de Noruega. Para el crecimiento de microorganismos se
establecieron unas condiciones de cultivo que abarcaran la mayor cantidad de
microorganismos posible y que, ademas, estos pudieran ser utiles para un posible desarrollo
industrial. Este ultimo requisito sitia la bisqueda en los microorganismos meséfilos o
termotolerantes.

Para ello, de acuerdo con la bibliografia consultada, se probaron tres temperaturas de
crecimiento 25 °C, 28 °Cy 30 °C (Embacher et al., 2021; Giordano et al., 2009). La primera
opcion (25 °C) fue la que mejores resultados de crecimiento obtuvo en las primeras muestras
analizadas, por lo que se estableci6 esta temperatura de cultivo en todas las muestras.
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Aunque los principales degradadores de madera actian de forma aerobia, se ha visto que
especies anaerobias o aerobias facultativas pueden estan involucradas en algunos tipos de
degradaciéon bacteriana de la madera (da Silva et al., 2017; Singh et al., 2016). Ademas, la
utilizacion de bacterias anaerobias para la degradacion del material lignocelulésico en procesos
industriales, a través de diferentes especies de Clostridrium spp., puede ser econdmicamente
viable gracias a que la conversion directa del material lignocelul6sico a etanol puede darse en
un unico proceso anaerobio (Demain et al.,, 2005). Es por ello que se probé el cultivo de
bacterias anaerobias a través de bolsas y cAmaras de anaerobiosis de las muestras procedentes
de la corteza y el duramen de la madera en degradacion. Como se puede observar en la figura
3.1.4 en anaerobiosis no creci6 ninguna colonia en bacterias ni en hongos, por lo que se
descart6 seguir con la bisqueda en el resto de muestras.

Aerobiosis

Anaerobiosis

101 10
Hongos Bacterias

Figura 3.1.4. Cultivo de bacterias y hongos en anaerobiosis. Cultivo de las muestras de madera en condiciones
de aerobiosis (arriba) y anaerobiosis (abajo) en hongos (panel izquierdo) y bacterias (panel derecho).

3.1.2.4. SELECCION DE MEDIOS

Para el aislamiento de microorganismo presentes en la madera en degradacion fue
necesario definir los medios de cultivo que sean capaces de aislar la mayor variedad de
microorganismos usando la menor cantidad de medios de cultivo. Siguiendo este
planteamiento durante esta investigacion se empezd con 17 medios distintos para el
aislamiento de hongos, los cuales estaban suplementados, en algunos casos, con rosa de
Bengala (RB), dando un total de 26 combinaciones diferentes, tal como se puede ver en la tabla
3.1.1yen la figura 3.1.5.

El rosa de Bengala se utilizd debido a su capacidad como inhibidor del crecimiento de
bacterias ynademas, retrasa el crecimiento de algunos hongos filamentosos. El
sobrecrecimiento de este tipo de hongos puede cubrir completamente la placa de cultivo
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enmascarando otras especies que se encontraran en la muestra. Por ello, el uso de rosa de
Bengala permite el aislamiento de mas variedad de hongos y levaduras (Jayaram & Nagao,
2018). Por otro lado, también se anadi6 cloranfenicol como antibidotico para evitar el
crecimiento de bacterias.

Aunque esta cantidad de medios hubiera permitido el aislamiento de diferentes tipos de
hongos, el nimero de medios era excesivo para la cantidad de muestras que se queria procesar
(70 muestras), por lo que se decidi6 intentar reducir el nimero de medios utilizados.

Tabla 3.1.1. Medios utilizados para el aislamiento de hongos en la muestra V8. Aquellos medios
donde se observaron mas de 200 UFC o més de 20 cepas diferentes aisladas han sido resaltados en
negrita.

