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RESUMEN

Se evalud la actividad de lacasas intracelular y extracelular de 10 cepas del género Pleurotus,
sobre cinco diferentes sustratos, determinando los patrones zimograficos de estas enzimas. Las
cepas se desarrollaron en un medio no inductor de lacasas. El extracto enzimatico intracelular
se obtuvo por lisis celular de las hifas de cada cepa y el extracto enzimético extracelular por
lixiviacion del agar sin micelio. La actividad de lacasas se determind in vitro utilizando 2,6-
dimetoxifenol (DMP), ABTS, siringaldazina, p-anisidina y o-tolidina como sustratos; se
considerd a una unidad de actividad enzimatica (U) como la cantidad de enzima que provoco
un incremento en una unidad de absorbancia por min, y se reportd por gramos de biomasa seca
(U/gX). Los zimogramas se revelaron con DMP, p-anisidina y o-tolidina. Los resultados
obtenidos muestran que los hongos del género Pleurotus son importantes productores de
enzimas lacasas, ya que todas las cepas presentaron actividad sobre todos los sustratos, pero
tuvieron grandes diferencias entre cepas, siendo en general, las cepas de P. cornucopiae y P.
ostreatus las que presentaron mas actividad intracelular y extracelular. Los patrones
zimogréficos de lacasas mostraron diferente nimero de isoformas intracelulares con respecto a
las extracelulares. Estos resultados fueron iguales en todos los sustratos utilizados, lo que
muestra que todas las isoformas, tanto intracelulares como extracelulares, tienen la misma
capacidad de oxidar a los tres sustratos. Los patrones zimograficos intracelulares de las seis
cepas de P. ostreatus presentaron dos isoenzimas de lacasas en la misma posicion sobre el gel.
Pero las isoformas de lacasas de las cepas de P. pulmonarius fueron diferentes (menor peso
molecular) a las de P. ostreatus, al igual que la banda de actividad presente en P. cornucopiae,
lo cual sugiere que el perfil de lacasas, tanto intracelular y extracelular, es particular de cada
especie, aun tratdndose de cepas del mismo género. Estos resultados muestran diferencias en
cantidad y numero de isoformas entre las cepas, posiblemente, debido a que se trata de
especies diferentes, lo cual sugiere que la zimografia de lacasas podria ser utilizado como
marcador taxondmico para la diferenciacion de especies de Pleurotus. Por otro lado, estos
mismos resultados permitieron detectar las cepas que producen mayor cantidad de enzimas
lacasas, las cuales se podrian utilizar (P. cornucopiae y P. ostreatus) para producir estas

enzimas por fermentacion.
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1. INTRODUCCION

Las lacasas son de las pocas enzimas que han sido estudiadas desde el siglo XIX. Inicialmente
se obtuvieron del exudado del arbol Japanese lacquer (Rhus vernicifera) y descritas por
Yoshida en 1883. Posteriormente Bertrand (1896) y Laborde (1896) demostraron por primera
vez la actividad de lacasas en hongos, estas enzimas requieren cobre y oxigeno para oxidar
fenoles, polifenoles, aminas aromaticas y diferentes sustratos no fendlicos mediante la
transferencia de un electrén resultando la formacién de radicales libres (Claus 2003) lo que
permite que se lleve acabo la polimerizacion, dipolimerizacion, metilacion y/o dimetilacion de
compuestos fendlicos (Edens y col. 1999). La funcion fisioldgica de estas enzimas no ha sido
comprendida totalmente; se ha reportado que en plantas, las lacasas participan en la
lignificacién y en hongos en la morfogénesis (formacion de esporas, de pigmentos de los
cuerpos fructiferos), patogénesis, virulencia y degradacion de lignina, pero también se ha
reportado actividad de lacasas en algunos insectos y bacterias, en los cuales todavia no es clara
su funcién (Galhaup y col. 2002), aunque pocas de estas funciones han sido demostradas
experimentalmente (Eggert y col. 1998). La estructura molecular de las lacasas se ha
establecido a partir de las enzimas aisladas de hongos, las que junto con la lignina peroxidasa
y la manganeso peroxidasa forman un sistema que degrada lignina, presente los hongos de
pudricion blanca. Las lacasas fangicas no tienen un sustrato especifico, por lo que pueden
transformar y algunas veces mineralizar por completo gran variedad de contaminantes
ambientales (Wilkolazka y col. 2002), asi como degradar compuestos no fendlicos en
presencia de mediadores redox apropiados (Li y col. 1999). Las lacasas tienen muchas
aplicaciones como son: clarificacion del vino (remueve compuestos fenodlicos), analisis de
drogas (distinguir morfina de codeina), delignificacion y procesos de biorremediacién
(decoloracion de efluentes, blanqueamiento de la pulpa de papel, degradacion de herbicidas,
etc.). Por lo tanto, se debe contar con una fuente altamente productora de enzimas con una
amplia capacidad de oxidacion de diferentes compuestos. Las especies del género Pleurotus
son organismos de gran interés para la obtencion de estas enzimas, debido a que pertenecen a

los hongos de pudricion blanca y a la importancia econémica que representan por su



produccion mundial como alimento. Estos hongos producen diferentes isoformas de lacasas, al
igual que muchos otros hongos de pudricién blanca y se pueden expresan constitutivamente y

pueden ser inducibles (Galhaup y col. 2002).

1.1. Enzimas ligninoliticas de hongos

Los hongos de pudricién blanca producen cambios en la lignina (polimero estereoirregular)
mediante mecanismos oxidativos. El sistema enzimatico ligninolitico es poco especifico, ya
que las peroxidasas y oxidasas actuan al azar sobre la molécula de lignina, generando radicales
libres que son inestables y tienden a polimerizarse. Las principales enzimas que actian directa
0 indirectamente sobre la lignina son: lignina peroxidasas (LiP), manganeso peroxidasas
(MnP) y lacasas. Ciertos hongos de pudricidn blanca producen las tres enzimas, algunos sélo
dos y pocos producen una (Kirk y Cullen 1998). Pleurotus ostreatus produce lacasas,
manganeso peroxidasas y veratril alcohol oxidasas, pero no produce lignina peroxidasas
(Palmieri y col. 1997).

1.1.1. Lacasas

Las enzimas lacasas forman parte de las enzimas ligninoliticas que presentan los hongos de
pudricion blanca para degradar a la lignina. Estas enzimas se han empleado para blanquear y
delignificar la pulpa de papel (Moreira y col. 1999). Estas enzimas estan ampliamente
distribuidas en la naturaleza, se encuentran en plantas (arboles, col, remolacha, manzanas,
papas, peras, entre otros), en hongos, asi como en bacterias y en algunos insectos (Palonen y
col. 2003). Sin embargo, han sido més estudiadas las lacasas de los hongos (Maller y col.
1993). Estas enzimas son secretadas en multiples isoformas dependiendo de la especie de

hongo y de las condiciones de desarrollo (Giardina y col. 1999).



La funcion bioldgica de las lacasas no es del todo clara y al parecer varia dependiendo del tipo
de organismo. En plantas estan involucradas en la sintesis de lignina y en los hongos en
procesos celulares, morfogénesis, produccion de pigmentos, patogénesis, virulencia,
degradacion de la lignina o eliminacion de fenoles toxicos que surgen durante esta
degradacion (Mansur y col. 1997), aunque pocas de estas funciones han sido demostradas

experimentalmente (Eggert y col. 1998).

Las lacasas (p-difenol: oxigeno oxido-reductasas E.C. 1.10.3.2) catalizan la oxidacion de p-
difenoles acoplada con la reduccién del oxigeno en agua, tienen un amplio nimero de
sustratos que varia con el origen de las enzimas (Eggert y col. 1998). Son glicoproteinas que
utilizan al cobre como cofactor, tienen un peso molecular entre 60-80 KDa (Heinzkill y col.
1998), su punto isoeléctrico (pl) y su pH optimo son &cidos (Kirk y Cullen 1998). Se han
clasificado dentro del grupo de enzimas denominadas azul cobre oxidasas. Catalizan la
remocion de un atomo de hidrogeno para el grupo hidroxil de ortho y para sustituyendo
sustratos monofendlicos, polifendlicos y aminas aromaticas por abstraccion de un electron
para formar radicales libres capaces de depolimerizarse, repolimerizarse, metilarse o formar

quinonas (Abadulla y col. 2000).

En la oxidacion del sustrato reacciona un electron generando radicales libres, la oxidacion de
un electron del sustrato se acopla a la reduccién de cuatro electrones de oxigeno. El producto
inicial es inestable y puede sufrir una segunda oxidacion enzimatica o de lo contrario una
reaccion no enzimatica tal como la hidratacion o polimerizacion. El enlace del sustrato natural
(lignina) se rompe por la accion de las lacasas, incluyendo la oxidacion del C., la separacion
del C- Cpy el aril-alkil (Archibald y col. 1997) (figura 1).
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Figura 1. Oxidacion de compuestos fendlicos de lignina por accion de lacasas (Tomado de
Archibald y col. 1997).

1.1.2. Lignina peroxidasas

La LiP (EC 1.11.1.14) se ha aislado de varios hongos de pudricion blanca. Esta enzima
cataliza la oxidacion de la lignina como sustrato, pero en presencia de H202. La masa
molecular de LiP es de aproximadamente 40 KDa, es glucosilada y su pl y pH 6ptimos son
acidos. La oxidacion de LiP inicia con la abstraccion de un electron del anillo aromético del
sustrato donador (lignina), resultando un cation radical aril que entonces reacciona como
radical y como cation, formando una amplia variedad de fragmentos degradados (figura 2)
(Kirk y Cullen 1998).

La LiP no entra por los poros de la pared celular por lo que actuar directamente sobre el
polimero de la lignina, por lo que actla sobre la porcion expuesta de la superficie del lumen. A
este tipo de degradacion se le denomina pudricion simultanea, pero este modelo no se aplica a
los degradadores selectivos de lignina. En el modelo selectivo los hongos remueven la lignina

del interior de la pared celular, pero antes ya la han degradado lo suficiente para que las



enzimas puedan penetrar. Se ha propuesto que LiP podria actuar indirectamente por oxidacion
de sustratos de bajo peso molecular, que a su vez penetra a la pared y oxida el polimero (Kirk
y Cullen 1998).

1.1.3. Manganeso peroxidasas

La MnP (EC 1.11.1. 13) cataliza la oxidacion de la lignina y provee de oxidantes de bajo peso
molecular. Estas enzimas son de mayor peso molecular (50-60 kDa), son glicosiladas, su pl y
pH 6ptimos son acidos. Tienen un ciclo catalitico de peroxidasas convencional, pero con Mn
(1) como cofactor. La MnP no esta presente en muchos hongos de pudricién blanca, actla
sobre unidades fenolicas de lignina transformandolas a radicales fendlicos y puede producir
una depolimerizacion extensa. Los hongos de pudricién blanca que no producen LiP, pero
presentan a la MnP pueden degradar estructuras no fenolicas de lignina. Se ha mostrado que la
produccién de oxirradicales formados por MnP puede ocurrir por otros mecanismos de la via
de quelatos de Mn (I11). En la presencia de Mn (I11), MnP promueve la peroxidacion de lipidos
insaturados, generando lipo-radicales transitorios intermediarios: esto se ha mostrado en un
modelo de oxidacion de compuestos no fendlicos de lignina. La MnP y el sistema de
peroxidacién de lipidos (figura 2) depolimeriza compuestos fendlicos y fenoles metilados en
lignina sintética, lo que indica que este sistema podria ser el que se presenta en la
depolimerizacion de lignina in vivo. Sin embargo, falta mucho por investigar al respecto (Kirk
y Cullen 1998).

AUn no es clara la relacién entre la distribucién de enzimas ligninoliticas y la degradacion de
la lignina, puesto que los hongos de pudricion blanca con una de estas enzimas tienen la
capacidad de degradar lignina al igual que los hongos que presentan una combinacion de dos y

los de tres enzimas ligninoliticas (Dedeyan y col. 2000).
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Figura 2. Reaccion catalitica de lignin peroxidasas y manganeso
Kirk y Cullen 1998).

1.2. Lignina

peroxidasas (Tomado de

El término lignina se deriva de la palabra latina “lignum” que significa madera. Fue

introducido por Anselme Payen en dos publicaciones en 1838 para representar las

incrustaciones de celulosa en la pared celular de plantas (Leonowicz y col. 1999). Es un

heteropolimero aromatico complejo que se deriva del metabolismo de fenilpropanoides.

Representa el 30% de la madera y se considera que ha tenido un papel crucial en la adaptacién

de las plantas en el habitat terrestre (Ranocha y col. 1999).

La lignina es el principal componente del tejido vascular de las plantas lefiosas, donde esta

entremezclada con la hemicelulosa y celulosa para formar la ligninocelulosa. Tiene peso



molecular elevado, por su estructura confiere rigidez a la planta y permite la unién entre sus
células. La funcién principal de la lignina consiste en proteger a los polisacaridos vegetales
contra el ataque microbiano, en la madera le confiere una proteccion fisica a la celulosa y
hemicelulosa contra el ataque enzimatico, por tal motivo limita la utilizacion de la celulosa y

hemicelulosa (Leonowicz y col. 1999).

Por otra parte, es responsable del almacenamiento del alrededor del 40% de la energia solar
captada por las plantas. Presenta grupos hidroxilos y un 15-20% de grupos metilados (Eggert y
col. 1996). Es recalcitrante y se mineraliza en un proceso oxidativo aerobio. La degradacién
de la lignina no provee de una fuente primaria de carbono y energia para el desarrollo del
hongo, pero es un paso necesario probablemente en la utilizacion de los polisacaridos de la

pared celular de las plantas (Griffin 1994).

La lignina estd compuesta de subunidades de fenilpropano interconectadas por diferentes
enlaces carbono-carbono y carbono-oxigeno-carbono (Pointing 2001). El principal enlace de
la estructura de la lignina es el éter arilglicerol-p-aril, enlace que comprende la mitad de los
enlaces de la estructura. En la figura 3 se muestra el enlace de las unidades de fenilpropano de
la lignina de la madera blanda, con un ejemplo del principal enlace (circulo sobre la
estructura). La lignina de la madera dura es similar, pero depende de las unidades de
fenilpropano, ya que contiene dos grupo o-metoxil en lugar de un p-oxigeno (Kirk y Cullen
1998).
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Figura 3. Estructura quimica de la lignina, mostrando en un circulo el principal enlace de la
estructura de la lignina el éter arilglicerol-p-aril (Tomado de Kirk y Cullen 1998).

La presencia de la lignina es un inconveniente para la utilizacion de celulosa y hemicelulosa
en los procesos industriales y biotecnologicos, por lo que el estudio de su biodegradacion tiene
gran importancia. Existen una gran cantidad de organismos (bacterias y hongos) con las
enzimas hidroliticas necesarias para degradar la celulosa y hemicelulosa, pero en lo referente
al ataque y mineralizacion de lignina el nimero de organismos es limitado. Los organismos
descritos con la capacidad de degradar y mineralizar a la lignina son un grupo de hongos

denominados de pudricion blanca (Dedeyan y col. 2000).

1.3. Hongos de pudricion de la madera



Los hongos presentan gran variedad de formas de vida, entre las que se encuentran los de
pudricion, que se dividen dependiendo de los cambios quimicos y estructurales que ocasionan
a la madera. Se han distinguido tres grupos: de pudricién blanda, de pudriciéon oscura y de

pudricion blanca (Schwarze y col. 2000).

1.3.1. Hongos de pudricion blanda

El nombre de pudricion blanda es usado por la consistencia suave de la madera después de su
degradacion por Ascomicetes y Deuteromicetes. Hay también algunos que hacen a la madera
quebradiza, como es el caso de Ustulina deusta. Las hifas involucradas en la pudricion blanda
crecen dentro de la pared celular en direccién a las microfibrillas de celulosa. La destruccion
de la pared celular siempre es en lugares cercanos a la hifa, lo que ocasiona la formacion de
cavidades sin la pared celular, la cual en una seccidn transversal aparece como un pequefio

circulo, formando hoyos ovalados en la pared secundaria (Schwarze y col. 2000).

Estos causan dos tipos de degradacion: el tipo 1 se caracteriza por la formacion de una serie de
cavidades sucesivas de forma conica, después de un periodo de incremento longitudinal de la
hifa, el crecimiento se detiene y forma una cavidad alrededor de la hifa. Este mecanismo
degradativo podria ser una forma de suministro de nutrimentos. En el tipo 2 la degradacion se
lleva acabo en el exterior del lumen, formando pequefias erosiones en V. Tienen importancia
en el ecosistema porque quiza acelera la caida natural de las ramas en arboles vivos (Schwarze
y col. 2000).

1.3.2. Hongos de pudricion oscura

Solo el 6% de todos los hongos de pudricion conocidos actualmente ocasionan la pudricion
oscura. La pudricion oscura es causada por hongos Basidiomicetes principalmente, lleva este
nombre porque al degradar los carbohidratos y polimeros (celulosa y hemicelulosa) presentes

en la madera, estd adquiere un color oscuro y una consistencia quebradiza. Para la degradacion



de celulosa y hemicelulosa se debe asumir que el peroxido de hidrégeno es formado tal vez en
una fase pre-celulolitica y que facilmente penetra a la pared celular (para que puedan actuar
las enzimas dependientes de per6xido) y junto con iones de hierro degraden la matriz de
lignocelulosa por depolimerizacién oxidativa. Esta suposicion parece necesaria, puesto que las
enzimas que descomponen la celulosa son proteinas largas para penetrar en los pequefios
capilares de la pared celular, por lo que la hemicelulosa cercana a la celulosa es oxidada y la
celulosa se hace accesible para las enzimas que degradan este polimero (celulosas). La
degradacion preferencial de estos hongos por la celulosa y hemicelulosa esta estrechamente
asociada con la pérdida de firmeza de la madera después de un corto periodo de degradacion
(Schwarze y col. 2000).

Otra caracteristica importante de estos hongos es que se asocian principalmente con confieras,
la razén de esto es probablemente a que estos hongos estan adaptados a la estructura de la
madera blanda de las confieras, estan restringidos en su habilidad de degradar lignina, por lo
que se han considerado como hongos muy especificos comparados con los hongos de
pudricién blanca, los cuales se pueden encontrar en una gran variedad de arboles (Schwarze y
col. 2000).

1.3.3. Hongos de pudricion blanca

La pudricion blanca es ocasionada principalmente por basidiomicetes y ascomicetes. El
nombre de pudricion blanca se deriva de la apariencia blanquecina en la madera al remover la
lignina, celulosa y hemicelulosa (Schwarze y col. 2000). Estos son aerobios obligados, su
nutricion es por medio de la combustion biologica de la madera y materiales asociados,
usando oxigeno molecular como aceptor terminal de electrones. La via metabdlica de
produccidn de energia interna es la misma que la mayoria de los organismos aerébicos (Kirk y
Cullens 1998).

Las hifas invaden rapidamente las células de la madera y permanecen en la pared del lumen,

secretan enzimas y metabolitos que provocan la depolimerizacion de la hemicelulosa, celulosa
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y la fragmentacion de la lignina. Presentan dos patrones de descomposicion, la pudricion
simultdnea donde la celulosa, hemicelulosa y lignina, son removidas simultaneamente y la
delignificacion, en la cual la lignina es removida antes de la hemicelulosa y celulosa. Los
hongos de pudricion blanca rompen la lignina por un proceso oxidativo por medio de
fenoloxidasas que son formadas y liberadas por la hifa, tales como las lacasas, MnP, LiP,

tirosinasas y peroxidasas (Schwarze y col. 2000).

Algunos hongos pueden causar pudricion simultanea en alguna parte de la madera y en otra
parte se lleva a cabo la delignificacion. El factor responsable de la ocurrencia de uno u otro
tipo de pudricién todavia es incierto (Kirk y Cullen 1998). La degradacion de la lignina con
respecto a otros componentes depende mucho de las condiciones ambientales (pH,
temperatura, grado de humedad) y de la especie de hongo involucrado (Palmieri y col. 1997).
Los hongos de pudricion blanca producen varias isoformas de oxidasas y peroxidasas,
involucradas en la degradacion de la lignina en su habitat natural (Palmieri y col. 2000). Estos
hongos son de gran interés en procesos de biodegradacidn, como productores de enzimas de
aplicacion industrial y algunos como alimento como es el caso del género Pleurotus (Pointing
2001).

1.3.1.1. Descripcion del género Pleurotus

El género Pleurotus comprende especies generalmente de color blanco, amarillento o rosado a
veces grisaceo o de color oscuro. Su forma puede ser de embudo, pétalo de flor o concha de
ostra. Con relacion al estipite puede carecer de éste o puede ser lateral o excéntrico y puede ser
corto, mediano o largo. Las laminillas son longitudinalmente decurrentes sobre la base del
estipite, con frecuencia anastomosadas transversalmente al nivel de la insercion del pie. Las
esporas son de color blanco, crema o lila palido, presentan una forma cilindrica (raramente
elipsoides) y son lisas. El género es cosmopolita, esta distribuido en Europa, Asia, Africa,
Australia, Estados Unidos, Canadd y Latinoamérica (Guinberteau 1990). Es un hongo

saprotrofo, crece sobre troncos, ramas o arboles muertos y algunas veces se encuentra en el
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suelo sobre raices podridas. La temperatura éptima de desarrollo de las especies de este género
variable, P. ostreatus se desarrolla en climas templados, con una temperatura éptima de
crecimiento de 25°C, mientras que P. pulmonarius se desarrolla en climas semi-tropicales (15-
28°C).

