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Resumen

El uso de los basidiomicetos lignoliticos en la remediacion de efluentes contaminados
con colorantes sintéticos, mediante sus sistemas oxidativos extracelulares, representa una
estrategia promisoria que actualmente es sujeto de estudio en diversos paises. A nivel de
laboratorio se han obtenido resultados exitosos, aunque en un nimero limitado de
especies, particularmente de cepas de coleccion. En este estudio se realizé6 una
prospeccion en diversos parajes de la Sierra Madre Oriental y serranfas aledafias al area
metropolitana de Monterrey, con el fin de encontrar aislados nativos de basidiomicetos
lignoliticos que comparen favorablemente con las cepas de referencia internacional en su
capacidad de decolorar colorantes sintéticos de los principales grupos. La colecta y
aislamiento nos llevo a la creacién de una coleccion con 91 aislados de basidiomicetos
nativos. Se desarrollé un sistema de seleccion en medio sélido € cual se evalu6 el
potencial lignolitico, mediante la decoloracién d oly R-478 y la oxidacién de los
sustratos guayacol y o-anisidina, como indicadores espolimerizacion de lignina y
la produccién de oxidasas y/o peroxidasas lignoliticas respectivamente, asi como, la
capacidad de decoloracion de colorantes sintéticos con RBBR (antraquinénico), AR44
(azo) y CV (triarilmetano) como representantes de los tres grupos principales. Se
encontr6 que 12 de 91 aislados poseen un potencial lignolitico y capacidad decolorante
que comparan favorablemente con la cepa de referencia Phanerochaete chrysosporium
ATCC 24725. Los aislados nativos CS 5 y CU 1 se seleccionaron por su alta capacidad
decolorante y velocidad de crecimiento, para realizar los estudios de decoloracion en
cultivos liquidos y sobrenadantes libres de células (extractos crudos), y la determinacion
de la produccion de enzimas lignoliticas (Lacasa, LiP y MnP). Los niveles de
decoloracion de RBBR por cultivos de 8 dias fueron de 96 y 89% para CS 5 y CU1
respectivamente a las dos horas de adicion. En este mismo periodo la decoloracion del
AR44 fue 74 y 83% por CS 5 y CU1 respectivamente, mientras que para el CV los
valores fueron de 50 y 74 %. Los espectros de absorcién durante la decoloracién indican
que la actividad se puede asociar con una transformacion del compuesto, pero no con la
absorcién al micelio del hongo. La actividad decolorante coincidié con el tiempo en el
cual se presentaron los titulos mas altos en la produccién de lacasa en medio de Bran
Flakes. En €l caso del aislado CS 5 también se detecto la presencia de MnP. El analisis
por PAGE indic6 la presencia de dos fracciones con actividad de lacasa para cada
aislado. Las bandas principales para la CS 5 y CU 1 fueron de 60 y 55 kDa
respectivamente, mientras que ambos también presentaron una banda menor de 100 kDa.
La actividad de lacasa en extractos crudos de ambos aislados, mostrd valores éptimos de
pH en el rango de 3.0 a 4.0 y fue moderadamente termoestable ya que se mantuvo una
hora a 55 °C, pero se inactivé completamente a 85 °C en 5 min. La lacasa es también
capaz de catalizar el acople oxidativo del 2,4-DCP con 4-AA y el DMAB con MBTH,
considerados especificos para peroxidasas. Los extractos crudos de los aislados CS 5 y CU1
conteniendo 820 y 2000 U.L/L de lacasa respectivamente, fueron capaces de decolorar
completamente al RBBR y AR44 y 50 % del CV dentro de un periodo de 12 h. Los
espectros de absorcion durante la decoloracion bajo estas condiciones, fueron similares a
los encontrados en cultivos completos. Todos estos resultados nos permiten concluir que
nuestros aislados nativos de basidiomicetos-lignoliticos son buenos candidatos para ser
utilizados en procesos de biorremediacion de aguas residuales que contienen colorantes.
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Introduccion

En muchos paises existe una preocupacién creciente sobre la liberacién de efluentes
contaminados con colorantes sintéticos. A nivel mundial, se estima que los productores y
consumidores de colorantes y pigmentos generan cada afio efluentes que contienen
alrededor de 80, 000 ton. de estos productos. En México, el nivel de descarga se puede
estimar cercano a las 4,300 ton., considerando s6lo las industrias textiles y del cuero. La
utilizacién de basidiomicetos de la podredumbre blanca de la madera en la degradacion y
detoxificaciéon de colorantes sintéticos representa una estrategia prometedora en la
biorremediacién de efluentes; estos hongos desarrollaron evolutivamente sistemas
lignoliticos muy eficientes, los cuales se basan en la accién de oxidasas y/o peroxidasas
extracelulares de poca especificidad que les permiten atacar, en forma directa o a través
de mediadores redox, una gran variedad de compuestos xenobidticos recalcitrantes,
estructuralmente parecidos a la lignina, que incluyen a las principales clases de
colorantes industriales. En la bibliografia, existen muchos reportes de resultados exitosos
a nivel de laboratorio. Sin embargo, éstos se centran en un nimero relativamente bajo de
especies, que cominmente estan representadas por cepas procedentes de colecciones de
referencia y cuyas caracteristicas ecofisioldgicas especificas limitarian sus condiciones
de operatividad. Ademads, la expresion del potencial lignolitico y por ende de la capacidad
decolorante de estos hongos puede presentar amplias variaciones dependiendo
principalmente del medio y las condiciones del cultivo, pero que se pueden ver aun entre
diferentes cepas de una misma especie. Por todo lo anterior, la prospeccién por nuevas
cepas de basidiomicetos con alto potencial lignolitico representa un paso esencial para el
desarrollo de sistemas de biorremediacién eficientes y una buena opcién seria apostar por
los recursos micologicos de la region. En este sentido, los cerros y montafias de la Sierra
Madre Oriental aledafios a la zona metropolitana de Monterrey, N.L. poséen una gran
diversidad micolégica que no ha sido explorada con respecto a sus habilidades de
biodegradacién de contaminantes; es probable que la abundancia de maderas duras
propicie la ocurrencia de cepas nativas con una capacidad lignolitica comparable o
superior a la de cepas de referencia internacional que las sustente para su aplicaciéon en
procesos de biorremediacion de efluentes industriales impactados con colorantes

sintéticos.



Antecedentes

Estructura de la Lignina y enzimas lignoliticas:

La lignina es el segundo biopolimero mas abundante de la biosfera y el mas complejo en
relacion a su estructura y heterogeneidad. Comprende el 15% de la biomasa terrestre y
estd formada por mondmeros aromiticos fenolicos y no fendlicos unidos mediante
diferentes tipos de enlaces carbono-carbono y éter formando un polimero aromético

tridimensional, amorfo e insoluble en agua (Yee, D. C. 1996). (Figura 1)

aril-glicerol-b-aril éter
bencilaril éter no ciclico
fenilcumaran
pinorresinol

bifenilo

1,2 diarilpropano
difenil éter

CH,

Hagoh e

CHy

HO—@—CI—F CH—CH,0H H H=CH—CH,OH H H=CH—CH,0H

CHy CH;

Alcohol p—cumarilico T
Alcohol coniferilico Aloohal simapilice

Figura 1. Modelo estructural de la lignina, mostrando sus componentes monoméricos y
enlaces quimicos. Modificado de Zarra, 1. y Revilla, G. (1993). Fisiologia y Bioquimica Vegetal.
1* ed. Interamericana-Mc. Graw Hill. Pp 10.



Biosintéticamente, la lignina resulta de acoplamientos al azar de especies radicales, las
cuales se originan a partir de la deshidrogenacién de alcoholes fenilpropilicos
{cumarilico, coniferilico y sinapilico) mediada por peroxidasas. Los principales enlaces
dentro de una estructura tipica de lignina consisten en enlaces arilglicerol B-aril éter (B -
0-4) y diaril propano (B -1) (enlaces 1 y 6 de la figura 1 respectivamente). (Buswell, J. A.
1987). La lignina realiza multiples funciones esenciales para la vida de las plantas. Por
ejemplo, se sabe que juega un importante papel en el transporte interno de agua,
nutrientes y metabolitos. Proporciona rigidez a la pared celular y actia como puente de
union entre las células de madera, creando un material que es notablemente resistente a
los impactos, compresiones y flexiones. Ciertamente, los tejidos lignificados resisten el
ataque de microorganismos, impidiendo la penetracién de las enzimas destructivas en la

pared celular.

Los basidiomicetos de la podricién blanca constituyen el unico grupo de organismos
conocidos que degrada y mineraliza la lignina. La capacidad para degradar este sustrato
natural se debe a los sistemas extracelulares de enzimas que presentan un
comportamiento relativamente inespecifico y falto de estéreoselectividad. La ruptura de
la estructura polimérica de la lignina ocurre en una variedad de enlaces carbono-carbono
y éter en forma independiente de la configuracion de los centros quirales (Tekere, M.
2000).

Ligninasa es un nombre genérico para el grupo de isoenzimas que catalizan la oxidacidn
de la lignina (Tien y Kirk, 1988). Algunas de estas requieren peréxido de hidrégeno
como cosustrato, el cual es generado por el mismo organismo (Faison, 1985). Estas
enzimas extracelulares incluyen a la Lacasa, la Lignina Peroxidasa (LiP) y Manganeso
Peroxidasa (MnP).

La Lacasa (benzenediol: oxigeno oxidoreductasa E.C. 1.10.3.2.) se encuentra distribuida
en plantas superiores y microorganismos, encontrandose principalmente en los

basidiomicetos. En forma general, las lacasas fiingicas se describen como glicoproteinas,



que contienen cuatro atomos de cobre por unidad de proteina activa, con masas
moleculares entre 50 y 110 kDa, cuya porcidn de carbohidratos forman de 10 - 45% de la
masa total de la molécula y se incluyen en una familia conocida como las multicupro-

proteinas azules junto con la ascorbato oxidasa y la ceruloplasmina (Yaporvolov, et al.,
1994),

Las lacasas catalizan la oxidacién de un grupo hidroxilo orto y para de un sustrato mono
o polifenélico o de aminas aromaticas a través de la sustraccion de un electron, formando
radicales libres capaces de sufrir reacciones adicionales de despolimerizacién,
desmetilacién o formacién de quinonas (Abadulla, E. 2000). Ademads, la gama de
sustratos de las lacasas se puede extender a los compuestos aromaticos no fendlicos por la

adicion de mediadores redox de bajo peso molecular (Thurston, C. 1994).

La Lignina Peroxidasa (LiP) [diarilpropano:oxigeno, per6xido de hidrégeno
oxidoreductasa, (rompedora de enlaces C-C), E.C. 1.11.1.14. ], se ha estudiado
principalmente en Phanerochaete chrysosporium, donde se describe como una
hemoproteina que cataliza la oxidacién dependiente de H,O; de lignina y/o de varios
sustratos aromaticos naturalmente producidos en el hongo, como el alcohol veratrilico,
produciendo radicales liberes catiénicos arilo, los cuales pueden difundir a través de las
estructuras de la lignina y asi actuar a distancia (Marzullo, L. 1995). Estas enzimas
también pueden actuar sobre un gran nimero de sustratos fendlicos y no fendlicos
xenobidticos, por ejemplo el 1,1,1,-tricloro-2,2’bis-(4clorofenil)etano (DDT), lindano,
bifenilos policlorinados (PCB’s), 2,4,6-trinitrotolueno (TNT), hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAH's) pentaclorofenoles y colorantes sintéticos (Higson, 1991; Yee, D. C.
1996).

El mecanismo de ataque incluye la ruptura de la cadena de propano entre los dos
carbones quirales C,y C; en modelos diméricos de la lignina, compuestos del tipo g-O-4
éter y B —1-diarilpropano (Buswell, J. A., 1987). El ciclo catalitico de la LiP comienza
con la oxidacion del grupo hemo por el perdxido de hidréogeno para generar un

compuesto I con dos dtomos oxidados. Este es reducido por un electrén donado por una



molécula de sustrato, produciendo un compuesto II y un radical libre, ademas de la
reduccion de la enzima. El ciclo se completa con la reduccion del compuesto II con un
electrén por una segunda molécula de sustrato. En ausencia de un sustrato reducido, la
enzima puede sufrir una serie de reacciones con el perdéxido de hidrégeno para formar el

compuesto 111, oxiperoxidasa (Rao, S. K. 1995).

La Manganeso Peroxidasa (MnP) [Mn(II):peroxido de hidrégeno oxidoreductasa E.C.
1.11.1.13. ] de P. chrysosporium se describe como una hemoproteina que cataliza la
oxidacién directa del i6n Mn (II) a Mn (III). A su vez, este i6n oxidado forma complejos
con Acidos organicos producidos por el hongo; los cuales sirven como mediadores de la
accidn de la enzima al difundir entre la estructura del sustrato natural lignina generando
radicales libres. El complejo Mn (II)- Acido Organico se conoce como eficiente oxidante
y la MnP se reconoce por su capacidad para oxidar una gran variedad de fenoles, aminas
y colorantes en presencia del i6n Mn (III) (Gold, y Glenn. 1988).

El ciclo catalitico de la MnP es semejante al de otras peroxidasas (como la del rdbano
blanco y LiP) que incluyen a la enzima nativa, asi como reactivos intermediarios. Pero
esta enzima usa el Mn?* como sustrato (donador de electrones). El ciclo catalitico es
iniciado por la unién del H,0O; al grupo hemo de la proteina para formar un complejo I —
MnP (el cual es un complejo Fe4+—oxo-porﬁrin-radical). Posteriormente, el enlace
dioxigeno es roto y se libera una molécula de agua. Entonces, produce la reduccion del
radical para formarse el complejo II — MnP (Fe*'-oxo-porfirin). Un ién monoquelato de
Mn** actiia como donador de un electrén para este intermediario porfirino y es oxidado a
Mn**. Este es estabilizado por 4cidos organicos, como el oxalato, y actiia como mediador
redox de bajo peso molecular, que difunde para atacar inespecificamente moléculas

organicas sustrayendo un electrén (Hofrichter, M. 2002).

Como ya se menciond, la produccién de estos sistemas lignoliticos extracelulares e
inespecificos por los basidiomicetos de la podricién blanca les permite degradar una
amplia gama de especies quimicas xenobidticos recalcitrantes, que se asemejan

quimicamente a la lignina o sus derivados incluyendo los colorantes industriales. Por lo



establecer el uso de los hongos y/o sus enzimas lignoliticas en la decoloracién de

efluentes impactados son estos compuestos.

Colorantes sintéticos y problemdtica asociada:

Los colorantes sintéticos estan formados por tres componentes: Un grupo croméogeno
incoloro que comunmente posee una estructura aromatica con anillos de benceno,
antraceno o naftaleno. Un grupo cromoéforo, que es un dtomo o radical portador del color
y que forma la base de su clasificacién quimica y un grupo auxécromo o grupo de
afinidad, que es el responsable de impartirle solubilidad y causar la adherencia de los
colorantes a las fibras, ayudando ademds a la estructura cromégeno-cromoéforo,
acentuando o modificando las tonalidades y que forma la base de la clasificacién de
colorantes de acuerdo con su uso. Las formulas estructurales de algunos componentes

cominmente encontrados en los colorantes sintéticos se muestran en la Figura 2.