Medio UFC en todas las placas | Cepas aisladas

CHROMagar Candida (CAC) 70 13
Complete Medium (CM) 80 12
Complete Medium + Bengal Rose (RB) 91 22
Cornmeal Agar (CMA) 130 20
Czapek- Dox (Cz-DOX) 150 7
Czapek- Dox + RB 119 12

Malt Extract Broth (EM) 130 6
Malt Extract Broth + RB 276 18
Malt Agar (MA) 113 20

Malt Extarct Agar (MEA) 100 5
Malt Extract Agar + RB 320 25
Mold Inhibitory Agar (MIA) 149 9
Mold Inhibitory Agar + RB 302 16
Plate Count Agar (PCA) 168 18
Potato Dextrose Agar (PDA) 67 4
Potato Dextrose Agar + RB 499 26
PMMY 50 6
PMMY + RB 322 24

Power Medium 2 (PW2) 200 5
Power Medium 2 + RB 69 15
Bengal Rose (RB) 266 19
Sabouraud Agar (SA) 246 20
Sabouraud Agar +SALES 50 8
Sabouraud Dextrose Agar (SDA) 230 6
Sabouraud Dextrose Agar + RB 322 21

Water Agar (WA) 20 5
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PCA+Clph  CAC+Clph RB + Clph

Salvado de avena + Clph Salvado de avena + Sales + Clph

Figura 3.1.5. Seleccidn inicial de medios para el aislamiento de hongos. Se utilizaron 17 medios distintos para el aislamiento de hongos, 10 de ellos se suplementaron
con Rosa de Bengala (RB) para controlar el crecimiento de hongos altamente invasivos. Todos ellos se suplementaron con cloranfenicol (Cf), para evitar el crecimiento
bacteriano.
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El proceso de seleccion de medios para hongos se realizd, en primer lugar, con la muestra
V8, de la cual se sembraron placas de las 26 combinaciones de medios distintos (con y sin rosa
de Bengala) de hongos. Tal y como se muestra en la Tabla 3.1.1, el nimero de colonias que
crecian en cada medio fue diferente. A primera vista, como se puede ver en la figura 3.1.5, en
los medios donde no se habia utilizado el rosa de Bengala algunos hongos de crecimiento
rapido invadian la placa de cultivo, impidiendo ver el crecimiento del resto de hongos (CM,
EM, SDA). Por ello, se decidi6 suplementar con rosa de Bengala todos los medios de muestreo
en los siguientes aislamientos. Ademas, aunque el nimero de colonias que crecia en la placa
era alto, muchas de ellas tenian una morfologia parecida, pudiendo ser de la misma especie,
por lo que se aisl6 una sola colonia por morfologia. Debido a esto en la tabla 3.1.1 aparecen las
cepas aisladas de cada uno de los medios, siendo en general mayores en los medios que estaban
suplementados con rosa de Bengala (PDA + RB 26 cepas aisladas o PMMY + RB 24 cepas
aisladas). Con ambos datos, el crecimiento general en las placas y las cepas que se han aislado
de cada medio, se eliminaron aquellos medios donde el nimero de colonias aisladas era bajo,
o que todas ellas tenian una morfologia similar.

El siguiente aislamiento de hongos se realiz6 en la muestra V4 con 16 medios distintos. En
este punto se eliminaron los medios CM, CZ-Dox, EM, MEA, MIA, PDA, PMMY, PW2 y SDA
sin rosa de Bengala y el SA sin sales. Los conteos generales en esta muestra manifiestan la
utilidad de los medios con rosa de Bengala, por lo que finalmente se eligen 5 de estos medios
(MIA, EM, SDA, PMMY y PDA) para continuar con las siguientes muestras, tabla 3.1.2.

Tabla 3.1.2. Resumen decrecimiento y aislamiento de hongos en la muestra V12.