En los basidiomicetes existen dos modelos sexuales: 1) En el homotalismo los hongos son
autocompatibles, es decir la union sexual puede efectuarse entre elementos de un mismo
micelio y 2) el heterotalismo en el que son necesarios dos micelios para llevar a cabo la
reproduccion. El género Pleurotus esta dentro de este Gltimo modelo. En éste las basidiosporas
con un nucleo germinan (micelio primario monocariético) (A) y se fusionan dos micelios
primarios compatibles, en los cuales hay un intercambio nucleico reciproco (plasmogamia) (B)
formando el micelio secundario dicaridtico con la presencia de fibulas (C), la fusion nuclear
(cariogamia) ocurre en los basidios que se encuentran en las laminillas del cuerpo fructifero
(D), posteriormente ocurre la meiosis, dando origen a células haploides (basidiosporas) que

son expulsadas hacia el ambiente (E) (figura 4).
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Figura 4. Ciclo de vida del género Pleurotus (Tomado de Guinberteau, 1990)

1.4. Produccion de hongos en México

En la naturaleza se considera que existen mas de 2000 especies de hongos comestibles, sin
embargo sélo alrededor de 25 especies se consumen. Los principales hongos cultivados en el
mundo son: champifion (Agaricus bisporus) con el 56% de la produccion total; el hongo negro
del bosque o shiitake (Lentinus edodes) 14%, hongo de la paja (Volvariella volvacea) 8%,
hongo ostra (Pleorutus spp) 8%; hongo oreja de la madera (Auricularia spp) 6%, pata de
terciopelo (Flammulina velutipes) y otras especies, 3% (Chang y Miles 1987). Durante los
altimos afos, el cultivo de Pleurotus spp. ha tomado mayor importancia (Rajaratham y Bano
1989), ocupando en 1986 el cuarto lugar en la produccion mundial, estimada en 176 mil
toneladas (Breene 1990).
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En México se han reportado muchas especies de hongos comestibles y algunos son
consumidos desde tiempos prehispanicos. Sin embargo, los principales hongos cultivados en
México son el champifion (Agaricus spp.) y la "seta" (Pleurotus spp.), este ultimo crece en
forma natural en diversos lugares del pais, principalmente en los estados de clima semitropical
o tropical. El cultivo de Pleurotus ostreatus en México representa alternativas ecoldgicas,
nutricionales y economicas. El cultivo del Pleurotus spp. puede extenderse a diferentes
regiones del pais como una actividad econdmica, ya que cuenta con factores que favorecen su
cultivo; entre los mas importantes se encuentran: el clima, la materia prima disponible e
infraestructura (servicios, carreteras, etc.) y un amplio mercado, tanto nacional como

internacional, principalmente en E. U. y Canada (Martinez y col., 1991).

La demanda nacional supera la oferta. Los estados con potencial para el desarrollo de una
industria de Pleurotus ostreatus son: Jalisco, México, Chiapas, Guanajuato, Michoacan,
Veracruz, Puebla, Oaxaca y Tlaxcala ya que disponen de la materia prima y un clima
adecuado. Los principales desechos que se producen en estos estados son: maiz, frijol, sorgo,
trigo, pulpa de café, bagazo de cafia de azlcar, algodon, arroz, ajonjoli, cartamo, cebada,

bagazo de henequeén y residuos del maguey tequilero.

1.5. Técnicas de electroforesis

La electroforesis fue desarrollada por primera vez por el quimico sueco Arne Tiselius,
merecedor del Premio Nobel en 1948. Es una técnica analitica de separacion basada en el
movimiento o migracion de las macromoléculas disueltas en un determinado medio a través de
una matriz o soporte reticulado como resultado de la accién de un campo eléctrico. Muchas
moléculas importantes biol6gicamente (aminoacidos, péptidos, proteinas y acidos nucleicos)
poseen grupos ionizables y por esto se puede hacer que existan en solucion como especies
cargadas eléctricamente, como cationes (+) y aniones (-). Las moléculas con una carga similar
tienen diferentes radios carga/masa debido a las diferencias innatas en su peso molecular, esto

es suficiente para que se forme una migracién diferencial cuando los iones en la solucion son
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los expuestos a un campo eléctrico. Este es el principio de la electroforesis (Bryan y Wilson
1976).

El principio de la electroforesis se basa en que cada proteina tiene ciertas caracteristicas de
carga que estdn determinadas por el nimero y la naturaleza de los aminoécidos que la
conforman. Las proteinas son compuestos anfotéricos, contienen tanto residuos acidos como
bésicos; su carga neta es determinada por el pH del medio en el que se encuentran. Hay un pH
en el cual la proteina no presenta carga neta, éste se denomina punto isoeléctrico (pl). En una
solucion con pH arriba del pl, la proteina tendrd una carga negativa y migrara hacia el anodo
(+) y por debajo del pl la proteina tiene carga positiva y migrara hacia el catodo. Por tal
motivo la electroforesis debera permanecer constante para mantener la carga y por lo tanto la
movilidad de la proteina (Bohinski 1991).

Los cationes migran a hacia el catodo y los aniones hacia el anodo, dependiendo del balance
entre la fuerza de impulso del campo eléctrico sobre los iones cargados de la muestra y la
fuerza de retraso entre las moléculas migratorias y el medio circundante, el cual es friccional y
electrostatico principalmente. La muestra puede estar disuelta o suspendida en buffer para
electroforesis y el medio de soporte también debe saturarse con el buffer para dirigir la
corriente. La corriente entre los electrodos se dirige por la muestra y los iones del buffer en
solucidn, considerando que la corriente se mantiene a lo largo del circuito y es conducida por
los electrones. Cuanto mayor es la relacién carga/tamafio mas rapido migra un ion en el seno

del campo eléctrico (Bryan y Wilson 1976).

La versatilidad de la electroforesis para separar pequefios iones inorganicos hasta grandes
moléculas depende del medio de soporte. Hay diferentes tipos de soporte disponibles, tales
como hojas de papel absorbente o acetato de celulosa, delgadas capas de silica, geles de
almiddn, agar o poliacrilamida. EI medio de soporte se utiliza saturado en buffer y cada uno
puede ofrecer algunas ventajas sobre los otros en una separacion particular. Una caracteristica
comun en el uso de todos los medios de soporte es que las sustancias migran en zonas distintas

que al final del analisis pueden descubrirse por técnicas analiticas convenientes (tinciones).
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Los geles son tridimensionales ramificados que tienen los espacios entre ramificacion rellenos
de liquido. Las redes formadas en el gel no so6lo reprimen la conveccion, sino que también
actlan como cribas que pueden retardar y hasta bloquear la migracion de las moléculas méas
grandes. En cambio, los iones pequefios pueden moverse libremente a través de la estructura
porosa del gel. Los geles mas comunes son agarosa y poliacrilamida, ambos adquieren la
misma forma y estan practicamente libres de cargas idnicas. Esto es importante para evitar que
la disolucién buffer se desplace por el gel cuando se active el campo eléctrico. Los geles de
poliacrilamida (figura 5) son el producto de la polimerizacion del monomero de acrilamida y
un co-monomero entrecruzador (N,N-metilen-bis-acrilamida). La metilen-bis-acrilamida

forma enlaces cruzados entre los polimeros de acrilamida (Bryan y Wilson 1976).

HCONH,
CH-CH, - I:SH
I-IICON-H H
CH,
HCONH, HCONH, CONH HCONH, Risacsilamida
CH, - t::H- CH; - CH - CH, Ly ~CH.- i CH, -I|:H -CH,- (lfiH
§ I_IICDN-H Foro del gel § I-ICON-H
CH, g* CH,

I
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Figura 5. Reaccion quimica de la polimerizacion de la acrilamida con bis-acrilamida (Tomado
de Bryan y Wilson 1976).

El tamafio del poro en un gel de poliacrilamida puede determinarse ajustando el porcentaje

total de acrilamida (suma de los pesos del mondmero acrilamida y el entrecruzador), mientras
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que el porcentaje de acrilamida se incrementa, el tamafio de poro decrece. La polimerizacion
del gel se lleva acabo por métodos quimicos o fotoquimicos. En el método quimico se emplea
como iniciador de la reaccion el persulfato de amonio o persulfato de potasio, siendo el
primero el mas utilizado y un catalizador, el usado es la amina cuaternaria N, N, N”, N’-
tetrametiletilendiamina (TEMED). En el método fotoquimico se utiliza ribofavina y TEMED.
La polimerizacion se inicia cuando se expone a la luz ultravioleta, se ha reportado que se
requiere al menos de ocho horas para lograr un 95% de conversion del monémero al polimero.
La polimerizacion puede inhibirse con la presencia de algun radical libre que interfiera en la

reaccion o por la presencia de oxigeno en cantidades excesivas (Bryan y Wilson 1976).

1.5.1. Sistema de electroforesis no desnaturalizante

Al gel de electroforesis no desnaturalizante también se le llama gel de electroforesis nativo,
separa las proteinas por su tamafio y carga eléctrica. EIl poro formado por la acrilamida sirve
como criba para separar las moléculas de diferente tamafio. Este método es capaz de separar
moléculas, las cuales difieren por una unidad en su carga. Las condiciones no
desnaturalizantes del gel de electroforesis minimizan la desnaturalizacion de la proteina. En la
electroforesis no desnaturalizante se utilizan buffer con pH altos (pH 8.8), con este pH las

proteinas adquieren una carga negativa (figura 6) y migran hacia el anodo.

En proteinas que tienen el mismo tamafio pero diferente carga, migra mas rapido la mas
cargada y cuando las proteinas tienen las mismas cargas pero diferente tamafio migra mas la
de menor tamafio. Separar las proteinas en estas condiciones permite separarlas en estado
nativo por lo que siguen siendo funcionales y permiten separar complejos proteicos o
proteinas multiméricas como una unidad. Pero algunos inconvenientes son que muchas
proteinas no migran por no tener carga neta 0 poseer carga neta positiva, el proceso de
separacion es muy lento debido a la debilidad de la carga neta de las proteinas y el proceso de
separacion no solo esta afectado por el tamario sino también por la forma de la proteina (Bryan
y Wilson 1976).
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Figura 6. Efecto del pH en la carga de los aminoacidos y proteinas.

1.5.2. Sistema de electroforesis desnaturalizante

El gel de poliacrilamida (PAGE) en presencia de dodecil sulfato de sodio (SDS) es un método
rapido para cuantificar, comparar y caracterizar proteinas. Este método separa las proteinas
basandose principalmente en el peso molecular. EI SDS desnaturaliza la proteina, uniéndose a
lo largo de la cadena del polipéptido confiriéndole carga negativa, la longitud de la proteina
con el SDS es proporcional a su peso molecular. En la electroforesis desnaturalizante se
emplean el SDS (detergente aniénico) y un agente reductor de puentes disulfuros (-S-S-),
generalmente B-mercaptoetanol o DiTioTreitol (DTT). El B-mercaptoetanol rompe los enlaces
—S—S— intermoleculares e intramoleculares mediante una reaccion redox. ElI SDS se une a las
proteinas dotandolas de una alta carga eléctrica negativa, la cual por repulsion va a provocar el
desplegamiento de éstas.

Las proteinas multiméricas migran separandose en sus respectivos mondmeros. Las ventajas
que tiene este sistema es que separa rapidamente las proteinas y se puede estimar su peso
molecular, aunque las proteinas separadas estan desnaturalizadas y no son funcionales (Bryan
y Wilson 1976).
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En estos dos sistemas de electroforesis se pueden emplean dos tipos de sistemas buffer: 1) el
continuo donde todo el gel presenta la misma concentracién de acrilamida y el mismo pH de la
solucidn buffer y 2) el discontinuo donde hay dos tipos de geles: el de empaque, el cual es de
menor concentracion de acrilamida, el tamafio de poro mayor y el pH es acido-neutro, cuya
funcion es acumular las proteinas a la entrada del gel de separacién para que salgan al mismo
tiempo; el gel de separacion es de mayor concentracion de acrilamida, el tamafio de poro

menor y el pH es alcalino, su funcidn es separar las proteinas (Bryan y Wilson 1976).

Las proteinas solubles se pueden localizar en geles de poliacrilamida después del andlisis de
electroforesis, el gel se puede tefiir con azul brillante coomasie o con plata, pero si el interés es
separar proteinas principalmente hacia la localizacién de enzimas especificas, se puede utilizar
geles de electroforesis para visualizar las enzimas, colocando los geles en el sustrato
especifico de la enzima de interés, las cuales se visualizan en el gel debido a que marcan su
localizacion al reaccionar con el sustrato para formar el producto. A los geles asi marcados se
les llama zimogramas y se ha incrementado el nimero de enzimas que son separadas de otras

enzimas Yy localizadas por este proceso.

19



2. ANTECEDENTES

El estudio de las lacasas se ha realizado para conocer a los organismos productores, el nimero
de isoformas intra- y extracelulares, sus propiedades fisicoquimicas, con fines de
caracterizacion, para utilizarlas en procesos de biorremediacion. Edens y col. (1999) evaluaron
la catalisis sobre varios sustratos de las lacasas puras de un ascomicete patdgeno denominado
Gaeumannomyces graminis var. tritici que causa varias infecciones en la raiz del trigo y la
cebada. El sustrato que present6 la menor Km fue el 2,6-dimetoxifenol (DMP) (Km de 3.1* M)
y la Km més alta fue de 5.1*M al oxidar guayacol, por lo que la enzima presenté mas afinidad
por el DMP. Kiiskinen y col. (2002) mostraron que la actividad de Melanocarpuus albomyces
fue méas grande en presencia de 2,2.azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTS)
(836 nkat/mg) como ha sido reportado para muchas lacasas de hongos, seguido de
siringaldazina (382 nkat/mg), DMP (290 nkat/mg) y guayacol (90 nkat/mg). Palonen y col.
(2003) reportaron la actividad especifica de lacasas de Mauginiella sp., la cual fue mas alta
con ABTS como sustrato, con 2870 nkat/mg, posteriormente guayacol (440 nkat/mg), DMP
(360 nkat/mg) y siringaldazina (283 nkat/mg).

Cabe mencionar que las lacasas de basidiomicetes han sido muy estudiadas, como es el caso
de Ceriporiopsis subvermispora (hongo de pudricion blanca) que presentd dos isoenzimas, L1
y L2 con una masa molecular de 71 y 68 KDa respectivamente. Este estudio mostré evidencias
de que la afinidad de las isoformas y el pH 6ptimo de actividad es dependiente del tipo de
sustrato utilizado; con ABTS como sustrato la Km de ambas isoenzimas fue la mas baja (0.03 y
0.02 mM), con DMP presentaron una Km de 2.9y 7.7, pero los valores mas altos de la Km (6.3
y 9.0) se obtuvieron al utilizar vanillina (Fukushima y Kirk 1995). Sethuraman y col. (1999)
evaluaron la actividad de las lacasas de Cyathus stercoreus con diferentes sustratos,
obteniendo la mayor actividad con ABTS (3.5 U/ml), DMP (3.06 U/ml) en tanto la menor
actividad se mostrd con pirogallol (0.36 U/ml). Klonowska y col. (2002) compararon dos
isoenzimas de lacasas (LAC1 y LAC2) que produce el hongo C30, el cual es un hongo de
pudricién blanca que coloniza las hojas perennes del roble (Quercus ilex), donde encontraron

claras diferencias entre las dos isoformas en los pardmetros cinéticos utilizando como sustratos
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compuestos fendlicos (siringaldazina y guayacol) y el ABTS (no fendlico),aunque la afinidad
de las enzimas por los tres sustratos es baja como lo reflejan los grandes valores de Km. LAC2
mostré ser mas eficiente en la oxidacion de los sustratos. Las diferencias observadas en la
cinética pueden ser consecuencia de la variabilidad de ciertos aminoacidos involucrados en la
especificidad de la enzima, dependiendo del sustrato. También Trametes pubescens secreta
varias isoformas de lacasas, pero Galhaup y col. (2002) so6lo caracterizaron una, la cual
presentd una masa molecular de 65 kDa. De esta enzima se determiné el valor de Km sobre
diferentes sustratos. Con siringaldazina la Km fue de 6.0 uM (valor mas bajo), posteriormente
con ABTS la Km fue de 43 uM a un pH de 4.5, con DMP present6 una Km de 72 uM, con
guayacol la Km fue de 360 uM y con p-anisidina la Km fue de 1600uM que fue el valor més
alto. El valor bajo de la Km en presencia de siringaldazina también ha sido reportado para otras
lacasas de hongos en un hongo de la familia Chaetomiaceae, el valor de la Km fue de 9 uM
comparado con 10000 uM al utilizar como sustrato un contaminante con actividad
estrogenica. Las lacasas del hongo Chaetomium thermophilium presentd un valor de Km fue de
34 uM, en tanto en Rigidoporus lignosus fue de 40uM y en Coriolus hirsutus de 142.7 uM
(Saito y col. 2003).

Se han realizado trabajos de purificacion de lacasas provenientes de hongos comestibles, en
los cuales sus enzimas son mas seguras para ser utilizadas por los humanos. En el caso de
Lentinula edodes (shiitake), el segundo hongo comestible mas importante a nivel mundial,
Nagai y col. (2002) aislaron una enzima lacasa con una masa molecular de 72.2 kDa, y
determinaron su sustrato especifico, utilizando ABTS, pirogallol, guayacol, acido ferulico,
DMP y catecol. La lacasa de este hongo presentdé mas afinidad por ABTS (Km 0.108 mM) en
comparacion con DMP donde la Kn fue de 0.557 mM. Savoie y Mata (2003) reportaron que
Lentinula y Pleurotus presentan una sobreproduccién de enzimas lacasas al estar en contacto
con un organismo antagonista como es el caso de Trichoderma. Sin embargo Mata y col.
(2004) reportan que la presencia del antagonista induce la sobre produccion de las enzimas
oxidasas, no solo de lacasas en Pleurotus, y pero se observa que no induce isoformas al

analizar los zimogramas.
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Las cepas de Pleurotus ostreatus que han sido estudiadas han mostrado que este organismo
produce varias isoformas de lacasa. Palmieri y col. (1997) caracterizaron dos isoenzimas de
este hongo, POXA1 y POXAZ2, con masas moleculares de 61 y 67 kDa; estas isoformas las
compararon con POXC, la cual es producida abundantemente en todas las condiciones de
desarrollo. Ambas isoenzimas oxidan siringaldazina, aunque POXAL presenta la Km méas baja
con este sustrato (1.3 mM), en tanto con DMP la Kn, fue de 2.1 mM y con ABTS fue de Km
9.0°2. La isoenzima POXAZ2 fue la que presento el valor més bajo (Km=1.2"* mM) con ABTS,
seguida de siringaldazina donde la Km fue de 1.4* mM. La POXC present6 mas afinidad por
siringaldazina (Km= 2.0°mM), seguida de DMP (Km= 2.3'mM) y la Km en presencia de
ABTS fue de 2.8 mM.

Al agregarle CuSOq4 al medio de cultivo de P. ostreatus, Giardina y col. (1999) indujeron otra
isoforma de lacasas a la cual denominaron POXALb, que es casi idéntica a POXAL. La
oxidacion de POXA1b, usando los sustratos comunes para lacasas, ABTS, siringaldazina y
DMP, presentd la Km méas baja en presencia de siringaldazina (0.22 mM), seguida de DMP
(0.26 mM) y el valor més alto fue en presencia de ABTS (0.37 mM). A | igual que las otras
isoenzimas identificadas en este hongo, POXA1 fue incapaz de oxidar guayacol, sustrato muy
comun para las lacasas, por lo que estas isoenzimas tienen una peculiaridad con respecto a la
especificidad del sustrato con respecto a otras lacasas caracterizadas. Palmieri y col. (2003)
purificaron y caracterizaron otras dos isoenzimas de P. ostreatus, las cuales presentaron la
misma caracteristica que las anteriores: no detectaron actividad al utilizar guayacol como
sustrato. No se observaron diferencias entre POXA3a y POXA3b en los parametros cinéticos,
con ABTS y DMP como sustratos presentdé mayor afinidad POXA3a, pero con siringaldazina
fue la POXA3b.

Das y col. (1997) en Pleurotus ostreatus (cepa florida) hallaron dos lacasas L1y L2. Utilizaron
diferentes sustratos para determinar la afinidad de ambas isoenzimas. Para L1 la Km fue de
28.5 mM con guayacol y para L2 fue de 3.13 mM, con o-dianisidina para la isoforma L1 los
resultados fueron Km= 0.33 mM y L2 Km= 0.29 mM. La catalisis sobre guayacol fue mas

eficiente en la L2 que en la Li. Mufioz y col. (1997) encontraron dos isoenzimas de lacasas | y
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Il en el medio de cultivo de Pleurotus eryngii. La afinidad de ambas isoenzimas por los
sustratos utilizados fue similar excepto para DMP, p-hidroquinona (QHz2) y metil-p-
hidroquinona (MeQH?>), con los cuales presento alta afinidad la lacasa Il y catecol en el caso
de la lacasa I. Comparando las constantes cinéticas obtenidas con p-metoxifenol y p-anisidina,
se observd que la afinidad de ambas isoenzimas fue maés alta para compuestos fendlicos que
para aminas aromaticas, aunque la proporcion de oxidacion de p-metoxifenol fue baja en

ambos casos, la lacasa | oxiddé mas eficientemente los fenoles y la lacasa Il las aminas.

De Souza y col. (2002) trabajaron con P. pulmonarius crecido sobre paja de trigo, donde la
méaxima produccion de lacasas del extracto crudo enzimatico fue de 8600 U/g de sustrato a los
cinco dias de crecimiento. La enzima lacasa fue la Unica fenoloxidasa producida por este
hongo en el medio solido, por lo que parece ser que la paja de trigo es un excelente medio para
produccién de lacasas, probablemente por su composicion ligninocelulésica. De Souza y
Peralta (2003) purificaron la principal isoenzima que se presentd en estas condiciones de
crecimiento de P. pulmonarius, y determinaron los parametros cinéticos utilizando
siringaldazina, ABTS y guayacol como sustratos. La enzima Lcc2 presentd un bajo valor de

Km (12 uM con siringaldazina, 210 uM con ABTS y 550 uM con guayacol).

Existe gran dificultad para poder definir a las lacasas de acuerdo con a su sustrato especifico,
porque las lacasas oxidan sustratos sobre los cuales también actlan las tirosinasas. Las catecol
oxidasas o tirosinasas oxidan sobre o-difenoles y las lacasas sobre o-difenoles y p-difenoles,
aungue se ha reportado que tienen mas afinidad hacia el segundo grupo y es la Unica enzima
que oxida a la siringaldazina (Eggert y col. 1996). Otra dificultad para definir a las lacasas de
acuerdo a con especificidad por el sustrato es que no son especificas, ya que ésta varia de un
organismo a otro. Las lacasas oxidan polifenoles, metoxifenoles y amidas, por mencionar
algunos. Thurston (1994) reportd que las hidroquinonas y el catecol son sustratos muy
utilizados para determinar actividad de lacasas, no obstante que el guayacol y el DMP son
considerados los mejores sustratos, pero la siringaldazina es el Unico sustrato que puede ser

oxidado Unicamente por las lacasas.
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Las lacasas de Neurospora crasa sélo oxidan o- y p-difenoles con excepcion de cloroglucinol
(Germann y col. 1988), pero las lacasas de Pyricularia oryzae prefieren el cloroglucinol como
sustrato sobre otros fenoles mono-sustituidos (Alsubaey y col. 1996). Las lacasas de Cerrena
unicolor y Trametes versicolor oxidan fenoles meta-sustituidos en diferentes grados, pero la
enzima de Cerrena unicolor oxida principalmente fenoles para-sustituidos mientras que la de

Trametes versicolor oxida fenoles orto-sustituidos (Jolivalt y col. 1999).