CROMOGENOS CROMOFOROS AUXOCROMOS
Benceno Azo -N=N- Sulfénico
© Sulfuro =C=S, C-S —SeH
Carbonilo =C=0 Avidiss
Antraceno
Carbén -C=0O- —COOH
Carb6n-Nitrogeno
Basicos
=C=NH, -CH=N-
Naftaleno —NH,, -NH-R,
Nitroso —-NO, -N-OH ‘N-R,, -OH
Nitro-NO,, =NO-OH

Figura 2. Componentes de los Colorantes Sintéticos. Se presentan las estructuras quimicas de
los grupos cromoéforos, cromigenos y auxocromos mas cominmente encontrados en las
principales clases de colorantes industriales.



'Los colorantes industriales se pueden clasificar de acuerdo con diversos criterios: Segin
su uso o aplicacién, se puede hablar de colorantes 4cidos, basicos, directos, dispersos,
mordentes, reactivos, de azufre, azoicos 0 de tina. (Hao et al. 2000); Conforme con su
carga eléctrica, los colorantes peden ser de tipo anionico {carga negativa), catidénico
(carga positiva) o no iénicos (sin carga) (Zhang, F., ef al. 2001); De acuerdo con su
estructura quimica los colorantes se pueden agrupar como colorantes de acridina,
antraquinonicos, diari y triaril metano, azoicos, nitro, de tetrazolium, las ftalocianinas, los

compuestos tiazdlicos y los colorantes derivados del Xanteno (Zhang, F., et al. 2001).

La industria de los colorantes plantea los siguientes problemas ambientales: La presencia
de colorantes dafla estéticamente los cuerpos de agua , pues aun a muy bajas
concentraciones son visibles, ademas de interferir con la funcién fotosintética y afectar la
difusién de gases; Algunos colorantes son téxicos en su forma comercial y otros (los
diazdicos) se vuelven cancerigenos cuando son atrapados en sedimentos y atacados por
bacterias anaerobias, al generar aminas aromaticas (anilinas) incoloras; El empleo de
colorantes implica el consumo de grandes cantidades de agua las cuales tienen que ser
sometidas después a tratamientos fisicos, quimicos, biol6gicos o combinaciones de los
mismos para poderlas liberar del color; Los colorantes son cominmente sustancias muy
recalcitrantes ya que fueron diseflados para resistir lavados, luz solar y tratamientos

quimicos diversos.

A nivel mundial, se estima que los productores y consumidores de colorantes y
pigmentos generan cada afio efluentes que contiene alrededor de 80,000 toneladas de
estos compuestos (Heinflig, et al. 1998). En México, considerando solo las industrias
textiles y del cuero, este nivel se calcula cerca de las 4,300 toneladas (INEGI 1999), y la
situacién se magnifica debido a que la actividad econdmica se concentra en ciertas zonas.
Como ya se menciond, los colorantes sintéticos son muy recalcitrantes a los tratamientos
biolégicos convencionales, de forma tal que su remocioén de los efluentes requiere la
aplicacién de sistemas alternativos. En este sentido, algunos procesos basados en métodos
fisicos o quimicos han mostrado ser relativamente eficientes. Sin embargo, su aplicacién

se ve limitada debido a los altos costos y las complicadas condiciones de operacién,



operacion, ademés de que comunmente generan lodos residuales, por lo que terminan

solo transfiriendo el problema.

Uso de basidiomicetos en la degradacion de colorantes:

El empleo de los hongos en la decoloracion y degradacion de colorantes surge al inicio de
la década de los 80's (Glenn y Gold., 1985). Desde entonces se han realizado estudios
prospeccién de cepas nativas con capacidad de decoloracién en varios paises, por
ejemplo en Zimbabwe, Africa (Tekere ef al. 2001) y de seleccion utilizando cepas de
referencia de coleccion, como el realizado con cepas de coleccion (Jarozs-Wilkolazka, ef
al. 2002).

Como resultado se han ensayado numerosos géneros y especies, pero el nimero de cepas
con actividad comprobada a nivel de laboratorio es alin escaso y ain menor el de aquéllas
a las que se han caracterizado sus enzimas o que se han probado sobre efluentes
simulados o industriales, como se aprecia en diferentes revisiones (Hao, et al. 2000;
Zhang, et al. 2001). En estas revisiones se destacan cepas que en el laboratorio han
provocado 100% en la perdida de color, dependiendo de la composicion del medio, tipo
de colorante y concentracion, pH, oxigenacion y agitacion, temperatura o presencia de

iones metalicos.

Entre las especies mas estudiadas y con mejores resultados se destacan Phanerochaete
chrysosporium en primer sitio, con Coriolus (Trametes) versicolor, Bjerkandera adusta,
Pleurotus ostreatus y otras especies de Pleurotus y Phlebia en segundo lugar y
gradualmente se acumulan estudios sobre aislados de algunas mas (Mc.Mullan, er al.

2001). Algunos de los trabajos realizados en este sentido se resumen a continuacion.

Heinfling y colaboradores (1998) investigaron la transformacién de seis colorantes por
extractos enzimaticos de Phanerochaete chrysosporium y Bjerkandera adusta,
encontrando que la MnP del primer hongo o el complejo lactato — Mn®* (producto de esta

actividad) mostraron poca o nula oxidacion de los colorantes. Sefialan una peroxidasa



Mn** independiente que degradé los colorantes y es producida por B adusta y Pleurotus
eryngi y cuya actividad no se afecta por adicion de alcohol veratrilico.

En sus antecedentes, estos autores sefialando ademaéas que Phanerochaete chrysosporium
ha sido ensayado con anterioridad para la decoloracién de colorantes azo, antraquindicos,
heterociclicos, trifenilmetano y poliméricos, asi como la existencia de dos reportes de
mineralizacién parcial de colorantes azo de uso en la industria textil por este hongo,
incluyendo; Reactive Blue 38 (ftalocianina) y Reactive Violet 5, Reactive Black,

Reactive Orange 96, Reactive Red 198, Reactive Blue 15.

En otro estudio realizado por Abdulla y colaboradores (2000) se ensayé la capacidad de
preparaciones puras de lacasa de una cepa de Trametes hirsuta en forma libre o
inmovilizada para degradar siete colorantes de diferentes estructuras, teniendo éxito en
cuanto a la disminucién del nivel de toxicidad y eliminacién de coloracién. Concluyendo
que el tiempo y susceptibilidad a degradacién depende de la estructura quimica del

colorante.

Pereira—Chagas y Durrant R. (2001), ensayaron cepas de Phanerochaete chrysosporium
y Pleurotus sajorcaju para la decoloracién de cuatro colorantes azo comunmente
empleados en la industria de alimentos, encontrando que P. chrysosporium decolord
totalmente los colorantes Amaranto, New coccine y Orange G, pero s6lo un 60% el
colorante Tartrazina. Las enzimas asociadas en el proceso de decoloracién fueron la
Manganeso Peroxidasa, aunque también se detectd la presencia de la actividad de una -
glucosidasa. En el caso de P. sgjorcaju, se encontré que es capaz de llevar a cabo la
decoloracion total de los colorantes Amaranto y New coccine, mientras que para el
Orange G y la Tartazina los valores de fueron 50% y 20% respectivamente y las enzimas

implicadas fueron la lacasa y la glucosa-1-oxidasa.

Robinson et al. (2001), ensayaron la capacidad de decoloracién de cuatro hongos de la
podredumbre blanca sobre cinco colorantes de diferentes clase. Las cepas de

Bjerkandera adusta 'y Phlebia tremellosa demostraron ser mejores que Pleurotus



ostreatus y Coriolus versicolor sobre la mezcla de colorantes Cibacron Yellow C-2R,
Cibacron Red C-2G, Cibacron Blue C-R, Remazol Black B y Remazol Red RB. Ademais,
sefiala que una alta concentracién de nitrégeno en el medio de cultivo aumenta la

produccién enzimética, pero sélo ligeramente la degradacién,

Hatvani y Mécs (2002), postulan que como varios colorantes con uno ¢ mas anillos
aromaticos tienen estructuras similares a los xenobidticos aromaticos, pero son solubles
en agua, exhiben baja toxicidad y se puede medir su concentraciéon
espectrofotométricamente, por lo que, ficilmente se les puede utilizar para investigar la
capacidad degradadora de los organismos y establecer modelos de degradacién. Ensaya
Lentinus edodes sobre Poly R-478, Remazol Brilliant Blue R y Orange 11, a los cuales
decoloré por medio de lacasa y MnP, viéndose afectada su actividad por la concentracién

de manganeso y nitrégeno en el medio.

Jarosz-Wilkolazka, et al., en 2002 hacen ensayos de decoloraciéon con 115 hongos sobre
el colorante monoazo Acid Red 183, encontrando que 16 cepas lo degradan en 21 dias y
sobre el colorante antraquindnico Basic Blue 22, 69 cepas lo degradan de 5 a 14 dias.
Resaltan la necesidad de agitacion para que ocurra la degradacion, y la importancia de
cepas con mejor potencial biotecnoldgico en la degradacién de colorantes que aquellas
mas ensayadas (P. chrysosporium, T. versicolor y B. adusta). Aunque los hongos de la
podricién blanca fueron mas rapidos, algunos de la podricién café y mohos mitospéricos
fueron muy efectivos en la decoloracién, ademas de una levadura y dos basidiomicetos

degradadores de mantillo.

Zhang, F., (2001) seiialan la decoloracién fungica como alternativa promisoria que puede
reemplazar o sumarse a los procesos actuales de tratamiento de efluentes impactados con
colorantes, que sus ventajas son el poder crecer en medios simples, baratos, tener una tasa
de produccién alta y una capacidad de bioabsorcidn elevada. Ademas, puede utilizarse
como células vivas o biomasa muerta, a la cual se puede tratar para elevar su capacidad

de bioabsorcion.
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Otro enfoque de la aplicacion de los hongos en la remediacién de colorantes, es el que
plantean Robinson et al (2001), que consiste en adsorber primero en un subproducto
agricola el colorante y ser tratado en una segunda etapa por los hongos lignoliticos,
obteniendo un producto fermentado que puede emplearse como fertilizante o

acondicionador de suelos una vez que se ha liberado del color.

Por otra parte, la caracterizaciéon de los genes que codifican para las tres enzimas
principales que modifican la lignina, indica que éstas son codificadas por una familia de
genes que permiten una regulacion compleja y una produccién de multiples isoformas,
esto explicaria el porqué las condiciones de cultivo pueden hacer que una misma cepa
varie en la producciéon de enzimas y por ende es su capacidad de biodegradacién de
colorantes. Sin embargo, también se ha encontrado que la produccién de enzimas
lignoliticas en iguales condiciones de cultivo pueden variar en cepas de la misma especie
de basidiomiceto de la pudricién blanca (Pickard, et al. 1999), justificando el interés por
aislar cepas nativas, ya que éstas pueden tener mejor desempeiio que otras de la misma
especie previamente descritas o, mejor ain , la prospeccién pueden conducir al
descubrimiento de nuevas especies de basidiomicetos con alta capacidad de

biodegradacion de colorantes sintéticos.
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Hipétesis.
Un estudio de prospeccién por hongos basidiomicetos en la zona de la Sierra Madre
Oriental y Serranias aledafias a la Cd. de Monterrey, N. L. llevara al aislamiento y

seleccion de cepas nativas con alta capacidad de degradar colorantes sintéticos.

Objetivo General.
El objetivo general de este trabajo es llevar a cabo un estudio de prospeccion de cepas
nativas de basidiomicetos de la podricién blanca que muestren una capacidad de degradar

colorantes sintéticos comparable o mejor a la de cepas internacionales de referencia

Objetivos Especificos:

Para cumplir con el propdsito general se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Crear un cepario de basidiomicetos nativos a partir de hongos aislados de la region.
2. Disefiar un sistema de seleccion de hongos productores de oxidasas y peroxidasas
lignoliticas y con capacidad de decolorar colorantes sintéticos representativos de los
principales tipos.

3. Seleccionar las cepas que muestren la mejor capacidad de decolorar en medio
solido.

4. Evaluar la actividad decolorante de los hongos en cultivos liquidos y/o sus

extractos enzimaticos.
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Justificacion.

La zona montafiosa aledafia a Monterrey, N. L., ofrece una gran biodiversidad fungica,
representativo de este hecho es el nimero de hongos presentes en el herbario micolégico
de la Facultad de Ciencias Biolégicas de la UANL. Muchos de los hongos registrados en
esta coleccidn corresponden a basidiomicetos de la pudricién blanca, indicando el
potencial de los recursos micolégicos de la region que pudieran ser evaluados para su
aplicacién en procesos biotecnolégicos en caso de contar con una coleccién de cultivos

del micelio vegetativo (cepario).

Como Estado industrial, Nuevo Ledn posee numerosas empresas que fabrican o utilizan
colorantes en sus procesos y que por ley deben tratar sus aguas residuales antes de
descargarlas a los sistemas municipales. Uno de los principales retos radica en que los
tratamientos actualmente utilizados son costosos, complicados y muchas veces
ineficientes. Esto plantea la primera razén para estudiar sistemas de biorremediacién de
efluentes industriales impactados con colorantes sintéticos, y un primer paso en este
sentido, es apostar a nuestros recursos naturales para su desarrollo, por lo que es
justificable la prospeccion en Nuevo Ledn de hongos con capacidad de degradacién de

colorantes y el establecimiento de una linea de investigacién en este sentido.
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Metodologia.

Materiales y reactivos:

Los sustratos y colorantes; Guayacol, o-Anisidina, Poli R478, Rojo Acido 44 (AR 44),
Azul Brillante de Remazol Reactivo (BBRR), Cristal Violeta (CV), Acido 2,2’—azino-bis
(3- etilbenzotiazolin-6- sulfonico)-sal de diamonio (ABTS), 2,4-diclorofenocl (2,4-DCP),
4-aminoantipirina (4-AAP), Per6xido de hidrégeno, Acido Malénico, Tartrato de Sodio,
Siringaldazina (3,5-dimetoxi-4-hidroxibenzaldeidazina), utilizados en los ensayos de
seleccion y determinaciones enzimaticos. Asi como los reactivos utilizados en los
ensayos de electroforesis, Acrilamida, bis-N,N’-metilen-bis-acrilamida, Lauril Sulfato de
Sodio (SDS), Persulfato de Amonio, N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamina (TEMED), 2-
mercaptoetanol, Trizma-base y Glicina fueron de las marcas comerciales Sigma, Fluka o
Aldrich, obtenidos a partir de Sigma-Aldrich de México, S.A. de C.V. Los componentes
de los medios de cultivo; Extracto de Levadura, Extracto de Malta y Agar Bacteriologico
de Difco. Los demas reactivos, acidos y sales inorganicas utilizadas en este estudio
fueron de grado reactivo de Reactivos Quimicos Monterrey o Control Técnico y

Representaciones (CTR).