Cepas totales Cepas aisladas
Corteza Intercorteza Serrin
SDA + RB 11 4 2 9
EM + RB 2 2 11 9
MIA + RB 5 7 18 8
PMMY + RB 3 3 21 7
PDA +RB 9 7 21 14

Durante el siguiente aislamiento, la muestra V12, se vio que la utilizacién de 5 medios seguia
siendo muy laboriosa, por lo que con los resultados obtenidos de esta muestra se redujo el
nuimero de medios de hongos a 3. Como se puede ver en la tabla 3.1.2 los medios donde méas
colonias crecieron fueron PDA, MIA y PMMY. Como en este tltimo el nimero de cepas aisladas
es el mas bajo (7), indicando que la mayoria de las colonias que crecieron tenian morfologias
parecidas, se descart6é continuar utilizandolo, eligiendo los medios EM, MIA y PDA para
continuar con las siguientes muestras. Estos medios estan basados en formulaciones generales
con base de patata y malta que permiten el aislamiento de una gran cantidad de géneros
fangicos distintos, como son diferentes especies de Aspergillus, Penicillium, Talaromyces,
Fusarium o Alternaria (Al-Enazi et al., 2018; Jaber et al., 2016; Jin et al., 2019; Scognamiglio
et al., 2010).
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Por otro lado, la seleccién de medios para el aislamiento de bacterias empez6 con tres
medios diferentes seleccionados por distintas razones. El agar nutritivo (NA) es un medio
general de cultivo bacteriano que permite el crecimiento de una gran variedad de
microorganismos y se usa tanto para el aislamiento como para el mantenimiento de bacterias
no patogenas (Eaton et al., 1988). El medio Reasoner's 2A (R2A) permite el crecimiento de
bacterias de desarrollo més lento y aunque en su dia se ide6 para aislar bacterias de fuentes de
agua corriente, hoy en dia se utiliza en todo tipo de ambientes (Reasoner & Geldreich, 1985;
Tak etal.,, 2017; Zhang et al., 2020). Por ultimo, se us6 el medio ISP4 (International
Streptomyces Project 4) creado en sus inicios para la caracterizacion morfologica de distintas
especies de Streptomyces, pero que con el tiempo se ha convertido en un medio de cultivo
comun para el aislamiento de actinomicetos (Qureshi et al., 2021; Shirling & Gottlieb, 1966b).

Para la seleccion de medios bacterianos, se realizé una prueba donde se sembraron los
distintos medios con la misma muestra (V8). De esta manera se demostré que existia una
mayor variedad y numero de colonias en los medios NA y R2A, tal y como se puede ver en la
figura 3.1.6, por lo que fueron seleccionados para continuar con el resto de muestras.

NA + Pimaricina R2A + Pimaricina ISP4 + Pimaricina

Figura 3.1.6. Seleccion de medios inicial para el aislamiento de bacterias. Todos los medios fueron
suplementados con el antifungico pimaricina para evitar el crecimiento de hongos y levaduras.

En resumen, como medios de aislamiento de hongos se eligieron PDA, EM y MIA
suplementados con rosa de Bengala y cloranfenicol, y para bacterias se utilizaron NA y R2A
suplementados con pimaricina.

3.1.3. Identificacion de especies aisladas

Inicialmente, el aislamiento de las diferentes especies se realizd por comparacion
morfologica (color, brillo, textura, esporulacion, etc) entre las colonias y su posterior cultivo
mediante siembra en parche en placas de medio NA o TSA (Tryptic Soy Agar) en el caso de las
bacterias, y en PDA en el caso de los hongos. Este aislamiento, a partir de una sola colonia, es
necesario para su posterior identificacion, analisis de propiedades de la cepa aislada y
comparacion con cepas parecidas, ademés de permitir su conservacion.
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Para poder tener una trazabilidad de todas las cepas aisladas se recogio toda la informacion
posible de ellas, desde la especie de arbol de donde provenia cada cepa, hasta el momento
cuando se secuencié o se guardo en glicerol. En la tabla 3.1.3 se puede ver la informacion
recogida de cada cepa.

Tabla 3.1.3. Informacién recogida de cada cepa aislada. La tltima columna muestra un caso concreto.