Se han reportado muchas reacciones catalizadas por las lacasas de diferentes hongos. Un
estudio comparativo de lacasas obtenidas de diferentes hongos mostré que tienen la habilidad
de oxidar acidos metoxifendlicos, pero el grado de oxidacion es variable y depende del pH
(Bollag y Leonowicz 1984). Guillén y col. (2000) reportaron que Pleurotus eryngii oxidé dos
derivados de hidroquinonas llamadas 2-metoxi-1,4-benzohidroquinina y 2,6-dimetoxi-1,4-
benzohidroquinona y que la auto-oxidacion de las semiquinonas producidas por la reaccion
catalitica de lacasas indujo la activacion del oxigeno. ElI compuesto 2,6-dimetoxi-1,4-
benzohidroquinona fue oxidado mas eficientemente que el 2-metoxi-1,4-benzohidroquinina, lo

que se puede correlacionar con la alta afinidad de las lacasas por DMP.

En los procesos industriales tales como el blanqueamiento del papel se producen compuestos
organoclorados que incluyen clorofenoles, catecol y guayacol. La enzima lacasa de Coriolus
versicolor mostré declorinar el tetracloroguayacol y liberar iones cloro. Las lacasas de
Trametes villosa y Trametes hirsuta tienen la habilidad de modificar acidos grasos y resinas.
La cantidad de acido linoleico, oleico y linolénico, se redujo en los acidos grasos y la cantidad
de resinas conjugadas también disminuyd (Karlsson y col. 2001). La presencia de compuestos
fendlicos en aguas residuales es un problema, ya que estos compuestos son téxicos y se
originan por la utilizacién de herbicidas fendlicos en la agricultura o actividades industriales
(Abadulla y col. 2000). Actualmente se utilizan las lacasas para oxidar estos compuestos. Las
enzimas lacasas producidas por Pycnoporus sanguineus se utilizan en la oxidacién de
colorantes presentes en aguas residuales. Pycnoporus cinnabarinus ha mostrado que degrada

una amplia gama de colorantes (Hardin y col. 2000).
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3. JUSTIFICACION

Los hongos de pudricion blanca son los principales productores de las enzimas lacasas,
mismas que juegan un papel muy importante en la biorremediacion. Se sabe que la produccion
de las lacasas esta influenciada por un gran nimero de factores ambientales tales como el pH,
temperatura, tipo de cultivo y composicion del medio (Giardina y col. 1999). También se ha
reportado que la mayoria de las especies de hongos estudiadas secretan mas de una isoforma
de lacasas dependiendo de las condiciones de crecimiento que se utilicen, ya que estas
enzimas pueden ser constitutivas o inducibles. Sin embargo existen pocos trabajos en los
cuales se comparen las isoformas intracelulares con las extracelulares de una misma cepa
desarrollada en ausencia de inductores, asi como los perfiles de actividad entre especies
diferentes del mismo género, por lo que en este trabajo de investigacion se propone evaluar la
actividad intracelular y extracelular de las enzimas lacasas sobre cinco diferentes sustratos y
comparar los patrones zimogréaficos intracelulares y extracelular de 10 cepas del género

Pleurotus, las cuales se desarrollaran en un medio no inductor de lacasas.
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4. HIPOTESIS

1. Se detectara actividad de lacasas en las 10 cepas a evaluar en este estudio.

2. La actividad y el numero de isoformas intracelulares seran diferentes a las

extracelulares en una misma cepa.

3. Existiran diferencias entre especies en cuanto al numero de isoformas tanto

extracelulares como intracelulares.
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5. OBJETIVOS

5.1. General

Evaluar la actividad intracelular y extracelular de lacasas sobre diferentes sustratos, de 10
cepas del género Pleurotus desarrolladas sobre agar e identificar el namero de isoformas

presentes en cada extracto enzimatico a traves de zimografia.

5.2. Particulares

1. Evaluar la actividad enzimatica de lacasas sobre cinco sustratos en los extractos
intracelulares y extracelulares de 10 cepas del género Pleurotus desarrolladas sobre
agar.

2. Determinar el naimero de isoformas con actividad de lacasas en los extractos

enzimaticos a través de zimografia con tres diferentes sustratos.
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6. METODOLOGIA

La figura 7 muestra la secuencia de la investigacion.

10 cepas del género Pleurotus

l

Medio de cultivo
Agar (almidon y sales minerales)

l

In6culo desarrollado Desarrollo de las cepas: P. pulmonarius a
sobre agar dextrosa »( 28°Cy P. ostreatus, P. floriday P.
por 7 dias cornucopiae a 25°C

l l

Obtencidn del extracto Obtencidn del extracto
enzimatico extracelular enzimatico intracelular
Identificacién de isoformas Actividad de lacasas
con actividad de lacasas por 1. 2, 6-dimetoxifenol
zimografia. 2. 2,2.azino-bis (3- Evaluacion
etilbenzotiazolina-6- de tiempos y
4cido sulfénico) < temperaturas
3. Siringaldazina de actividad
Analisis estadistico Anovay | 4. p-anisidina
prueba de diferenciacion de 5 o-tolidina
Tukey

Figura 7. Diagrama de flujo de la metodologia.
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6.1. Cepas de Pleurotus

En la Tabla 1 se muestran las cepas utilizadas en este estudio. Se utilizaron cepas de P.

ostreatus, P. pulmonarius, P. florida y P. cornucopiae. Todas las cepas se resembraron

mensualmente sobre agar dextrosa papa (ADP) y fueron conservadas en refrigeracion a 4°C.

Tabla 1. Cepas empleadas en el estudio.

Cepa Abreviatura Procedencia
P. ostreatus (Fr.) P. Po-83 American Type Culture Collection. Manassas, U.S.A
Kumm. 32783
P. ostreatus ostreatus Po-37 American Type Culture Collection. Manassas, U.S.A
(Fr.) P. Kumm. 38537
P. ostreatus ostreatus Po-52 American Type Culture Collection. Manassas, U.S.A.
(Fr.) P. Kumm. 58052
P. ostreatus ostreatus Po-7 American Type Culture Collection. Manassas, U.S.A
(Fr.) P. Kumm. 201218
P. ostreatus ostreatus Po-3 American Type Culture Collection. Manassas, U.S.A
(Fr.) P. Kumm. 201216
P. ostreatus ostreatus Po-26 National Center for Agricultural Utilization Research.
(Fr.) P. Kumm. Peoria Arizona, U.S.A. 3526
P. florida (Li & Egger) Pfl Universidad Nacional del Sur de Argentina. Buenos
Aires, Argentina
P. cornucopiae (Fr.) Pcc Coleccion de Hongos de la Universidad de Argentina
Paulet:
P. pulmonarius (Fr.) Pp-134 Universidad China de Hong Kong, Shatin, Hong
Quelet Kong. PPL344
P. pulmonarius (Fr.) Pp-127 Universidad China de Hong Kong, Shatin, Hong
Quelet Kong. PPL27

6.2. Obtencion del in6culo

Los in6culos empleados en estos estudios se desarrollaron sobre ADP, a una temperatura de

28°C para las cepas Pp-127 y Pp-134 y a 25°C para las otras cepas por siete dias. El in6culo

fue de aproximadamente 5 mm de didmetro, el cual se tomd con un horadador de la periferia

de la colonia. Se coloco en el centro del agar de cada medio de cultivo y las cajas Petri se

incubaron hasta obtener una invasion micelial total del medio de cultivo.
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6.3. Medio de cultivo y desarrollo micelial

Se utilizaron 35 ml de agar con almidon como fuente de carbono en cada caja de Petri (9 cm
de diametro y 1.5 cm de altura). Las cepas de P. pulmonarius (Pp-127 y Pp-134) se incubaron
a 28°C y las cepas de P. ostreatus, P. florida y P.cornucopiae a 25°C, todas por siete dias. La
composicion del medio fue (g/l): almidon, 10.5; (NH4)2SO4, 1.0; KH2PO4, 0.5; MgS04.7H20,
0.5; Ca(H2P04)2.H20, 0.3; FeS04.7H20, 0.02; ZnSO4. 7H20, 0.02; MnS04.H20, 0.02. El pH
del medio se ajusté a 6.5 antes y después de la esterilizacion, usando una solucion de KOH
0.1M (Séanchez y Viniegra-Gonzéles 1996).

6.4. Obtencion de extractos enzimaticos

Después del desarrollo micelial de las cepas (3 lotes de 10 cajas cada uno), el extracto
enzimatico intracelular (EEi) se obtuvo por lisis celular del micelio de cada cepa con un
macerador de tejidos (Pirex), se le agregd 1 ml de agua por cada 0.1 mg de micelio. El
macerado se centrifugé a 15 000 rpm por 10 min a una temperatura de 2°C. Se consideré al
sobrenadante como el EEi. El extracto enzimético extracelular (EEe) se obtuvo por lixiviacion
del agar donde se desarrollaron las cepas sin micelio con agua desionizada, posteriormente se

centrifug6 a 15000 rpm por 10 min a una temperatura de 2°C.

6.5. Temperaturas y tiempo de incubacion 6ptimas para los ensayos enzimaticos

Para establecer las condiciones optimas de tiempo y temperatura de los ensayos enzimaticos se

evalud la actividad intracelular de lacasas de la cepa Po-83 sobre los cinco sustratos a

diferentes temperaturas (25, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40 y 45°C), se reportd la actividad como

aumento en la absorbancia después de la incubacion de la mezcla de reaccion por 5 min.
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Posteriormente el tiempo de incubacion 6ptimo se determind incubando la mezcla de reaccion
a la temperatura Optima para cada sustrato determinada en el experimento anterior. Los
tiempos de incubacion fueron 5, 10, 15, 20, 25 y 30 min. Se reporto la actividad como la

absorbancia obtenida después de la incubacion de la mezcla de reaccion.

6.6. Determinacion de la actividad intracelular y extracelular de lacasas

La actividad de lacasas se cuantificd utilizando como sustratos a los siguientes compuestos:
2,6-dimetoxifenol (DMP), 2,2.azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-acido sulfonico) (ABTYS),
siringaldazina, p-anisidina y o-tolidina. El ensayo enzimatico se realiz6 dependiendo del

sustrato utilizado:

a) DMP: la mezcla de reaccion contenia 950 ul DMP 2 mM en buffer de fosfatos 0.1 My pH
de 6.5, 50 ul de EEi o EEe. La actividad se determind por incrementos de absorbancia a 468
nm (Téllez-Téllez y col. 2005).

b) ABTS: la mezcla de reaccién contenia 950 ul de ABTS 0.5 mM en buffer de acetatos 0.1 M
pH de 5.0 y 50 ul de EEi o EEe. La absorbancia se ley6 a 420 nm (Téllez-Téllez y col. 2005).
c) Siringaldazina: la mezcla de reaccion contenia 50 ul de siringaldazina al 1% (en etanol),
900 ul de buffer de fosfatos 0.1 M pH de 6.5y 50 ul de EEi o EEe. La absorbancia se leyo a
527 nm (Téllez-Téllez y col. 2005).

d) p-anisidina: la mezcla de reacciéon contenia 950 ul de p-anisidina (10 mM) en buffer de
fosfatos 0.1 M pH de 6.5 y 50 ul de EEi o EEe. La absorbancia se leyé a 460 nm (Téllez-
Téllez y col. 2005).

e) o-tolidina: La mezcla de reaccion contenia 950 ul de o-tolidina (2 mM) en buffer de
acetatos 0.1 M pH de 3.7 y 50 ul de EEi y EEe. La absorbancia se ley6 a 627 nm (Téllez-
Téllez y col. 2005).
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Una unidad de actividad (U) de lacasas medida por cualquier método aqui descrito se
consider6 como la cantidad de enzima que provoca un incremento de una unidad de

absorbancia por minuto.

6.7. Identificacion del nimero de isoformas con actividad de lacasas por zimografia

La actividad de lacasas se detectd in situ, usando zimogramas, basados en la técnica
modificada SDS-PAGE de Laemmli (1970). Los zimogramas se realizaron con alicuotas de
EEi o EEe de cada una de las cepas. El gel de separacion contenia 10% de acrilamida, 2.7% de
bis-acrilamida. El gel de empaquetamiento 4% de acrilamida y 2.7% de bis-acrilamida. La
concentracion de SDS fue de 0.1% en el gel. El buffer de corrida contenia: 0.5% M Tris-HCL
pH 6.8, 35% glicerol, 0.01% de azul de bromofenol y 10% de SDS. Se usaron geles de 0.75
mm de espesor en un sistema de electroforesis Mini-Protean 111 (BioRad) a 150 voltios por 1-
1.25 horas.

Después de la corrida los geles se lavaron con agua desionizada con ayuda de un agitador
orbital (20-30 rpm) por 1-2 horas, se cambi6 el agua cada media hora para eliminar el SDS y
renaturalizar a las proteinas. Posteriormente los geles se incubaron por 18-24 horas a
temperatura ambiente en presencia del sustrato a evaluar: 1) Con DMP 2 mM en buffer de
fosfatos 0.1M pH 6.5, 2) p-anisidina 10 mM en buffer de fosfatos 0.1 M pH 6.5 y 3) o-tolidina
2 mM en buffer de acetatos 0.1 M pH 3.7. La actividad oxidativa de lacasas aparecié como
zonas oscuras en los geles.

7.7. Andlisis estadistico

Todos los experimentos se realizaron por triplicado. Se reportaron las Medias y error estandar.
El ANOVA vy la prueba de diferenciacion de Medias por el método de Tukey se realizaron a la
actividad enzimética en presencia de los diferentes sustratos mediante el paquete estadistico
SAS (Statistical Analysis System).
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7. RESULTADOS

7.1. Determinacién de las temperaturas y tiempos de incubacion

Se evalu6 la actividad intracelular de lacasas de la cepa P0-83 sobre cinco sustratos a
diferentes temperaturas (25, 30, 35, 36, 37, 38, 39, 40 y 45°C), se reportd la actividad como la

absorbancia obtenida después de la incubacion de la mezcla de reaccion. Cabe mencionar que

en todos los casos, el tiempo de incubacion fue de 5 min. En la figura 8 se muestra la actividad

de lacasas sobre DMP, p-anisidina y siringaldazina, donde se observa que la temperatura

optima de reaccion fue de 39°C. Pero al utilizar como sustratos ABTS y o-tolidina la

temperatura Optima fue de 30°C (figura 9), por lo que se omitieron las temperatura entre el

rango de 36-39, Unicamente se muestra como descendid drasticamente al trabajar con

temperaturas de 40 y 45°C.
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Figura 8. Evaluacion de diferentes temperaturas sobre la actividad de lacasas, utilizando
siringaldazina (A), p-anisidina (B) y DMP (C) como sustratos.
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Figura 9. Evaluacion de diferentes temperaturas

tolidina (A) y ABTS (B) como sustratos.

sobre la actividad de lacasas, utilizando o-

Se evalud la actividad de lacasas a través del tiempo, incubando la mezcla de reaccion a la

temperatura Optima para cada sustrato determinada en el experimento anterior. En la figura 10

se muestran las curvas de actividad de lacasas. Se observé que hasta los 20 min de reaccion, la

actividad fue proporcional al tiempo de incubacion en todos los casos, por lo que se decidio

tomar 15 min como tiempo de incubacion para la determinacion de la actividad de lacasas en

los siguientes experimentos.
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Figura 10. Evaluacién de tiempo de incubacion de la actividad de lacasas sobre los cinco

sustratos.

7.2. Evaluacion de la actividad intracelular y extracelular de lacasas

8.2.1. Actividad de lacasas con 2,6-dimetoxifenol como sustrato

La actividad intracelular de lacasas utilizando DMP como sustrato mostré que la cepa que

presentd mayor actividad fue Pcc, posteriormente Po-7 y Po-83 (figura 11). Las cepas de P.

pulmonarius no presentaron diferencia significativa en la actividad de lacasas (Tabla 2, pag

41). La cepa que presentd menos actividad fue Po-26. Con respecto a la actividad extracelular,

presentaron mas actividad las cepas Po-7, Pcc y Po 26, con diferencias significativas entre

ellas (figura 11). Las cepas que menos actividad presentaron fueron Po-52 y Po-3. Entre las

cepas de P. pulmonarius si hubo deferencia significativa (Tabla 3, pag 42), con mayor

actividad en Pp-127 present6 que en Pp-134.
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Figura 11. Actividad enzimatica intracelular y extracelular de lacasas de 10 cepas del género
Pleurotus utilizando DMP como sustrato. Barras llenas (actividad intracelular) y barras vacias
(actividad extracelular).

7.2.2. Actividad de lacasas con ABTS como sustrato

La actividad intracelular de las cepas de Pleurotus utilizando ABTS como sustrato fue mayor
en la cepa Pcc (figura 12), seguida de Po-7 y P0-83, las cuales tuvieron 1y 6 veces menor
actividad respectivamente en comparacion con Pcc. Las cepas Pfl y Po-52 no presentaron
diferencias significativas, las que mostraron menor actividad intracelular fueron Po-26 y Po-3,
entre las cuales hubo diferencias significativas (Tabla 2, pag 41). Todas las cepas presentaron
diferencias significativas en la actividad extracelular (figura 12), pero las que menor actividad
presentaron fueron Po-37 y Po-3. En las que se detect6 mayor actividad de lacasas fueron Po-
7, Po-83y Pp-127.
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Figura 12. Actividad enzimatica intracelular y extracelular de lacasas de 10 cepas del género
Pleurotus utilizando ABTS como sustrato. Barras llenas (actividad intracelular) y barras
vacias (actividad extracelular).

7.2.3. Actividad de lacasas con siringaldazina como sustrato

La cepa Po-7 fue en la que mayor actividad intracelular se detectd con siringaldazina como
sustrato, las cepas Pcc y P-37 tuvieron 1.6 y 2 veces menor actividad que la Po-7. La cepa que
menor actividad de lacasas mostré fue Po-26 (figura 13), entre las cepas de P. pulmonarius
(Pp-127 y Pp-134) hubo diferencias significativas, pero la Pp-134 presenté menor actividad en
comparacion con Pp-127 (Tabla 2, pag 41). En la actividad extracelular también la Po-7 y la
P0-37 mostraron mayor actividad, junto con la Po-26 que tuvo 1.6 veces menos actividad en
comparacion con Po-7 (figura 13). Las cepas Pfl y Pp-134 presentaron menor actividad, sin

diferencias significativas entre ellas (Tabla 3, pag 42).
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Figura 13. Actividad enzimatica intracelular y extracelular de lacasas de 10 cepas del género
Pleurotus utilizando siringaldazina como sustrato. Barras llenas (actividad intracelular) y
barras vacias (actividad extracelular).

7.2.4. Actividad de lacasas con p-anisidina como sustrato

La cepa Pcc fue la que mostré mayor actividad intracelular al utilizar p-anisidina como
sustrato Po-7 presentd 1.4 veces menor actividad (figura 14). Las cepas con menor actividad
fueron Po-52, P0o-83 y Po-26, entre las cuales no hubo diferencias significativas, en tanto la
cepa Po-26 presentd 1.5 menos actividad que Po-3 (Tabla 2, pag 41). Respecto a la actividad
extracelular, la cepa Po-26 junto con Pcc fueron las que presentaron mayor actividad, Po-26
mostrd 1.3 veces menor actividad que Pcc (figura 14). Entre la actividad de las cepas Po-7,
Po-83 y Pp-127, no hubo diferencias significativas (Tabla 3, pag 42). Las cepas que menor
actividad mostraron fueron Po-3 y P0-52, ésta Ultima tuvo 2.2 veces menos actividad que
Po-3.
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Figura 14. Actividad enzimatica intracelular y extracelular de lacasas de 10 cepas del género
Pleurotus utilizando p-anisidina como sustrato. Barras llenas (actividad intracelular) y barras
vacias (actividad extracelular).

7.2.5. Actividad de lacasas con o-tolidina como sustrato

La cepa que presentd mayor actividad intracelular fue Pcc, posteriormente Po-7 y Po-83
(figura 15) entre en las que hubo diferencias significativas (Tabla 2, pag 41). La cepa Po-83
presentd 11.3 veces menor actividad que Pcc y Po-7 sélo tuvo 3.2 veces menor actividad de
lacasas. La cepa Po-26 fue la que mostrd6 menor actividad. También la cepa Pcc present6
mayor actividad extracelular, seguida por Po-26 y Po-83 que tuvieron 2.6 y 2.7 veces menor
actividad que la Pcc (figura 15). Las cepas en las cuales se detectdé menor actividad en
presencia de este sustrato fueron Po-52 y Po-3, entre las cuales no hubo diferencias
significativas. Las cepas de P. pulmonarius tampoco presentaron diferencias significativas
(Tabla 3, pag 42).
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Figura 15. Actividad enzimatica intracelular y extracelular de lacasas de 10 cepas del género
Pleurotus utilizando o-tolidina como sustrato. Barras llenas (actividad intracelular) y barras
vacias (actividad extracelular).

Tabla 2. Actividad intracelular de lacasas de 10 cepas del género Pleurotus sobre cinco

sustratos.
Cepas Actividad (U/gX)

DMP ABTS siringaldazina | p-anisidina o-tolidina
Po-83 63,75°(1,6) | 208,9°(1,8) | 83,019(3,4) | 6,78"(0,4) | 155,72°(3,3)
Po-37 29,241 (4,6) 91,6°f (2,4) | 251,94°(2,6) | 10,88% (1,4) | 55,05 (0,9)
Po-52 36,53° (4,2) | 145.99(0,4) 83.844 (1) 7,117 (1,5) | 102,48%(4,8)
Po-7 358,99 (1,4) | 1030 (24) | 574,12 (4,1) | 49,44 (2.2) | 540.66" (5)
Po-3 19,179 (0,6) 84,7°(0,5) | 47,14'(5,4) | 7,40°" (0,8) | 33,00° (1,1)

Po-26 3,54' (0,3) 58,69 (1,4) | 17,199(0,7) | 4,847(0,2) 7,219 (0,4)
Pfl 41,874 (4) 146,29 (2,8) | 53,41¢7(0,0) | 11,03(0,2) | 61.18°(1,5)
Pcc 870,82 (0,5) 13792 (6,9) | 341,59° (4,6) | 73,69%(1.8) | 1759,9% (27)
Pp-134 8,95" (1,0) 98,2°" (3) 53,37° (0,4) | 13,43*(0,7) | 11,869 (1,0)
Pp-127 9,35" (0,7) 112.7¢(0.5) | 60,67¢(0,4) | 15,04°(1,2) | 26,771 (1,2)

Las medias (tres replicas) en la misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes

(p<0.001). Los numeros en paréntesis corresponden al error estandar.
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Tabla 3. Actividad extracelular de lacasas de 10 cepas del género Pleurotus sobre cinco

sustratos.
Cepa Actividad (U/gX)

DMP ABTS siringaldazina | p-anisidina | o-tolidina
Po-83 1261.5% (37) | 19158° (391) 105,8" (14) 166.8° (7) |1505.6% (28)
Po-37 552,49 (12) | 4695.49 (195) | 1321,3°(31,6) | 63.5% (6) | 429.2¢ (17)

Po-52 394,2' (10) | 5307.59 (26.9) 776,79 (17) 17,69 (0) 176,5 (8)
Po-7 1998,4% (36) | 27032.9%(125) | 1937.8%(41) | 175,6° (10) |1598.7°(36)
Po-3 245.11 (8) 1162" (162) 61,99 (5) 38,8% (4,2) | 140,77 (4,2)
Po-26 1335,9° (11) | 154709 (112.4) | 1117,7°(45) | 192,3% (9) |1915.6° (23)
Pfl 458,8" (13) | 8740.3 (456) 11,3" (0,0) 75.2% (6) | 447,59 (17)
Pcc 1447,45° (5) | 12198.6° (44.5) | 692.8°(25) | 250,587 (13) | 4100.6° (56)

Pp-134 640 (17) 12209.9¢ (341) | 14.77"(0.0) 132,9¢ (0) 384¢ (14)
Pp-127 699,5° (17) | 16685.9°(244) | 146,57(8.2) | 171,9°(6,7) | 386.8° (20)

Las medias (tres replicas) en la misma columna con la misma letra no son significativamente diferentes
(p<0.001). Los nimeros en paréntesis corresponden al error estandar.