Colecta de hongos y creacion de la coleccion de aislados nativos de basidiomicetos:

Para realizar la colecta de hongos, se programaron salidas a campo a la distintas zonas de
los cerros y sierras aledafias a la cuidad de Monterrey, N.L. entra las cuales se encuentran
el Cerro de la Silla, Parque Natural “La Estanzuela”, Cerro de las Mitras, Sierra del
Fraile, Sierra Madre Oriental en la zona de San Pedro Garza, Garcia, N.L., asi como
algunas zonas incluidas dentro del drea Metropolitana de Monterrey, como ¢l Parque la
Pastora y la Ciudad Universitaria. El estudio incluydé principalmente hongos
basidiomicetos lignoliticos con cuerpos fructiferos (Carpéforos) en forma de repisa o
costra en desarrollo sobre arboles muertos o restos de troncos o ramas en proceso de

decaimiento.
Previo a su levantamiento, los carpdforos fueron fotografiados en el sitio de la colecta

con el objetivo de tener un registro de las caracteristicas fisicas del lugar y del sustrato,

asi como del desarrollo del hongo en cuestion. La recoleccidon de los especimenes se
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realiz6 con el auxilio de una navaja afilada y las muestras se depositaron en bolsas de
papel, asigniandose una clave de acuerdo al lugar de colecta y el niimero del espécimen.
En tocios los casos se trataron de obtener suficientes muestras de carpé6foros para intentar
por un lado, el aislamiento y cultivo del micelio vegetativo (Creacién del Cepario) y por

el otro, la deshidratacion de carpoforos para su conservacion e identificacion.

Los carpéforos de los hongos se fotografiaron nuevamente en el laboratorio para tratar de
obtener datos fenotipicos mas especificos de los cuerpos fructiferos, como son; la forma,
tamafio y densidad de los poros, las dimensiones generales y los patrones de coloracion,
textura y zonacién. A continuacién, se procedid a disecar pequeiios trocitos de la trama
del cuerpo fructifero, los cuales fueron tratados con perdxido de hidrédgeno (3%) por 0.5,
1.0 y 2.0 minutos. Luego de ello, se enjuagaron exhaustivamente con agua bidestilada
estéril y posteriormente se sembraron en placas de medio YMGA (Extracto de Levadura
0.4%, Extracto de Malta 1.0%, Glucosa 0.4% y Agar Bacteriolégico 1.5%),
suplementado con Acido Tartarico al 10%, y Benomil al 0.004%. Todo el proceso se
realizd en condiciones de asepsia y las placas se incubaron a 30°C. Diariamente, se llevo
a cabo una inspeccion visual directa o con estereoscopio (Laica, Zoom 2000) con el
objetivo de descartar las muestras contaminadas con hongos imperfectos o bacterias o
bien aquellas que no mostraron desarrollo de micelio. En caso contrario, cuando el
desarrollo del micelio era el adecuado, se procedi6 a confirmar si este correspondia a un
basidiomiceto. Entonces, porciones del micelio se colocaron sobre portaobjetos, se
sometieron a tincién con Azul de algodén y se observaron al microscopio (Laica 2000 ).
La presencia de fibulas se tom6 como el criterio confirmatorio para basidiomicetos
(Deacon, J.W. 1988). Una vez establecidos como basidiomicetos, los aislados se
transfirieron a medio YMGA vy los cultivos se mantuvieron en refrigeracién a 4° C y

mediante resiembras periddicas cada dos meses.

Seleccion de cepas con potencial lignolitico y capacidad de decolorar los principales
tipos de colorantes sintéticos:
Como medio de cultivo base para la seleccidn de los aislados con los mejores potencial

lignolitico y capacidad de decoloracién de colorantes sintéticos se utilizé6 un medio
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propuesto por Pickard y colaboradores (1999), compuesto por Bran Flakes de Kellogg's a
2 % (P/V) en amortiguador de fosfato de potasio 60 mM de pH 6.0, adicionado con agar
bacteriolégico a 1.5% y esterilizado a 121°C durante 15 min. Este tipo de medio basado
en el uso de un cereal comercial se ha reportado como un bueno inductor de la
produccion de enzimas lignoliticas para diferentes especies de basidiomicetos de la

pudricién blanca.

Cada uno de los aislados se evalué inicialmente en un sistema formado por seis diferentes
sustratos agregados a sendas placas de medio base como se describe a continuacion: Las
pruecbas del potencial lignolitico incluyeron dos placas adicionadas con los sustratos
aromaticos guayacol y o-anisidina, como indicadores de la produccidn extracelular de
oxidasas y/o peroxidasas lignoliticas y una placa con el colorante polimérico Poly R-478,
como indicador de la capacidad de despolimerizacién de la lignina ( Field, J.A. et. al.
1992 ). Para la evaluacién de la capacidad de decoloracion se selecciond una sistema de
tres colorantes sintéticos, cada uno de ellos representando uno de los principales grupos
estructurales: Azul Brillante de Remazol Reactivo (Blue Reactive 19 o RBBR) del tipo
antraquindico, Rojo Acido 44 (Crystal Ponceau 6R o AR-44) del tipo azo, y Cristal
Violeta (Cristal Violet 3 o CV) del tipo triarilmetano.

Las pruebas se realizaron en cajas de Petri de 90 mm de diametro conteniendo 20 ml de
medio sélido. Con excepcién del Poly R-478, que se adiciond antes de esterilizar en
autoclave, todos los otros sustratos indicadores y colorantes se agregaron asépticamente
al medio previamente esterilizado a partir de soluciones de trabajo 100 X, esterilizadas
por filtracién (Millipore 0.45 pm) , para obtener una concentracion final de 0.02%. Las
placas con medio se sometieron a prueba de esterilidad por 24 horas y posteriormente se
sembraron en la parte central usando como inoculo un trocito de agar con micelio de 0.5
cm. tomado de la parte periférica de un precultivo en YMGA de las cepas a probar. Los
datos de crecimiento, decoloracion e indicios de reaccién se registraron diariamente
durante los primeros 5 - 7 dias y después esporadicamente durante un mes, al cabo del
cual se realiz6 una evaluacién final, en la que también se consideraron los cambios en la

apariencia del medio y en el crecimiento del hongo. Para la seleccion de los mejores
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aislados en estos ensayos, los resultados se compararon con los obtenidos para las cepas
de referencia: Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725, Bjerkandera adusta UAMH
8258 y Pleurotus ostreatus ATCC 58053, amablemente proporcionadas por el Dr. M. A.
Pickard de la Universidad de Alberta en Edmonton Canada.

Ensayos de produccion de enzimas lignoliticas en medio liquido:

Una vez elegidos los mejores hongos en medio solidos, se realizaron ensayos de
produccion de enzimas lignoliticas en medio liquido. Para obtener las curvas de
produccién de dichas enzimas, se utilizaron matraces Erlenmeyer de 250 ml
conteniendo 100 ml del medio de Bran Flakes, preparado como ya se describié pero
omitiendo el agar bacteriol6gico. Como inéculo se emplearon tres piezas de 0.5 cm. de
diametro de agar con micelio obtenido a partir de la regién periférica de los precultivos
en medio sélido YMGA. Los cultivos se desarrollaron a 28° C y agitacion de 150 r.p.m
en un bafio de temperatura controlada con agitacion orbital (Lab Line Microprocessor
Shaker Bath). Cada dos dias se tomaron alicuotas de 1.0 ml del medio para la obtencién
de los extractos enzimaticos. Para lo anterior, las muestras se centrifugaron en una
microfuga (Eppendorf 5415 C) a 14, 000 r.p.m. por un lapso de 10 minutos con ¢l
objetivo de recuperar los sobrenadantes con las actividades a medir; Lacasa, Lignina

Peroxidasa (LiP) y Peroxidasa dependiente de manganeso (MnP).

Las actividades de las enzimas lignoliticas se ensayaron espectrofotométricamente
(Shimatzu UV-VIS mini 1240) con ligeras modificaciones a los métodos propuestos por

Bourbannais y Paice (1985) y Glenn y Gold (1985), para la L.acasa, LiP y MnP

respectivamente. Como se describe a continuacion:

Determinacion de la Actividad de Lacasa.

El método para medir la actividad de la lacasa se basa en la formacién de un radical
cati6nico a partir del sustrato Acido 2,2’—azino-bis (3- etilbenzotiazolin-6- sulfénico)-sal
de diamonio (ABTS) por accién de la enzima, generado un color verde, €l cual es
detectado a una longitud de onda de 405 nm. Para la mezcla de reaccion se utilizan 2.8 ml

de amortiguador de acetato de sodio 200mM de pH 5.0, 0.1 ml de ABTS 60 mM y 0.1 ml
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del sobrenadante del medio (extracto enzimatico), dando un volumen total de 3 mi. La
reaccion se inicio con la adicién del extracto enzimatico y se siguid a través del cambio
en la densidad Optica a 405 nm. Las unidades de lacasa se expresan como la cantidad de
enzima que cataliza la transformacién de 1 pumol de sustrato por minuto (Unidades
Internacionales o U.L.) tomando como valor de coeficiente de extincion molar (€)=36,000

M!em™.

Determinacién de la Actividad de Lignina Peroxidasa (LiP):

El método utilizado para la determinacion de la actividad de LiP se basa en la formacion

de un complejo de color rosa entre el producto de oxidacién del 2,4-Diclorofenol (2,4-
DCP) con la 4-Aminoantipirina (4-AAP). La mezcla de reaccién con un volumen total de
3 ml, consiste de 2.6 ml de amortiguador de Succinato de sodio 50 mM a pH 4.5, 0.1 ml
de 4-AAP 246 mM, 0.1 ml de 2,4-DCP 30 mM, 0.1 ml de H;O2 3mM y 0.1 ml del
extracto enzimdtico. La reaccién se inicia por la adicién del extracto enzimético y se
sigue a una longitud de 510 nm. La actividad de LiP se expresa en U.l. considerando un

valor de € = 18,500 M em!

Determinacidn de la Actividad de Peroxidasa Dependiente de Manganeso (MnP):
La medicién de la actividad de la MnP se basa en la oxidacién del Mn** a Mn®", el cual

forma un complejo de coordinacién con un 4cido organico que es detectado a 270 nm.

Para la mezcla de reaccion se emplearon 2.7 ml de un amortiguador de Malonato de sodio
50 mM de pH 4.5, 0.1 ml de Sulfato de manganeso (MnSQO,4) 6mM, 0.1 ml del extracto
enzimatico y 0.1 ml de H>O, 3 mM para iniciar la reaccion. El avance del proceso se

sigui6 a 270 nm. Los datos de actividad de MnP se expresan como U.L tomando un

valor de e = 6,500 M!em™?

En la figura 3 se muestran las estructuras quimicas de los sustratos utilizados en estos
ensayos, en conjunto con una serie de sustratos alternativos que se utilizaron en otros
ensayos de caracterizacion de las actividades lignoliticas, en extractos crudos ¢ en geles

nativos de poliacrilamida, como se describen mas adelante.
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Figura 3. Estructura quimica de los sustratos wutilizados en la caracterizaciéon de las
actividades lignoliticas. (A) Acido 2,2’-azino-bis (3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico)-sal de
diamonio (ABTS), (B) 3,5-dimetoxi4-hidroxibenzaldeidazina, (Siringaldazina), (C) 2,6-
dimetoxifenol (2,6-DMP) (D) alcohol 3,4 dimetoxi-bencilico (Alcohol veratrilico) (E) 2,4-
diclorofenol (2,4-DCP) (F) 4-aminoantipirina (4-AAP), (G) ion manganoso (H) Malonato (I)
Acido 3-dimetilaminobenzoico (DMAB) y (J) 3-metil-2-benzotiazolina hidrazona (MBTH).

Ensayos de decoloracion en medio liguido:

En virtud de sus propiedades de induccién sobre los sistemas lignoliticos, para estos
ensayos se decidi6 utilizar también el medio de Bran Flakes, a pesar de la presencia de
componentes solidos que podrian ocasionar interferencias por absorcion. Para este caso,
se incluyeron algunos ensayos control en medio YMGA. Los colorantes sintéticos
evaluados corresponden a los mismos que se utilizaron en el sistema de seleccién de los
aislados con la mejor capacidad de decoloracién (RBBR, AR 44 y CV), en la misma

concentracion.
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Estos ensayos se llevaron a cabo bajo dos diferentes protocolos; a) Con el colorante
adicionado directamente a los cultivos ¥, b) con los sobrenadantes de los cultivos libres
de micelio (extractos enzimdticos) que fueron agregados a diluciones apropiadas de los
colorantes en amortiguador. El primer caso fue con la intencién de evaluar el potencial
del sistema completo en su capacidad decolorante; con la biomasa del micelio presente y
con el hongo metabolitamente activo. Mientras que en el segundo caso, se estima la
capacidad decolorante de los sistemas extracelulares aislados. Las condiciones y tiempos
de adicién del colorante o preparacién de los extractos dependieron del tipo de protocolo

a seguir como se describe a continuacion

Ensayos con cultivos completos:
En Matraces Erlenmeyer de 250 ml se prepararon 100 rg! de medio liquido, los cuales se

inocularon con 3 trocitos de agar con micelio de 0.5 cm. de diametro y los cultivos se
desarrollaron durante 10 dias en las condiciones antes descritas. En este tiempo, se
adicioné 1 ml de una solucién de trabajo (2%) del colorante a ensayar, para obtener una
concentracion final de 0.02%. Se tomaron muestras de los medios al tiempo cero, es

decir al momento de agregar los colorantes, y posteriormente cada dos dias.

Ensayos con extractos enzimaticos:

Los extractos enziméticos se obtuvieron, en lo tiempos pico de produccién enzimitica, a
partir de la filtracién en papel (Whatman # 1) de sobrenadante de los cultivos y se
almacenaron en congelacion (alicuotas de 10 ml) hasta el momento de su uso. La
reaccion de decoloracion se realizd en condiciones de presencia de los cosustratos y/o
cofactores apropiadas para la accién de todas y cada una de las principales enzimas
lignoliticas. Asi, la incubacién se realizé en un amortiguador de Malonato de sodio 50
mM de pH 4.5, adicionado con 0.1 ml de H,O; (3 mM), 0.1 ml de MnSO4 6 mM, 0.2 ml
del extracto enzimatico, y 10 w de la soluciones de trabajo 2% del colorantes a probar.
La actividad de decoloracién se siguid cualitativa y cuantitativamente a través del
registro de los espectros de absorcién UV-Vis en el rango de 200 a 800 nm de las

preparaciones en los tiempos de incubacién indicados.
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Caracterizacion parcial de las actividades lignoliticas en los extractos crudos:

Separacidén en geles de poliacrilamida y revelado “in situ” de las actividades lignoliticas

Para caracterizar algunas propiedades de las enzimas lignoliticas presentes en los
extractos, se prepararon geles no desnaturalizantes de Poliacrilamida (Garfin, D. E.
1990). La electroforesis se llevd a cabo en un sistema discontinuo, consistente de un gel
de separacion (inferior) a 12 % y un gel de concentracién (superior) al 4%. La actividad
de lacasa se detectd por inmersion del gel en ABTS o Siringaldazina. Para los ensayos de
LiP se utiliz6 el par 2,4-DCP y 4-AA. en presencia de peréxido de hidrégeno, y la Mn-P
se ensay6 con el cromoégeno 2,6-DMP en presencia de peroxido de hidrégeno, malonato y
Mn** La estimacién de las masas moleculares relativas se realiz6 mediante tincién con
Azul de Coomasie y comparacion de los patrones de migracién contra estidndares de

proteinas. Para la preparacion de los geles, se us6 los componentes siguientes

Gel Separador de Poliacrilamida al 12% para 15 ml.