Informacion Ejemplo
Cddigo de muestra V8
Especie de arbol Nogal (Jyg/ans
Muestra regia)
Estado (degradado o sano) Degradado
Zona de muestro [corteza, intercorteza
. , Corteza
(cambium) y serrin]
Fecha de Siembra 05/07/2017
Condiciones de + i
Medio de cultivo (nombre de medio, diluciény SA +sales, Dil
muestreo o 1/10y
antibiotico) .
cloranfenicol
. Numero de colonias =30
Colonias totales »
Observacidn general de la placa
Fecha de resiembra 12/07/17
Medio de resiembra PDA
Cédigo de la cepa V8C91
Fecha de paso a 4eC 17/07/2017
Hongo.
Aislamiento Mediano. V
Observacion/aspecto de la colonia edla,no erde
césped.
Aterciopelado
Colonias totales en la placa 1
Recuento colonias de cepa en todos los 1
medios
Fecha extraccion ADN 09/10/2017
[DNA] (ng/uL) 132,9 ng/uL
Secuenciacién Fecha secuenciacién 11/10/2017
Especie Cladosporium
P cladosporioides
Mantenimiento Fecha glicerol 01/12/2017

En el aislamiento de microorganismos de madera se realizd6 un conteo del ntimero de

colonias que crecian en cada placa y después se agruparon las colonias presentes segin su
morfologia, que se anotaba en la tabla de informacion de las cepas (observacion/aspecto de la
colonia en la tabla 3.1.3). De esta manera se contaron aquellas colonias con morfologia
parecida como una sola cepa aislandose una de ellas en un medio apropiado y asignandole un
codigo con la informacion de la muestra, donde se ha aislado y la zona de la misma (figura
3.1.1). Una vez el microorganismo habia crecido, y se determinaba que tinicamente existia una
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sola morfologia, se extraia el ADN gen6mico por medio del kit “Wizard® Genomic DNA
Purification Kit” (Promega), se comprobaba su integridad a través de electroforesis (figura
3.1.7), se cuantificaba la concentraciéon de ADN gen6mico con el espectrofotdbmetro Nanodrop
1000 (Thermo Fisher Scientific) y por altimo, se secuenciaba en el servicio de genémica de la
Universidad de Leo6n.
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Figura 3.1.7. Electroforesis en agarosa 0,6% de DNA gendmico de microorganismos aislados de madera. A)
Muestras de hongos (azul). B) Muestras de bacterias (negro), levaduras (rojo). M (marcador de peso
molecularlkb plus DNA ladder).

La identificacion de las distintas colonias se realiz6 a través de la secuenciacion del ADN
ribos6mico, en concreto de las regiones 16S para bacterias y ITS para hongos. La secuenciacion
de estas regiones del ADN ribosémico permite la identificaciéon de especies basandose en
secuencias de gran variabilidad dentro de genes altamente conservados. En el caso de los
hongos, se corresponden con las regiones ITS (Internal Transcribed Spacer Regions)
flanqueadas por secuencias muy conservadas, como son los genes que codifican para las
subunidades 18S, 5,8S y 28S del ribosoma, tal como se muestra en la figura 3.1.8. La
amplificacion de estas regiones ITS hipervariables se realiza a través cebadores universales que
reconozcan las secuencias conservadas, en este caso los cebadores ITS1 e ITS4 (ver en el la
tabla 2.2B dentro del apartado 2.5.1) (Aslam et al., 2017; Schoch et al., 2012).

Para la identificacion de las bacterias se utiliz6 la secuencia 16S del ADN ribosémico. Esta
secuencia de alrededor de 1550 pares de bases estd compuesta por regiones conservadas y
regiones hipervariables. Esta combinacion hace de esta region la mas usada para la
identificacion de bacterias. Se han desarrollado una gran colecciéon de cebadores para la
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amplificacién de las regiones hipervariables, en este estudio se opt6 por la amplificacion de
toda la secuencia 168, a través de los cebadores 27F y 1492R ((ver en el la tabla 2.2A dentro del
apartado 2.5.1) , tal y como se indica en la figura 3.1.8 (Clarridge 3rd, 2004; Woese, 1987; Woo
et al., 2008).