7.3. Patrones zimogréficos de lacasas intracelular y extracelulares

La figura 16 muestra el patron zimografico de actividad intracelular de enzimas lacasas
utilizando DMP como sustrato. Todas las cepas de P. ostreatus presentaron un patron similar,
con dos bandas de actividad en la misma posicion sobre el gel, pero en algunos casos la banda
se presentd mas intensa que la de otra cepa, lo que sugiere diferente actividad por cantidad de
esa isoforma. La Pfl present6 el mismo patron zimografico que las cepas de P. ostreatus. La
cepa Pcc presentd sélo una banda de actividad, al parecer de diferente peso molecular con
respecto a las bandas de P. ostreatus. Las dos cepas de P. pulmonarius mostraron el mismo
patrén zimografico, pero diferente al presentado por las otras especies, al parecer por que son

de menor peso molecular.
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Figura 16. Zimograma de extractos intracelulares de las cepas del género Pleurotus utilizando
DMP como sustrato.

La figura 17 muestra el patron zimografico de la actividad extracelular de enzimas lacasas
utilizando DMP como sustrato. Se observé que todas las cepas de P. ostreatus presentaron el
mismo patron zimografico de tres bandas de actividad, mientras que la Pfl mostré s6lo una
banda en la misma posicion que una de las mostradas por las cepas de P. ostreatus. Las cepas
de P. pulmonarius presentaron un patron similar entre ellas con dos bandas de actividad;
mientras que la cepa Pcc también mostro dos bandas de actividad, pero en diferente posicion

sobre el gel en comparacion con las de las cepas de P. pulmonarius.
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Figura 17. Zimograma de extractos extracelular de las cepas del género Pleurotus utilizando
DMP como sustrato.

Las figuras 18 y 19 muestran los patrones zimograficos de la actividad de lacasas
intracelulares y extracelulares respectivamente, utilizando p-anisidina como sustrato; de la
misma manera, las figuras 20 y 21 muestran estos patrones utilizando o-tolidina como
sustrato. Se observé que los patrones intracelulares y extracelulares fueron iguales,
independientemente del sustrato utilizado para revelar los zimogramas. Sin embargo algo
importante es que al utilizar o-tolidina para revelar el gel de actividad extracelular mostro las
tres bandas de actividad que presentan todas las cepas de P. ostreatus, probablemente tenga
algo que ver que fue el sustrato sobre el que mayor actividad presentaron todas las cepas.
Estos resultados sugieren que son las mismas isoformas las que oxidan a los diferentes

sustratos evaluados en este estudio.

Se observd que, aungue los tres sustratos evaluados para revelar los zimogramas presentaron

buena definicion de las bandas de actividad de lacasas, se considero a la p-anisidina como el
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mejor sustrato, ya que produce bandas muy delimitadas y definidas, sin la presencia de

manchas sobre el gel diferentes a las bandas de actividad.

Figura 18. Zimograma de extractos intracelulares de las cepas del género Pleurotus utilizando
p-anisidina como sustrato.
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Figura 19. Zimograma de extractos extracelulares de las cepas del género Pleurotus
utilizando p-anisidina como sustrato.

Figura 20. Zimograma de extractos intracelulares de las cepas del género Pleurotus utilizando
o-tolidina como sustrato.
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Figura 21. Zimograma de extractos extracelulares de las cepas del género Pleurotus
utilizando o-tolidina como sustrato.
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8. DISCUSIONES

8.1. Evaluacion de la actividad intracelular y extracelular de lacasas

La actividad de lacasas determinada en este trabajo de investigacion fue en el extracto crudo,
tanto intracelular como extracelular de 10 cepas del género Pleurotus. Hay diversos reportes
sobre enzimas puras de lacasas extracelulares producidas por hongos de pudricion blanca, pero
se han realizado pocos estudios sobre lacasas intracelulares. Se considera que la importancia
bioldgica de las lacasas intracelulares esta muy limitada debido a su bajo nivel de produccidn,
pero su importancia aun es incierta (Nagai y col. 2003). En este trabajo se detectd mas
actividad de lacasas en los extractos crudos extracelulares comparados con los intracelulares
de las 10 cepas del género Pleurotus sobre los cinco sustratos utilizados. Los EEi y EEe de
todas las cepas oxidaron los cinco sustratos, sin embargo cabe mencionar que presentaron
actividad sobre siringaldazina, la cual se ha considerado como sustrato especifico para lacasas.
Por otro lado, ABTS y DMP también son ampliamente utilizados como sustrato para estas
enzimas (Nagai y col. 2003). En este estudio se observo que en general, ABTS fue el sustrato
en el que mayor actividad de lacasas presentaron las diez cepas de Pleurotus, seguido de o-
tolidina, siringaldazina, DMP y sobre el sustrato que menor actividad se detectd fue p-
anisidina. En estudios previos sobre la actividad extracelular de lacasas de Melanocarpus
sobre diferentes sustratos mostraron que la mayor actividad se presentd en presencia de ABTS
(836 nkat/mg), como ha sido reportado para muchas lacasas de hongos, seguido de
siringaldazina (382 nkat/mg) y DMP (290 nkat/mg) (Kiiskinen y col. 2002). También Palonen
y col. (2003) reportaron que en Mauginiella sp. la actividad especifica fue méas alta con ABTS
como sustrato (2870 nkat/mg.), seguido de DMP (360 nkat/mg) y siringaldazina (283
nkat/mg). Sethuraman y col. (1999) evaluaron la actividad de lacasas del hongo de pudricion
blanca, Cyathus stercoreus, en presencia de diferentes sustratos y encontraron que la mayor
actividad se presentdé con ABTS (3.5 U/ml) y DMP (3.06 U/ml). Estos reportes concuerdan
con nuestros resultados, sin embargo, en este estudio se utilizaron dos sustratos poco

utilizados por otros autores.
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8.3. Patrones zimografico de lacasas intracelular y extracelular

Los zimogramas son una herramienta de gran utilidad para caracterizar los EEi y EEe al
detectar bandas de actividad especifica, debido a que sélo se hacen evidentes las proteinas con
actividad catalitica de interés dependiendo del sustrato con el que se revele el gel de
poliacrilamida. Esta técnica permite identificar el nimero de isoformas presentes en cada uno
de los EE de las diferentes cepas. En los patrones zimograficos de actividad intracelular se
observo que la mayoria de cepas s6lo presentaba dos bandas, sin embargo en los geles de
actividad extracelular se presentaron para algunas cepas tres bandas. Rigling y Van Alfen
(1993) reportaron que en Cryphonenctria parasitica encontraron dos isoformas de lacasa
extracelular y que una de estas isoenzimas coincide con una banda intracelular en la movilidad
sobre el gel del mismo organismo, por lo que sugieren que probablemente una de estas lacasas
extracelulares es sintetizada y posteriormente secretada al medio de cultivo por un
rompimiento de una secuencia especifica. La isoenzima excretada podria actuar como
precursor para la formacion de otra isoforma. En este trabajo se observé que los extractos
extracelulares presentaban una banda mas de actividad comparados con los extractos
intracelulares, por lo que probablemente la banda extra presente en los extractos extracelulares
podria estar presente intracelularmente en forma de zimogeno y al ser excretada al medio sufre
modificacion en su estructura, asi extracelularmente ser una enzima cataliticamente activa.
Pero se observo claramente que el numero de isoformas no repercutiéo en la cantidad de
actividad detectada, ya que en general la cepa Pcc fue la que presentd el menor nimero de

isoformas, pero fue la cepa mayor actividad mostro tanto intracelular como extracelular.

Los patrones zimograficos de lacasas en una misma cepa muestran diferente nimero de
isoformas intracelulares con respecto a las extracelulares. Estos resultados fueron iguales en
todos los sustratos utilizados. Lo que indica que todas las isoformas, tanto intracelulares como
extracelulares tienen la misma capacidad de oxidar a los tres sustratos, pero presentan
diferentes grados de oxidacion. Por otro lado, los patrones zimograficos fueron diferentes

entre especies, lo cual sugiere que el perfil de lacasas, tanto intracelular como extracelular, es
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particular de cada especie, ain tratdndose de cepas del mismo género. Sin embargo varias
especies de Pleurotus se han identificado erroneamente, a pesar de su importancia econémica.
El principal problema en la identificacion se ha atribuido a la gran variacion y su amplia
distribucion del género. Actualmente se ha encontrado que varias cepas comerciales de
Pleurotus reportadas como P. ostreatus se habian confundido con otras especies, tales como P.
columbinus, P. pulmonarius, P. sajor-caju, P. ostreatus var. florida, P. floridanus,
P.flabellatus y P. djamor (Mata y Salmones, 2003). Asi como que hay una gran controversia
respecto a la cepa Pfl, la cual no se considera como especie. Por los resultados obtenidos se
puede sugerir que la cepa Pfl tiene una cercana relacion filogenética con la cepas de P.
ostreatus, ya que sus patrones de zimografia de lacasas intracelulares son muy parecidos. Las
cepas de P. pulmonarius presentaron patrones diferentes en comparacion con los patrones de
las otras especies, por lo se podria proponer al patron de isoformas de lacasas producidas en
ausencia de inductores como una metodologia sencilla para corroborar su cercania filogenética
0 como una herramienta complementaria en la identificacion de especies en organismos
productores de enzimas lacasas, pero faltan corroborar esta metodologia en otros organismo o

utilizando mas especies del género Pleurotus para identificar sus bandas de actividad.

Las isoenzimas obtenidas por electroforesis son una herramienta en la sistematica, genética y
biologia de poblaciones. Esta técnica se ha utilizado ampliamente en la biologia de plantas
para el estudio de flujo de genes y diversidad genética. Pero en los hongos un gran nimero de
enzimas se han utilizado en estudios de taxondmicos, estas enzimas son principalmente las que
estan involucradas en el metabolismo primario, pero en algunos estudios han utilizado
modelos de bandas de enzimas extracelulares para la identificacion de hongos. Sin embargo,
dado que las enzimas extracelulares se encuentran en el caldo del cultivo, limita su uso en
algunos hongos debido a que los patrones zimograficos no son constantes. (Rosendahl y
Banke, 1998). También se utilizan los patrones zimograficos en estudios filogenéticos; Arana
y col. (2004) donde utilizaron el patron de isoenzimas de lacasas extracelulares para
diferenciar especies de Trametes, donde reportan la cercania filogenética entre las especies.
Pero en este trabajo como en otros reportados utilizan patrones de enzimas extracelulares y

medios de cultivos que inducen la produccion de las enzimas, por lo que se hace énfasis en
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este trabajo, la utilizacion de un medio no indutor de la lacasas y para su evaluacion por

zimografia.
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9. CONCLUSIONES

Todas las cepas evaluadas presentaron actividad de lacasas. En general, la actividad
extracelular fue mayor que la intracelular, lo cual esta en funcion del papel que desempefian
las enzimas extracelulares en la degradacion del sustrato. La actividad tanto intracelular como
extracelular de todas las cepas se observd sobre los cinco sustratos utilizados, sin embargo
hubo grandes diferencias en la actividad entre las diez cepas de Pleurotus. ElI mejor sustrato
para evaluar la actividad de lacasas fue ABTS, el segundo mejor de los sustratos fue o-
tolidina, lo cual es importante destacar ya que ha sido poco utilizado para estos fines. La
zimografia revelo diferencias entre el numero de isoformas en los EEi con respecto a los EEe
de la misma cepa, ademas se observd que los patrones intracelulares son semejantes entre
cepas de la misma especie y diferente cuando se compara entre especies distintas. Por lo que

se corroboraron las tres hipotesis planteadas de este trabajo de investigacion.
Las cepas del género Pleurotus presentan actividad intracelular y extracelular sobre los cinco

sustratos, y las diferencias en el valor de la actividad dependen de la cantidad de enzima

presente en cada extracto enzimatico.
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10. PERSPECTIVAS

1. Se ha reportado que la actividad enzimatica se modifica por varios factores, sin
embargo, el pH es muy importante por lo que se propone evaluar la actividad

enzimatica a diferentes valores de pH.
2. Crecer en fermentacion liquida las cepas de P. cornucopiae y P. ostreatus (Po-7),
debido a que fueron las cepas que mayor actividad intracelular y extracelular

presentaron sobre todos los sustratos utilizados.

3. Establecer los mecanismos de oxidacion de los sustratos catalizados por lacasas para

establecer los productos finales e intermediarios de las reacciones.

53



11. REFERENCIAS

Abadulla E, Tzanov T, Costa S, Robra K-H, Covaco-Paulo A y Gilbitz. 2000. Decolorization
and detoxification of textile dyes with a laccase from Trametes hirsute. Applied and
Environmental Microbiology 66: 3357-3362.

Alsubaey A, Sisler HD y Matthews BF. (1996). Purification and characterization of an
extracellular phenoloxidase from culture filtrates of Pyricularia oryzae. Canadian
Journal of Microbiology 42: 437-445.

Arana-Cuenca A, Roda A, Téllez A, Loera O, Carbajo JM, Terron MC y Gonzélez AE. 2004.
Comparative analysis of laccase-isozymes patterns of several related Polyporaceae
species under different culture conditions. Journal Basic Microbiology 44: 79-67

Archibald FS, Bourbonnais R, Jurasek L, Paice MG y Reid ID. 1997. Kraft pulp bleaching and
delignification by Trametes versicolor. Journal of Biotechnology 53: 215-336.

Bertrand G. 1896. Sur la presence simultanee de la laccase et de la tyrosinase dans le suc de
guelques champignons. CR Hebd Seances Acad Sci 9: 463-465.

Bohinski RC. 1991. Bioquimica. Pearson Educacion. México D.F.

Bollag J. y Leonowicz A. 1984. Comparatives studies of extracellular fungal laccases. Applied
and Environmental Microbiology 48:849-854.

Breene WM. 1990. Nutricional and medicinal value of speciality mushrooms. J.Food Protec.
53(10): 883-8949.

Bryan W y Wilson K. 1976. Electrophoretic techniques. En Principles and techniques of
practical biochemistry. Eduard Arnold (ed). John Wiley y Sons, Inc. New York, USA.
pp 98-118.

Claus H. 2003. Laccases and their occurrence in prokaryotes. Archives Microbiology 179:
145-150.

Chang ST y Hayes WA 1978. The biology and cultivation of edible mushrooms. 1st edn.
Academic Press, New York.

Das S, Sengupta S y Mukherjee M. 1997. Importance of laccase in vegetative growth of
Pleurotus florida. Applied and Environmental Microbiology 63: 4120-4122.

54



De Souza C y Peralta R. 2003. Purification and characterization of main laccase produced by
the white-rot fungus Pleurotus pulmonarius on wheat bran solid state medium. Journal
of Basic Microbiology 43: 278-286.

De Souza C, Zilly Ay Peralta R. 2002. Production of laccase as the sole phenoloxidase by a
Brazilian strain of Pleurotus pulmonarius in solid state fermentation. Journal of Basic
Microbiology 42: 83-90.

Dedeyan B, Klonowska A, Tagger S, Tron T, lacazio G, Gil Gy Le Petit J. 2000. Biochemical
and molecular characterization of a laccase from Marasmius quercophilus. Applied
and Environmental Microbiology 66: 925-929.

Edens W, Goins T, Dooley D y Henson J. 1999. Purification and characterization of secreted
laccase of Gaeumannomyces graminis var. tritici. Applied and Environmental
Microbiology 65: 3071-3074.

Eggert C, LaFayette PR, Temp U, Eriksson K-E y Dean J. 1998. Molecular analysis of a
laccase gene from the white rot fungus Pycnoporus cinnabarius. Applied and
Environmental Microbiology 64: 1766-1772.

Eggert C, Temp U y Eriksson K-E. 1996. The ligninolytic system of the write rot fungus
Pycnoporus cinnsbarinus: purification and characterization of the laccase. Applied and
Environmental Microbiology 62: 1151-1158.

Fukushima Y y Kirk K. 1995. Laccase component of the Ceriporiopsis subvermispora lignin
degrading system. Applied and Environmental Microbiology 61: 872-876.

Galhaup C, Goller S, Peterbauer C, Strauss J y Haltrich D. 2002. Characterization of the major
laccase isoenzyme from Trametes pubescens and regulation of its synthesis by metal
ions. Microbiology 148: 2159-2169.

Germann UA, Muller G, Hunziker PE y Lerch K. 1988. Characterization of two allelic forms
of Neurospora crassa laccase. The Journal of Biological Chemistry 263 (2): 885-896.

Giardina P, Palmieri G, Scaloni A, Fontanella B, Faraco V, Cennamo G y Sannia G. 1999.
Protein and gene structure of a blue laccase from Pleurotus ostreatus. Biochemical
Journal 341: 655-663.

Griffin H. 1994. Fungal Physiology. Wiley-liss. New York.

55



Guillén F, Mufioz C, Gomez-Torbio V, Martinez AT y Martinez MJ. 2000. Oxygen activation
during oxidation of methoxyhydroquinones by laccase from Pleurotus eryngii. Applied
and Environmental Microbiology 66: 170-175.

Guinberteau J. 1990. Definition and taxonomical place of the genus Pleurotus in the
mushrooms classification. Bulletin de la Federation Nationale des Syndicats Agricoles
de Cultivateurs de Champingnons (Francia) 48: 261-264.

Hardin IR, Cao H, Wilson SS y Akin DE. 2000. Decolourisation of textile wastewater by
selective fungi. AATCC Review 32 (11): 38-42.

Heinzkill M, Bech L, Halkier T, Schneider P y Anke T. 1998. Characterization of laccase and
peroxidases from wood-rotting fungi (family Coprinaceae). Applied and
Environmental Microbiology 64: 1601-1606.

Jolivalt C, Raynal A, Caminade E, Kokel B, Le Goffic F. y Mougin C. 1999. Transformation
of N’,N’-dimethyl-N=(hydroxyphenyl)ureas by laccase from the white rot fungus
Trametes versicolor. Applied Microbiology and Biotechnology 51: 676-681.

Karlsson S, Holmbom B, Spetz P, Mustranta A y Buchert J. 2001. Reactivity of Trametes
laccases with fatty and resin acids. Applied Microbial and Biotechnology 55: 317-320.

Kiiskinen L-L, Viikari L y Kruus K. 2002. Purification and characterization of a novel laccase
from the ascomycete Melanocarpus albomyces. Applied Microbiology Biotechnology
59: 198-204.

Kirk-Kent T y Cullen D. 1998. Enzymology and molecular genetic of wood degradation by
white-rot fungi. En Environmentally Friendly Technologies for Pulp and Paper
Industry. Young A y Akhtar M (eds.). John Wiley y Sons, Inc. New York. pp: 273-
307.

Klonowska A, Gaudin C, Fournel A, Asso M, Le Petit J, Giorgi M y Tron T. 2002.
Characterization of a low redox potential laccase from the basidiomycete C30.
European Journal Biochemical 269: 6119-6125.

Laborde J. 1896. Sur lacasse des vins. CR Hebd Seances Acad Sci 123: 1074-1075.

Laemmli UK. 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227: 680-685.

56



Leonowicz A, Matuszawska A, Luterek J, Ziegenhagen D, Wojtas- Wasilewska M, Cho N,
Hofricter M y Rogalski J. 1999. Biodegradation of lignin by white rot fungi. Fungal
Genetics and Biology 27: 175-185.

Li K, Xu F y Eriksson LK. 1999. Comparison of fungal laccase and redox mediators in
oxidation of a nonphenolic lignin model compound. Applied and Environmental
Microbiology 65: 2654-2660.

Maller D, Whetten R, Bao W, Chen C-L y Sederoff R. 1993. The role of laccase in
lignification. The Plant Journal 4: 751-757.

Mansur M, Suérez T, Fernandez-Larrea J, Brisuela M y Gonzélez A. 1997. Identification of a
laccase gene family in the new lignin-degrading basidiomycete CECT 20197. Applied
and Environmental Microbiology 63: 2637-2646.

Martinez-Carreara D, Leven R, Morales P, Sobal M y Saavedra L. 1991. Historia del cultivo
comercial de hongos comestibles en México. Ciencia y desarrollo 16(96): 33-43.

Mata G, Murrieta-Herndndez DM e Iglesias-Andreu LG. 2004. Changes in lignocellulolytic
enzymes activites in six Pleurotus spp. Strain cultivated on coffee pulp in
confrontation with Trichoderma spp. World Journal of Microbiology y Biotecnology
00: 1-8.

Mata G y Salmones. 2003. Edible mushroom cultivation at the Institute of Ecology in Mexico.
Micologia Aplicada International 15:23-29.

Moreira M.T, Feijoo G, Sierra-Alvarez R y Field J.A. 1999. Revaluation of the manganese
requirement for the biobleaching of kraft pulp by white rot fungi. Bioresource
Technology 70: 255-260.

Mufioz C, Guillén F, Martinez AT y Martinez MJ. 1997. Laccase isoenzymes of Pleurotus
eryngii: characterization, catalytic properties, and participation in activation of
molecular oxygen and Mg?* oxidation. Applied and Environmental Microbiology 63:
2166-2174.

Nagai M, Kawata M, Watanabe H, Ogawa M, Saito K, Takesawa T, Kanda K y Sato T. 2003.
Important role of fungal intracellular for melanin synthesis: purification and
characterization of an intracellular laccase from Lentinula edodes fruit bodies.
Microbiology 149: 2455-2462.

57



Nagai M, Sato T, Watanabe H, Saito K, Kawata M y Enei H. 2002. Purification and
characterization of an extracellular laccase from the edible mushroom Lentinula
edodes, and decolorization of chemically different dyes. Applied Microbiology and
Biotechnology 60: 327-335.

Palmieri G, Cennamo G, Faraco V, Amoresano A, Sannia G y Giardina P. 2003. Atypical
laccase isoenzymes from copper supplemented Pleurotus ostreatus cultures. Enzyme
and Microbial Technology 33: 220-230.