Componente Volumen
Agua bidestilada ' 5.025 ml
Tris-HCI 1.5 M pH 8.8 3.75 ml
Acrilamida / Bis (30%/2.7%) 6.0 ml
APS 10% 100 nl
TEMED 8 ul

Gel Concentrador de Poliacrilamida 4% para 5 ml

Componente Volumen
Agua bidestilada 3.050 ml
Tris-HC1 0.5 M pH 6.8 1.250 ml
SDS 10% 0.050 ml
Acrilamida / Bis (30%/2.7%) 0.650 ml
APS 10% 25 ul
TEMED 5ul
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Los extractos a analizar se diluyeron 1:1 en amortiguador Tris-HCI 0.06 M pH 6.8,
conteniendo glicerol a 10 % y azul de bromofenol a 0.025% Cada carril se carg6 con 15
nl de la muestra y la separacién se realizé a 104 mV por dos horas. Los geles
desarrollados se revelaron con ya se menciond. En este ensayo se emplearon los

extractos de las mejores productoras.

Efecto del pH sobre la actividad enzimatica:

Para conocer el efecto del pH sobre la actividad de los extractos, las preparaciones de los
aislados CS 5 y CU 1 se incubaron a 25 °C en diferentes condiciones de pH y su actividad
se determiné utilizando el 2,6-DMP como sustrato. El rango de pH evaluado fue de 2.5 a
6.0 en amortiguador de acetato de sodio a concentracién 200 mM en mezclas de reaccidon
consistentes de 2.7 ml de amortiguador, 0.1 mi de 2,6- DMP (4mM) y 0.1 ml del extracto

enzimatico.

Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad enzimatica:

Para evaluar el efecto de la temperatura sobre la actividad de los extractos, se preincubd
la mezcla de reaccién de 25 a 50 °C cada 10 grados, por un periodo de 5 minutos y
posteriormente se agreg0 el extracto para llevar a cabo la medicidn espectofotométrica.
Para medir la termoestabilidad de las enzimas, se tomaron alicuotas de los extractos
crudo y se pretrataron durante los tiempos indicados a diferentes temperaturas en rango
de 55 a 85 °C. Posteriormente, se realizaron las determinaciones de la actividad

enzimatica en las condiciones estdndar a 25° C.
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Resultados

Creacion de la coleccion de aislados nativos

El presente estudio se inicié con la creacién de una coleccién de basidiomicetos
[Hymenomycetes poliporales (repisas y costras) y algunos agaricales (setas)] nativos de
los bosques aledafios al drea metropolitana de Monterrey. Las zonas de prospeccion
incluyeron cafiadas y arroyos para detectar los hongos en los sitios donde son arrastrados
por los escurrimientos, pero sin descartar los valles y laderas de montafias donde tambi¢n

se pueden encontrar. La figura 4 muestra una vista de algunos de los lugares de colecta.

Figura 4. Vista de algunos de los sitios de prospeccion por aislados natives de
basidiomicetos. a) Un paraje en el Arroyo la Estanzuela, b) Ribera del Riora Silla. ¢) Ladera en
Cerro del Fraile, ) Me e los Pinos Cerro del Fraile e) Paraje ‘Ja nera” Cerro de la
Silla, f). Sendero al “glerto del ;Jiento” Cerro de las Mitras, g) Paraje “€] pinar” la Estanzuela, h).
Sendero “el elefante” Cerro de la Silla, i) Bosque de coniferas en un paraje de la Sierra Madre
Oriental.
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Todos los sitios de prospeccién se visitaron al menos una vez durante cada estacion del
afio con el objetivo de aumentar las probabilidades de encontrar la mayor diversidad de
hongos en una fase de desarrollo apropiada para la colecta. Conforme con lo esperado, a
nivel de campo se observaron una gran variedad de hongos de nutricién saprofitica sobre
restos de troncos y ramas en el suelo o bien sobre los troncos de arboles muertos aun en
pie, aunque también se encontraron algunos hongos que se desarrollan como parasitos.

Una muestra de esta diversidad se puede ver en la figura 5.

Figura 5. Diversidad de basidiomicetos observados en las excursiones de prospeccién. Las
fotografias nos dan una muestra de la gran variedad de hongos asociados a madera que se pueden
encontrar en los cerros y parajes de la Sierra Madre Oriental aledafios a la zona metropolitana de

Monterrey, N.L.
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Entre los basidiomicetos que presentan este tipo de desarrollo se encuentran los
principales géneros asociados con la pudricién blanca de la madera, que previamente han
sido estudiados como potenciales degradadores de compuestos xenobidticos; por lo que
nuestras colectas se enfocaron predominantemente sobre estos especimenes. Antes de su
manipulacién con fines de aislamiento y cultivo, los carpoforos se sometieron aun en
estado fresco a un registro fotografico con el objetivo de obtener detalles fenotipicos
auxiliares para su identificacién preliminar (al menos hasta género). En la figura 6 se

presentan algunos ejemplos de los registros obtenidos.

Figura 6. Registro de datos fenotipicos a nivel de laboratorio. En el laboratorio se realizaron
registros de las caracteristicas fenotipicas de los hongos como; forma, color y dimensiones del
carpoforo, la presencia, forma y densidad de los poros, liminas u otras estructuras.
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Entre los géneros identificados preliminarmente, de acuerdo a las claves macroscopicas
de los hongos mas comunes en México (Guzman, G. 1980) se encuentran; Pycnoporus,
Polyporus Schizophylum, Ganoderma, Trametes, Stereum, Chondrostereum, Inonotus,
Phellinus, Fomes, Daedalea, Trichaptum, Merulius, Irpex, Steccherinum, Poria,
Hexagona, Lenzites y Cerrena. La mayoria de estos géneros de basidiomicetos incluyen
¢species reportadas como causantes de la podredumbre blanca de la madera, aunque
también existen algunos con especies causantes de la podredumbre café, No obstante,
estos ultimos también se intentaron aislar y cultivar con fines comparativos. Ademas de
los anteriores, la colecta también abarcé una serie de hongos poliporaceos con carpdéforos
tipo repisa 0 costra cuyos géneros no nos fue posible establecer con las claves para los
géneros de macromicetos mas comunes de nuestro pais, pero que posteriormente, en
forma ya asilada, se confirmaron como basidiomicetos debido a la presencia de fibulas

bajo observacion microscopica.

Otros grupos de hongos basidiomicetos asociados con madera en proceso de decaimiento
que se observaron con cierta frecuencia fueron los agaricales en particular de los géneros;
Pleurotus, Pluteus, Crepidotus y Panus, los cuales debido a su reportada capacidad
lignolitica también fueron comsiderados para el estudio. Adicionalmente, cabe hacer
mencién que en estas excursiones se observOd una diversidad importante de hongos
agaricales de otros géneros, como por ejemplo; Boletus, Suillus, Collibia, Agaricus,
Amanita, Rusulla y Lepiota, asi como otros basidiomicetos gelatinosos de los géneros
Tremella y Auricularia, y algunos ascomicetos como Scutelinia, Phyllipsia y Cookenia.
Sin embargo, debido a sus diferentes caracteristicas ecofisiologicas y/o de desarrollo,
(formadores de micorrizas, colonizadoras de mantillo, o con carpéforos perecederos) no

fueron considerados para el presente estudio.

Una vez obtenidos los detalles de los cuerpos fructiferos, se procedié al aislamiento y
cultivo del micelio vegetativo de los hongos para su posterior ¢valuacion en el sistema de
seleccién. Mediante el uso de protocolos estandar de micologia se logrd la creacion de
una coleccion de 91 aislados de basidiomicetos nativos de las serranias y montaiias

aledafias a Monterrey, N.L. Los diferentes aislados se ordenaron en la coleccion con una
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clave compuesta por letras y nimeros, indicando las iniciales del sitio de procedencia y la
secuencia de colecta del espécimen del cual se logré el aislamiento, respectivamente. Los
aislados ya purificados, presentaron diversas caracteristicas en la morfologia y patrén de
crecimiento colonial, como; bordes (liso, dentado, aserrado, etc.), elevacion (plano y
convexo), volumen (escaso, moderado y abundante), textura (algodonoso, arenoso,
aterciopelado, afelpado), zonacién (continuo o con anillos concéntricos), asi como
también en la coloracion de las masas de hifas y la produccién de pigmentos que
difunden al medio. Una descripcion detallada de algunas de estas caracteristicas para
cada uno de los aislados obtenidos se presenta en el anexo I. Algunas fotos ilustrativas se
pueden ver en la figura 7. Cabe ademds mencionar, que a nivel microscépico también se

presentaron algunas variaciones, principalmente en el tamafio de las hifas y de las fibulas.

Figura 7. Caracteristicas macroscopicas de los basidiomicetos aislados en cultivo como
micelio vegetativo. Se presenta una muestra de los diferentes patrones de crecimiento de los
hongos obtenidos en forma aislada como micelio vegetativo. Los aislados corresponden a: a) CF
7,5)CS 60,¢)CS43,d)CS 2,e)LE 31, )CS 5,g)CS21,h)CS 78, i) CS 20.
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Aunque las caracteristicas del micelio vegetativo no se pueden tomar con fines
taxonémicos, la produccion de una determinada coloracién en el micelio vegetativo con
tonos similares a las encontradas en los cuerpos fructiferos originales, o bien, la
formacion de primodios de fructificaciéon con formas y patrones de poros similares a las
fuentes aislamiento, se pueden tomar como indices del logré un buen aislamiento y

conservacién adecuada de los cultivos a lo largo del estudio.

Seleccion de los aislados con la mejor capacidad lignolitica y potencial decolorante

La actividad lignolitica de los basidiomicetos se ha asociado con su habilidad para atacar
y transformar oxidativamente una gran variedad de compuestos xenobidticos
contaminantes, entre los cuales se incluyen los principales grupos de colorantes
sintéticos. Sin embargo, se sabe que esta capacidad puede presentar variaciones muy
amplias, aun entre diferentes cepas de una misma especie. Por lo tanto, en esta parte del
estudio nos enfocamos en establecer una estrategia experimental que nos permitiera

evaluar paralelamente el potencial lignolitico y la capacidad decolorante de los aislados.

Después de probar algunas opciones, se establecié un sistema basado en ¢l uso de Bran-
Flakes comercial en placas de medio s6lido adicionadas con guayacol, o-anisidina y el
colorante polimérico Poly R-478 como indicadores del potencial lignolitico y los
colorantes monoméricos Rojo 4cido 44 (AR44) (tipo azo), Azul Brillante de Remazol
Reactivo (RBBR) (tipo antraquinénico) y Cristal Violeta (CV)(tipo triarilmetano) como
indicadores de la capacidad de decoloracién de las principales clases de colorantes
industriales. En estos ensayos la oxidacion extracelular de guayacol y o-anisidina por las
enzimas lignoliticas genera halos de color naranja y pudrpura respectivamente alrededor
del micelio, mientras que la despolimerizacién del Poly R-478 (un analogo estructural de
sustrato natural lignina) produce el amarillamiento del medio a partir de un color rosa
intenso del colorante polimérico intacto. Por su parte, la actividad de decoloracién se
detecta por la observacion directa de las zonas de aclaracion del medio en contraste con ¢l
color inicial inherente al colorante sintético en cuestiéon. Esta estrategia experimental y

su aplicacién con algunos aislados nativos se ilustran en la figura 8.
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Figura 8. Estrategia experimental para la seleccion de los aislados con mejor potencial
lignolitico y capacidad decolorante y su aplicacion con aislados nativos de basidiomicetos.

Con este protocolo se llevé a cabo la seleccién de los aislados con los mejores
potenciales lignoliticos y capacidad decolorante. Una descripcién de los resuitados se
presenta a continuacion y también en forma tabulada en el Anexo L
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En relacién con la capacidad de produccién de oxidasas y peroxidasas lignoliticas por los
91 aislados nativos incluidos en este estudio se encontré que 66 (72 %) fueron positivas
para la oxidacion de guayacol y 67 (73.6 %) para la oxidacién de o-anisidina. La
capacidad de oxidar estos dos compuestos se presentd en forma conjunta, ya que con la
excepcion de un aislado que sélo pudo oxidar la o-anisidina, todos los demas aislados
mostraron actividad sobre ambos sustratos. Las reacciones positivas aparecieron a
menudo en forma casi inmediata después de la inoculacién (2 - 4 h) o durante el primer
dia del crecimiento, aunque en algunos casos se presentaron después de varios dias y
ocurrieron en forma asincrénica. Asimismo, la coloracién asociada con la oxidacion de
los sustratos presentd variaciones amplias en intensidad, desde tonos muy altos hasta
tonos casi imperceptibles, indicando la existencia de diferencias cualitativas y/o
cuantitativas en la producciéon de las enzimas lignoliticas, que podrian reflejarse en la

capacidad para degradar lignina entre los diferentes aislados.

Para ilustrar los resultados anterior, en la figura 9 se presenta un comparativo a los cinco
dias del cultivo para la capacidad de produccion de oxidasas y/o peroxidasas lignoliticas
entre la cepa de referencia Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 (como control
positivo) (serie 1) y los aislados nativos CS 5 (serie 2), LE 16 (serie 3), CS 11 (seric4) y
SM 2 (serie 5). Las series A y B corresponden a las placas adicionadas con guayacol
vistas respectivamente desde la cubierta (para comparar el crecimiento) y el fondo (para
hacer més evidente la reaccién). De esta misma forma las series C y D corresponden a
las placas adicionadas con o-anisidina. Se pueden ver que los aislados nativos CS 5 y LE
16 fueron positivos en ambas pruebas, aunque el primero mostré un mejor desempefio
tanto en el crecimiento, como en la capacidad de reaccién, que incluso superaron los
mostrados por P. chrysosporium. En importante recordar que esta cepa de referencia
ocasiona la podredumbre blanca de la madera y posee una reconocida capacidad
lignolitica cumpliendo la funcién de control positivo. Por su parte, los aislados CS 11 y
SM 2 no dieron reaccién para ninguno de los dos sustratos indicadores y aunque su
crecimiento fue mas limitado tampoco mostraron actividad oxidante sobre guayacol y o-
anisidina a las 2-3 semanas del crecimiento cuando el micelio ocupo el total de la

superficie en las placas.
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Figura 9. Comparacién en la Capacidad de Produccién de Oxidasas y/o Peroxidasas entre
la cepa de referencia Phanerochaete chrysosporium ATCC 24735 y algunos aislados nativos.
Las series verticales representan: Phanerochaete chrysosporium ATCC 24735 (1), CS 5 (2), LE
16 (3), CS 11 (4) y SM 2 (5). Las series horizontales son: Placas adicionadas con guayacol vistas
desde la cubierta (A) y fondo (B), y adicionadas con o-anisidina vistas desde la cubierta (C) y

fondo (D).

Con respecto a las pruebas de decoloracion del Poly R-478 (figura 10), se encontr6 que
47 (54 %) de los aislados mostraron la habilidad para atacar total o parcialmente a este
sustrato polimérico dentro de los primeros 21 dias del cultivo, mientras que los aislados
restantes (44) no mostraron esta capacidad Entre los 47 aislados que mostraron la
actividad de decoloraciéon del colorante polimérico, 25 lo hicieron de forma parcial y 22
de forma total, y de estos ultimos, 15 requirieron de 2-3 semanas, pero 7 'lo hicieron
dentro de la primera semana. Cabe mencionar que debido a las diferencias en la
velocidad de crecimiento entre los aislados, el grado de decoloracién dentro de la primera
semana se normalizé por el area de crecimiento; Asi, la decoloracion total se considerd
como la asociada exclusivamente con el area cubierta por el micelio al punto de registro,

independientemente de si el hongo cubrié o no ¢l total de la superficie de la placa en este

tiempo.
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Figura 10. Resultados de los ensayos en placa mostrando la capacidad de los 91 aislados
nativos probados para decolorar el Poly R-478. Los hongos se crecieron por 21 dias sobre
placas conteniendo 0.02% del colorante. Cada columna presenta el grado de decoloracién y los

dias requeridos para alcanzarlo.