Hongos

_ ’ ITS1 . 1TS2 IGS I ‘

0 .

ITS1 ITS4

Bacterias

Vi V2 V3 v4 V5 V6 v7 V8

I:> <:I <::| <: <:| 1492R

337F 530F 685R 907R 1100R 1392R

V9

27F

Figura 3.1.8. Esquema de las diferentes agrupaciones génicas que se utilizan para identificar hongos (en la
parte superior) y bacterias (en la parte inferior). Las regiones hipervariables ITS de los hongos, representada en
azul, se amplificaron a través de cebadores, en verde directo (foreward) ITS1 y en naranja reverso (reverse) ITS4.
En bacterias se amplifica la region codificante del fragmento 16S del ribosoma. Los cebadores utilizados en este
estudio se muestras coloreados [verde directo (27F) y naranja reverso (1492R)]. Otros cebadores utilizados para
la amplificacién de esta secuencia se muestran en gris. F (cebador directo) y R (cebador reverso) (Modificado de
Fukuda et al. 2016 y Romanelli et al. 2014).

3.1.3.1. MICROORGANISMOS ENCONTRADOS

En total se aislaron 720 cepas de microorganismos entre bacterias y hongos. Concretamente
se aislaron 300 cepas de bacterias, que se agrupan en cuatro filos (Actinobacteria,
Bacteroidetes, Firmicutes y Proteobacteria), siete clases (Actinobacteria, Alphaproteobacteria,
Bacilli, Betaproteobacteria, Flavobacteria, Gammaproteobacteria y Sphingobacteria), 17
ordenes, 34 familias y 50 géneros distintos (un género diferente cada 6 bacterias aisladas como
media). Las familias mas representadas han sido Bacillaceae (69 cepas), Streptomycetaceae
(36), Burkholderiaceae (29), Paenibacillaceae (22), Microbacteriaceae (19) 'y
Pseudomonadaceae (17) (figura 3.1.9).

Como se puede observar en la figura 3.1.9, existe una clara dominancia de Bacillaceae con
respecto al resto de familias encontradas, dentro de esta familia se han aislado 17 especies de
un solo género, Bacillus, junto con un gran namero de cepas donde no se ha podido asignar
especie. Ente género es conocido por su capacidad de crecer en casi cualquier ambiente, tal es
ese punto que se han encontrado esporas capaces de sobrevivir en la estacion espacial
internacional (Vaishampayan et al., 2012). Dentro de este género se agrupan especies de todo
tipo, algunas patogenas y hasta con potencial uso como arma biologica, B. anthrasis o B. cereus
(Ehling-Schulz et al., 2019), y otras con una gran relevancia agroindustrial, por ejemplo,

-118 -



Resultados y discusién

B. thuringiensis que se lleva usando a lo largo de los afios para el tratamiento de cultivos contra
plagas, o diferentes especies como B. subtilis, B. safensis, B. pumilus o B. megaterium las
cuales son capaces de secretar sustancias con actividad antimicrobiana (Sansinenea & Ortiz,
2011).

Los siguientes ordenes mas representados también son relevantes desde el punto de vista
industrial. Asi, el orden Streptomycetaceae engloba las principales bacterias que se han usado
en la sintesis de antibi6ticos, siendo estas bacterias, principalmente del género Streptomyces,
la fuente de alrededor de dos tercios de todos los antibioticos naturales conocidos (Procdpio
et al., 2012; Risdian et al., 2019). Del orden Burkholderiaceae se ha aislado un tunico género,
Burkholderia, que esté siendo investigado estos tltimos afios por su utilidad en numerosos
campos, como en agricultura, promoviendo el crecimiento de cultivos, como agente de
biocontrol y en la degradacion de contaminantes (Kunakom & Eustaquio, 2019).