Palmieri G, Giardina P, Bianco C, Fontanella B y Sannia G. 2000. Copper induction of laccase
isoenzymes in the ligninolytic fungus Pleurotus ostreatus. Applied and Environmental
Microbiology 66: 920-924.

Palmieri G, Giardina P, Bianco C, Scaloni A, Capasso A y Sannia G. 1997. A novel white
laccase from Pleurotus ostreatus. Journal of Biological Chemistry 272: 31301-31307.

Palonen H, Saloheimo M, Viikari L y Kruus K. 2003. Purification, characterization and
sequence analisis of a laccase from the ascomycete Mauginiella sp. Enzyme and
Microbial Technology 33: 854-862.

Pointing SB. 2001. Feasibility of bioremediation by white-rot fungi. Applied Microbiology
Biotechnology 57: 20-33.

Rajarathnam S y Bano Z. 1989. Pleurotus mushrooms. Part I1l. Biotransformations of natural
lignocellulosic waste: Comercial applications and implications. Critical Reviews. Food
Science and Nutrition, 28: 31-107

Ranocha P, McDougall G, Hawkins S, Sterjiades R, Borderies G, Stewart D, Cabanes-
Macheteau M., Boudet AM y Goffner D. 1999. Biochemical characterization
molecular cloning and expression of laccase —a divergent gene family- in poplar.
European Journal Biochemical 259: 485-495.

Rigling D y Van Alfen N. 1993. Extra-intracellular laccase of the chestnut blight fungus,
Cryphonectria parasitica. Applied and Environmental Microbiology 59: 3634-3639.

Rosendahl S y Banke S. Use of isozymes in fungal taxonomy and population studies. En
Chemical Fungal Taxonomy. Frisvad JC, Bridge PD y Arora DK (eds). Marcel Dekker,
Inc. New York. Pp:107-120.

58



Saito T, Hong P, Kato K, Okazaki M, Inagaki H, Maeda S y Yokogawa Y. 2003. Purification
and characterization of an extracellular laccase of a fungus (family Chaetomiaceae)
isolated from soil. Enzyme and Microbial Technology 33: 520-526.

Sanchez C. y Viniegra-Gonzales G. 1996. Detection of highly productive strains of Pleurotus
ostreatus by their tolerance to 2-deoxy-D-glucose in starch-based media. Mycological
Research. 100: 455-461.

Savoie JM y Mata G. 2003. Trichoderma harzianum metabolites preadapt mushrooms to
Trichoderma agressivum antagonism. Mycologia 95: 191-199.

Schwarze F, Engels J y Mattheck C. 2000. Fundamental aspects. En Fungal strategies of wood
decay in trees. Spinger. pp 5-31.

Sethuraman A, Akin D y Eroksson E. 1999. Production of ligninolytic enzymes and synthetic
lignin mineralization by the bird’s nest fungus Cyathus stercoreus. Applied
Microbiology Biotechnology 52: 689-697.

Téllez-Téllez M, Sanchez, C, Montiel-Gonzalez A.M y. Diaz-Godinez G. 2005. Lacasses
activity of the peripheral and central zones of the vegetative mycelium of colonies of
Pleurotus spp. Agro Food Industry Hi-Tech (In press).

Thurston CF. 1994. The structure and function of fungal laccases. Microbiology 140: 19-26.

Wilkolazka AJ, Kochmanska-Rdest J, Malarczyk E, Wardas W y Leonowicz A. 2002. Fungi
and their ability to decolourize azo and anthraquinonic dyes. Enzyme and Microbial
Technology 30:566-572.

59



12. LISTA DE ABREVIATURAS
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DMP
EEe
EEi
KDa
Km
LiP
min
mM
Mn
MnP
pkat
°C
pH

pl
rpm
SDS

U/gX

Microlitros

Micromolar

2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazilina-6-acido sulfonico)

2,6-dimetoxifenol

Extracto crudo extracelular
Extracto crudo intracellular
Kilodaltones

Constante de Michael-Menten
Lignina peroxidasas
Minutos

Milimolar

Manganeso

manganeso peroxidasas
microkatal

Grados Celsius

Potencial de hidrogeno
Punto isoeléctrico
Revoluciones por minuto
Dodecil sulfato de sodio
Unidades

Unidades por gramo de biomasa seca

60



13. PUBLICACIONES

Tho NI ATISRAL JOURHAL OF CHEMISTRY
CHERISTEY £rip BISTESHNILSY
Fohermali NN [AAER AT DAF BTy LE N Looter 2
s
EURCPEAN JOURNAL OF
‘ NUTRACEYTICALE & FUNGTOMAL FOODS

29th November 2004

STATEMENT OF ACCEPTANCE OF PUBLICATION OF A
MANUSCRIPT

The Managing Lditor of the journal
AgroFOODIndustry HiTech
hereby states that the manuscript titled
LACASSE ACTIVITIES OF THE PERIPHERAL AND CENTRAL
ZONES OF

THE VEGETATIVE MYCELIUM OF COLONIES OF PLEUROTUS
SPECIES

written by

M. TELLEZ-TELLEZ, C. SANCHEZ, A. M. MONTIEL-GONZALEZ AND G.
DiAz-GODINEZ

has been
accepted for publication in the journal.
The Managing Editor

AgroFOODInd !stry HiTech

Nﬂlwgq{f T

Lugal noce: This siztzarent is ot Bading and sands 45 & sodntesy service to the suthor(s), The ecitor hoids the right 10
refrain from publiiiag e aforeyaid adicle tor any reason.

Pubaskae oy Tekno Scietize SA
v 5 Auranc Saf, 28 — 20123 Milane - Tel =32 92.4813011/4818118 — Fax 39 02 4818070
=i pastzke made cut 1 | eknoacenze n. "7353208 - Cap.S00. £ur0 15.000,00
Trib. Milano n. 22438200029/49 - C.CLAA 1120564 Migno - P.IVA (5817720151
S.mail; info@iekt$s0i8rge.com - intermel: www. 1eknosCenle.con



XXXV CONGRESO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA DE LOS ALIMENTOS
Acapulco, Gro. 13-15 de septiembre del 2004

Trabajo 077

ZIMOGRAFIA DE LAS ACTIVIDADES INTRA- Y EXTRACELULAR DE CEPAS
DEL GENERO PLEUROTUS

*Téllez-Téllez M*?2,, Sanchez C!.,, Loera O3. y Diaz-Godinez G'. !Laboratorio de
Biotecnologia, Centro de Investigacion en Ciencias Biologicas, Universidad
Autbnoma de Tlaxcala. Tel./Fax +(52)2484815482. E-mail: gdg@cci.uatx.mx.
2Maestria en Ciencias Bioldgicas, Universidad Autdénoma de Tlaxcala. *Universidad
Autonoma Metropolitana-lztapalapa, México DF.

Las lacasas son enzimas producidas por hongos de pudricién blanca que catalizan la
oxidacién de compuestos fendlicos. Existen isoformas dependiendo de la especie de
hongo y condiciones ambientales, pero hasta ahora no se determinado si tienen un
papel funcional especifico, que justifique la presencia de varias isoenzimas. En este
estudio se determin6 a través de zimografia, el nimero de isoformas de lacasas
intracelulares y extracelulares de especies del género Pleurotus. Se estudiaron las
cepas de Pleurotus pulmonarius (PPL27) de la Universidad de China de Hong Kong,
P. ostreatus (201218) de la ATCC, P. florida (Pfl) y P. cornucopiae (Pcc) de la
Universidad Nacional del Sur Argentina. Las cepas se desarrollaron sobre agar con
almidén como fuente de carbono y sales minerales a 25°C por 7 dias. El extracto
intracelular se obtuvo por lisis celular y el extracto extracelular por lixiviacién del agar
libre de micelio. Los zimogramas se realizaron en una camara de electroforesis
(MiniProtean 11, BioRad) sobre geles de poliacrilamida (12%) y se revelaron con p-
anisidina, o-tolidina y 2,6 dimetoxifenol. Para cada especie se observo el mismo
patrén sobre todos los sustratos, lo que indica que las mismas isoformas tienen la
misma capacidad de oxidacion. Por otro lado, los patrones fueron diferentes al
comparar las cepas. Estos resultados muestran diferencias en cantidad y numero de
isoformas entre las cepas, sin embargo, su funcidn parece ser la misma, ya que las
actividades de lacasas se obtuvieron a la misma edad celular de las cepas.
Posiblemente, las diferencias podrian deberse a que se trata de especies diferentes,
lo cual sugiere que la zimografia de lacasas podria ser un método de diferenciacion
de especies de Pleurotus.
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ACTIVIDAD EXTRACELULAR DE LACASAS EN DIFERENTES ESPECIES DEL
GENERO PLEUROTUS

*Téllez-Téllez M2, Sanchez C!, Loera O°® y Diaz-Godinez G!. Laboratorio de
Biotecnologia, Centro de Investigacion en Ciencias Biologicas, Universidad
Auténoma de Tlaxcala. Tel./Fax +(52)2484815482. E-mail: gdg@cci.uatx.mx.
2Maestria en Ciencias Bioldgicas, Universidad Auténoma de Tlaxcala. 2Universidad
Auténoma Metropolitana-lztapalapa, México DF.

Las lacasas son enzimas producidas por plantas, bacterias y hongos de pudricién
blanca, que catalizan la oxidacion de un gran nimero de compuesto fendlicos y
aminas aromaticas. En los hongos estan involucradas en la degradacion de lignina o
en la eliminacién de fenoles téxicos que surgen durante esta degradacion. En este
estudio se evalud la actividad extracelular de lacasas de cuatro especies de hongos
comestibles del género Pleurotus sobre diferentes sustratos. Se utilizaron las cepas
de Pleurotus pulmonarius (PPL27) de la Universidad de China de Hong Kong, P.
ostreatus (201218) de la ATCC, P. florida (Pfl) y P. cornucopiae (Pcc) de la
Universidad Nacional del Sur Argentina. Las cepas se desarrollaron sobre agar con
almidén como fuente de carbono y sales minerales a 25°C por 7 dias. El extracto
enzimatico se obtuvo por lixiviacion del agar sin micelio. La actividad de lacasas se
evalud utilizando siringaldazina, p-anisidina, o-tolidina, 2,6 dimetoxifenol y ABTS
como sustratos. La actividad se reportd en unidades arbitrarias por g de biomasa
seca (U/g X), donde se consider6 a una U como la cantidad de enzima que provoca
un incremento en una unidad de absorbancia por min. Las cuatro cepas presentaron
actividad sobre los cinco sustratos, sin embargo, los valores fueron distintos. La cepa
201218 presenté los valores mayores, seguida de la Pcc, la PPL27 y la Pfl
presentaron menor actividad. Podria sugerirse que las diferencias de actividad sobre
los diferentes sustratos dependen de la especie en estudio, por lo que estos
resultados podrian indicar la capacidad de invasion micelial durante el cultivo de
hongos, lo que es importante en la determinacion de la productividad de estos
organismos.

63


mailto:gdg@cci.uatx.mx

12th internacional biotecnology symposium and exhibition
Santiago de Chile. 17-22 October 2004.

64



	1. INTRODUCCIÓN
	1.1. Enzimas ligninolíticas de hongos
	1.1.2. Lignina peroxidasas
	La LiP (EC 1.11.1.14) se ha aislado de varios hongos de pudrición blanca. Esta enzima cataliza la oxidación de la lignina como sustrato, pero en presencia de H2O2. La masa molecular de LiP es de aproximadamente 40 KDa, es glucosilada y su pI y pH ópti...
	1.1.3. Manganeso peroxidasas

	1.2. Lignina
	1.3. Hongos de pudrición de la madera
	1.3.1. Hongos de pudrición blanda
	1.3.2. Hongos de pudrición oscura
	1.3.3. Hongos de pudrición blanca
	1.3.1.1. Descripción del género Pleurotus
	Figura 4. Ciclo de vida del género Pleurotus (Tomado de Guinberteau, 1990)



	2. ANTECEDENTES
	3. JUSTIFICACIÓN
	4. HIPÓTESIS
	5. OBJETIVOS
	5.1. General
	5.2. Particulares

	6. METODOLOGÍA
	6.1. Cepas de Pleurotus
	Tabla 1. Cepas empleadas en el estudio.

	6.2. Obtención del inóculo
	6.3. Medio de cultivo y desarrollo micelial
	6.4. Obtención de extractos enzimáticos
	6.5. Temperaturas y tiempo de incubación óptimas para los ensayos enzimáticos
	6.6. Determinación de la actividad intracelular y extracelular de lacasas
	6.7. Identificación del número de isoformas con actividad de lacasas por zimografía
	7.7. Análisis estadístico
	7.1. Determinación de las temperaturas y tiempos de incubación
	Figura 8. Evaluación de diferentes temperaturas sobre la actividad de lacasas, utilizando siringaldazina (A), (-anisidina (B) y DMP (C) como sustratos.
	Figura 9. Evaluación de diferentes temperaturas sobre la actividad de lacasas, utilizando (-tolidina (A) y ABTS (B) como sustratos.
	Figura 10. Evaluación de tiempo de incubación de la actividad de lacasas sobre los cinco sustratos.

	7.2. Evaluación de la actividad intracelular y extracelular de lacasas
	8.2.1. Actividad de lacasas con 2,6-dimetoxifenol como sustrato
	7.2.2. Actividad de lacasas con ABTS como sustrato
	7.2.3. Actividad de lacasas con siringaldazina como sustrato
	7.2.4. Actividad de lacasas con (-anisidina como sustrato
	Tabla 2. Actividad intracelular de lacasas de 10 cepas del género Pleurotus sobre cinco sustratos.
	Tabla 3. Actividad extracelular de lacasas de 10 cepas del género Pleurotus sobre cinco sustratos.


	7.3. Patrones zimográficos de lacasas intracelular y extracelulares
	Figura 16. Zimograma de extractos intracelulares de las cepas del género Pleurotus utilizando DMP como sustrato.
	Figura 17. Zimograma de extractos extracelular de las cepas del género Pleurotus utilizando DMP como sustrato.
	Figura 18. Zimograma de extractos intracelulares de las cepas del género Pleurotus utilizando (-anisidina como sustrato.
	Figura 19. Zimograma de extractos extracelulares de las cepas del género Pleurotus utilizando (-anisidina como sustrato.
	Figura 20. Zimograma de extractos intracelulares de las cepas del género Pleurotus utilizando (-tolidina como sustrato.
	Figura 21. Zimograma de extractos extracelulares de las cepas del género Pleurotus utilizando (-tolidina como sustrato.


	10 cepas del género Pleurotus
	Obtención del extracto enzimático intracelular
	Obtención del extracto enzimático extracelular

	Actividad de lacasas
	Análisis estadístico Anova y prueba de diferenciación de Tukey
	8. DISCUSIONES
	8.1. Evaluación de la actividad intracelular y extracelular de lacasas
	8.3. Patrones zimográfico de lacasas intracelular y extracelular

	9. CONCLUSIONES
	10. PERSPECTIVAS
	Trabajo 076


CO0Z ap 01a1ga,] "XB[ ] “e[eoxe[],

[B110D) BIOT OIABIDQ) "I
ZOPURUISH ZoYdues uauue)) [9( BN "8I
salomnJ

ZaUIpon) Zel(] oplelan) “I(J
S1S9) ap I1010211(J

731191 Z2][9 L BINBIN “[oId
e 1 u 92 s 2 1 (
se2130[01¢ SBIdUAI) U BIISIBIN

ap opeli3 [2 1oud)qo eied
s 1 § 9 1

snj0.4naj4 013U [op sedad us seseor|
op Je[N[oorNXd K IB[N[IJBIIUI PEPIAIIOR B[ 9P UQIOBN[BAT]

SeoI30[01¢g SBIOUAI)) UD BLIISIBIA]

Sed130[01g SBIOUSID) AP UQISIAL(

B[ROXR[ ], 9P BUWOUOINY PERPISIIAIU()

VTVIXY1L 30 VRONOLTY QVOISHIANA






Th Trermteddtedag sotas Je[N[20BNXd A-BJJUI BSBOE| 9P SOOIJRISOWIZ Sauoned "¢€°/
Of  UTTTTTTTTTTTTTUTTTT|OJRAISNS OWOD BUIPI[01-O UOD SBSBOR AP PRPIAIDY GTL

GE e OJBJISNS OWOD BUIPISIUR-J UOD SBSBOR| 2P PEPIALDY $'T L
QE e 0]B1ISNS OWOD BUIZBP[BFULIIS UOD SBSEOR| 9P PRPIANOY "€ 7L
L PR R 0JBJISNS OWOD S gV UOD Sesedr| ap peplAldy ‘77’ L
Qg TTTTUUUTTTUTTOJRIISNS OLWIOD [OURJIXOIDWIP-9 7 UOD SBSBIR| AP PRPIAIDY (|7 L
gF R SeSeOR| 9p JB[N|20BIIXD A JB[N[2ORIIUI PEPIAIIOR B 2P UQIOBN[BAY "T'L
4 uoroeqnout ap sodwian A seinjeradwa) se| ap UQIOBRUIWLIALN( "[°/
PE ceeeeereeeee e SOAVIINSTY L
EE TR OONISIPEISA SISI[BUY “8°9
ZE ........................................................................... E}_}BJEOUJ!Z
Jod seseoe| 2p pepIAI}OB UOD SBULIOJOS! ap OJdWINU [ap UQIOBJIJIIUAP] “L'9
g e SBSBOR| JB[N][IOBIIXA A S2IB[N|2dRIIUI PRPIAIIOE B] 3P UOIDRUIULIDIA(] '9°9
DF  eeeeeeeee e S0oNBWIZUD
soAesua so| eied sewndo ugroeqnout ap odwan £ sermesadwa], g9
OF  rreeeereeeesees SOQNEWIZUD SOWBIXA 3P UOIGUGQ) b9
OE ........................................... [BI[QO!LU OEIOJJBSQP {{ 0.'\!1[[10 gp 0!pgw .£9
T et 0[nooUI [3p UCIUAIQ0) ‘T°9
6Z .................................................................. S‘n}(),lna]({ 3P Sgdg:).l.g
Q7 CTTTTTTNTTIITIITeIeiiiiei VIDOTOAOLAN ‘9
[T e SaXe|moIME] 7°C
[T TR [BIOUSD) ]G
[T Tt SOALLALEO ‘S
gz e S L. WO N, W0 e W O~ 0. O SISALOdIH '+
G7 T NOIDVOIALLSAS €
(T Freeeeeeeeee SALNAGIOAINY T
QI e SIUBZI[BINIBUSIP SISI0JONO[D 3P RUWISIS ‘T h |
T B b 9JUBZI[BINJBUSIP OU SISAI0JOIII]2 9P BWAISIS "[ ']
PL et SIS210J0I1O3]D AP SEOIUIIL b |
E[ .......................................... OOIX‘QW uo SOBUOI] gp U()!OOI’IPO.Id t’E.[
l l ................................ SIUOJ?IQIC{ OJQU‘QS lgp ug!odljasaa.ll.g.l
Ol ................................................ goue[q UQ[O!Jpﬂd gp SOBUOH .EE.[
6 ................................................ PINDSO U()!O!Jpnd ap SOBUOH Z‘E[
6 ................................................ EPUB[q UQIDinnd 9p SOEUOH . [ .E. l
6 ................................................................. UQIOlJpnd gp SOEUOH E I
9 ................................................................................ Eu!ugl,_l Z [
g ..................................................... SESEP!XOJQd OSQUEgUEW .S. [ . [
t ................................. SRR SRS S s SESBP!XO.IQCI u'ugl’_l .Z-[[
AR L T TP L T TP PP PP PP TPRPTTRPPPLED seseor ['1']
z ................................................. SOEUOL{ 9p SBO!I]]OU]U%I[ SBUJIZUE[ . [ .[
[ NOIDONAOUINI |
A UQWINSY
Al SELIOIBDIPa(]
1 SOJUdIWIOAPRITY
1 S153) 9p uoIsaidwil ap ugIdRZIIoINY
I ojuaTWeRIdURUI,]
ded

TVHANTD FDIANI





187

0y

6¢

8¢

.................................. 0JBIISNS OWIOD BUIPI[03-0 OPUBZI[IIN SNJ0ANI] ]
oloupd [op sedod se| 9p SAIB[N|IORIIXI "SOIOBIIXD Ip BWeRIFOWIZ ‘|7 BINI]
................................. OJEIISNS OWOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §170.412] ]
olpupd [op sedod se| op Sale[njaoeiiul SOJOBNXD AP ewelSowlz ‘(7 eInS1g
................................ 01e1)SNS OWO0D BU!p!S[UE-d OPUBZ”!H\ S'HIO..HIE)[({
019u3 [op sedad se| op SaIB[NAOBIIXD SOJOBNXA Jp BweiSownyz ‘6| eInSi
................................ 0JRIISNS OWOD EUIP!S[UB-d OpUBZI|IIN $1704N2] ]
01oupd [op sedoo se] op sale|njadoeiul SOJoBNX2 dp eweldowlyz ‘gl vINS1]
................................................... O1B1SNS OWOd JIN( OpULZI[IN
§1104n3]J 012U [ap sedad se| 9p JB[N[IIBIIXD SOJOBIIXD Ip eweIowly /] eindi g
....................................... 0111SNS OWOd JINC OPUBZI[IIN SHI04N2] ]
0Ioup8 [op sedad se] ap Salen[oRIUI SOOBNX 2p BweISOWIlZ ‘9| ®BINSI]
"""""""""" 0)B1)SNS OWIOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §1]0.4N2]{ 0IUJT [P
sedao ()] op seseor| ap Je[N[IORNXI A JB[N[OJRIUI BONBWIZUD PRPIAIDY "G BINS1
---------------- 01B1ISNS OWOD BUIPISIUB-d OPURZI|IIN §7210.413]J 012UIT [ap
sedad ()] ap seseoe| ap Je[n[a0enX2 A IB[N[20BNUI BONBWIZUD PEPIANDY “f] BIn3I]
"""""""" 0]e1ISNS OWOD BUIZEP[ESULILS OPURZI[IIN S710.4n3]J 0IUIT |2p
sedao ()] 9p SESEOR| Op IB[N[2OBNXD A JB[N[IJRIUI BONBUWIZUD PRPIAIDY "¢ vIndl
"""""""""""" 01B1ISNS OWOD § [V OPUBZI|IIN $1104NI]J OIUT |3p
sedad ()] ap Sesedr| ap IB[N[2BIX2 A IB[N[aJenUl BINBWIZUI PRPIAIDY 7] eindig
""""""""""""" 01B11SNS OWI0 JIN(] OpPUBZI[IIN $110.4N2]J 0IUIT |Ip
sedad ()| ap sesede| ap JB[N[AOBNXI A IB[N|adRAUI BINBWIZUS PEPIAIDY [ [ BnSij
.................................................................. SOJEIISNS 0UID SO]
21QOS SeSedB| 2p PEPIAIOE B] 2p ugroeqnoul ap odwal ap uoioenjeay "] emndig
.................................................................... SLaV K BUIPI|O)
-0 21QOS SESEOR| 3p PEPIAIIOR B] 2p uQioeqnaul ap odwian ap ugidenjeAd ‘g eindig
"""""""" SOJBJISNS OWOD JIN(] A Bulpisiue-d ‘euiZep[e3ulils Opuezijin
Sesede| ap pepIAlOR B] 21qos seinjeladwa) $9UAIRJIP AP UQIdBN[BAF '8 BInS1]
........................................... '8}80[0[)019'.!1 ®] 9p o_fnu op EU,IB.IEB[C[ i B'mgl.:l
"""""""""""" seurajold £ soprorourwe ap e3ied ef ua Hd [ap 0193)4 "9 BInd1
........................................................................... epIuIR|LIO®
-S1q U0d epiwe[loe e] op uoroezuowijod B] ap eolwinb ugoeay ¢ eINSIg
.............................................. SHIOJHE?[J 013“98 [ap BpIA gp OID!D .17 Bing!j
................................................. EU!U%H e gp 'BT)ELU‘Inb BINIONASH E E.lngl':[
oo gpsepixotad osaueduew A sesepixolad urudi| ap eo11[eIRD UQIDOBIY "7 BINSI]
e+ geseoR| 9p uoldoe Jod eutudi| ap s0d1joud) so1sandwiod ap uQIdepIX( ‘| BIndij