Todos los aislados que mostraron la habilidad para actuar sobre el Poly R-478, también
mostraron la capacidad de producir las oxidasas y/o peroxidasas lignoliticas. Sin
embargo, no todos los productores de estas actividades fueron también capaces de atacar
al colorante polimérico (ver anexo I). Estos resultados se ilustran en la figura 11 donde
se presenta un comparativo a los 5 dias del cultivo entre una cepa de referencia y algunos
de los aislados nativos de nuestra coleccién. Se puede ver que el aislado CS 5 (2) es el
unico que mostrd la capacidad de despolimerizacion rapida del Poly R- 478 superando a
la cepa referencia Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 (1). El aislado LE 16 no
tuvo esta capacidad a pesar de ser positivo para las pruebas de produccién de oxidasas
y/o peroxidasas. Una posible explicacidn seria que la despolimerizacion del sustrato por
este tipo de aislados dependa de la participacion de mediadores de oxidorreduccion, los
cuales, bajo nuestras condiciones de ensayo solo serian producidos por los aislados
positivos la decoloracion del Poly R 478. Por su parte, lo aislados CS 11 (4) y SM 2 (5)

que no mostraron la capacidad de producciéon de enzimas lignoliticas, también fueron

negativos para la decoloracion del sustrato polimérico.

32



1 2 3 4 5

Figura 11. Comparacion en la Capacidad de Decoloracién del Poly R-478 entre la cepa de
referencia Phanerochaete chrysosporium ATCC 24735 y algumos aisiados nativos.
Phanerochaete chrysosporium ATCC 24735 (1),CS5(2), LE16 (3), CS 11 (4)y SM 2 (5), para
las placas vistas desde la cubierta (A) y fondo (B).

Entre los colorantes sintéticos representativos de los tres grupos principales de colorantes
utilizados industrialmente, se encontré6 que los colorantes de tipo antraquinonico Azul
Brillante de Remazol Reactivo (RBBR) y azo, Rojo Acido 44 (AR 44) resultaron los mis

susceptibles a decoloracion en las placas de medio Bran-Flakes solido.

En la figura 12 se puede ver que de los 91 aislados ensayados, 59 (65%) mostraron
habilidad para decolorar en forma total o parcial el RBBR mientras que 32 no mostraron
esta capacidad. Entre los aislados que mostraron la decoloracién, 53 lo hicieron de forma
total y solo 6 de forma parcial y de los aislados que mostraron la decoloracién total, 35 lo

lograron dentro de la primera semana, mientras que 18 requirieron de un plazo mayor.

En la figura 13 se puede ver que 61 (67%) de los aislados ensayado's mostraron
capacidad para decolorar total o parcialmente el colorante tipo azo AR 44. Entre todos
los aislados que mostraron accién sobre este colorante azoico, 53 lo hicieron de forma
total y 8 de forma parcial y de los aislados que mostraron la capacidad de decoloracioén

total, 37 lo hicieron dentro de la primera semana mientras que 16 requirieron de un plazo

mayor.
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Figura 12. Resultados de los ensayos em placa mostrando la capacidad de los 91 aislades
nativos probados para decolorar el Azul Brillante de Remazol Reactive. Los hongos se
crecieron por 21 dias sobre placas conteniendo 0.02% del colorante. Cada columna presenta el
grado de decoloracion y los dias requeridos para alcanzarlo.
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Figura 13. Resultados de los ensayos en placa mostrando la capacidad de los 91 aislados
nativos probados para decolorar el Rojo Acido 44, Los hongos se crecieron por 21 dias sobre
placas conteniendo 0.02% del colorante. Cada columna presenta el grado de decoloracién y los
dias requeridos para alcanzarlo.
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Los resultados de las pruebas de decoloracién del RBBR y AR 44 se ilustran en la figura
14 que presenta de nuevo un comparativo a los 5 dias del cultivo. Se puede ver que el
aislado CS 5 (2) mostr6é una capacidad de decoloracién de estos dos compuestos que se
compara con la actividad decolorante de cepa referencia Phanerochaete chrysosporium
ATCC 24725 (1). El aislado LE 16 (3) no tuvo esta capacidad a pesar de ser positivo para
las pruebas de produccion de oxidasas y/o peroxidasas, mientras que lo aislados CS 11
(4) y SM 2 (5) negativos en las pruebas de produccion de oxidasas y/o peroxidasas

lignoliticas también fueron negativos para la decoloracion de estos colorantes.

D

Figura 14. Comparacién en la Capacidad de Decoloraciéon del RBBR y AR 44 entre la
cepa de referencia Phanerochaete chrysosporium ATCC 24735 y algunos aislados nativos.
Las series verticales representan: Phanerochaete chrysosporium ATCC 24735 (1), CS 5 (2), LE
16 (3), CS 11 (4) y SM 2 (5). Las series horizontales son: Placas con el RBBR, vistas desde la
cubierta (A) y fondo (B), y con el AR 44 vistas desde la cubierta (C) y fondo (D).

El colorante triarilmetano Cristal Violeta (CV) resulté el mas dificil de decolorar y
generalmente tuvo un efecto negativo sobre el crecimiento, llegando incluso en muchos
casos a producir la inhibicién total. No obstante a lo anterior, 41 de nuestros aislados
nativos fueron capaces de crecer y producir la decoloracion total o parcial de este

colorante triartlmetano. Entre estos aislados 37 lo hicieron en forma total y 4 en forma
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parcial y entre los que produjeron la decoloracién total 21 lo lograron dentro de la
primera semana (Figural5). Es importante recordar que para establecer el grado de
decoloracién se consider6 so6lo el area cubierta por el micelio, independientemente de si
el aislado lleg6 a ocupar totalmente la superficie de las placas. En este caso, 31 aislados
de los 50 reportados en la columna de no decoloracion, realmente corresponden a los

aislados que fueron completamente inhibidos en su crecimiento.
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Figura 15. Resultados de los ensayos en placa mostrando la capacidad de los 91 aislados
nativos probados para decolorar el Cristal Violeta. Los hongos se crecieron por 21 dias sobre
placas conteniendo 0.02% del colorante. Cada columna presenta el grado de decoloracion y los
dias requeridos para alcanzarlo.

Estos resultados se ilustran en la figura 16 donde una vez més se presenta un comparativo
entre una cepa de referencia y algunos de los aislados nativos. Se puede ver que el aislado
CS 5 (2) mostré una capacidad de crecimiento y decoloracién del CV que se compara
favorablemente con los mostrados por Phanerochaete chrysosporium ATCC 24725 (1),
en este caso el CV produjo una inhibicién parcial del crecimiento. Por su parte, el resto
de los aislados LE 16 (3), CS 11 (4) y SM 2 (5) fueron inhibidos totalmente por este
colorante triarilmetano.
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1 2 3 B

Figura 16. Comparacion en la capacidad de decoloracién del CV entre la cepa de referencia
Phanerochaete chrysosporium ATCC 24735 y algunos aislados natives. Las series verticales
representan: Phanerochaete chrysosporium ATCC 24735 (1), CS5(2), LE16(3),CS 11 (4 ¥y
SM 2 (5). Las series horizontales son las placas vistas desde la cubierta (A) y fondo (B).

Al conjugar los resultados obtenidos en las pruebas de seleccién se puede mencionar que
la actividad de decoloracion sobre los tres colorantes sintéticos ensayados se correlaciona
directamente con la produccién de oxidasas y peroxidasas ya que todos los aislados que
mostraron la habilidad de atacar estos colorantes también fueron positivos en las pruebas

de guayacol y o-anisidina.

Entre los aislados que ocasionaron tanto la decoloracidon del antraquinénico (RBBR)
como la del azo (AR 44), 29 lo hicieron dentro de la primera semana y de éstos 12
fueron también capaces de decolorar el triarilmetano CV en el mismo plazo. Asimismo,
estos 12 aislados también fueron eficientes degradadores del Poly R-478 y 7 de estos (CS
2,CS 5, CS61,CS 63, CU1 yCF 4) (ver Anexo I) se encuentran entre los que mas
efectivamente atacaron a este colorante analogo de la lignina.

Entre estos ultimos aislados se destacaron particularmente el CS 5 y CU 1 ya que ademas
de comparar favorablemente con las cepas de referencia en las pruebas de potencial
lignolitico y capacidad decolorante, también mostraron una velocidad de crecimiento alta
que les permiti6 cubrir por completo la superficie de las placas con el medio Bran-Flakes
dentro de una semana. Los resultados comparativos generales a los cinco dias del cultivo
para estos dos aislados contra la cepa de referencia Phanerochaete chrysosporium ATCC
24735 se presentan respectivamente en las figuras 17 y 18.
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P. chrysosporium ATCC 24735 CS5

Figura 17. Comparacién de los resultados obtenidos en los ensayos de potencial
lignolitico y capacidad decolorante entre la cepa nativa CS 5 y la cepa de referencia
Phanerochaete chrysosporium ATTC 24725. Para cada caso se presentan placas a los 5
dias de incubaci6n vistas desde la cubierta para mostrar €l crecimiento (izquierda) y
desde fondo para mostrar la reacciéon o decoloracién (derecha): Placas adicionadas con
guayacol (G), o-anisidina (OA), Poly R-478 (Poly R), Azul Brillante de Remazol
Reactivo (RBBR), Rojo Acido (AR 44) y Cristal Violeta (CV).
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P. chrysosporium ATCC 24735 CU 1

Figura 18. Comparacion de los resultados obtenidos en los ensayos de potencial
lignolitico y capacidad decolorante entre la cepa nativa CU 1 y la cepa de referencia
Phanerochaete chrysosporium ATTC 24725. Para cada caso se presentan placas a los 5
dias de incubacion vistas desde la cubierta para mostrar el crecimiento (izquierda) y
desde fondo para mostrar la reaccion o decoloracion (derecha): Placas adicionadas con
guayacol (G), o-anisidina (OA), Poly R-478 (Poly R), Azul Brillante de Remazol
Reactivo (RBBR), Rojo Acido (AR 44) y Cristal Violeta (CV).
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Decoloracién de los colorantes sintéticos RBBR, AR44 y CV en medio liquido

Una véz seleccionados los aislados CS 5 y CU 1 como los mejores en nuestra coleccion
de basidiomicetos nativos, se procedio a la evaluacion de su capacidad decolorante en
cultivos liquidos. En todos los casos los cultivos se desarrollaron sobre medio de Bran
Flakes a 28 °C y en condiciones de agitaciéon a 150 r.p.m. Las demas condiciones

variaron de acuerdo con la modalidad de los ensayos como se describen a continuacién.

En una serie de ensayos preliminares, los colorantes RBBR, AR44 o CV se adicionaron
desde el inicio del cultivo v la capacidad de decoloracion se evalué mediante la mera
inspeccion visual de los cambios en la intensidad de coloracién del medio. En forma
general se observé que los dos aislados pueden llevar a cabo la decoloracion total de los

colorantes o bien de modificar la tonalidad de estos dentro de un plazo de 10 dias.

En otra serie de ensayos, los colorantes se agregaron a cultivos de 8 dias de crecimiento
y la actividad de decoloracion se evalud a través de los cambios en los espectros de
absorcion UV-Visible en los sobrenadantes de muestras obtenidas a diferentes tiempos
de cultivo después de la adicidén de los colorantes. Los espectros de absorcién de los
colorantes se presentan en la figura 19 y 20 para cultivos de los aislados CS 5 y CU 1
respectivamente. Las absorbancias maximas para RBBR (A), AR44 (B) y CV (C) fueron
a 593, 511 y 585 nm respectivamente y estas decrecieron como funcién del tiempo de
incubacion con el hongo. Para el colorante antraquinénico RBBR la decoloracién ocurri6é
de forma inmediata, alcanzando el efecto maximo dentro de las primeras 2 horas,
mientras que los otros dos colorantes requirieron méas de 8 horas para llegar a niveles
comparables. En el caso del triarilmetano CV se presentd un cambio continuo en el pico’
de absorbancia maximo de 588 a 564 nm en los cultivos del aislado CS 5 y de 588 a 558
nm para €l CU 1. Los cambios en la relacion de absorbancias (por ejemplo 511 nm vs.
328 nm) indica que la decoloracion no fue por la absorcion del colorante al micelio de los
hongos, sino que se debe a la transformacién de los colorantes a través de diferentes

intermediarios (Maximo, C. er al 2003).
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Figura 19. Espectros de absorcién de los colorantes sintéticos durante la decoloracion en
cultivos liquidos del aislado nativo CS 5. Los cultivos se desarrollaron bajo las condiciones
descritas en el texto. Los colorantes se agregaron a los 8 dias del cultivo a una concentracion final
de 0.02%. Después de la adicién, se tomaron alicuotas a los tiempos indicados y los
sobrenadantes se separaron por centrifugacién para obtener los espectros de absorcion en la zona
de UV-Vis para los cultivos adicionados con RBBR (A), AR44 (B) y CV (C).
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Figura 20. Espectros de absorcién de los colorantes sintéticos durante la decoloracién en
cultivos liquidos del aislado mative CU 1. Las condiciones de cultivo, obtencion de los
sobrenadantes y mediciones espectrofotometricas fueron similares a las descritas en la figura 19
para los cultivos adicionados con: RBBR (A), AR44 (B) y CV (C).
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Adicionalmente, la inspeccion visual de los cultivos también indic6 que el efecto de
decoloracién no se debié a la absorcion al micelio. Un ejemplo del aspecto de estos
cultivos antes y después de la decoloracion se presenta en la figura 21 para el caso del
aislado CU 1 con RBBR. Se puede ver que las masas de micelio del hongo estdn libres
del colorante mientras que el sobrenadante del cultivo ya se decoloré totalmente. Un
comportamiento similar se observo para los otros cultivos del aislado CU 1 incubados
con los colorantes AR44 y CV, asi como para todos los cultivos del aislado CS 5

incubados con los tres colorantes probados.

Figura 21. Decoloracién del RBBR en cultivos liquidos. Las condiciones fueron como las
descritas en la figura 20. A la izquierda se muestran el aspecto del cultivo al momento de la
adicion del colorante. A la derecha se muestran el aspecto de los cultivos 8 horas después de
incubacién después de la adicién.

Los cursos temporales de decoloracion se obtuvieron a partir de las lecturas en los picos
maximos de absorbancia. En la figura 22 se puede ver que el compuesto mas facilmente
transformado fue el colorante antraquinénico RBBR seguido por el triarilmetano CV y después el
azo AR44. Comparativamente, el aislado CU1 mostré mayor capacidad de decoloracién que el
aislado CS 5 sobre los colorantes CV y AR 44, sin embargo lo contrario ocurrié con el RBBR.
Los niveles de color remanente a las dos horas de incubacion en los cultivos del aislado CS 5
fueron alrededor de 4.0, 26 y 50 % para el RBBR, CV y AR44 respectivamente, mientras que
para el CU 1, estos valores fueron alrededor de 11, 17 y 26 %. Con la excepcién de los cultivos
del aislado CS 5 adicionado con CV donde a las 24 horas de incubacién se encontré aiin

alrededor de 10 % de color remanente, en todas las otras condiciones la decoloracion fue casi

total (>98%).
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Figura 22, Curvas de decoloracién de los colorantes sintéticos en cultivos liquidos de los
aislados natives. Se muestran los datos del aislado CS 5 (A) y CU 1 (B) obtenidos bajo las
condiciones descritas en las figuras 19 y 20 respectivamente. Los porcentajes de color remanente
se estimaron a partir de los picos de absorbancia principales para cada colorante (RBBR = 593
nm, AR44 =511 nm y CV =585 nm), tomando como 100% el valor de las lecturas al momento
de la adicidn del colorante (tiempo cero).