Bacillaceae Burhholderiaceae Streptomycetaceae
4 4 4
1] 50 100 150 200 250 300
B Acetobacteraceae Bacillaceae Brevibacteriaceae Brucellaceae
m Burkholderiaceae m Caulobacteraceae W Cellulomonadaceae B Comamonadaceae
M Enterobacteriaceae B Erwiniaceae B Flavobacteriaceae B Intrasporangiaceae
B Methylobacteriaceae Methylocystaceae Microbacteriaceae Micrococcaceae
Mycobacteriaceae Nocardiaceae B Nocardioidaceae B Nocardiopsaceae
® Paenibacillaceae Phyllobacteriaceae W Planococcaceae B Promicromonosporaceae
Pseudomonadaceae Rhizobiaceae Rhodanobacteraceae Rhodobacteraceae
Sphingobacteriaceae Sphingomonadaceae B Staphylococcaceae B Streptomycetaceae
m Williamsiaceae B Xanthomonadaceae

Figura 3.1.9. Familias de bacterias aisladas de madera en degradacion. Dominancia de algunas familias
bacterianas como Bacillaceae o Streptomycetaceae, marcadas con una flecha roja en el grafico y resaltadas
(subrayado y negrita) en la leyenda.

En cuanto a los hongos, se aislaron 420 cepas de hongos, que se agruparon en tres filos
(Ascomycota, Mucoromycota y Basidiomycota), 11 clases, 28 6rdenes, 51 familias y 73 géneros
distintos (un género diferente cada 5,7 hongos aislados como media). En las figuras referentes
a los aislamientos fangicos se han representados los 6rdenes fingicos en vez de las familias
debido al gran namero de familias diferentes encontradas (figuras 3.1.10, 3.1.12'y 3.1.14).

Dentro de las diferentes ordenes encontrados lo més representativo es la gran dominancia
del orden Eurotiales en los hongos aislados, figura 3.1.10. Este orden comprende una gran
variedad de hongos que se dividen cinco familias Penicillaginaceae, Aspergillaceae,
Elaphomycetaceae, Thermoascaceae y Trichocomaceae. Dentro de estas familias se agrupan
algunos de los géneros fangicos mas conocidos, como son Penicillium, Aspergillus o
Talaromyces. Se aislaron predominantemente cepas del género Penicillium (182 cepas) siendo
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casi la mitad de los hongos aislados (43,3%), tres cepas de Aspergillus y dos cepas de
Talaromyces. Todos estos hongos, se caracterizan por su gran capacidad biosintética,
habiendo sido utilizados durante décadas en la produccion de antibi6ticos o enzimas (Demain
& Martens, 2017).

Dentro del género dominante, Penicillium, se aislaron 182 cepas que corresponden a 32
especies distintas y un gran ntimero de cepas donde no se ha conseguido llegar al nivel de
especie. La gran capacidad biosintética de este género lo convierte en un antiguo aliando en la
producciéon de moléculas de alto valor afiadido como farmacos o enzimas, ademas, su uso
también es importante en otros ambitos como en la industria alimentaria, por ejemplo, en la
maduracion de quesos (Garcia-Estrada et al., 2020; Ropars et al., 2020). Entre las especies
encontradas se pueden destacar Penicillium citronigrum (13,2% de las cepas de Penicillium
asiladas), Penicillium spinolosum (77,1%) y Penicillium sanguifuum (6,0%).
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Figura 3.1.10. Ordenes de hongos aislados de madera en degradacion. Dominancia del orden Eurotiales y del
orden Hypocrealesmarcados con una flecha roja en el grafico y resaltados (negrita y subrayado) en la leyenda.

El segundo orden con mas cepas aisladas ha sido Hypocreales (10,0% de las cepas fingicas
aisladas), dentro de esta familia el género dominante ha sido Trichoderma (7,1% de las
especies flingicas encontradas). Se han aislado 30 cepas distintas, entre ellas, especies que han
sido usadas en el biocontrol de enfermedades fingicas en cultivos, como T. harzianum, y otras
utilizadas en la produccion de enzimas para la produccion de biocombustibles, como
Trichoderma citrinoviridae (Kancelista et al., 202