SVANDIA 4d ADIANI

..................................................................... SANOIOVOITENd €1
........................................................ SVANLYIATNEY 4d VISIT 21
........................................................................ SYIONTUIITY ‘11
........................................................................ SYALLDAdSHAd ‘01

........................................................................ SANOISNTIONOD ‘6
""""""""""""""" Ig[njadelixa /(-EJlU! BSedR| 2p OOl_J.?JgOLU]Z sauolied ‘'8

""""""" seseor| op Ie[njaoeixa £ Je[n[2oBlul PEPIANOR B 3p UQloeneAT “['§
........................................................................... SANOISNOSIA '8





(44

¥

6¢

SOJBJISNS 0DUID IQOS
§n10.4na]J 013ud3 [9p sedad ()| ap Seseor| ap JB|N[IJBNXI PEPIALDY "€ B[qRL

SOjRJISNS 0OUID
21qOs snj0.4najq 019U3 [9p Sedad ()| Ip SESBOR| AP IB|N[IORIUI PEPIANDY T B[R

................................................... O!pnlgg ]9 ua SBpBS[dUJS S‘Bdga .E Equ_L

SVI4V.L 4d ADIANI





xe| ‘BleoXell  XWXJen'po@seoiBojolgow (jiew-2 /G-G|-2op(9re)i0 Xed/i®L 0,006 dO EIASNd/BEOXEIL £J9]aLIed G| Wik
TI

ZopUBUIaH Zayoues uawie) |ap euep "eiq

ph
T

0T.alAe100 "Ia
e
" so.10] epess oINpY “Id

Zau|po9) zeid opJesds Iq

‘opn|es [eIp1od un seiaud eled soweydaoide ‘Jejnoied 010 UIS

- .snjoinajd 01auab |ap sedad ua sesede| sEWIZUd
ap Jejnjesesixa A Jenj@desjul PepIAlJOE B| 8P UQIdBN[BAT, S8 BIEAJ|
anb ojny} |3 ‘ejusIpuodsallod |euoisajold uswexa |2 ua epipuajep A esaidwl
eas £)s9 anb eled ugioeqoide e| SOWEP 'SIS8} P 0JUBWNJOP [Bp [BUl UQISISA €|
opesu\éu opualqeq ‘anb sowesejdxa ‘seaibojolg seloual) us ejsaepy op opelb

; ]ap UQIOUGJQO 9# BJBd BZlIEGJ ‘23731 2371131 vunvw 1019 "D E| anb sis9)
ap o;oeKOJd °p Jopemez\e opeml 1op smqwew ‘sojueuiny ofeqe so7

ajuasald
B|EDXE|] Sp EWOUQINY PEPISISAIUN
ejonpuo)) e| ap ejbojoig ap ejeoxe|] onua)
VI¥L1SIVIA V1 30 YHOAVYNIGHO00D
ZIANOO ZANILYVIN VLHVYOUVIN 'VHd

$00Z 8P 2IqWaIoiq 3P 81 B “'Xe|L 'B[edxe|L

seolbojolg serousl) ua elijSee
ejonpuo) e| op eibojoig op e|eoxe|] 01jus)
seoibojolg SeloualD ap UQISIAIC] Bl 8P UQIOBUIPI00D
opeiBsod ap A eoyiusl) uoioebseau| ap elie}eioss

VIVOXV1L 3d VINONOLNY AVAISH3AINN

&

WIVOXY1130 YION0 LNY OO ISWIA IS






CO0Z ap 01a1ga,] "XB[ ] “e[eoxe[],

[B110D) BIOT OIABIDQ) "I
ZOPURUISH ZoYdues uauue)) [9( BN "8I
salomnJ

ZaUIpon) Zel(] oplelan) “I(J
S1S9) ap I1010211(J

731191 Z2][9 L BINBIN “[oId
e 1 u 92 s 2 1 (
se2130[01¢ SBIdUAI) U BIISIBIN

ap opeli3 [2 1oud)qo eied
s 1 § 9 1

snj0.4naj4 013U [op sedad us seseor|
op Je[N[oorNXd K IB[N[IJBIIUI PEPIAIIOR B[ 9P UQIOBN[BAT]

SeoI30[01¢g SBIOUAI)) UD BLIISIBIA]

Sed130[01g SBIOUSID) AP UQISIAL(

B[ROXR[ ], 9P BUWOUOINY PERPISIIAIU()

VTVIXY1L 30 VRONOLTY QVOISHIANA






Th Trermteddtedag sotas Je[N[20BNXd A-BJJUI BSBOE| 9P SOOIJRISOWIZ Sauoned "¢€°/
Of  UTTTTTTTTTTTTTUTTTT|OJRAISNS OWOD BUIPI[01-O UOD SBSBOR AP PRPIAIDY GTL

GE e OJBJISNS OWOD BUIPISIUR-J UOD SBSBOR| 2P PEPIALDY $'T L
QE e 0]B1ISNS OWOD BUIZBP[BFULIIS UOD SBSEOR| 9P PRPIANOY "€ 7L
L PR R 0JBJISNS OWOD S gV UOD Sesedr| ap peplAldy ‘77’ L
Qg TTTTUUUTTTUTTOJRIISNS OLWIOD [OURJIXOIDWIP-9 7 UOD SBSBIR| AP PRPIAIDY (|7 L
gF R SeSeOR| 9p JB[N|20BIIXD A JB[N[2ORIIUI PEPIAIIOR B 2P UQIOBN[BAY "T'L
4 uoroeqnout ap sodwian A seinjeradwa) se| ap UQIOBRUIWLIALN( "[°/
PE ceeeeereeeee e SOAVIINSTY L
EE TR OONISIPEISA SISI[BUY “8°9
ZE ........................................................................... E}_}BJEOUJ!Z
Jod seseoe| 2p pepIAI}OB UOD SBULIOJOS! ap OJdWINU [ap UQIOBJIJIIUAP] “L'9
g e SBSBOR| JB[N][IOBIIXA A S2IB[N|2dRIIUI PRPIAIIOE B] 3P UOIDRUIULIDIA(] '9°9
DF  eeeeeeeee e S0oNBWIZUD
soAesua so| eied sewndo ugroeqnout ap odwan £ sermesadwa], g9
OF  rreeeereeeesees SOQNEWIZUD SOWBIXA 3P UOIGUGQ) b9
OE ........................................... [BI[QO!LU OEIOJJBSQP {{ 0.'\!1[[10 gp 0!pgw .£9
T et 0[nooUI [3p UCIUAIQ0) ‘T°9
6Z .................................................................. S‘n}(),lna]({ 3P Sgdg:).l.g
Q7 CTTTTTTNTTIITIITeIeiiiiei VIDOTOAOLAN ‘9
[T e SaXe|moIME] 7°C
[T TR [BIOUSD) ]G
[T Tt SOALLALEO ‘S
gz e S L. WO N, W0 e W O~ 0. O SISALOdIH '+
G7 T NOIDVOIALLSAS €
(T Freeeeeeeeee SALNAGIOAINY T
QI e SIUBZI[BINIBUSIP SISI0JONO[D 3P RUWISIS ‘T h |
T B b 9JUBZI[BINJBUSIP OU SISAI0JOIII]2 9P BWAISIS "[ ']
PL et SIS210J0I1O3]D AP SEOIUIIL b |
E[ .......................................... OOIX‘QW uo SOBUOI] gp U()!OOI’IPO.Id t’E.[
l l ................................ SIUOJ?IQIC{ OJQU‘QS lgp ug!odljasaa.ll.g.l
Ol ................................................ goue[q UQ[O!Jpﬂd gp SOBUOH .EE.[
6 ................................................ PINDSO U()!O!Jpnd ap SOBUOH Z‘E[
6 ................................................ EPUB[q UQIDinnd 9p SOEUOH . [ .E. l
6 ................................................................. UQIOlJpnd gp SOEUOH E I
9 ................................................................................ Eu!ugl,_l Z [
g ..................................................... SESEP!XOJQd OSQUEgUEW .S. [ . [
t ................................. SRR SRS S s SESBP!XO.IQCI u'ugl’_l .Z-[[
AR L T TP L T TP PP PP PP TPRPTTRPPPLED seseor ['1']
z ................................................. SOEUOL{ 9p SBO!I]]OU]U%I[ SBUJIZUE[ . [ .[
[ NOIDONAOUINI |
A UQWINSY
Al SELIOIBDIPa(]
1 SOJUdIWIOAPRITY
1 S153) 9p uoIsaidwil ap ugIdRZIIoINY
I ojuaTWeRIdURUI,]
ded

TVHANTD FDIANI





187

0y

6¢

8¢

.................................. 0JBIISNS OWIOD BUIPI[03-0 OPUBZI[IIN SNJ0ANI] ]
oloupd [op sedod se| 9p SAIB[N|IORIIXI "SOIOBIIXD Ip BWeRIFOWIZ ‘|7 BINI]
................................. OJEIISNS OWOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §170.412] ]
olpupd [op sedod se| op Sale[njaoeiiul SOJOBNXD AP ewelSowlz ‘(7 eInS1g
................................ 01e1)SNS OWO0D BU!p!S[UE-d OPUBZ”!H\ S'HIO..HIE)[({
019u3 [op sedad se| op SaIB[NAOBIIXD SOJOBNXA Jp BweiSownyz ‘6| eInSi
................................ 0JRIISNS OWOD EUIP!S[UB-d OpUBZI|IIN $1704N2] ]
01oupd [op sedoo se] op sale|njadoeiul SOJoBNX2 dp eweldowlyz ‘gl vINS1]
................................................... O1B1SNS OWOd JIN( OpULZI[IN
§1104n3]J 012U [ap sedad se| 9p JB[N[IIBIIXD SOJOBIIXD Ip eweIowly /] eindi g
....................................... 0111SNS OWOd JINC OPUBZI[IIN SHI04N2] ]
0Ioup8 [op sedad se] ap Salen[oRIUI SOOBNX 2p BweISOWIlZ ‘9| ®BINSI]
"""""""""" 0)B1)SNS OWIOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §1]0.4N2]{ 0IUJT [P
sedao ()] op seseor| ap Je[N[IORNXI A JB[N[OJRIUI BONBWIZUD PRPIAIDY "G BINS1
---------------- 01B1ISNS OWOD BUIPISIUB-d OPURZI|IIN §7210.413]J 012UIT [ap
sedad ()] ap seseoe| ap Je[n[a0enX2 A IB[N[20BNUI BONBWIZUD PEPIANDY “f] BIn3I]
"""""""" 0]e1ISNS OWOD BUIZEP[ESULILS OPURZI[IIN S710.4n3]J 0IUIT |2p
sedao ()] 9p SESEOR| Op IB[N[2OBNXD A JB[N[IJRIUI BONBUWIZUD PRPIAIDY "¢ vIndl
"""""""""""" 01B1ISNS OWOD § [V OPUBZI|IIN $1104NI]J OIUT |3p
sedad ()] ap Sesedr| ap IB[N[2BIX2 A IB[N[aJenUl BINBWIZUI PRPIAIDY 7] eindig
""""""""""""" 01B11SNS OWI0 JIN(] OpPUBZI[IIN $110.4N2]J 0IUIT |Ip
sedad ()| ap sesede| ap JB[N[AOBNXI A IB[N|adRAUI BINBWIZUS PEPIAIDY [ [ BnSij
.................................................................. SOJEIISNS 0UID SO]
21QOS SeSedB| 2p PEPIAIOE B] 2p ugroeqnoul ap odwal ap uoioenjeay "] emndig
.................................................................... SLaV K BUIPI|O)
-0 21QOS SESEOR| 3p PEPIAIIOR B] 2p uQioeqnaul ap odwian ap ugidenjeAd ‘g eindig
"""""""" SOJBJISNS OWOD JIN(] A Bulpisiue-d ‘euiZep[e3ulils Opuezijin
Sesede| ap pepIAlOR B] 21qos seinjeladwa) $9UAIRJIP AP UQIdBN[BAF '8 BInS1]
........................................... '8}80[0[)019'.!1 ®] 9p o_fnu op EU,IB.IEB[C[ i B'mgl.:l
"""""""""""" seurajold £ soprorourwe ap e3ied ef ua Hd [ap 0193)4 "9 BInd1
........................................................................... epIuIR|LIO®
-S1q U0d epiwe[loe e] op uoroezuowijod B] ap eolwinb ugoeay ¢ eINSIg
.............................................. SHIOJHE?[J 013“98 [ap BpIA gp OID!D .17 Bing!j
................................................. EU!U%H e gp 'BT)ELU‘Inb BINIONASH E E.lngl':[
oo gpsepixotad osaueduew A sesepixolad urudi| ap eo11[eIRD UQIDOBIY "7 BINSI]
e+ geseoR| 9p uoldoe Jod eutudi| ap s0d1joud) so1sandwiod ap uQIdepIX( ‘| BIndij

SVANDIA 4d ADIANI

..................................................................... SANOIOVOITENd €1
........................................................ SVANLYIATNEY 4d VISIT 21
........................................................................ SYIONTUIITY ‘11
........................................................................ SYALLDAdSHAd ‘01

........................................................................ SANOISNTIONOD ‘6
""""""""""""""" Ig[njadelixa /(-EJlU! BSedR| 2p OOl_J.?JgOLU]Z sauolied ‘'8

""""""" seseor| op Ie[njaoeixa £ Je[n[2oBlul PEPIANOR B 3p UQloeneAT “['§
........................................................................... SANOISNOSIA '8





(44

¥

6¢

SOJBJISNS 0DUID IQOS
§n10.4na]J 013ud3 [9p sedad ()| ap Seseor| ap JB|N[IJBNXI PEPIALDY "€ B[qRL

SOjRJISNS 0OUID
21qOs snj0.4najq 019U3 [9p Sedad ()| Ip SESBOR| AP IB|N[IORIUI PEPIANDY T B[R

................................................... O!pnlgg ]9 ua SBpBS[dUJS S‘Bdga .E Equ_L

SVI4V.L 4d ADIANI





xe| ‘BleoXell  XWXJen'po@seoiBojolgow (jiew-2 /G-G|-2op(9re)i0 Xed/i®L 0,006 dO EIASNd/BEOXEIL £J9]aLIed G| Wik
TI

ZopUBUIaH Zayoues uawie) |ap euep "eiq

ph
T

0T.alAe100 "Ia
e
" so.10] epess oINpY “Id

Zau|po9) zeid opJesds Iq

‘opn|es [eIp1od un seiaud eled soweydaoide ‘Jejnoied 010 UIS

- .snjoinajd 01auab |ap sedad ua sesede| sEWIZUd
ap Jejnjesesixa A Jenj@desjul PepIAlJOE B| 8P UQIdBN[BAT, S8 BIEAJ|
anb ojny} |3 ‘ejusIpuodsallod |euoisajold uswexa |2 ua epipuajep A esaidwl
eas £)s9 anb eled ugioeqoide e| SOWEP 'SIS8} P 0JUBWNJOP [Bp [BUl UQISISA €|
opesu\éu opualqeq ‘anb sowesejdxa ‘seaibojolg seloual) us ejsaepy op opelb

; ]ap UQIOUGJQO 9# BJBd BZlIEGJ ‘23731 2371131 vunvw 1019 "D E| anb sis9)
ap o;oeKOJd °p Jopemez\e opeml 1op smqwew ‘sojueuiny ofeqe so7

ajuasald
B|EDXE|] Sp EWOUQINY PEPISISAIUN
ejonpuo)) e| ap ejbojoig ap ejeoxe|] onua)
VI¥L1SIVIA V1 30 YHOAVYNIGHO00D
ZIANOO ZANILYVIN VLHVYOUVIN 'VHd

$00Z 8P 2IqWaIoiq 3P 81 B “'Xe|L 'B[edxe|L

seolbojolg serousl) ua elijSee
ejonpuo) e| op eibojoig op e|eoxe|] 01jus)
seoibojolg SeloualD ap UQISIAIC] Bl 8P UQIOBUIPI00D
opeiBsod ap A eoyiusl) uoioebseau| ap elie}eioss

VIVOXV1L 3d VINONOLNY AVAISH3AINN

&

WIVOXY1130 YION0 LNY OO ISWIA IS






CO0Z ap 01a1ga,] "XB[ ] “e[eoxe[],

[B110D) BIOT OIABIDQ) "I
ZOPURUISH ZoYdues uauue)) [9( BN "8I
salomnJ

ZaUIpon) Zel(] oplelan) “I(J
S1S9) ap I1010211(J

731191 Z2][9 L BINBIN “[oId
e 1 u 92 s 2 1 (
se2130[01¢ SBIdUAI) U BIISIBIN

ap opeli3 [2 1oud)qo eied
s 1 § 9 1

snj0.4naj4 013U [op sedad us seseor|
op Je[N[oorNXd K IB[N[IJBIIUI PEPIAIIOR B[ 9P UQIOBN[BAT]

SeoI30[01¢g SBIOUAI)) UD BLIISIBIA]

Sed130[01g SBIOUSID) AP UQISIAL(

B[ROXR[ ], 9P BUWOUOINY PERPISIIAIU()

VTVIXY1L 30 VRONOLTY QVOISHIANA






Th Trermteddtedag sotas Je[N[20BNXd A-BJJUI BSBOE| 9P SOOIJRISOWIZ Sauoned "¢€°/
Of  UTTTTTTTTTTTTTUTTTT|OJRAISNS OWOD BUIPI[01-O UOD SBSBOR AP PRPIAIDY GTL

GE e OJBJISNS OWOD BUIPISIUR-J UOD SBSBOR| 2P PEPIALDY $'T L
QE e 0]B1ISNS OWOD BUIZBP[BFULIIS UOD SBSEOR| 9P PRPIANOY "€ 7L
L PR R 0JBJISNS OWOD S gV UOD Sesedr| ap peplAldy ‘77’ L
Qg TTTTUUUTTTUTTOJRIISNS OLWIOD [OURJIXOIDWIP-9 7 UOD SBSBIR| AP PRPIAIDY (|7 L
gF R SeSeOR| 9p JB[N|20BIIXD A JB[N[2ORIIUI PEPIAIIOR B 2P UQIOBN[BAY "T'L
4 uoroeqnout ap sodwian A seinjeradwa) se| ap UQIOBRUIWLIALN( "[°/
PE ceeeeereeeee e SOAVIINSTY L
EE TR OONISIPEISA SISI[BUY “8°9
ZE ........................................................................... E}_}BJEOUJ!Z
Jod seseoe| 2p pepIAI}OB UOD SBULIOJOS! ap OJdWINU [ap UQIOBJIJIIUAP] “L'9
g e SBSBOR| JB[N][IOBIIXA A S2IB[N|2dRIIUI PRPIAIIOE B] 3P UOIDRUIULIDIA(] '9°9
DF  eeeeeeeee e S0oNBWIZUD
soAesua so| eied sewndo ugroeqnout ap odwan £ sermesadwa], g9
OF  rreeeereeeesees SOQNEWIZUD SOWBIXA 3P UOIGUGQ) b9
OE ........................................... [BI[QO!LU OEIOJJBSQP {{ 0.'\!1[[10 gp 0!pgw .£9
T et 0[nooUI [3p UCIUAIQ0) ‘T°9
6Z .................................................................. S‘n}(),lna]({ 3P Sgdg:).l.g
Q7 CTTTTTTNTTIITIITeIeiiiiei VIDOTOAOLAN ‘9
[T e SaXe|moIME] 7°C
[T TR [BIOUSD) ]G
[T Tt SOALLALEO ‘S
gz e S L. WO N, W0 e W O~ 0. O SISALOdIH '+
G7 T NOIDVOIALLSAS €
(T Freeeeeeeeee SALNAGIOAINY T
QI e SIUBZI[BINIBUSIP SISI0JONO[D 3P RUWISIS ‘T h |
T B b 9JUBZI[BINJBUSIP OU SISAI0JOIII]2 9P BWAISIS "[ ']
PL et SIS210J0I1O3]D AP SEOIUIIL b |
E[ .......................................... OOIX‘QW uo SOBUOI] gp U()!OOI’IPO.Id t’E.[
l l ................................ SIUOJ?IQIC{ OJQU‘QS lgp ug!odljasaa.ll.g.l
Ol ................................................ goue[q UQ[O!Jpﬂd gp SOBUOH .EE.[
6 ................................................ PINDSO U()!O!Jpnd ap SOBUOH Z‘E[
6 ................................................ EPUB[q UQIDinnd 9p SOEUOH . [ .E. l
6 ................................................................. UQIOlJpnd gp SOEUOH E I
9 ................................................................................ Eu!ugl,_l Z [
g ..................................................... SESEP!XOJQd OSQUEgUEW .S. [ . [
t ................................. SRR SRS S s SESBP!XO.IQCI u'ugl’_l .Z-[[
AR L T TP L T TP PP PP PP TPRPTTRPPPLED seseor ['1']
z ................................................. SOEUOL{ 9p SBO!I]]OU]U%I[ SBUJIZUE[ . [ .[
[ NOIDONAOUINI |
A UQWINSY
Al SELIOIBDIPa(]
1 SOJUdIWIOAPRITY
1 S153) 9p uoIsaidwil ap ugIdRZIIoINY
I ojuaTWeRIdURUI,]
ded