Ensayos de produccion de enzimas lignoliticas

Debido a que la capacidad de decoloracién de los basidiomicetos se ha asociado
directamente con la produccién de los sistemas lignoliticos, a continuacién se estudio la
acumulacién extracelular de las principales enzimas lignoliticas incluyendo lacasa,

lignina peroxidasa (LiP) y manganeso peroxidasa (MnP).

Usando ABTS como sustrato se detectaron niveles altos de lacasa (Figura 23) para ambos
aislados, pero con un predominio del CU 1 sobre el CS 5. En ambos casos la actividad se
present6 a partir de sexto dia y mostré un pico amplio de acumulacién entre los dias 8 a
12 para el CS 5 y entre los dias 10-16 para el CU 1. En ambos casos la actividad declind
casi totalmente para el dia 20.
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Figura 23. Producciéon de lacasa por los aislados nativos CS 5y CU 1. Los cultivos se
desarrollaron en medio Bran Flakes y la actividad de lacasa se ensayo usando ABTS como
sustrato para los sobrenadantes de los cultivos obtenidos en los dias indicados. Se muestran los
datos de un experimento representativo (n = 3) por triplicado. La desviacién estandar fue menor
de 5 %.

El medio extracelular también se ensayd para la actividad de lignina peroxidasa,
encontrando que ambos aislados mostraron actividad sobre el sistema 2.4~ diclorofenol y

A-aminoantipirina (sustrato-cromégeno), sugiriendo la presencia de la LiP en los
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extractos. Sin embargo, en ensayos control se observé que dicha preparaciones
presentaban la capacidad de oxidar el 2 4-diclorofenol aun en ausencia del perdxido de
hidrégeno. Asi mismo, se encontr6 que estos extractos no fueron capaces de actuar sobre
el alcohol veratrilico en condiciones de ensayo para actividad de peroxidasa. Debido a
que el alcohol veratrilico es considerado como el sustrato especifico para la LiP, se
concluyé que los aislados CS 5 y CU 1 no producen esta enzima bajo las condiciones de
crecimiento utilizadas en el presente trabajo y que la actividad detectada sobre el 2,4-

diclorofenol se podria deber a la actividad de lacasa presente en los extractos.

La actividad de manganeso peroxidasas se ensayo sobre el Mn®* en presencia de
malonato. En la figura 24 se puede ver que de los dos aislados probados solo el CS 5
mostrd la capacidad de produccion de esta enzima. En este caso la actividad se presentd

después de octavo dia del cultivo, mostrando un pico entre los 14-16 dias.
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Figura 24. Producciéon de manganeso peroxidasa por los aislados natives CSS5yCUI. Los
cultivos se desarrollaron en medio Bran Flakes y la actividad de lacasa se ensayo usando ABTS
como sustrato para los sobrenadantes de los cultivos obtenidos en los dias indicados. Se muestran
los datos de un experimento representativo (n = 3) por triplicado. La desviacién estindar fue
menor de 5%.
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Caracterizacion parcial de las actividades lignoliticas y ensayos de decoloracion con
sobrenadantes de los cultivos

Para ensayar la capacidad de decoloracién por extractos crudos libres de micelio, los aislados CS
5 y CU 1 se crecieron en medio Bran Flakes a 28°C con agitacién de 150 r.p.m durante 10 dias.
Los sobrenadantes de los cultivos se obtuvieron por filtracion a través de papel Whatman 1 y se
congelaron hasta el momento de su uso. Preliminarmente, se realizaron ensayos de
caracterizacion de la(s) actividad(es) lignolitica(s) presentes en los extractos crudos,
utilizando los métodos mas comunmente empleados en la bibliografia, de acuerdo con las
condiciones descritas en la seccién de materiales y métodos. Los diferentes sistemas de
sustratos y cosustratos empleados y los resultados obtenidos en estos ensayos para los

extractos del aislado CS 5 se resumen en cuadro I y se describen en el texto.

CUADRO 1. Ensayos para la detecciéon de las principales enzimas lignoliticas en los
extractos del aislado CS 5

Ensayo A B & D E F G H I J K L
ABTS Si No No No No No No No No No No No
Siringaldazina No Si No No No No No No No No No No
24-DCP +4-AAP No No Si Si No No No No No No No No
Alcohol Veratrilico | No No No No Si Si No No No No No No
MnSO, + Malonato | No No No No No No Si Si No No No No
2,6,-DMP* No No No No No No No No Si Si No No
DMAB + MBTH® | No No | No | No | No | No | No | No [ No | No Si Si
H;0;, No No Si No Si No Si No Si No Si No
Reaccion + + - + = : + = T + 3. &

® Se agregan como sustratos indicadores cromogénicos de la actividad MnP, en mezclas de réaccién conteniendo el
sustrato primario MnSO, y Malonato.

Para la determinacién de la actividad de lacasa el los extractos del aislado CS 5, se
emplearon inicialmente ABTS y Siringaldazina (como sustrato especifico). Para el caso
de la LiP los sustratos fueron 2,4-DCP + 4-AAP y el alcohol veratrilico (como sustrato
especifico). Para la actividad MnP se usaron, MnSO4 + Malonato para los ensayos
directos y en sistemas, que ademas de los compuestos anteriores, también contenian el

sustrato cromogénico 2,6 -DMP o el par DMAB + MBTH.
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Conforme con los resultados encontrados en los ensayos de produccidn, los extractos
fueron-positivos para los dos sustratos de lacasa (A y B). La reaccién también fue
positiva sobre el par 2,4-DCP + 4-AAP ain sin la presencia del H,0, (C y D) sugiriendo
que esta accién no se puede asociar con una peroxidasa. Otra posibilidad seria que la
accion se deba a la presencia de perdxido de hidrégeno generado enddégenamente a
niveles adecuados para soportar esta actividad. Sin embargo, al utilizar el alcohol
veratrilico, que es especifico para la LiP, no fuimos capaces de detectar tal actividad aln
en presencia de peréxido exdgeno (E y F), descartando esta dltima posibilidad. Esto
indicaria, una vez mas que la actividad oxidante sobre el 2,4-DCP podria asociarse con la
lacasa presente en los extractos. En el caso de los ensayos para la actividad de MnP, la
reaccién se encontrd positiva sobre todos los sistemas ensayados (directo sobre Mn?*,
adicionado con 2,6 —-DMP o adicionado con DMAB + MBTH como sustratos
cromogénicos). Sin embargo, solo para en el caso del ensayo directo sobre el Mn** la
reaccion se pudo demostrarse especifica, ya que fue negativa en ausencia del peréxido (G
y H). Para los casos de los sistemas conteniendo 2,6-DMP (I y J) y el par DMAB +
MBTH (K y L) la reaccién fue positiva aun en ausencia del peréxido. Esto resultados
también apuntan a que la actividad detectada en estos sistema se podria deber al menos en

parte a la presencia de lacasa en las preparaciones.

En este sentido, en una serie de ensayos adicionales (no mostrados) se encontré que los
extractos fueron capaces de actuar sobre 2,6-DMP y el par DMAB + MBTH en ausencia
tanto de peroxido de hidrogeno como de Mn**, indicando que al menos una parte de la
actividad detectada utilizando estos sustratos cromogénicos no se asocia con la MnP. Por
su parte, los extractos del aislado CU 1 dieron resultados practicamente iguales a los del
CS 5, con la excepcioén de la actividad de MnP, que en el ensayo directo sobre el Mn**
fue negativa. Estos resultados en conjunto indican que la actividad de lacasa detectada en
nuestros aislados nativos muestra un amplio rango de accién que abarca inclusive algunos
compuestos reportados como sustratos de peroxidasas. Ademas, sugieren que la lacasa
podria ser la principal actividad lignolitica asociada con la decoloracién de los colorantes

sintéticos
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La actividades lignoliticas detectadas en los extractos crudos, particularmente la lacasa,
podrian residir en una o varias isoformas. Para indagar esta posibilidad se realizaron
separaciones por electroféresis en geles de poliacrilamida. Con el fin de conocer la
migracion especifica de los componentes y estimar el peso de la(s) enzima(s) lignoliticas,
las separaciones se realizaron en condiciones nativas pero con presencia de SDS en el
amortiguador de la muestra, que permitieran la deteccién “in situ” mediante el uso de los
sustratos cromogénicos apropiados y su comparacion contra estandares de peso
molecular.

PM
(kDa)

250

148

Figura 25. Anilisis por electroforesis en gel de poliacrilamida de las enzimas lignoliticas,

La separacién se llevd a cabo en condiciones nativas en geles de poliacrilamida al 12%. Las
muestras corresponden a: Estindares de peso molecular (1). Extractos de CS 5 (2) y CU 1 (3)
revelados con 2,4-DCP en ausencia de perOxido de hidrogeno. Extracto de CS 5(4)y CU 1 (5)
revelados con ABTS y Extractos de CS 5 y CU 1 revelados con Siringaldazina.

En la figura 25 se presentan los perfiles de separacién por electroforesis en gel de
Poliacrilamida de los extracto de CS 5 y CU 1. Se puede ver que ambos extractos
presentan al menos dos diferentes bandas de actividad sobre el ABTS 4 y 5) y la
Siringaldazina (6 y 7), indicando la presencia de isoenzimas de lacasa en ambos
extractos. Sin embargo, las fracciones que revelan la actividad principal para cada aislado
corresponden a isoformas con diferentes tallas moleculares. En el caso del aislado CS 5

esta fraccién (B) corresponde a una proteina de aproximadamente 60 kDa, mientras que
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en CU1 la fraccion principal (C) se encuentra alrededor de 55 kDa (C). Adicionalmente,
en ambos caso se detecté una fraccion (A) con una talla aproximada a 100 kDa ; que es
mas evidente en los extractos de CU 1. Las fracciones principales de lacasa en cada
aislado también mostraron la capacidad de oxidar el 2,4-DCP en ausencia del peroxido de
hidrégeno (2 y 3), confirmando que los dos aislados nativos seleccionados son capaces
de oxidar sustratos tipicos de peroxidasa sin la participaciéon de mediadores.

El pH y la temperatura representan dos de los principales parametros operativos de las
transformaciones enzimaticas. Para conocer el efecto del pH sobre la actividad de los
extractos crudos de lacasa, las preparaciones de los aislados CS 5 y CU 1 se incubaron en
diferentes condiciones de pH y su actividad fue determinada utilizando el 2,6-DMP como
sustrato, debido a que el ABTS se descontinué del mercado. En la figura 26 se puede
observar que la actividad se presenta en la zona de pH Acido, mostrando un rango
relativamente amplio de accién que desde valores bajos 2.5 hasta 5.5 con valores 6ptimos

entre 3-4. Esta caracteristica es similar a la reportada para las lacasas filngicas en

_general (Yaver, D. S. ef al 1996 ).
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Figura 26. Efecto del pH sobre la actividad de lacasa en los extractos crudos de CSSy CU 1
La actividad de lacasa se ensay6 sobre 2,6-DMP en amortiguador de acetatos 200 mM ajustado al
valor de pH mostrado. Los datos corresponden a un experimento representativo (n=2) por
duplicado. La desviacion estandar fue menor a 5%.
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En la figura 27 se presenta el efecto de la temperatura sobre la actividad de lacasa en los
extractos crudos de los aislados CS 5 y CU 1. Se puede ver que la actividad se
increment6 gradualmente, alcanzando un pico alrededor de la zona de 45°C a partir de la
cual se inicia la disminucién. Sin embargo, estos ensayos se limitaron hasta los 50° C
debido a interferencias asociadas con la inestabilidad térmica del 2,6-Dimetoxifenol
utilizado como sustrato, por lo que se recurrié a un diferente abordaje experimental para

caracterizar la zona de temperatura superior a los 50 °C.
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Figura 27 Efecto de la temperatura sobre la actividad de lacasa en los extractos crudos de
CS 5 y CUL1. La actividad de lacasa se ensayd sobre 2,6-DMP en amortiguador de acetatos 200
mM de pH 4.5 Los datos corresponden a un experimento representativo (n=3) por duplicado. La
desviacién estandar fue menor a 5%.

Para conocer el efecto de la temperatura sobre la actividad de los extractos crudos de
lacasa, las preparaciones de los aislados CS 5 y CU 1 se incubaron en diferentes
temperaturas y su actividad se determiné utilizando el 2,6-DMP como sustrato. En estos
ensayos se encontré6 que las lacasas presentes en los aislados son moderadamente
termoresistente ya que conservaron mas de 80 % de su actividad después de 1 ha 55 °C,
pero se inactivaron por completo después de incubarse durante 5 min a 85 °C. En el

comparativo que se muestra en la figura 28 se puede ver que la actividad de lacasa
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presente en los extractos del aislado CS 5 (A) fue relativamente mas termoresistente que
la de CU 1 (B). Después del tratamiento durante 15min. a 65 °C , los valores de actividad
remanente fueron 95 % para CS 5y 80 % en CU 1. Mientras que a 75 °C estos valores
fueron de 20 % para CS 5y 9% para la CUL.
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Figura 28 Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de lacasa en los extractos crudos de
CS 5 y CUL. La actividad de lacasa se ensayé sobre 2,6-DMP en amortiguador de acetatos 200
mM de pH 4.5 Los datos corresponden a un experimento representativo (n=3) por duplicado. La
desviacion estindar fue menor a 5%.

Una vez conociendo el tipo de actividades y sus pardmetros de operacion, los extractos
crudos de los aislados CS 5 y CU 1 conteniendo 820 y 2000 U.I de lacasa/L

respectivamente, se incubaron directamente a 25 °C en presencia de los colorantes
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RBBR, AR 44 y CV a concentraciéon final de 0.02%, utilizando como controles
preparaciones incubadas sin colorantes y preparaciones inactivadas por calor (tratamiento
en bafio maria durante 1 h). En la Figura 29 se puede observar que los colorantes RBBR
y AR 44 fueron eficientemente decolorados por ambos extractos, mientras que el CV solo
se decoloré parcialmente (serie 3 vs serie 2). Para los primeros dos colorantes la
intensidad del color disminuyd a niveles comparables a los mostrados por los controles
no adicionados con el colorante, aunque avn se alcanzé a percibir un ligero color residual
con tono rosaceo (seric 3 vs serie 1), mientras que los colorantes fueron estables cuando

se incubaron con preparaciones inactivadas por calor (serie 2).

CS5 CUl1
1 2 3 1 2 3
RBBR
AR 44
Ccv

Figura 29. Decoloracién de los colorantes sintéticos por extractos crudos. Se muestra la
decoloracién de los colorantes antraquindénico RBBR, azo AR 44 y triarilmetano CV por las
preparaciones de CS 5 y CU1 incubadas directamente sin colorante (1), inactivados por calor e
incubadas con el colorante (2) y incubados en presencia del colorante (3). Las condiciones de
crecimiento y preparacion de los extractos se explican en el texto.

La caracterizacion cualitativa y cuantitativa de la decoloracion de los colorantes sintéticos por los
extractos enzimdticos de los aislados CS 5 y CU 1 se llevé a cabo mediante ensayos de espectros
de absorcion. En las figuras 30 y 31 se puede observar que los espectros de absorcion
presentaron modificaciones que son muy parecidas a las encontradas durante la

decoloraciéon por los cultivos liquidos con micelio activo (figuras 19 y 20).
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Figura 30. Espectros de absorcién de los colorantes sintéticos durante la decoloracién por
extractos crudos del aislado nativo CS 5. Las condiciones utilizadas en la obtencién de los
extractos corresponden a las descritas en el texto. Se muestran los espectros de absorcion para los
extractos crudos del aislados CS 5 incubados en presencia de RBBR (A), AR 44(B) y CV (C), al
inicio (0 h) y después de la incubacion ( 12 h).
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Figura 31. Espectros de absorcién de los colorantes sintéticos durante la decoloracién por
extractos crudos del aislade nativo CU 1. Las condiciones utilizadas en la obtencion de los
extractos corresponden a las descritas en el texto. Se muestran los espectros de absorcion para los
extractos crudos del aislados CU 1 incubados en presencia de RBBR (A), AR 44(B) y CV (C), al

tnicio (0 h) y después de la incubacién ( 12 h).
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Las absorbancias maximas para el colorante antraquinéﬁico RBBR (A), azo ARM (B) y
triarilmetano CV (C) fucron a 589, 510 y 590 nm respectivamente y estas decrecieron
después de 12 h de incubacién con los extractos. Para el RBBR la decoloracion por
ambos extractos al final de la incubacién, tomando las lecturas en el pico de 589 nm,
ocurrié en forma casi total (> 99 %), mientras que para el colorante tipo azo AR44 la
decoloracién fue también casi total para el extracto del aislado CU 1 (>99 %) pero
ligeramente menor para el extracto del aislado CS 5 (93.7). En este caso también se
puede observar la desaparicion del pico en la zona de UV alrededor de los 330 nm que
inicialmente se observa en este colorante. Los cambios en la relacién de absorbancias 510
vs. 328 nm indica también que la decoloracion se debe a la transformacion del colorante a
través de diferentes intermediarios (Maximo C, ef al 2003). Bajo las condiciones
ensayadas, el colorante tipo triarilmetano CV resultdé el menos susceptible a la
decoloracién, aunque present6é un cambio en el pico de absorbancia maximo de 589 a 563
nm en los cultivos del aislado CS 5 y de 589 a 558 nm para el CU 1. Los niveles de
decoloracion estimados a partir de los valores de absorbancia en los picos inicial y final

anteriores fueron de 54% y 42% para CS 5 y CU 1 respectivamente.

Todos estos resultados confirman el potencial de los aislados nativos o sus extractos
enzimaticos para su probable aplicacion en sistemas de biorremediacién de efluentes
contaminados con colorantes sintéticos. El estudio posterior con muestras de campo
servird para confirmar esta posibilidad, asi mismo, este tipo de estudios deberan incluir
ensayos dirigidos a determinar la capacidad de detoxificacién y/o degradacion de estos
contaminantes ambientales.
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Discusion.

En este trabajo se cred una coleccion de aislados nativos de basidiomicetos lignoliticos de
algunos parajes de la Sierra Madre Oriental y serranias aledafias al area metropolitana de
Monterrey, N.L. En la gran mayoria de las zonas exploradas, 1a flora predominante esta
conformada por bosques de Quercus, asi como por bosques mixtos de Quercus y Pinus,
en los cuales destaca un clima templado y semihimedo que favorece la diversidad
fungica (Garza Ocafias, F. 1983). En concordancia con los registros del herbario
micolégico de la FCB-UANL (Gémez A. comunicacién personal), en las excursiones de
prospeccioén se encontré una gran diversidad de hongos basidiomicetos con cuerpos
fructiferos en forma de repisa o costra, asi como algunas setas, asociadas con materiales
vegetales en decaimiento que, hasta donde conocemos, no ha sido explorada previamente

con respecto a sus capacidades de biodegradacién de compuestos xenobioticos.

La identificacion preliminar, mediante claves morfolégicas para los hongos mas comunes
de México (Guzman, G. 1980) indicé la presencia de especimenes pertenecientes a los
géneros: Trametes, Ganoderma, Stereum, Polyporus, Irpex, Pleurotus, Lentinus, Fomes,
Daedalea, Phellinus, Creptidotus, Meriullus, Lenzites, Steccherinum, Trichaptum, Poria
y Cerrena, asi como de otros hongos polipordceos y agaricales aun por identificar.
Aunque en este estudio no se intent6 la identificacién completa, se sabe que la mayoria
de estos géneros de basidiomicetos incluyen especies lignoliticas asociadas con la
podredumbre blanca de la madera (Laessoe T. 1998). Se ha observado que la abundancia
de maderas duras de angiospermas, como ocurre en las zonas de prospeccion incluidas en
este estudio, propicia el predominio de especies de basidiomicetos de la podredumbre
blanca (Turor, U. er al 1995). Por estos antecedentes, se puede afirmar que nuestra
coleccion de aislados nativos esta formada por una mayoria de especies pertenecientes al
grupo ecofisiologico de los hongos de la podredumbre blanca, pero sin descartar la
presencia de algunas que podrian pertenecer al grupo de la podredumbre café. En este
sentido, se conoce que algunos de estos géneros en particular aquellos que s¢ desarrollan
sobre coniferas (gimnospermas) (Turor, U. ef al 1995) incluyen especies asociadas con la
podredumbre café. Asi, en estudios posteriores serd necesario profundizar en la

identificacién taxonémica de los aislados.
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Una mencion especial lo merece el hecho de que para algunos poliporaceos colectados no
nos fue posible su identificacion, incluso a nivel de género. Por lo que cabe la posibilidad
de que élgunos de estos hongos aln no se encuentren en los inventarios. En un estudio de
distribucién de macromicetos en la parte sur de la Sierra Madre Oriental (Cifuentes-
Blanco, ef al 2004) que abarcé 113 Municipios de los Estados de Hidalgo, Querétaro,
Puebla y Veracruz, los autores dan una relacidn de 220 especies de macromicetos que
corresponden a 10 ordenes, 15 familias y 70 géneros. Donde el grupo mas numeroso es el
de los poliporoides con 130 especies, seguido por los agaricoides con 63 especies, los
hidnoides con 20 especies y gasteroides con 7. Del género Amaira se determinaron 46
especies, seguido por Psylocybe, Phellinus y Trametes con 10 cada uno. En cuanto a la
forma de vida, el 59% corresponde a especies saprotrofas, 39% bidtrofas y 2%
necrotrofas. Mencionan ademaés que de acuerdo a estimaciones de Guzman, G. en México
existen alrededor de 120,000 a 200,000 especies de hongos y liquenes, de las cuales

apenas se conoce un 3.5 %.

El aislamiento y purificacién del micelio vegetativo a partir de los carpéforos no
representd un gran problema para la mayoria de los especimenes colectados, a excepcion
de aquellos de lento crecimiento, que fueron los mas susceptibles a contaminacién. La
causa mas comun de contaminacion fue el deuteromiceto Trichoderma, el cual es un
hongo celulésico comun en ¢l mantillo del suelo que ademas tiene la capacidad de
parasitar a otros hongos (Deacon, J. W. 1989); otros contaminantes menos frecuentes
fueron algunas bacterias y levaduras. No obstante, la combinacién de tratamientos de
desinfeccion por diferentes tiempos de exposicion a perdxido o hipoclorito Y pasos de
resiembra multiple en medios de bajo pH, adicionados con benomyl nos permitieron en la
mayoria de los casos un aislamiento exitoso, de forma tal que al final de esta fase se logré
tener una coleccién con 91 aislados nativos de basidiomicetos. El benomyl es un
fungicida semiselectivo al cual muchos basidiomicetos presentan un cierto grado de
tolerancia, mientras que la mayoria de los ascomicetos son sensibles (Bollen, G, J. y
Fuchs, A. 1970), por lo que se ha usado en otros estudios de aislamiento selectivo de
basidiomicetos de madera en descomposicién (Hale, M.D.C. y Savory, J.G. 1976,

Worral, J.J. 1991). Por otra parte, debido a la falta de esporas asexuales y otras
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caracteristicas morfologicas especificas en el micelio vegetativo de los hongos, los
aislados fueron confirmados como basidiomicetos por la presencia de fibulas en los
septos. Estas estructuras se consideran especificas de los basidiomicetos y su presencia se
ha usado en otros estudios como criterio del aislamiento de basidiomicetos a partir de

muestras de suelo (Thorn, R.G., ef al 1996).

Se disefié un sistema de seleccidn combinado, conformado por placas de Bran-Flakes
adicionadas con el colorante polimérico Poly R-478, los sustratos cromogénicos guayacol
y o-anisidina y los colorantes sintéticos RBBR (antraquindnico), AR44 (azo) y CV
(triarilmetano), que nos permitidé evaluar al mismo tiempo ¢l potencial lignolitico y la
capacidad decolorante de los aislados. Alrededor de tres cuartas partes de los aislados
mostraron la capacidad de oxidar el guayacol y o-anisidina, sugiriendo la presencia de
una alta proporcién de aislados con capacidad lignolitica. La ausencia de reaccion en el
resto de los aislados se podria deber a que éstos no tienen la capacidad de producir
oxidasas y/o peroxidasas lignoliticas o bien, que su expresiéon requiere de diferentes
condiciones. Los medios de cultivo basados en el uso de cereales comerciales, como el
utilizado en ¢l presente estudio, se ha reportado como excelentes inductores de las
enzimas lignoliticas en cepas de Coriolpsis gallica, Bjerkandera adusta, Trametes
versicolor y Pleurotus ostreatus (Pickard, M.A. et al 1999). Sin embargo, en un estudio
de la produccién de enzimas lignoliticas en hongos de la pudricién blanca se concluye
que la produccién de ligninasas es altamente dependiente de las condiciones del cultivo

y/o de la cepa usada (Nerud, F. y Misurcova, Z. 1996).

Todos los aislados que mostraron la capacidad de degradar el Poly R-478 también fueron
positivos para la produccion de oxidasas y peroxidasas lignoliticas, pero no todos los
aislados positivos para la produccidn de estas actividades lignoliticas fueron capaces de
degradar el colorante polimérico. Por lo que las pruebas para detectar la presencia de
oxidasas y/o peroxidasas lignoliticas no son por si solas suficientes para asegurar la
capacidad lignolitica de los hongos, aunque si pueden ser utiles para descartar aquéllos

que carecen de esia capacidad. Una posible explicacion a este hecho seria que la
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degradacién del Poly R-478 tenga un requerimiento adicional por mediadores de bajo
peso molecular y/o de los sistemas generadores de peréxido de hidrégeno, los cuales bajo
las condiciones utilizadas se estarian expresando Unicamente en los aislados positivos.
(Rabinovich, M.L. et al 2003). Por lo contrario, se ha reportado algunos hongos de la
podredumbre café que pueden producir la decoloracién de colorantes poliméricos sin la
participacion aparente de peroxidasas especificas (Freitag, M. Y Morell, J. 1992). Estos
resultados indicarian la presencia de mecanismos diferentes de despolimerizacion de
lignina en estos organismos. Por lo tanto, se puede concluir que en la seleccion de
hongos de la podredumbre blanca, con respecto a sus habilidades lignoliticas, los ensayos
de decoloracién del Poly R-478 se deben combinar con los de produccién de oxidasas y/o

peroxidasas lignoliticas.

Con relacion a la capacidad decolorante, se encontrd que los colorantes antraquinénico
(RBBR) y azo (AR 44) resultaron los mas susceptibles, mientras que el triarilmetano
(CV) resulté el mas dificil. Ademas, este Ultimo tuvo un efecto negativo sobre el
crecimiento en la mayoria de los casos. En contraste con otros estudios, como el
realizado por Jarosz-Wilkoloska y colaboradores (2002), donde se encontré que el
colorante azo (Acid Red 183) fue mucho mas resistente a la decolorizacién que el
colorante antraquinonico (Basic Blue 22), en nuestro trabajo se encontré que los
colorantes azo (AR 44) y antraquindnico (RBBR) mostraron practicamente la misma
sensibilidad. Las diferencias entre estos resultados podrian deberse a las diferencias en la
estructura de los colorantes utilizados. En nuestro caso, al igual que en el referido trabajo
del grupo de Jarosz-Wilkoloska, la eleccién especifica de los colorantes azo y
antraquindnico utilizados, se debid a que estos representan dos colorantes textiles
recalcitrantes a biodegradacién que son dificiles de remover de los efluentes. Por su parte,
el CV también se selecciono especificamente por su alta recalcitrancia a biodegradacion y
conociendo que en general los colorantes del grupo de triarilmetano se usan
intensivamente como colorantes textiles y resultan dificiles de remover de las aguas de

desecho contaminadas, contribuyendo asi al deterioro ambiental. (Bumplus, JA. y
Brock, B.J. 1991).
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Todos los aislados que decoloraron eficientemente los colorantes ensayados, también
fueron positivos en las pruebas de guayacol y o-anisidina. Asimismo, todos los aislados
que mostraron la capacidad para atacar rapida y eficientemente ¢l Poly R-478 y el CV
también fueron capaces de decolorar rapidamente los colorantes restantes. Por lo que se
propone que la decoloracién temprana del Poly R 478 puede ser de utilidad predictiva de
un alto potencial decolorante en los nuevos aislados. Ademds, su uso en forma combinada
con el CV, podria resultar en el disefio de un sistema simple de seleccion de cepas de alta
capacidad de decoloracion con tolerancia a los efectos toxicos de estos compuestos. Esta
propuesta debera ser evaluada en estudios posteriores que incorporen una gama mas

amplia de colorantes sintéticos de los diferentes grupos.

Entre los 91 aislados probados, nosotros encontramos hongos que tienen mejor potencial
para la decoloracion que las cepas de referencia P. chrysosporium ATCC 24725,
B. adusta UAMH 8258 y P. ostreatus ATCC 58053; confirmando las caracteristicas de
las zonas de colecta del presente trabajo como adecuadas para la prospeccion por hongos
con alto potencial de biodegradacién de compuestos xenobioticos. Dentro del grupo de
hongos que compararon favorablemente con las cepas de coleccidn, se destacaron los
aislados CS5 y CU1, ya que ademas de comportarse muy eficientemente en la
decoloracién, también mostraron altas velocidades de crecimiento en medio s6lido y no
producen pigmentacién al desarrollarse como micelio vegetativo. Por lo que estos dos
hongos resultaron los seleccionados para la siguiente fase del trabajo. Coincidente con
nuestros resultados, a nivel mundial se destaca un estudio realizado en Zimbabwe
(Tekere e al. 2001) donde la prospeccion por hongos de la podredumbre blanca de la
madera en bosques de maderas duras, llevé al aislamiento y seleccion de algunas cepas

nativas con alta capacidad de degradacion de colorantes poliméricos y triarilmetano.