TVHANTD FDIANI





187

0y

6¢

8¢

.................................. 0JBIISNS OWIOD BUIPI[03-0 OPUBZI[IIN SNJ0ANI] ]
oloupd [op sedod se| 9p SAIB[N|IORIIXI "SOIOBIIXD Ip BWeRIFOWIZ ‘|7 BINI]
................................. OJEIISNS OWOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §170.412] ]
olpupd [op sedod se| op Sale[njaoeiiul SOJOBNXD AP ewelSowlz ‘(7 eInS1g
................................ 01e1)SNS OWO0D BU!p!S[UE-d OPUBZ”!H\ S'HIO..HIE)[({
019u3 [op sedad se| op SaIB[NAOBIIXD SOJOBNXA Jp BweiSownyz ‘6| eInSi
................................ 0JRIISNS OWOD EUIP!S[UB-d OpUBZI|IIN $1704N2] ]
01oupd [op sedoo se] op sale|njadoeiul SOJoBNX2 dp eweldowlyz ‘gl vINS1]
................................................... O1B1SNS OWOd JIN( OpULZI[IN
§1104n3]J 012U [ap sedad se| 9p JB[N[IIBIIXD SOJOBIIXD Ip eweIowly /] eindi g
....................................... 0111SNS OWOd JINC OPUBZI[IIN SHI04N2] ]
0Ioup8 [op sedad se] ap Salen[oRIUI SOOBNX 2p BweISOWIlZ ‘9| ®BINSI]
"""""""""" 0)B1)SNS OWIOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §1]0.4N2]{ 0IUJT [P
sedao ()] op seseor| ap Je[N[IORNXI A JB[N[OJRIUI BONBWIZUD PRPIAIDY "G BINS1
---------------- 01B1ISNS OWOD BUIPISIUB-d OPURZI|IIN §7210.413]J 012UIT [ap
sedad ()] ap seseoe| ap Je[n[a0enX2 A IB[N[20BNUI BONBWIZUD PEPIANDY “f] BIn3I]
"""""""" 0]e1ISNS OWOD BUIZEP[ESULILS OPURZI[IIN S710.4n3]J 0IUIT |2p
sedao ()] 9p SESEOR| Op IB[N[2OBNXD A JB[N[IJRIUI BONBUWIZUD PRPIAIDY "¢ vIndl
"""""""""""" 01B1ISNS OWOD § [V OPUBZI|IIN $1104NI]J OIUT |3p
sedad ()] ap Sesedr| ap IB[N[2BIX2 A IB[N[aJenUl BINBWIZUI PRPIAIDY 7] eindig
""""""""""""" 01B11SNS OWI0 JIN(] OpPUBZI[IIN $110.4N2]J 0IUIT |Ip
sedad ()| ap sesede| ap JB[N[AOBNXI A IB[N|adRAUI BINBWIZUS PEPIAIDY [ [ BnSij
.................................................................. SOJEIISNS 0UID SO]
21QOS SeSedB| 2p PEPIAIOE B] 2p ugroeqnoul ap odwal ap uoioenjeay "] emndig
.................................................................... SLaV K BUIPI|O)
-0 21QOS SESEOR| 3p PEPIAIIOR B] 2p uQioeqnaul ap odwian ap ugidenjeAd ‘g eindig
"""""""" SOJBJISNS OWOD JIN(] A Bulpisiue-d ‘euiZep[e3ulils Opuezijin
Sesede| ap pepIAlOR B] 21qos seinjeladwa) $9UAIRJIP AP UQIdBN[BAF '8 BInS1]
........................................... '8}80[0[)019'.!1 ®] 9p o_fnu op EU,IB.IEB[C[ i B'mgl.:l
"""""""""""" seurajold £ soprorourwe ap e3ied ef ua Hd [ap 0193)4 "9 BInd1
........................................................................... epIuIR|LIO®
-S1q U0d epiwe[loe e] op uoroezuowijod B] ap eolwinb ugoeay ¢ eINSIg
.............................................. SHIOJHE?[J 013“98 [ap BpIA gp OID!D .17 Bing!j
................................................. EU!U%H e gp 'BT)ELU‘Inb BINIONASH E E.lngl':[
oo gpsepixotad osaueduew A sesepixolad urudi| ap eo11[eIRD UQIDOBIY "7 BINSI]
e+ geseoR| 9p uoldoe Jod eutudi| ap s0d1joud) so1sandwiod ap uQIdepIX( ‘| BIndij

SVANDIA 4d ADIANI

..................................................................... SANOIOVOITENd €1
........................................................ SVANLYIATNEY 4d VISIT 21
........................................................................ SYIONTUIITY ‘11
........................................................................ SYALLDAdSHAd ‘01

........................................................................ SANOISNTIONOD ‘6
""""""""""""""" Ig[njadelixa /(-EJlU! BSedR| 2p OOl_J.?JgOLU]Z sauolied ‘'8

""""""" seseor| op Ie[njaoeixa £ Je[n[2oBlul PEPIANOR B 3p UQloeneAT “['§
........................................................................... SANOISNOSIA '8





(44

¥

6¢

SOJBJISNS 0DUID IQOS
§n10.4na]J 013ud3 [9p sedad ()| ap Seseor| ap JB|N[IJBNXI PEPIALDY "€ B[qRL

SOjRJISNS 0OUID
21qOs snj0.4najq 019U3 [9p Sedad ()| Ip SESBOR| AP IB|N[IORIUI PEPIANDY T B[R

................................................... O!pnlgg ]9 ua SBpBS[dUJS S‘Bdga .E Equ_L

SVI4V.L 4d ADIANI





xe| ‘BleoXell  XWXJen'po@seoiBojolgow (jiew-2 /G-G|-2op(9re)i0 Xed/i®L 0,006 dO EIASNd/BEOXEIL £J9]aLIed G| Wik
TI

ZopUBUIaH Zayoues uawie) |ap euep "eiq

ph
T

0T.alAe100 "Ia
e
" so.10] epess oINpY “Id

Zau|po9) zeid opJesds Iq

‘opn|es [eIp1od un seiaud eled soweydaoide ‘Jejnoied 010 UIS

- .snjoinajd 01auab |ap sedad ua sesede| sEWIZUd
ap Jejnjesesixa A Jenj@desjul PepIAlJOE B| 8P UQIdBN[BAT, S8 BIEAJ|
anb ojny} |3 ‘ejusIpuodsallod |euoisajold uswexa |2 ua epipuajep A esaidwl
eas £)s9 anb eled ugioeqoide e| SOWEP 'SIS8} P 0JUBWNJOP [Bp [BUl UQISISA €|
opesu\éu opualqeq ‘anb sowesejdxa ‘seaibojolg seloual) us ejsaepy op opelb

; ]ap UQIOUGJQO 9# BJBd BZlIEGJ ‘23731 2371131 vunvw 1019 "D E| anb sis9)
ap o;oeKOJd °p Jopemez\e opeml 1op smqwew ‘sojueuiny ofeqe so7

ajuasald
B|EDXE|] Sp EWOUQINY PEPISISAIUN
ejonpuo)) e| ap ejbojoig ap ejeoxe|] onua)
VI¥L1SIVIA V1 30 YHOAVYNIGHO00D
ZIANOO ZANILYVIN VLHVYOUVIN 'VHd

$00Z 8P 2IqWaIoiq 3P 81 B “'Xe|L 'B[edxe|L

seolbojolg serousl) ua elijSee
ejonpuo) e| op eibojoig op e|eoxe|] 01jus)
seoibojolg SeloualD ap UQISIAIC] Bl 8P UQIOBUIPI00D
opeiBsod ap A eoyiusl) uoioebseau| ap elie}eioss

VIVOXV1L 3d VINONOLNY AVAISH3AINN

&

WIVOXY1130 YION0 LNY OO ISWIA IS






CO0Z ap 01a1ga,] "XB[ ] “e[eoxe[],

[B110D) BIOT OIABIDQ) "I
ZOPURUISH ZoYdues uauue)) [9( BN "8I
salomnJ

ZaUIpon) Zel(] oplelan) “I(J
S1S9) ap I1010211(J

731191 Z2][9 L BINBIN “[oId
e 1 u 92 s 2 1 (
se2130[01¢ SBIdUAI) U BIISIBIN

ap opeli3 [2 1oud)qo eied
s 1 § 9 1

snj0.4naj4 013U [op sedad us seseor|
op Je[N[oorNXd K IB[N[IJBIIUI PEPIAIIOR B[ 9P UQIOBN[BAT]

SeoI30[01¢g SBIOUAI)) UD BLIISIBIA]

Sed130[01g SBIOUSID) AP UQISIAL(

B[ROXR[ ], 9P BUWOUOINY PERPISIIAIU()

VTVIXY1L 30 VRONOLTY QVOISHIANA






Th Trermteddtedag sotas Je[N[20BNXd A-BJJUI BSBOE| 9P SOOIJRISOWIZ Sauoned "¢€°/
Of  UTTTTTTTTTTTTTUTTTT|OJRAISNS OWOD BUIPI[01-O UOD SBSBOR AP PRPIAIDY GTL

GE e OJBJISNS OWOD BUIPISIUR-J UOD SBSBOR| 2P PEPIALDY $'T L
QE e 0]B1ISNS OWOD BUIZBP[BFULIIS UOD SBSEOR| 9P PRPIANOY "€ 7L
L PR R 0JBJISNS OWOD S gV UOD Sesedr| ap peplAldy ‘77’ L
Qg TTTTUUUTTTUTTOJRIISNS OLWIOD [OURJIXOIDWIP-9 7 UOD SBSBIR| AP PRPIAIDY (|7 L
gF R SeSeOR| 9p JB[N|20BIIXD A JB[N[2ORIIUI PEPIAIIOR B 2P UQIOBN[BAY "T'L
4 uoroeqnout ap sodwian A seinjeradwa) se| ap UQIOBRUIWLIALN( "[°/
PE ceeeeereeeee e SOAVIINSTY L
EE TR OONISIPEISA SISI[BUY “8°9
ZE ........................................................................... E}_}BJEOUJ!Z
Jod seseoe| 2p pepIAI}OB UOD SBULIOJOS! ap OJdWINU [ap UQIOBJIJIIUAP] “L'9
g e SBSBOR| JB[N][IOBIIXA A S2IB[N|2dRIIUI PRPIAIIOE B] 3P UOIDRUIULIDIA(] '9°9
DF  eeeeeeeee e S0oNBWIZUD
soAesua so| eied sewndo ugroeqnout ap odwan £ sermesadwa], g9
OF  rreeeereeeesees SOQNEWIZUD SOWBIXA 3P UOIGUGQ) b9
OE ........................................... [BI[QO!LU OEIOJJBSQP {{ 0.'\!1[[10 gp 0!pgw .£9
T et 0[nooUI [3p UCIUAIQ0) ‘T°9
6Z .................................................................. S‘n}(),lna]({ 3P Sgdg:).l.g
Q7 CTTTTTTNTTIITIITeIeiiiiei VIDOTOAOLAN ‘9
[T e SaXe|moIME] 7°C
[T TR [BIOUSD) ]G
[T Tt SOALLALEO ‘S
gz e S L. WO N, W0 e W O~ 0. O SISALOdIH '+
G7 T NOIDVOIALLSAS €
(T Freeeeeeeeee SALNAGIOAINY T
QI e SIUBZI[BINIBUSIP SISI0JONO[D 3P RUWISIS ‘T h |
T B b 9JUBZI[BINJBUSIP OU SISAI0JOIII]2 9P BWAISIS "[ ']
PL et SIS210J0I1O3]D AP SEOIUIIL b |
E[ .......................................... OOIX‘QW uo SOBUOI] gp U()!OOI’IPO.Id t’E.[
l l ................................ SIUOJ?IQIC{ OJQU‘QS lgp ug!odljasaa.ll.g.l
Ol ................................................ goue[q UQ[O!Jpﬂd gp SOBUOH .EE.[
6 ................................................ PINDSO U()!O!Jpnd ap SOBUOH Z‘E[
6 ................................................ EPUB[q UQIDinnd 9p SOEUOH . [ .E. l
6 ................................................................. UQIOlJpnd gp SOEUOH E I
9 ................................................................................ Eu!ugl,_l Z [
g ..................................................... SESEP!XOJQd OSQUEgUEW .S. [ . [
t ................................. SRR SRS S s SESBP!XO.IQCI u'ugl’_l .Z-[[
AR L T TP L T TP PP PP PP TPRPTTRPPPLED seseor ['1']
z ................................................. SOEUOL{ 9p SBO!I]]OU]U%I[ SBUJIZUE[ . [ .[
[ NOIDONAOUINI |
A UQWINSY
Al SELIOIBDIPa(]
1 SOJUdIWIOAPRITY
1 S153) 9p uoIsaidwil ap ugIdRZIIoINY
I ojuaTWeRIdURUI,]
ded

TVHANTD FDIANI





187

0y

6¢

8¢

.................................. 0JBIISNS OWIOD BUIPI[03-0 OPUBZI[IIN SNJ0ANI] ]
oloupd [op sedod se| 9p SAIB[N|IORIIXI "SOIOBIIXD Ip BWeRIFOWIZ ‘|7 BINI]
................................. OJEIISNS OWOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §170.412] ]
olpupd [op sedod se| op Sale[njaoeiiul SOJOBNXD AP ewelSowlz ‘(7 eInS1g
................................ 01e1)SNS OWO0D BU!p!S[UE-d OPUBZ”!H\ S'HIO..HIE)[({
019u3 [op sedad se| op SaIB[NAOBIIXD SOJOBNXA Jp BweiSownyz ‘6| eInSi
................................ 0JRIISNS OWOD EUIP!S[UB-d OpUBZI|IIN $1704N2] ]
01oupd [op sedoo se] op sale|njadoeiul SOJoBNX2 dp eweldowlyz ‘gl vINS1]
................................................... O1B1SNS OWOd JIN( OpULZI[IN
§1104n3]J 012U [ap sedad se| 9p JB[N[IIBIIXD SOJOBIIXD Ip eweIowly /] eindi g
....................................... 0111SNS OWOd JINC OPUBZI[IIN SHI04N2] ]
0Ioup8 [op sedad se] ap Salen[oRIUI SOOBNX 2p BweISOWIlZ ‘9| ®BINSI]
"""""""""" 0)B1)SNS OWIOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §1]0.4N2]{ 0IUJT [P
sedao ()] op seseor| ap Je[N[IORNXI A JB[N[OJRIUI BONBWIZUD PRPIAIDY "G BINS1
---------------- 01B1ISNS OWOD BUIPISIUB-d OPURZI|IIN §7210.413]J 012UIT [ap
sedad ()] ap seseoe| ap Je[n[a0enX2 A IB[N[20BNUI BONBWIZUD PEPIANDY “f] BIn3I]
"""""""" 0]e1ISNS OWOD BUIZEP[ESULILS OPURZI[IIN S710.4n3]J 0IUIT |2p
sedao ()] 9p SESEOR| Op IB[N[2OBNXD A JB[N[IJRIUI BONBUWIZUD PRPIAIDY "¢ vIndl
"""""""""""" 01B1ISNS OWOD § [V OPUBZI|IIN $1104NI]J OIUT |3p
sedad ()] ap Sesedr| ap IB[N[2BIX2 A IB[N[aJenUl BINBWIZUI PRPIAIDY 7] eindig
""""""""""""" 01B11SNS OWI0 JIN(] OpPUBZI[IIN $110.4N2]J 0IUIT |Ip
sedad ()| ap sesede| ap JB[N[AOBNXI A IB[N|adRAUI BINBWIZUS PEPIAIDY [ [ BnSij
.................................................................. SOJEIISNS 0UID SO]
21QOS SeSedB| 2p PEPIAIOE B] 2p ugroeqnoul ap odwal ap uoioenjeay "] emndig
.................................................................... SLaV K BUIPI|O)
-0 21QOS SESEOR| 3p PEPIAIIOR B] 2p uQioeqnaul ap odwian ap ugidenjeAd ‘g eindig
"""""""" SOJBJISNS OWOD JIN(] A Bulpisiue-d ‘euiZep[e3ulils Opuezijin
Sesede| ap pepIAlOR B] 21qos seinjeladwa) $9UAIRJIP AP UQIdBN[BAF '8 BInS1]
........................................... '8}80[0[)019'.!1 ®] 9p o_fnu op EU,IB.IEB[C[ i B'mgl.:l
"""""""""""" seurajold £ soprorourwe ap e3ied ef ua Hd [ap 0193)4 "9 BInd1
........................................................................... epIuIR|LIO®
-S1q U0d epiwe[loe e] op uoroezuowijod B] ap eolwinb ugoeay ¢ eINSIg
.............................................. SHIOJHE?[J 013“98 [ap BpIA gp OID!D .17 Bing!j
................................................. EU!U%H e gp 'BT)ELU‘Inb BINIONASH E E.lngl':[
oo gpsepixotad osaueduew A sesepixolad urudi| ap eo11[eIRD UQIDOBIY "7 BINSI]
e+ geseoR| 9p uoldoe Jod eutudi| ap s0d1joud) so1sandwiod ap uQIdepIX( ‘| BIndij

SVANDIA 4d ADIANI

..................................................................... SANOIOVOITENd €1
........................................................ SVANLYIATNEY 4d VISIT 21
........................................................................ SYIONTUIITY ‘11
........................................................................ SYALLDAdSHAd ‘01

........................................................................ SANOISNTIONOD ‘6
""""""""""""""" Ig[njadelixa /(-EJlU! BSedR| 2p OOl_J.?JgOLU]Z sauolied ‘'8

""""""" seseor| op Ie[njaoeixa £ Je[n[2oBlul PEPIANOR B 3p UQloeneAT “['§
........................................................................... SANOISNOSIA '8





(44

¥

6¢

SOJBJISNS 0DUID IQOS
§n10.4na]J 013ud3 [9p sedad ()| ap Seseor| ap JB|N[IJBNXI PEPIALDY "€ B[qRL

SOjRJISNS 0OUID
21qOs snj0.4najq 019U3 [9p Sedad ()| Ip SESBOR| AP IB|N[IORIUI PEPIANDY T B[R

................................................... O!pnlgg ]9 ua SBpBS[dUJS S‘Bdga .E Equ_L

SVI4V.L 4d ADIANI





xe| ‘BleoXell  XWXJen'po@seoiBojolgow (jiew-2 /G-G|-2op(9re)i0 Xed/i®L 0,006 dO EIASNd/BEOXEIL £J9]aLIed G| Wik
TI

ZopUBUIaH Zayoues uawie) |ap euep "eiq

ph
T

0T.alAe100 "Ia
e
" so.10] epess oINpY “Id

Zau|po9) zeid opJesds Iq

‘opn|es [eIp1od un seiaud eled soweydaoide ‘Jejnoied 010 UIS

- .snjoinajd 01auab |ap sedad ua sesede| sEWIZUd
ap Jejnjesesixa A Jenj@desjul PepIAlJOE B| 8P UQIdBN[BAT, S8 BIEAJ|
anb ojny} |3 ‘ejusIpuodsallod |euoisajold uswexa |2 ua epipuajep A esaidwl
eas £)s9 anb eled ugioeqoide e| SOWEP 'SIS8} P 0JUBWNJOP [Bp [BUl UQISISA €|
opesu\éu opualqeq ‘anb sowesejdxa ‘seaibojolg seloual) us ejsaepy op opelb

; ]ap UQIOUGJQO 9# BJBd BZlIEGJ ‘23731 2371131 vunvw 1019 "D E| anb sis9)
ap o;oeKOJd °p Jopemez\e opeml 1op smqwew ‘sojueuiny ofeqe so7

ajuasald
B|EDXE|] Sp EWOUQINY PEPISISAIUN
ejonpuo)) e| ap ejbojoig ap ejeoxe|] onua)
VI¥L1SIVIA V1 30 YHOAVYNIGHO00D
ZIANOO ZANILYVIN VLHVYOUVIN 'VHd

$00Z 8P 2IqWaIoiq 3P 81 B “'Xe|L 'B[edxe|L

seolbojolg serousl) ua elijSee
ejonpuo) e| op eibojoig op e|eoxe|] 01jus)
seoibojolg SeloualD ap UQISIAIC] Bl 8P UQIOBUIPI00D
opeiBsod ap A eoyiusl) uoioebseau| ap elie}eioss

VIVOXV1L 3d VINONOLNY AVAISH3AINN

&

WIVOXY1130 YION0 LNY OO ISWIA IS






CO0Z ap 01a1ga,] "XB[ ] “e[eoxe[],

[B110D) BIOT OIABIDQ) "I
ZOPURUISH ZoYdues uauue)) [9( BN "8I
salomnJ

ZaUIpon) Zel(] oplelan) “I(J
S1S9) ap I1010211(J

731191 Z2][9 L BINBIN “[oId
e 1 u 92 s 2 1 (
se2130[01¢ SBIdUAI) U BIISIBIN

ap opeli3 [2 1oud)qo eied
s 1 § 9 1

snj0.4naj4 013U [op sedad us seseor|
op Je[N[oorNXd K IB[N[IJBIIUI PEPIAIIOR B[ 9P UQIOBN[BAT]

SeoI30[01¢g SBIOUAI)) UD BLIISIBIA]

Sed130[01g SBIOUSID) AP UQISIAL(

B[ROXR[ ], 9P BUWOUOINY PERPISIIAIU()

VTVIXY1L 30 VRONOLTY QVOISHIANA






Th Trermteddtedag sotas Je[N[20BNXd A-BJJUI BSBOE| 9P SOOIJRISOWIZ Sauoned "¢€°/
Of  UTTTTTTTTTTTTTUTTTT|OJRAISNS OWOD BUIPI[01-O UOD SBSBOR AP PRPIAIDY GTL

GE e OJBJISNS OWOD BUIPISIUR-J UOD SBSBOR| 2P PEPIALDY $'T L
QE e 0]B1ISNS OWOD BUIZBP[BFULIIS UOD SBSEOR| 9P PRPIANOY "€ 7L
L PR R 0JBJISNS OWOD S gV UOD Sesedr| ap peplAldy ‘77’ L
Qg TTTTUUUTTTUTTOJRIISNS OLWIOD [OURJIXOIDWIP-9 7 UOD SBSBIR| AP PRPIAIDY (|7 L
gF R SeSeOR| 9p JB[N|20BIIXD A JB[N[2ORIIUI PEPIAIIOR B 2P UQIOBN[BAY "T'L
4 uoroeqnout ap sodwian A seinjeradwa) se| ap UQIOBRUIWLIALN( "[°/
PE ceeeeereeeee e SOAVIINSTY L
EE TR OONISIPEISA SISI[BUY “8°9
ZE ........................................................................... E}_}BJEOUJ!Z
Jod seseoe| 2p pepIAI}OB UOD SBULIOJOS! ap OJdWINU [ap UQIOBJIJIIUAP] “L'9
g e SBSBOR| JB[N][IOBIIXA A S2IB[N|2dRIIUI PRPIAIIOE B] 3P UOIDRUIULIDIA(] '9°9
DF  eeeeeeeee e S0oNBWIZUD
soAesua so| eied sewndo ugroeqnout ap odwan £ sermesadwa], g9
OF  rreeeereeeesees SOQNEWIZUD SOWBIXA 3P UOIGUGQ) b9
OE ........................................... [BI[QO!LU OEIOJJBSQP {{ 0.'\!1[[10 gp 0!pgw .£9
T et 0[nooUI [3p UCIUAIQ0) ‘T°9
6Z .................................................................. S‘n}(),lna]({ 3P Sgdg:).l.g
Q7 CTTTTTTNTTIITIITeIeiiiiei VIDOTOAOLAN ‘9
[T e SaXe|moIME] 7°C
[T TR [BIOUSD) ]G
[T Tt SOALLALEO ‘S
gz e S L. WO N, W0 e W O~ 0. O SISALOdIH '+
G7 T NOIDVOIALLSAS €
(T Freeeeeeeeee SALNAGIOAINY T
QI e SIUBZI[BINIBUSIP SISI0JONO[D 3P RUWISIS ‘T h |
T B b 9JUBZI[BINJBUSIP OU SISAI0JOIII]2 9P BWAISIS "[ ']
PL et SIS210J0I1O3]D AP SEOIUIIL b |
E[ .......................................... OOIX‘QW uo SOBUOI] gp U()!OOI’IPO.Id t’E.[
l l ................................ SIUOJ?IQIC{ OJQU‘QS lgp ug!odljasaa.ll.g.l
Ol ................................................ goue[q UQ[O!Jpﬂd gp SOBUOH .EE.[
6 ................................................ PINDSO U()!O!Jpnd ap SOBUOH Z‘E[
6 ................................................ EPUB[q UQIDinnd 9p SOEUOH . [ .E. l
6 ................................................................. UQIOlJpnd gp SOEUOH E I
9 ................................................................................ Eu!ugl,_l Z [
g ..................................................... SESEP!XOJQd OSQUEgUEW .S. [ . [
t ................................. SRR SRS S s SESBP!XO.IQCI u'ugl’_l .Z-[[
AR L T TP L T TP PP PP PP TPRPTTRPPPLED seseor ['1']
z ................................................. SOEUOL{ 9p SBO!I]]OU]U%I[ SBUJIZUE[ . [ .[
[ NOIDONAOUINI |
A UQWINSY
Al SELIOIBDIPa(]
1 SOJUdIWIOAPRITY
1 S153) 9p uoIsaidwil ap ugIdRZIIoINY
I ojuaTWeRIdURUI,]
ded

TVHANTD FDIANI





187

0y

6¢

8¢

.................................. 0JBIISNS OWIOD BUIPI[03-0 OPUBZI[IIN SNJ0ANI] ]
oloupd [op sedod se| 9p SAIB[N|IORIIXI "SOIOBIIXD Ip BWeRIFOWIZ ‘|7 BINI]
................................. OJEIISNS OWOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §170.412] ]
olpupd [op sedod se| op Sale[njaoeiiul SOJOBNXD AP ewelSowlz ‘(7 eInS1g
................................ 01e1)SNS OWO0D BU!p!S[UE-d OPUBZ”!H\ S'HIO..HIE)[({
019u3 [op sedad se| op SaIB[NAOBIIXD SOJOBNXA Jp BweiSownyz ‘6| eInSi
................................ 0JRIISNS OWOD EUIP!S[UB-d OpUBZI|IIN $1704N2] ]
01oupd [op sedoo se] op sale|njadoeiul SOJoBNX2 dp eweldowlyz ‘gl vINS1]
................................................... O1B1SNS OWOd JIN( OpULZI[IN
§1104n3]J 012U [ap sedad se| 9p JB[N[IIBIIXD SOJOBIIXD Ip eweIowly /] eindi g
....................................... 0111SNS OWOd JINC OPUBZI[IIN SHI04N2] ]
0Ioup8 [op sedad se] ap Salen[oRIUI SOOBNX 2p BweISOWIlZ ‘9| ®BINSI]
"""""""""" 0)B1)SNS OWIOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §1]0.4N2]{ 0IUJT [P
sedao ()] op seseor| ap Je[N[IORNXI A JB[N[OJRIUI BONBWIZUD PRPIAIDY "G BINS1
---------------- 01B1ISNS OWOD BUIPISIUB-d OPURZI|IIN §7210.413]J 012UIT [ap
sedad ()] ap seseoe| ap Je[n[a0enX2 A IB[N[20BNUI BONBWIZUD PEPIANDY “f] BIn3I]
"""""""" 0]e1ISNS OWOD BUIZEP[ESULILS OPURZI[IIN S710.4n3]J 0IUIT |2p
sedao ()] 9p SESEOR| Op IB[N[2OBNXD A JB[N[IJRIUI BONBUWIZUD PRPIAIDY "¢ vIndl
"""""""""""" 01B1ISNS OWOD § [V OPUBZI|IIN $1104NI]J OIUT |3p
sedad ()] ap Sesedr| ap IB[N[2BIX2 A IB[N[aJenUl BINBWIZUI PRPIAIDY 7] eindig
""""""""""""" 01B11SNS OWI0 JIN(] OpPUBZI[IIN $110.4N2]J 0IUIT |Ip
sedad ()| ap sesede| ap JB[N[AOBNXI A IB[N|adRAUI BINBWIZUS PEPIAIDY [ [ BnSij
.................................................................. SOJEIISNS 0UID SO]
21QOS SeSedB| 2p PEPIAIOE B] 2p ugroeqnoul ap odwal ap uoioenjeay "] emndig
.................................................................... SLaV K BUIPI|O)
-0 21QOS SESEOR| 3p PEPIAIIOR B] 2p uQioeqnaul ap odwian ap ugidenjeAd ‘g eindig
"""""""" SOJBJISNS OWOD JIN(] A Bulpisiue-d ‘euiZep[e3ulils Opuezijin
Sesede| ap pepIAlOR B] 21qos seinjeladwa) $9UAIRJIP AP UQIdBN[BAF '8 BInS1]
........................................... '8}80[0[)019'.!1 ®] 9p o_fnu op EU,IB.IEB[C[ i B'mgl.:l
"""""""""""" seurajold £ soprorourwe ap e3ied ef ua Hd [ap 0193)4 "9 BInd1
........................................................................... epIuIR|LIO®
-S1q U0d epiwe[loe e] op uoroezuowijod B] ap eolwinb ugoeay ¢ eINSIg
.............................................. SHIOJHE?[J 013“98 [ap BpIA gp OID!D .17 Bing!j
................................................. EU!U%H e gp 'BT)ELU‘Inb BINIONASH E E.lngl':[
oo gpsepixotad osaueduew A sesepixolad urudi| ap eo11[eIRD UQIDOBIY "7 BINSI]
e+ geseoR| 9p uoldoe Jod eutudi| ap s0d1joud) so1sandwiod ap uQIdepIX( ‘| BIndij

SVANDIA 4d ADIANI

..................................................................... SANOIOVOITENd €1
........................................................ SVANLYIATNEY 4d VISIT 21
........................................................................ SYIONTUIITY ‘11
........................................................................ SYALLDAdSHAd ‘01

........................................................................ SANOISNTIONOD ‘6
""""""""""""""" Ig[njadelixa /(-EJlU! BSedR| 2p OOl_J.?JgOLU]Z sauolied ‘'8

""""""" seseor| op Ie[njaoeixa £ Je[n[2oBlul PEPIANOR B 3p UQloeneAT “['§
........................................................................... SANOISNOSIA '8





(44

¥

6¢

SOJBJISNS 0DUID IQOS
§n10.4na]J 013ud3 [9p sedad ()| ap Seseor| ap JB|N[IJBNXI PEPIALDY "€ B[qRL

SOjRJISNS 0OUID
21qOs snj0.4najq 019U3 [9p Sedad ()| Ip SESBOR| AP IB|N[IORIUI PEPIANDY T B[R

................................................... O!pnlgg ]9 ua SBpBS[dUJS S‘Bdga .E Equ_L

SVI4V.L 4d ADIANI





xe| ‘BleoXell  XWXJen'po@seoiBojolgow (jiew-2 /G-G|-2op(9re)i0 Xed/i®L 0,006 dO EIASNd/BEOXEIL £J9]aLIed G| Wik
TI

ZopUBUIaH Zayoues uawie) |ap euep "eiq

ph
T

0T.alAe100 "Ia
e
" so.10] epess oINpY “Id

Zau|po9) zeid opJesds Iq

‘opn|es [eIp1od un seiaud eled soweydaoide ‘Jejnoied 010 UIS

- .snjoinajd 01auab |ap sedad ua sesede| sEWIZUd
ap Jejnjesesixa A Jenj@desjul PepIAlJOE B| 8P UQIdBN[BAT, S8 BIEAJ|
anb ojny} |3 ‘ejusIpuodsallod |euoisajold uswexa |2 ua epipuajep A esaidwl
eas £)s9 anb eled ugioeqoide e| SOWEP 'SIS8} P 0JUBWNJOP [Bp [BUl UQISISA €|
opesu\éu opualqeq ‘anb sowesejdxa ‘seaibojolg seloual) us ejsaepy op opelb

; ]ap UQIOUGJQO 9# BJBd BZlIEGJ ‘23731 2371131 vunvw 1019 "D E| anb sis9)
ap o;oeKOJd °p Jopemez\e opeml 1op smqwew ‘sojueuiny ofeqe so7

ajuasald
B|EDXE|] Sp EWOUQINY PEPISISAIUN
ejonpuo)) e| ap ejbojoig ap ejeoxe|] onua)
VI¥L1SIVIA V1 30 YHOAVYNIGHO00D
ZIANOO ZANILYVIN VLHVYOUVIN 'VHd

$00Z 8P 2IqWaIoiq 3P 81 B “'Xe|L 'B[edxe|L

seolbojolg serousl) ua elijSee
ejonpuo) e| op eibojoig op e|eoxe|] 01jus)
seoibojolg SeloualD ap UQISIAIC] Bl 8P UQIOBUIPI00D
opeiBsod ap A eoyiusl) uoioebseau| ap elie}eioss

VIVOXV1L 3d VINONOLNY AVAISH3AINN

&

WIVOXY1130 YION0 LNY OO ISWIA IS






CO0Z ap 01a1ga,] "XB[ ] “e[eoxe[],

[B110D) BIOT OIABIDQ) "I
ZOPURUISH ZoYdues uauue)) [9( BN "8I
salomnJ

ZaUIpon) Zel(] oplelan) “I(J
S1S9) ap I1010211(J

731191 Z2][9 L BINBIN “[oId
e 1 u 92 s 2 1 (
se2130[01¢ SBIdUAI) U BIISIBIN

ap opeli3 [2 1oud)qo eied
s 1 § 9 1

snj0.4naj4 013U [op sedad us seseor|
op Je[N[oorNXd K IB[N[IJBIIUI PEPIAIIOR B[ 9P UQIOBN[BAT]

SeoI30[01¢g SBIOUAI)) UD BLIISIBIA]

Sed130[01g SBIOUSID) AP UQISIAL(

B[ROXR[ ], 9P BUWOUOINY PERPISIIAIU()

VTVIXY1L 30 VRONOLTY QVOISHIANA






Th Trermteddtedag sotas Je[N[20BNXd A-BJJUI BSBOE| 9P SOOIJRISOWIZ Sauoned "¢€°/
Of  UTTTTTTTTTTTTTUTTTT|OJRAISNS OWOD BUIPI[01-O UOD SBSBOR AP PRPIAIDY GTL

GE e OJBJISNS OWOD BUIPISIUR-J UOD SBSBOR| 2P PEPIALDY $'T L
QE e 0]B1ISNS OWOD BUIZBP[BFULIIS UOD SBSEOR| 9P PRPIANOY "€ 7L
L PR R 0JBJISNS OWOD S gV UOD Sesedr| ap peplAldy ‘77’ L
Qg TTTTUUUTTTUTTOJRIISNS OLWIOD [OURJIXOIDWIP-9 7 UOD SBSBIR| AP PRPIAIDY (|7 L
gF R SeSeOR| 9p JB[N|20BIIXD A JB[N[2ORIIUI PEPIAIIOR B 2P UQIOBN[BAY "T'L
4 uoroeqnout ap sodwian A seinjeradwa) se| ap UQIOBRUIWLIALN( "[°/
PE ceeeeereeeee e SOAVIINSTY L
EE TR OONISIPEISA SISI[BUY “8°9
ZE ........................................................................... E}_}BJEOUJ!Z
Jod seseoe| 2p pepIAI}OB UOD SBULIOJOS! ap OJdWINU [ap UQIOBJIJIIUAP] “L'9
g e SBSBOR| JB[N][IOBIIXA A S2IB[N|2dRIIUI PRPIAIIOE B] 3P UOIDRUIULIDIA(] '9°9
DF  eeeeeeeee e S0oNBWIZUD
soAesua so| eied sewndo ugroeqnout ap odwan £ sermesadwa], g9
OF  rreeeereeeesees SOQNEWIZUD SOWBIXA 3P UOIGUGQ) b9
OE ........................................... [BI[QO!LU OEIOJJBSQP {{ 0.'\!1[[10 gp 0!pgw .£9
T et 0[nooUI [3p UCIUAIQ0) ‘T°9
6Z .................................................................. S‘n}(),lna]({ 3P Sgdg:).l.g
Q7 CTTTTTTNTTIITIITeIeiiiiei VIDOTOAOLAN ‘9
[T e SaXe|moIME] 7°C
[T TR [BIOUSD) ]G
[T Tt SOALLALEO ‘S
gz e S L. WO N, W0 e W O~ 0. O SISALOdIH '+
G7 T NOIDVOIALLSAS €
(T Freeeeeeeeee SALNAGIOAINY T
QI e SIUBZI[BINIBUSIP SISI0JONO[D 3P RUWISIS ‘T h |
T B b 9JUBZI[BINJBUSIP OU SISAI0JOIII]2 9P BWAISIS "[ ']
PL et SIS210J0I1O3]D AP SEOIUIIL b |
E[ .......................................... OOIX‘QW uo SOBUOI] gp U()!OOI’IPO.Id t’E.[
l l ................................ SIUOJ?IQIC{ OJQU‘QS lgp ug!odljasaa.ll.g.l
Ol ................................................ goue[q UQ[O!Jpﬂd gp SOBUOH .EE.[
6 ................................................ PINDSO U()!O!Jpnd ap SOBUOH Z‘E[
6 ................................................ EPUB[q UQIDinnd 9p SOEUOH . [ .E. l
6 ................................................................. UQIOlJpnd gp SOEUOH E I
9 ................................................................................ Eu!ugl,_l Z [
g ..................................................... SESEP!XOJQd OSQUEgUEW .S. [ . [
t ................................. SRR SRS S s SESBP!XO.IQCI u'ugl’_l .Z-[[
AR L T TP L T TP PP PP PP TPRPTTRPPPLED seseor ['1']
z ................................................. SOEUOL{ 9p SBO!I]]OU]U%I[ SBUJIZUE[ . [ .[
[ NOIDONAOUINI |
A UQWINSY
Al SELIOIBDIPa(]
1 SOJUdIWIOAPRITY
1 S153) 9p uoIsaidwil ap ugIdRZIIoINY
I ojuaTWeRIdURUI,]
ded

TVHANTD FDIANI





187

0y

6¢

8¢

.................................. 0JBIISNS OWIOD BUIPI[03-0 OPUBZI[IIN SNJ0ANI] ]
oloupd [op sedod se| 9p SAIB[N|IORIIXI "SOIOBIIXD Ip BWeRIFOWIZ ‘|7 BINI]
................................. OJEIISNS OWOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §170.412] ]
olpupd [op sedod se| op Sale[njaoeiiul SOJOBNXD AP ewelSowlz ‘(7 eInS1g
................................ 01e1)SNS OWO0D BU!p!S[UE-d OPUBZ”!H\ S'HIO..HIE)[({
019u3 [op sedad se| op SaIB[NAOBIIXD SOJOBNXA Jp BweiSownyz ‘6| eInSi
................................ 0JRIISNS OWOD EUIP!S[UB-d OpUBZI|IIN $1704N2] ]
01oupd [op sedoo se] op sale|njadoeiul SOJoBNX2 dp eweldowlyz ‘gl vINS1]
................................................... O1B1SNS OWOd JIN( OpULZI[IN
§1104n3]J 012U [ap sedad se| 9p JB[N[IIBIIXD SOJOBIIXD Ip eweIowly /] eindi g
....................................... 0111SNS OWOd JINC OPUBZI[IIN SHI04N2] ]
0Ioup8 [op sedad se] ap Salen[oRIUI SOOBNX 2p BweISOWIlZ ‘9| ®BINSI]
"""""""""" 0)B1)SNS OWIOD BUIPI[0}-O OPURZI[IIN §1]0.4N2]{ 0IUJT [P
sedao ()] op seseor| ap Je[N[IORNXI A JB[N[OJRIUI BONBWIZUD PRPIAIDY "G BINS1
---------------- 01B1ISNS OWOD BUIPISIUB-d OPURZI|IIN §7210.413]J 012UIT [ap
sedad ()] ap seseoe| ap Je[n[a0enX2 A IB[N[20BNUI BONBWIZUD PEPIANDY “f] BIn3I]
"""""""" 0]e1ISNS OWOD BUIZEP[ESULILS OPURZI[IIN S710.4n3]J 0IUIT |2p
sedao ()] 9p SESEOR| Op IB[N[2OBNXD A JB[N[IJRIUI BONBUWIZUD PRPIAIDY "¢ vIndl
"""""""""""" 01B1ISNS OWOD § [V OPUBZI|IIN $1104NI]J OIUT |3p
sedad ()] ap Sesedr| ap IB[N[2BIX2 A IB[N[aJenUl BINBWIZUI PRPIAIDY 7] eindig
""""""""""""" 01B11SNS OWI0 JIN(] OpPUBZI[IIN $110.4N2]J 0IUIT |Ip
sedad ()| ap sesede| ap JB[N[AOBNXI A IB[N|adRAUI BINBWIZUS PEPIAIDY [ [ BnSij
.................................................................. SOJEIISNS 0UID SO]
21QOS SeSedB| 2p PEPIAIOE B] 2p ugroeqnoul ap odwal ap uoioenjeay "] emndig
.................................................................... SLaV K BUIPI|O)
-0 21QOS SESEOR| 3p PEPIAIIOR B] 2p uQioeqnaul ap odwian ap ugidenjeAd ‘g eindig
"""""""" SOJBJISNS OWOD JIN(] A Bulpisiue-d ‘euiZep[e3ulils Opuezijin
Sesede| ap pepIAlOR B] 21qos seinjeladwa) $9UAIRJIP AP UQIdBN[BAF '8 BInS1]
........................................... '8}80[0[)019'.!1 ®] 9p o_fnu op EU,IB.IEB[C[ i B'mgl.:l
"""""""""""" seurajold £ soprorourwe ap e3ied ef ua Hd [ap 0193)4 "9 BInd1
........................................................................... epIuIR|LIO®
-S1q U0d epiwe[loe e] op uoroezuowijod B] ap eolwinb ugoeay ¢ eINSIg
.............................................. SHIOJHE?[J 013“98 [ap BpIA gp OID!D .17 Bing!j
................................................. EU!U%H e gp 'BT)ELU‘Inb BINIONASH E E.lngl':[
oo gpsepixotad osaueduew A sesepixolad urudi| ap eo11[eIRD UQIDOBIY "7 BINSI]
e+ geseoR| 9p uoldoe Jod eutudi| ap s0d1joud) so1sandwiod ap uQIdepIX( ‘| BIndij

SVANDIA 4d ADIANI

..................................................................... SANOIOVOITENd €1
........................................................ SVANLYIATNEY 4d VISIT 21
........................................................................ SYIONTUIITY ‘11
........................................................................ SYALLDAdSHAd ‘01

........................................................................ SANOISNTIONOD ‘6
""""""""""""""" Ig[njadelixa /(-EJlU! BSedR| 2p OOl_J.?JgOLU]Z sauolied ‘'8

""""""" seseor| op Ie[njaoeixa £ Je[n[2oBlul PEPIANOR B 3p UQloeneAT “['§
........................................................................... SANOISNOSIA '8





(44

¥

6¢

SOJBJISNS 0DUID IQOS
§n10.4na]J 013ud3 [9p sedad ()| ap Seseor| ap JB|N[IJBNXI PEPIALDY "€ B[qRL

SOjRJISNS 0OUID
21qOs snj0.4najq 019U3 [9p Sedad ()| Ip SESBOR| AP IB|N[IORIUI PEPIANDY T B[R

................................................... O!pnlgg ]9 ua SBpBS[dUJS S‘Bdga .E Equ_L

SVI4V.L 4d ADIANI





xe| ‘BleoXell  XWXJen'po@seoiBojolgow (jiew-2 /G-G|-2op(9re)i0 Xed/i®L 0,006 dO EIASNd/BEOXEIL £J9]aLIed G| Wik
TI

ZopUBUIaH Zayoues uawie) |ap euep "eiq

ph
T

0T.alAe100 "Ia
e
" so.10] epess oINpY “Id

Zau|po9) zeid opJesds Iq

‘opn|es [eIp1od un seiaud eled soweydaoide ‘Jejnoied 010 UIS

- .snjoinajd 01auab |ap sedad ua sesede| sEWIZUd
ap Jejnjesesixa A Jenj@desjul PepIAlJOE B| 8P UQIdBN[BAT, S8 BIEAJ|
anb ojny} |3 ‘ejusIpuodsallod |euoisajold uswexa |2 ua epipuajep A esaidwl
eas £)s9 anb eled ugioeqoide e| SOWEP 'SIS8} P 0JUBWNJOP [Bp [BUl UQISISA €|
opesu\éu opualqeq ‘anb sowesejdxa ‘seaibojolg seloual) us ejsaepy op opelb

; ]ap UQIOUGJQO 9# BJBd BZlIEGJ ‘23731 2371131 vunvw 1019 "D E| anb sis9)
ap o;oeKOJd °p Jopemez\e opeml 1op smqwew ‘sojueuiny ofeqe so7

ajuasald
B|EDXE|] Sp EWOUQINY PEPISISAIUN
ejonpuo)) e| ap ejbojoig ap ejeoxe|] onua)
VI¥L1SIVIA V1 30 YHOAVYNIGHO00D
ZIANOO ZANILYVIN VLHVYOUVIN 'VHd

$00Z 8P 2IqWaIoiq 3P 81 B “'Xe|L 'B[edxe|L

seolbojolg serousl) ua elijSee
ejonpuo) e| op eibojoig op e|eoxe|] 01jus)
seoibojolg SeloualD ap UQISIAIC] Bl 8P UQIOBUIPI00D
opeiBsod ap A eoyiusl) uoioebseau| ap elie}eioss

VIVOXV1L 3d VINONOLNY AVAISH3AINN

&

WIVOXY1130 YION0 LNY OO ISWIA IS