La capacidad de decoloracién de los aislados seleccionados se confirmé en medios
liquidos, tanto para los ensayos donde los colorantes se agregaron desde el inicio del

cultivo, asi como cuando el colorante se agregé al octavo dia. El analisis de los espectros
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de absorcion de los colorantes durante la decoloracién, y la observacion visual de micelio
del hongo al final del proceso, indicaron que la decoloracién se debe a la transformacion
del compuesto y no a la absorcion del colorante a la biomasa. Este 0ltimo efecto se ha
observado en P. Chrysosporium y A. niger (Gold, M. H., Glenn, J. K., y Alic M. 1988,
Sumathi, S., y Manju, B.S. 2000). Aunque se ha sugerido que la absorcién o captacion se
puede usar para el tratamiento de las descargas de plantas textiles, esto no parece ser una
solucion, ya que el problema del color residual no transformado permanece y ademas se
agrava por la presencia de biomasa. El cambio complejo en los espectros de absorcién
sugiere que la decoloracién no es una reaccién de un solo paso, sino mas bien un proceso
donde mas de una enzima puede estar involucrada. En todo caso, la decoloracion parece
ser una consecuencia de la transformacion de la estructura molecular del cromdéforo del
colorante. Sin embargo, un analisis de los productos de ruptura serd necesario para

demostrar la biodegradacion de la molécula.

En muchos trabajos se ha descrito que las enzimas lignoliticas (lacasa, LiP y MnP)
pueden atacar extracelularmente un rango amplio de colorantes que incluye, entre otros,
compuestos antraquinénicos, azo y triarilmetano (Ollika, P. ef al 1993, Heifling, A., et af
1998, Rodriguez, E. et al. 1999, Abadulla, E., et al 2000, , McMullan, et al 2001,
Robinson, T. et a/ 2001, Hatvani y Mécs , 2001, Tekere, M. ef al 2001)}. En nuestros
ensayos de curvas de produccion se encontré que los dos aislados seleccionados (CS 5 y
CU 1) son buenos productores de lacasa bajo las condiciones utilizadas. Adicionalmente,
el aislado CS 5 también mostré la capacidad de producir MnP, sin embargo en ningin
caso se pudo detectar la actividad de LiP. La presencia de las actividades de lacasa y
MnP concuerda con los hallazgos de otros trabajos donde se concluye que la combinacién
lacasa-MnP es el grupo mas comun de ligninasas en los hongos de la podredumbre blanca
(Nerud, F. y Misurkova, Z. 1966, Pelaez F. et al 1995). Ademas, se ha propuesto que la
actividad de MnP y/o lacasa puede ser suficiente para la degradacion de lignina (Nerud,
F. y Misurkova, Z. 1966). Esto Gltimo parece ocurrir en Pycnoporus cinnabarinus donde
la lacasa es la unica oxidasa extracelular que se ha asociado con su actividad lignolitica

(Rabinovich, M.L. ez al 2003).
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En este sentido, la actividad decolorante de nuestros aislados se pudo relacionar
exclusivamente con la actividad de lacasa ya que; a) para ambos hongos la decoloracién
en cultivos completos coincidié en el tiempo con la presencia de titulos altos de esta
actividad b) en el caso de CU 1 la lacasa es la tnica actividad detectada, c) en el caso de
CS 5 la actividad de Mn peroxidasa se incrementé sélo hasta tiempos posteriores a la
decoloracidn, d) los extractos crudos libres de micelio de los aislados CS 5 y CU1
conteniendo 820 y 2000 U.I/L de lacasa respectivamente, fueron capaces de decolorar
completamente al RBBR y AR44 y 50 % al CV dentro de un periodo de 12 h. y e) los
espectros de absorcion durante la decoloracion bajo estas condiciones fueron similares a
los encontrados en cultivos completos. La participacion exclusiva y eficiente de las
lacasas producidas por nuestros hongos nativos en el proceso de biodegradacién de los
colorantes sintéticos debera confirmarse en un estudio posterior con preparaciones puras
de las enzimas. Finalmente, la caracterizacién parcial de las actividades de lacasa
presentes en las preparaciones de los asilados nativos sugieren la presencia de
isoenzimas con tallas moleculares, pH 6ptimos y termoestabilidad similares a las
encontradas en la mayoria de los basidiomicetos de la pudricion blanca (Thurston, C.F.
1994). Sin embargo, estas lacasas parecen tener un rango de sustratos mas amplio que el
comun de lacasas fungicas reportadas. Esta propiedad podria resultar de gran interés con
relacién a los mecanismos de accion y aplicabilidad en procesos biotecnoldgicos y

también merece ser el tema para estudios posteriores.
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Conclusiones.

1. Se logré la creacidn de un cepario que actualmente cuenta con 91 cepas nativas
de basidiomicetos de la pudricion blanca, aislados de diferentes zonas de la Sierra
Madre Oriental y serranias cercanas a la Ciudad de Monterrey Nuevo Ledn.

2. Se desarroll6 un sistema eficiente en medio s6lido para la seleccion de cepas con
el potencial para la degradacion de colorantes sintéticos.

3. La seleccion de aislados con alta capacidad de degradar colorantes sintéticos se
puede predecir en un sistema de seleccién simple, basado en la decoloracién de
Poly R-478 v Cristal Violeta.

4. Se logré la seleccién de basidiomicetos nativos (CS 5 y CU 1) que comparan
favorablemente en la capacidad de decoloracién con algunas de las principales
cepas de referencia internacional. Los cuales mostraron capacidad de atacar
colorantes sintéticos de los tres grupos principales en cultivos liquidos.

5. Los extractos crudos de lacasa de los hongos seleccionados también mostraron la
capacidad de decoloracién sobre los colorantes ensayados.

6. Las lacasas producidas por los aislados nativos, presentaron propiedades de talla
molecular, pH dptimo y termoestabilidad (en extractos crudos) semejantes a las
lacasas de otros basidiomicetos.

7. En extractos crudos, las lacasas producidas por los aislados nativos, presentaron
un rango de sustratos mas alto que el comin de las lacasas.

8. La zona de la Sierra Madre Oriental y serranias circundantes a Monterrey, N.L.
incluye sitos que son excelentes para la prospeccién de basidiomicetos de
podredumbre blanca con alto potencial de aplicacion en procesos de

biorremediacion de compuestos xenobidticos.
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Anexo: Tabla de Resultados Generales de los Aislados

Cepa Guayacol O-Anisidina Poly R-478 REBR | AR44 | CV Crecimiento
CS1 En toda la caja, moderado, algodonoso.
+ + - - - - Micelio de color blanco. &o
CcS2 +' +7 +++ +H+ +++ % | En toda la caja, moderado, arenoso.
Micelio blanco.
CSS +7 +7 +++ +++ +++ +++ | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &
CS 5+ + + ++ +++ +++ +++ | En toda Ia caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &
C56 + +F +++ +++ +++ — | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. 6
CS9 + + - ++ - — | En todo la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &
Cs11 - - - +F 4B = | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &
CS19 En toda la caja, escaso, algodonoso.
&7 47 +B ++ 1+ — | Micelio de color blanco. &
En toda la caja, escaso, arenoso.
CS20 47 A ++ T+ 4+ % | Micelio blanco con pigmentos rojizos.
Sw
Cs21 +7 +7 - ++ - - En toda la caja, escaso, micelio de color
blanco. &
Cs22 +7 + - ++ - — | En toda la caja, escaso, algodonoso,
micelio blanco.
Cs24 + + - ++ - — | En toda la caja, escaso, algodonosv,
micelio blanco.
— | En toda la caja, moderado, algodonoso.
CS25 +7 +f = = = Micelio de color blanco. 8
CS27 + + ++ +++ +++ +# | En toda la caja, moderado, algodonoso.
Micelio de color blanco. &
CS 31 + + +F ++ ++ — | En teda la caja, moderado, algodonoso,
_ micelio blanco. &
Cs39 z p> - +P +# — | En toda ia caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &
Cs 41 - z +P ++ ++ % | En toda la caja, moderado, micelio
blanco.
+ + - +++ - X Crece en toda la caja moderadamente,
CS43 presenta un micelio de colora rojizo,
mismo tono que es difundido al medio.
w
CS 44 + + - 5 = — | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &
CS 48 +7 +' ++ +++ +++ ® En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &
CS 50 - - - - - - En toda la caja, moderado, arenoso,
micelio blanco .6
CS 52 + + +P +F = -~ | En toda la caja, escaso, algodonoso,
micelio blanco.
CS 54 +7 + +P +++ +++ +++ | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco, &
En toda la caja, moderado, algodonoso.
CS 60 + + - +P et ¥, | Micelio de color blanco.
CS 6l +' + et +++ +++ % | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &
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CS 62 +7 +7 + +++ +++ +++ | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco.

CS63 +' +7 +++ +++ +++ +++ | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &

CS 64 +' +7 ++ +++ ++ +++ | En toda la caja, moederado, aigodonoso,
micelio blanco. &
En toda la caja, moderado, algodonoso,

CSés + + - - - - |micelio pigmentado en tonos
pardos. & w

CS 66 +1 +! - - - - ] En toda la caja, moderado, algodonoso.
Micelio pigmentado en tonos grises. § w
En toda la caja, moderado, algodonoso,

CS 67 e s = & = - | Micelio pigmentado en tonos oscuros
(eris y negro).6 w
En toda la caja, abundante, algodonoso.
Micelio café y productor de un

Cs77 A A A A A A | pigmento rojizo, por lo que no se
distinguen los cambios en el medio. w
En toda la caja, moderado, arenoso.

CS 78 +7 4+ +# ++ ++ ++ | Micelio color crema y con tonos pardos,
w

LES + + ++ +++ +H+ +++ | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &

LE7 + + 4P +++ +H+ X | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &

LE 13 + + ++ +++ +++ +++ | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &
En toda la caja, moderado, algodonoso,

LE 16 + + - - - — | micelio crema con tonos pardos.

LE 24 +! + - ++ ++ X | En toda la caja, escaso, algodonoso,
micelio blanco. 6

LE 31 + +! ++ +++ +++ % | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &
En toda la caja, moderado, algodonoso.

LE 32 + + +B -+ +++ X Micelio de color blanco. &

LE 33 - - - - - - Poco (7 cm), escaso, algodonoso.
Micelio blanco.

LE 34 + + +P +4++ 4P = | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. &

LE 35 + + + +4++ 4+ % | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco. 6

LE 44 + + - % - = | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco.

LE 45 +' +! ++ +++ +++ % | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco.
En toda la caja, arenoso, seco y de

LE 48 + + 4P ++ ++ % | micelio ptrpura con tonos pardos

LE 50 - - - - - - | Entoda la caja, escaso. Micelio blanco,

LE 52 + + - - - + En toda la caja, moderado, algodonoso.
Micelio verde oscuro.

LE54 + + ++ +++ ++ % | En toda la caja, moderado, algodonoso.
Micelio de color blanco.
En toda la caja, moderado, algodonoso.

LE 55 + + ++ o+ 4+ % Micelio de color blanco. &
En toda la caja, moderado, algodonoso.

LE 56 » . = - - - Micelio de color blanco.
En toda la caja, moderado, algodonoso.

LE 57 + + 5 +++ +B x | Micelio de color blanco.

Toda la caja, moderado, algodonoso.
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LE 58 + + - = = - | Micelio de color blanco
En toda la caja, moderado, algodonoso.
LE 61 + + < - ” = Micelio de color verde oscuro con tonos
pardos
En toda la caja, moderado, algodonoso.
LE 63 + + - - +# - Micelio de color verde oscuro con tonos
arises
LE 64 - = +P - - - | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco
LE 65 + +P - ++ ++ - En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio blanco '
LE 66 A A A A A +# | En toda la caja, algodonoso, abundante.
Micelio de color gris
En toda la caja, escaso, algodonoso.
LE 67 + +7 +P +8 ++ ++ | Mieelio de color blanco. &
En toda [a caja, moderado, algodonoso.
LE 68 . - = - - - Micelio de color blanco
En toda la caja, moderado, algodonoso.
LE 69 + + +f ++ 4+ +++ | Micelio de color blanco
En toda la caja, moderado, algodonoso.
LE 72 5 = = = - - Micelio de color blanco.
En toda la caja, moderado, algodonoso.
LE 73 - s = - . +F | Micelio de color verde.
En toda la caja, moderado, algodonoso.
LE 75 + + ++ ++ - +B | Micelio de color amarillo.
En toda la caja, moderado, arenoso.
LE 76 + + +f +4 -+ ++ | Micelio de color blanco con zonas café.
En toda la caja, moderado, atgodonoso.
LE 78 + + + e+ +4++ | +++ | Micelio de color blanco. &
LE 79 +1 +7 + +4+ ++ +% | En toda la caja, moderado, algodonoso.
Micelio blanco.
Cul +1 +' +++ +++ +++ +++ | En toda la caja, moderado, algodonoso.
Micelio blanco.
En toda la caja, moderado, algodonoso.
CP1 - - - - +# — | Micelio de color blanco.&
En toda la caja, escaso, algodonoso.
SM1 - 2 = 2 = - | Micelio blanco y es productor de un
pigmento rojo. w
En toda la caja, moderado, algodonoso
CF2 + + +B 4 ++ % | con aspecto seco. Micelio color amarillo
con tonos café.
CF3 + + - - B - En toda la caja, moderado. w
En toda la caja, moderado, algodonoso.
CF4 +1 +Y -+ 4+ 4+ +++ | Micelio de color amarillo con tonos
pardos.
En toda la caia, moderado, algodonoso.
CFs5 +7 + +B +++ T+ % | Micelio de color blanco. &
En toda la caja, moderado, algodonoso.
CF6 z = - - - — | Micelio de color naranja. &
Toda la caja, abundante, algodonoso,
CF7 + + +P ++ ++ % | micelio de color amarillo. 8
En toda la caja, moderado, algodonoso,
CF9% + + ++ +++ 4 % | micelio color crema. &
CF 10 + + +F +++ +++ % | En toda la caja, escaso, algodonoso,
micelio crema. &
CF11 + + +F +++ +++ - En toda la caja, escaso, algodonoso,
micelio café. &
CF12 + + - ++ +F — | En toda la caja, e¢scaso, algodonoso,

72




micelio blanco.
Cvl z z 4P ++ ++ = | En toda la caja, escaso, algodonoso,
micelio blanco.
Ccv2 - - - - - — | En toda la caja, escaso, algodonoso,
micelio blanco.
CV3 - - - - - — | En toda la caja, moderado, algodonoso,
micelio café. &
— | En toda la caja, moderado, algodonoso,
G. aplanatum + + ++ ++ ++ micelio blanco con tonos pardos.
En toda la caja, moderado, algodonoso,
L. edodes + + ++ S+ 4+ % micelio blanco con tonos amarillos.
En toda la caja, moderado, algodonoso,
SM2 z z - " ++ — | micelio de color naranja.
Lenzites sp
En toda la caja, escaso, algodonoso,
Pleurotus sp + + 4P +++ +++ +++ | micelio blanco de lento crecimiento
EM1 - + - - - +# | Toda la caja, moderado, algodonoso.
Micelio blanco.
EM3 - - - - - - Toda la caja, moderado, algodonoso.
Micelio café.
EM5 b - - - - ++ | En toda la caja, escaso, algodonoso,
micelio blanco.
EM 6 - - - +F - % |En toda la caja, escaso, arenoso.
Micelio rosado.
ATCC 58053 + + + + + +
P. chrysosporium
ATCC 2472 + + - = - -
P. ostreatus
UAMH 8258 + + - - + +
B. adusta
Negativo -
Reaccién positiva +
Decoloracién total a los 20 dias ++
Decoloracién total a los 5 dias ++
Absorbancia del colorante por el micelio &
Se diferencia 8
Produce pigmento w
Aclara la reaccién a los 20 dias Y
Parcial a los 5 dias +°
Parcial a los 20 dfas +F
Reaccidn positiva hasta el dias z
No perceptible por el pigmento producido A
No se probd x
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